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SAMMANFATTNING

I Sverige finns idag omkring 300 000 histar och ungefar en tredjedel av Sveriges befolkning
har pd nagot sitt kontakt med dessa djur. Nést efter pollen dr pilsdjursallergi den vanligaste
allergin. Syftet med denna studie var att undersdka om vissa histraser sprider mindre mangd
allergen &n andra raser. Tre raser studerades; basjkirhdst, islandshdst och vanlig ridhist, som
hér representeras av det svenska varmblodet. I studien anvéndes tre olika ridanldggningar, en
for vardera héstrasen, och i varje stall anvindes tre histar. For att méta spridning av luftburet
histallergen anvédndes luftpumpar med IOM provtagare. Stov samlades dessutom in genom
ryktning av tre héstar i vartdera stallet. Méngden héstallergen 1 luftproverna bestimdes genom
anviandning av ELISA teknik. P& stovproverna gjordes en proteinbestimning for att kunna
uttrycka mingden héstallergen/mg protein. For att f reda pa om rideleverna valt stall efter om
de har histallergi eller ej gjordes en enkédtundersokning.

Mingden histallergen hos de tre histraserna var: (medianen) 8 248 U histallergen/m’ luft for

basjkirhast, 36 801 U/ m’ for islandshést och 32 420 U/m’ for varmblod. Studien visade att
det var en stor variation i luftproverna mellan de tre hdstarna inom varje ras. Vid jamforelse
av stovprover mellan de tre histraserna hade basjkirhistarna en négot ligre héstallergenhalt
dn varmbloden och islandshédsten samt hade ett annorlunda proteinménster i SDS
gelelektrofores. Enligt enkédtundersokningen finns det ryttare som byter stall pd grund av
héstallergi for att kunna fortsdtta utova sitt histintresse. Resultatet frdn denna studie gor det
mojligt att med forsiktighet rekommendera ridning pd basjkirhdstar, och 1 viss man dven
islandshéstar, for ryttare med hastallergi.

ABSTRACT

There are about 300 000 horses in Sweden today and one third of the people in Sweden have
some sort of contact with horses. The second most common allergy in Sweden, after allergy to
birch pollen, is to furred animals. There have been discussions if the Bashkir horse and the
Icelandic horse are less allergenic than other horse breeds. The aim of this study was to
investigate if some horse breeds spread less horse allergen to the surroundings than other
horse breeds. Three different breeds have been studied: the Bashkir horse, the Icelandic horse
and the original riding horse, of which in this report is represented by the Swedish warm-
blooded horse. Three different horse premises were used in this study, one for each horse
breed, and three horses were investigated in each stable. To measure the airborne horse
allergen pumps with IOM samples were used. The amount of horse allergen was then
determined by using ELISA. Some dander was collected from each horse and from these
samples the protein was determined. A questionnaire study was performed to get an overview
if the riding students selected a stable with a particular horse-breed if they had horse allergy.

The median levels of airborne horse allergen were: 8 248 U horse allergen/m’ air for the
Bashkir horse, 36 801 U/m’ for the Icelandic horse and 32 420 U/m’ for the Swedish warm-
blooded horse. However, the study showed variations in amount of airborne allergen between
the three horses within each breed. The dander from the Bashkir horse had lower horse
allergen level than the Swedish warm-blooded horse and the Icelandic horse and the protein
pattern was different as shown by SDS-gelelectrophoresis. According to the questionnaire
study there were riding students that had changed stable because of horse allergy. This study
showed that it is possible to recommend to ride the Bashkir horse, and maybe also the
Icelandic horse, to horse allergic people.
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INTRODUKTION

Hastndringen dr pa frammarsch i Sverige. Omkring 500 000 svenskar dr aktiva inom
ridsporten (Allergifakta, 2008). Idag finns det omkring 300 000 héstar i Sverige varav cirka
200 000 befinner sig i tatortsndra miljoer. Undersokningar har visat att s mycket som en
tredjedel av Sveriges befolkning har kontakt med héstar pa ett eller annat vis (Histndringens
miljordd, 2006). Med denna kontakt foljer dven allergier. Forekomsten av allergier i
samhaéllet har 6kat under de senaste decennierna, framfor allt bland barn och ungdomar. Nést
efter pollen dr pélsdjursallergi den vanligaste allergin (Allergifakta, 2008). Runt tva
tredjedelar av dem som dr allergiska mot pélsdjur har sd svéra besvér att de maste undvika
djurmiljéer helt. Detta eftersom manga av dem fortfarande har problem trots medicinering
(Folkhélsorapport, 2007).

Allergi ér en folksjukdom som kdnnetecknas av olika besvir med luftvdgar, hud och/eller
mag-tarmkanal vid kontakt med allergener som annars tils av ménniskor i allménhet
(Miljohédlsorapport, 2005). Allergener, dven kallade antigener, &r proteiner eller
glykoproteiner. Vid en allergisk reaktion dverproducerar kroppen immunoglobulin E (IgE)
antikroppar mot det aktuella allergen som kroppen exponeras for. IgE antikropparna binder
dérefter till ytan av mastceller vilka dr celler som produceras i benmirgen och finns utspridda
1 kroppens vdvnader. Nidsta gang som man exponeras for allergenet sa korsbinder allergenet
med antikropparna pd mastcellerna, som dd stimuleras att frigéra aktiva inflammatoriska
dmnen som t.ex. histamin. Beroende pa vart i kroppen denna reaktion sker och pa hur manga
mastceller som aktiveras kan reaktionen variera fran en enkel nysning till en allergisk chock
med dodlig utgang (Berg et al., 2002; Brannstrom, 2002).

Allergen produceras bland annat i djurens svettkortlar (Spitzauer, 1999). Den viktigaste kéllan
for héstallergen ar héstens stov (myjall), f6ljt av hér och hudrester (Elfman, 2008). Allergener
kan dven utsondras via héstens urin och saliv (Nordvall, 2005). Héstallergi kan vara medfott
men kan &dven utvecklas senare i livet. Studier har visat att ldngvarig exponering for
hidstallergener kan orsaka astma eller hosnuva och darmed forsvagad lungfunktion (Tutluog lu
et al., 2002). Detta innebér att man genom upprepad ridning, vistelse i stall, ryktning eller
annan kontakt med héstallergener kan utveckla dessa allergiska besvir.

Allergen fran hast anses vara “’starkt” och kan 1 vérsta fall orsaka svara allergiska reaktioner
(Nordvall, 2005). En uppskattning presenterad i Allergifakta 2008 visar att omkring 7-10 %
av Sveriges befolkning har besvér, av varierande grad, orsakat av héstallergi. For att dessa
besvir ska kunna uppsta krivs inte direktkontakt med hastar. Héstallergener dr valdigt sma
och litta partiklar, avsevért mindre @n pollenkorn, vilket gor att de kan halla sig luftburna
lange samt dven att de obemirkt kan fastna pa kldder, har eller dylikt (Miljohélsorapport,
2005). Transportering av allergen pa t.ex. kldder gor att dven héstfria allménna miljéer som
exempelvis skolor kan kontamineras och dirmed kan ménniskor som aldrig dr i direkt kontakt
med hédstar utsittas for dessa allergener. Enligt Nordvall (2005) innehaller damm 1 skolor
hoga koncentrationer av pidlsdjursallergener. Dessa halter &r tillrackliga for att utlosa en
allergi och ge akuta symptom.

Det forekommer en diskussion huruvida det finns héstraser som inte framkallar nagra
allergiska besvir eller i alla fall mindre besvér. Tva av de héstraser som ofta figurerar i dessa
diskussioner dr basjkirhdsten och islandshdsten. Antalet studier inom detta dmne ar dock
begriansade. Man har kunnat konstatera att det inte finns négra allergenfria héstar, ddremot
finns det studier som tyder pa att vissa hdstraser kan vara mindre allergena dn andra (Emenius



et al., 2000). Till detta maste tilldggas att det dven finns en stor variation mellan héstar av
samma ras samt dven hos en och samma hist 6ver tid. Hur mycket allergen en hést utsondrar
verkar vara kopplat till bland annat kon, alder och éarstid (brunstcykler, fertilitet, etc.)
(Allergifakta, 2008). Enligt Elfman et al. (2008) ar allergenhalten lagre pa hosten dn pa
sommaren. P4 vintern dr den som ldgst. Orsaker till detta kan vara att den frusna marken pa
vintern och den 6kade regnmédngden pa hosten kan skdlja bort allergener och ddrmed ge en
minskad spridning. Dessutom har manga héstar ticken pa vintern vilket minskar spridningen
av allergener till den omgivande luften.

I en av de fi studier som gjorts inom detta dmne jimfordes allergeninnehéllet 1 stov frin
héstar av sex olika raser, bland dem basjkirhdsten (Felix et al., 1996). Analysen av detta stov,
som genomfordes 1 huvudsak med immunoblotting, visade nitton olika allergena
komponenter. Inget stovprov var det andra likt, kombinationen av olika allergenkomponenter
varierade bdde mellan och inom raser. Alla prov och dédrmed alla héstraser innehdll dock alla
de viktigaste allergenkomponenterna, ingen ras var unik och inget allergen var rasspecifikt.
Det fanns inte heller nagon signifikant skillnad mellan raser gillande antalet proteiner i stovet.
Denna studie visade alltsa att basjkirhdstar inte skiljer sig fran andra héstraser med avseende
péa de analyserade parametrarna. Felix et al. (1996) foreslog att anledningen till att allergiska
personer fér lindrigare alternativt avsaknad av besvér vid kontakt med basjkirhisten istéllet
kan vara att deras langa péls sldpper ifran sig en mindre andel stév, och ddrmed ocksa farre
allergener, till den omgivande luften 4n ménga andra héstraser.

Ytterliggare en studie gjord i detta &mne studerade hidstallergenhalten i luftprover samt stov
fran olika héstraser (Emenius et al., 2000). Tre av de studerade raserna var basjkirhdsten,
islandshésten och varmblod. Luftproverna samlades in med hjélp av en luftpump (luftflode 2
L/min.) som bars av den person som ryktade respektive hést. De insamlade luftproverna samt
stovet analyserades med hjélp av en héstallergenspecifik immunologisk metod kallad ELISA.
Denna studie visade skillnader mellan hur mycket allergen som frigors till luften mellan de
olika raserna. Luftprov insamlade kring varmbloden innehéll en betydligt hogre halt av
histallergen én bade baskjirhdstarna och islandshdstarna. Den storsta skillnaden var mellan
baskjirhdst och varmblod — de uppmitta luftnivderna var hela 65 ganger ldgre for
basjkirhdstarna. De analyserade stovproverna var svérare att jimfora, men tydde pa liknande
resultat.

SYFTE

Syftet med detta projekt var att undersdka om vissa histraser sprider mindre mangd
héstallergen @n andra raser. De tre raserna som studerades var basjkirhdsten, islandshésten
samt vanlig ridhdst. Ridhésten representerades i denna studie av det svenska varmblodet.
Malsidttningen for projektet var att undersdka om det dr mojligt att rekommendera ridning pa
vissa héstraser sasom basjkir och islandshidst om man &r allergisk mot hést.



BAKGRUND

I denna studie undersoktes allergenhalten hos de tre héstraserna basjkirhist, islandshist samt
det svenska varmblodet.

Bagkirhast

Basjkirhdsten &r en av virldens éldsta hastraser. De har sitt ursprung i Rysslands Uralberg dir
de ofta lever i stora vilda flockar. Rasen har minga anvindningsomraden i Ryssland, bland
annat anvinds de till arbete och kottproduktion. Lokalbefolkningen tar ofta tillvara pa deras
tjocka vinterpéls och anvénder den till kldder, filtar och dylikt. Stona &r dessutom berdmda
for sin mjolkproduktion. Ett basjkirsto ger i genomsnitt 1500 liter mjolk under sin
mjolkgivningsperiod pa sju till atta manader. Det harda klimatet har genom aren format
basjkirhésten till valdigt starka och uthalliga hastar. De klarar sévil vita som kold mycket bra.
I Ryssland gér de oftast ute aret om, ibland i1 djup snd och vid temperaturer ner till -40 grader
(Lunn et al., 1998). Det &r en kompakt och kortben ponny med en mankhojd pa mellan 132
och 142 cm. Deras péls bestar av en tit fin hdrrem som dr mycket kort sommartid. P4 vintern
far de en lang vinterpéls, ofta jimforbar med ull. Basjkirhdsten dr en vildigt lugn, klok och
intelligent hést (Lunn et al., 1998; Basjkirhdstforeningens hemsida, 2009).

De forsta basjkirhdstarna kom till Sverige sa sent som ar 1993. Antalet individer har nu véxt
till omkring 300 héstar och ungefir 30 nya f6l fods i Sverige varje ar. Aveln for dessa
ponnyer kontrolleras av den Svenska Basjkirhdstforeningen. Féreningens mal ar att verka for
en serids avel som bevarar basjkirhéstens rastyp och for spridandet av kunskap om rasen
(Basjkirhdstféreningens hemsida, 2009).

| slandshast

Islandshidsten kom till Island tillsammans med nordborna i slutet av 800-talet. Sedan 1100-
talet har rasen varit isolerad pa on, helt utan inkorsningar med andra raser. On och dess
befolkning har genom &ren format héasten till en stark brukshist med en kompakt kropp och
tjock péls, framfor allt vintertid. De &r snabba, sdkra pa foten och dessutom lattfodda. Deras
mankhdjd varierar ofta mellan 130 och 137 cm, men de kan vara hogre. Det mest typiska med
islandshédsten dr deras fran urtypen bevarade fem gangarter; skritt, trav, galopp, passgang och
tolt (Lunn et al. 1998). Pé Island har hasten haft en betydande roll i uppbyggnaden av landet.
Idag ar héstniringen fortfarande vildigt stor pa Island, &ven om anvindningsomriadena har
fordndrats. De anvinds framfor allt till fritid, sport och inom turism (Helmersson, 1991).

Islandshésten har funnits i Sverige sedan bdrjan av 1900-talet. Idag finns det mer &n 25 000
registrerade islandshistar 1 Sverige (SIFs hemsida, 2009). Det Svenska Islandshistférbundet
(SIF) har stillt upp foljande avelsmal for islandshdsten: “en modig, stark och hallbar ridhést,
med mycket gott lynne, som dr samarbetsvillig och arbetsvillig, dr fyrgdngare (skritt, trav,
tolt, galopp) eller femgangare (+ flygande pass), med taktrena, spédnstiga och védgvinnande
rorelser 1 alla gingarter, med naturlig balans och bra undertramp, som bir sig vil under
ryttare. Den skall ha dndamalsenlig exterior och stark utstralning. Den typiska robustheten,
den rikliga behdringen med mycket skyddshar samt den stora fargvariationen maste alltid
bevaras” (SIFs hemsida, 2009).

Svenskt varmblod

Merparten av Sveriges ridhdstar dr av rasen svenskt varmblod (Furugren, 1998). Bildandet av
rasen borjade pa 1800-talet d& utlindska varmblodshingstar borjade importeras i allt storre
utstrackning. Det var framfor allt importen av de tyska varmblodsraserna hannover och



ostpreussare som dominerade, men dven raser som det engelska fullblodet koptes in. Aveln
med de importerade hingstarna och svenska ston skapade sd sminingom det vi idag kallar det
svenska varmblodet (Laing et al., 1992; Furugren, 1998). Dessa héstar har en storlinjerad
kropp, dvs. histen har en ldng hals, ldng och djup brostkorg och lingt, valmusklat kors.
Mankhojden varierar mellan 160 och 175 cm. Huvudet &r ddelt och uttrycksfullt med stora
ogon. Varmblodets uppbyggnad och utmérkta gangarter gor att det passar ypperligt till
héstsporter som dressyr och hoppning (Laing etal., 1992; Furugren, 1998).

Det svenska varmblodet ingar i avelsforeningen ASVH (Avelsforeningen for Svenska
Varmblodiga Histen). Det dr osdkert hur minga varmblod det finns i Sverige idag. Enligt
Hedin (Hedin, e-post, 2009) registreras cirka 3 500 fol av svensk varmblodig héstras varje ar i
ASVH. Avelsmalet for dessa histar dr “en ddel, korrekt och hallbar varmblodshist, som
genom sitt prestationsinriktade temperament, sin ridbarhet, goda rorelser och/eller
hoppforméga ar internationellt konkurrenskraftig” (ASVHs hemsida, 2009).

MATERIAL OCH METODER

For att méta hur mycket luftburet hastallergen en ryttare utsétts for under en ridlektion
anvéndes 1 denna studie luftpumpar. Utéver det sd ryktades héstarna och stovet samlades in
for att f4 fram hur mycket héstallergen det innehdll. Dessutom analyserades stovet med SDS-
polyakrylamidgelelektrofores (SDS-PAGE) for att studera proteinmonstret. For att se om det
finns ndgon tanke i val av héstras och stall hos ryttare beroende pé héstallergi delades enkéter
ut 1 varje stall.

Provtagning
Tre olika ridanldggningar anvéndes i denna studie, en for vardera héstrasen. Provtagningen pé
islandshéstar gjordes pa Islandshistkonsult, Barby Géard i Alunda. For basjkirhdstarna gjordes
provtagningen pd Hammarby Gérd i1 Haninge och for varmbloden hos Vésby Ridskola pa
Sattra Gard, Upplands Visby. I varje stall anvdndes tre hdstar. Provtagningarna for det
luftburna histallergenet gjordes fore, under och efter ritt. Under sammanlagt 105 minuter var
ryttarna  utrustade med varsin pump med
munstycken placerade 1 axelhdjd. Forsta delen
bestod av 15 minuter ryktning och 15 minuter
sadling, etc. De tre hdstarna reds sedan i 60 minuter.
For att kunna bortse frén faktorer som vider och
vind skedde detta inomhus i ridhus. Aven efter
ritten da héstarna togs omhand var ryttarna
utrustade med pumpar (15 minuter). Det hela

Islandshastkonsult
Tel. 0174 — 360 40
www.islandshestkonsult.se

Hammarby Gard

simulerade en vanlig ridlektion diar ryktning, Tel. 08 — 500 320 42
umginge med hést, ridning och dylikt ingick. www.hammarbygard.com
De luftburna allergenpartiklarna samlades upp med Véasby Ridskola

IOM provtagare med Fluoropor membranfilter Tel. 08 — 590 814 52
(porstorlek 1,0 um, typ FA Millipore AB, Sverige). www.vasbyridklubb.a.se

Provtagaren monterades pa en pump vilken jobbade
med ett luftflode pd 3,5 I/min (AirChek XR5000,
SKC Inc. PA, USA). Dessa métningar pagick under 105 minuter x 3 for varje hidstras (se
ovan). Kalibrering av luftintaget gjordes fore mitningen och luftflodet reglerades till 3,5
I/min. Efter avslutad métning kontrollerades luftflodet ater igen och ett medelvérde rdknades




ut for att fa fram den luftvolym som senare anvéindes i kalkyleringarna. I samband med
provtagning av luftburet hastallergen samlades dven stov in genom ryktning av de tre histarna
i vartdera stallet. Varje hést ryktades till dess att tillricklig mangd samlats in. I varje stall
anvandes nya ryktborstar och ryktskrapor. Detta for att proverna inte skulle kontamineras av
andra histars stov och d& ge felaktiga resultat. Stovet samlades upp i petriskalar (ett
gemensamt prov for varje histras) dér det forvarades fram tills det skulle extraheras.

Extraktion av prover

Luftproverna extraherades genom att filtren med de uppsamlade luftburna allergenpartiklarna
lades 1 minisorpror (70x11 SH, OneMed, Goteborg) och 2 ml fosfatbuffert innehallande 0,05
% Tween 20, 1 % albumin (BSA) med konserveringsmedlet Timerosal (PBS-T/BSA)
tillsattes. Timerosal, vilket dr en proteashdmmare, tillsattes for att minska nedbrytningen av
proteiner. Proverna extraherades genom rotation pa Roto-Shake Genie (Scientific Industries
Inc, Labora) Over natt. Vitskan fordes sedan Over 1 eppendorfror (Sarstedt) och
centrifugerades i Biofuge pico (Heraeus, Kendro Laboratory Products) vid 10 000 rpm under
10 min. Dérefter 6verfordes supernatanten till 2 ml kryordr (Sarstedt) for forvaring vid +4-
8°C fram till analys.

Extraktionen av stovproverna borjade med att 50 mg av det uppsamlade stovet vigdes upp pa
en analysvag (Mettler, AC100) och 6verfordes till 15 ml provror (Sarstedt). Déarefter tillsattes
1 ml PBS-T samt 4 glaspérlor. Glaspérlorna tillsattes for att fi en mer effektiv omrérning.
Sedan mixades proverna pd en MS1 Minishaker (IKA, OneMed, Goteborg) och dérefter
ytterligare genom rotation pa Roto-Shake Genie under 2 timmar. Efter extraktionen
centrifugerades proverna i Centra 12 (Thermo IEC, VWR International AB, Stockholm) vid
3500 rpm under 10 min. Supernatanten dverfordes sedan till eppendorfror (Sarstedt) och efter
det centifugerades proverna i Spectrafuge 7M (Labnet) vid 10 000 rpm under 10 min.
Proverna forvarades i 1,5 ml kryoror (Sarstedt) vid +4-8°C fram till analys.

Analysmed ELISA

For att f4 fram méangden histallergen i luftproverna Y Y Antikroppar

anvindes den immunologiska metoden Sandwich Ytan av mikrotiter brunn
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

Detta dr ett redskap som anvénds for att kvantifiera Antigener

och detektera en antikropp eller allergen. Det som

sker dr att antigenet fangas upp mellan tva
antikroppar som &r specifika for att antigenen ska
kunna detekteras. Mikrotiterplattor (Maxisorp,
Nunc, Danmark) preparerades med histantikroppar
(Mabtech AB, Stockholm, Sverige) och déirefter
tillsattes de extraherade proverna. Héstallergenerna
binder da till antikropparna. Plattan tvéttas for att fa
bort material som inte har fastnat for att sedan
kunna tillsétta den andra antikroppen som da binder
till antigenet. En schematisk bild pa detta kan ses 1
figur 1. Plattan tvittas sedan igen. For att kunna se  Figur 1. En schematisk bild p4 hur antigener
enzymaktiviteten av det bundna materialet 1  fister pd antikroppar och detekteras med
brunnarna tillsdtts ett substrat for enzymet och en Sandwich ELISA. Modifierad efter Madigan &
fargproduktion startar. Firgproduktionen ér propor- Martinko, 2006.

tionerlig mot midngden antigen som ndrvarar. For att kunna mita koncentrationen av
histallergen avldses plattan 1 en spektrofotometer/plattlisare (EL800, Bio-tek Instruments,

Antikropp med konjugerat enzym

Substrat tillsatt,
fargproduktion




USA). Med hjilp av en standardkurva som gjordes av dataprogrammet KC4 (Bio-Tek
Instruments Inc. USA) och kurvanpassningsprogrammet 4 parametrar gjordes en
haltbestamning (Madigan & Martinko, 2006).

Proteinbestamning

For att kunna jamfora halten histallergen 1 de tre stovproverna (en for vardera héstrasen)
gjordes en proteinbestimning. For denna bestimning anvindes BCA-protein analyskit (Fisher
Scientific). Forst gjordes en spddning med hjdlp av en bovint serumalbumin (BSA) standard-
16sning (2 mg/ml) for att f4 fram en standardkurva, se tabell 1. Varje stovprov spéaddes till 1,
1/5, 1/10 och 1/20 pa foljande sitt;

1 =200 pl outspadd 16sning

1/5 =40 pl av den outspédda 16sningen + 160 ul PBS-T
1/10 = 100 pl av 1/5 16sningen + 100 pul PBS-T

1/20 = 100 pl av 1/10 I6sningen + 100 pul PBS-T

Standardldsning och prover (200 ul/prov) tillsattes i brunnar i en mikrotiterplatta. En Working
Reagent (WR) gjordes genom att blanda 50 delar Reagent A med en del Reagent B. Av
Reagent A tillsattes 12,5 ml och av Reagent B 250 ul. 200 pl WR tillsattes sedan till varje
brunn i en mikrotiterplatta. Alla prover kordes som dubbletter pd plattan. Mikrotiterplattan
tacktes och inkuberades vid rumstemperatur och under inkubationen léstes plattan av i en Bio-
Tek platt-ldsare vid en absorbans av 562 nm. Sista avldsningen skedde efter en inkubationstid
pa 105 minuter.

Tabell 1. Spadningsschema for standardkurvan

Provror Volym av Volym (pl) och Slutgiltig BSA
PBS-T BSA kélla koncentration (ul/ml)

A 0 300 av Stock (BSA) 2000

B 125 375 av Stock (BSA) 1500

C 325 325 av Stock (BSA) 1000

D 175 175 av provror Bs spadning 750

E 325 325 av provror Cs spadning 500

F 325 325 av provrdr Es spddning 250

G 325 325 av provror Fs spadning 125

H 400 100 av provror Gs spadning 25

I 400 0 0 = Blank

Analys med SDS-PAGE

For att jamfora proteinmonstret hos de tre histraserna gjordes en Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gelelektrofores (SDS-PAGE) pd de extraherade stovproverna. Héstextraktet
spdddes dd med en buffert med eller utan dithiothreitol for att ge en reducerad eller
oreducerad form. Hastextraktet kordes pa ExcelGel SDS (Multiphor II, GE Healthcare,
Uppsala, Sverige) och ett LMW kalibreringskitt for SDS-elektrofores anvindes (GE
Healthcare). Gelen var silverfairgad med en nagot modifierad metod Hoefer Automated Gel
Stainer (GE Healtcare, Sverige). Analysen gjordes av foretaget Phadia AB (Uppsala, Sverige).

Enkétstudie
En enkétstudie gjordes for att fa en overblick pa huruvida rideleverna i de olika stallen hade
valt stall efter om de var héstallergiker eller ej. D& det diskuterats att bidde basjkir- och
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islandshésten dr mindre allergena dn andra hastraser kunde detta vara en bidragande orsak till
valet av héstras. Enkédten var enkelt utformad for att passa sdvil vuxna som barn. Den innehdll
fyra fragor med enkla svarsalternativ vilket kan ses i bilaga 1. I varje stall delades 50 enkdter
ut fOr att fa en sd rittvis bild som mojligt 6ver detta.

RESULTAT

Hastallergen i luft

Mingden héstallergen 1 de insamlade luftproverna analyserades med hjélp av Sandwich
ELISA. For de standardkurvor som anvindes i1 berdkningarna av mingd histallergen se bilaga
2. Anledningen till varfor tva olika kurvor anvéndes dr att spadningarna var for laga for flera
prover och analysen dé fick goras om for vissa prover. Analysen visade att basjkirhistarna
spred minst histallergen med (median) 8 250 Units histallergen/m’ luft medan
islandshéstarna 36 800 U histallergen/m’ luft och varmbloden 32 400 U histallergen/m’. Det
var dock stor variation mellan de tre héstarna inom varje ras, vilket gor dessa medianvirden
osdkra (se tabell 2). Varmbloden hade den storsta spridningen, 30430 — 106 165 U
hastallergen/m’ luft.

Tabell 2. Mingd insamlat héstallergen fran de nio héstarna

Hastras U héstallergen/m3 luft
Varmblod 32 420
Varmblod 30 430
Varmblod 106 165
Varmblod; median 32420
Basjkirhist 17612
Basjkirhast 5090
Basjkirhdst 8 248
Basjkirhést; median 8 248
Islandshast 36 801
Islandshist 5575
Islandshést 42 808
Islandshist; median 36 801
Hastallergen
120000

£ 100000 -

T 80000

T 60000

an

& 40000 -

S 20000 -

> 0 N - . | . —_—— .

‘&eob é@ob ( (Q‘Q\Ob @@é‘ ‘@@é‘ & > b%(;%’“ b&%} 8}'\"@&}
R R I e \t}é‘ \éé‘ \E}'b*"
Hastras

Figur 2. Mingd insamlat héstallergen fran de nio héstarna.
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Hastallergen i stov

Den proteinbestimning som utfordes for att gora allergenforekomsten 1 stdvproverna
jamforbar visade dven den en skillnad mellan de tre héstraserna. Det fanns ingen stor skillnad
mellan stovet fran basjkirhdstarna och varmbloden, dock var allergenhalten nagot ldgre for
basjkirhéstarna. Islandshéstarna gav ett stovprov med hogre allergenhalt per proteinmingd &n
de andra raserna (se tabell 3). For den standardkurva som anvindes till berdkningarna av
dessa vérden se bilaga 3.

Tabell 3. Mingd héstallergen/mg protein hos vardera histrasen

Hastras U hastallergen/mg
protein
Varmblod 1 142 549
Basjkirhist 1089 714
Islandshést 1 605 000

Analys av proteinmonstret i haststév med SDS-PAGE

Figuren 1 bilaga 4 visar resultaten fran SDS-PAGE av histallergen fran stov fran de tre
histraserna. Lika mycket proteinmidngd har tillsats av alla tre stovproverna i SDS-PAGE.
Band 2-4 visar oreducerad form medan band 6-8 visar reducerad form. Band 1 och 10 visar
molekylviktstandarder. Band 5 och 9 visar histallergenstandarden, som anvinds i ELISA. 1
denna gelbild kunde f6ljande héstallergen identifieras: Equ ¢ 1 (22 och 31 kDa, oreducerad
och reducerad form) dir banden visas mycket svagt. I reducerad form syns ett svagt band pa
basjkirhdsten. Equ ¢ 2 (18 och 16 kDa, oreducerad och reducerad form), vilken syns tydligt pd
islandshést och varmblod. Equ ¢ 3 (65 kDa oreducerad form) é&r identifierad i alla tre
histraserna. Equ ¢ 4 (17 och 4,5 kDa, oreducerad och reducerad form) syns tydligt pé
islandshést och varmblod men svagt pé basjkirhdst. Equ ¢ 5 (17 kDa oreducerad form) syns pa
islandshést och varmblod. Equ ¢ 5 (20,5 kDa, reducerad form) kan identifieras pd varmblod.
Det ar svart att skilja Equ ¢ 2, Equ ¢ 4 och Equ ¢ 5 4t i den oreducerade formen da de nistintill
ligger pa samma kDa. Slutsatsen &r att proteinmonstret fran basjkirhésten skiljer sig 4t frin de
andra tva raserna och att de viktigaste hastallergenen, Equ cl, c2, c4 och ¢5 finns i betydligt
mindre mangd.

Enkétstudie
Svarsfrekvensen pa enkéten var hog i basjkirhdst- och varmblodsstallen (96 respektive 100%),
medan den var 13g 1 Islandshéststallet (26%). Resultatet av enkdtundersokningen visar att i
stallet med islandshéstar uppvisar 15 % av ryttarna allergiska besvér av varierande grad vid
kontakt med héstar (se figur 2a). I stallet med basjkirhédstar d&r motsvarande siffra 21 % (se
figur 2b) och i stallet med varmblod 6 % (se figur 2c). Detta &r utspritt 6ver alla aldersklasser
vilket kan ses i bilaga 5. .

Islandshast
Enligt denna enkitundersdkning finns det ryttare som
byter stall pd grund av sin allergi for att kunna
fortsétta att utdva sitt histintresse. Av de ryttare i de
tre undersokta stallen som uppvisar allergiska besvir
ar det 67 % som upplever en lindrigare allergi vid
kontakt med islands- eller basjkirhéstar (se bilaga 5).
Alla ryttare 1 islandshédst- och basjkirhéststallet som i
enkdtundersokningen uppgett att de uppvisar
allergiska besvir vid kontakt med héstar har valt just
detta stall p4 grund av sina allergiska besvér. De

B Allergiskalbland M Ej Allergiska

11 Figur 2a. Andel allergiska i
stallet med islandshéstar



ryttare som var allergiska i varmblodsstallet har antingen slutat med sin ridning eller rider
endast ett fatal ganger per ar pd grund av sin allergi.

Basjkirhast Varmblod
m Allergiska Ofta  m Allergiska Ibland Ej Allergiska m AllergiskaOfta  m Allergiska Ibland Ej Allergiska
4% 2%
79%
94%
Figur 2b. Andel allergiska i Figur 2c. Andel allergiska i
stallet med basjkirhéstar stallet med varmblod

DISKUSSION

Syftet med denna studie var att undersoka om basjkirhdsten och/eller islandshésten sprider
mindre méngd hdstallergen &n vanliga ridhéstar, hédr representerade av det svenska
varmblodet. For att undersoka om de tre héstraserna sprider olika méngd héstallergen till den
omgivande luften samlades luftprover in vid en ridlektion med tillhdrande hantering av
hésten. Resultat fran studien visade stora variationer mellan héstar inom samma ras. Tva av
varmbloden spred drygt 30 000 U histallergen/m’ luft, medan den tredje hésten gav si mycket
som cirka 106000 U histallergen/m>. Detta hojde medelvirdet for varmblodens
héstallergenspridning. Aven hos de tvd andra histraserna fanns det stora variationer. Trots
detta kunde man se att basjkirhdsten sprider mindre méngd héstallergen dn bade varmblodet
och islandshésten, d& dessa prover lag ldgst. Ett liknande resultat gér att se i en snarlik studie
gjord av Emenius och medarbetare. Aven i denna studie frigav varmbloden en signifikant
hogre héstallergenhalt till den omgivande luften én basjkirhédstarna. Denna studie visade ocksa
att en sadan skillnad finns mellan varmblod och islandshéstar, vilket var studie ej visade.

Analysen av mingd histallergen per mg protein i hédstarnas stov gav en tendens till att
basjkirhédstarna ligger ndgot ligre dn varmbloden. Dédremot hade islandshdstarna en hogre
allergenhalt per proteinhalt. Under provtagningstillfdllet var tvd av varmbloden ryktade dven
innan provtagningen startade, medan ingen av de andra hdstarna var ryktade timmarna innan
proven togs utan de togs in direkt frin hagen Detta kan innebéra att mycket av deras stov var
bortborstat och darmed bidrog till att ge ett felaktigt resultat i det gemensamma stovprovet
samt i sina individuella luftprover. Mgjligheten finns att det var varmblod nummer 3 som med
hogst allergenhalt i sitt luftprov (106 000 U allergen/m3 luft) gav den mest representativa
allergenhalten for rasen svenskt varmblod bade vad giller allergenhalt i stovets protein och i
méngd frisldppt allergen. Detta skulle innebdra att rasen svenskt varmblod har en hogre halt
allergen 1 sitt protein samt frislipper hogre halt allergen till den omgivande luften &n bade
islandshéstar och basjkirhéstar.
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Det fanns en skillnad i hur hdstarna levde och skottes pa de tre olika ridanlédggningarna. Bade
basjkir- och islandshdstarna var ute i sina hagar under en mycket stérre del av dygnet jamfort
med varmbloden. Dessutom hade varmbloden ticke pa sig oftare 4n de andra héstarna. Detta
kan innebéra att varmbloden skulle ha haft en storre pélsséttning om de holls pad samma vis
som basjkir- och islandshdstarna vilket kan ha fordndrat deras spridning av allergen.
Dessutom skedde hanteringen (sadling, ryktning, etc.) av basjkirhdstarna utomhus under ett
vindskydd med tak, medan de andra histarna hanterades inomhus i stallet. For att erhélla ett
sdkrare resultat dn vad denna studie gav bor de tre héstraserna leva under mer lika
forhallanden. Helst ska héstarna hallas i likadana stall med lika ridhus under hela studien och
hanteringen av dem bor vara samma under provtagningens gang. Den ménskliga faktorn och
skillnaderna mellan de tre ridanldggningarna har troligen paverkat resultatet i denna studie.
Dessutom har ingen hénsyn tagits till faktorer som élder, kon, klippt/ej klippt péls, etc.

Det skulle vara intressant att gora denna studie under olika arstider dé tidigare studier har
visat att arstidernas olika klimat paverkar spridningen av héstallergen (Elfman et al. 2008).
Kanske dven hédstarnas olika pilsséttning under sommar/vinter kan orsaka variationer i1 deras
allergenfrisldppning. Denna variation kan innebdra att en héstras &r mer allergivinlig under en
viss arstid jdmfort med andra tider pa &ret. Det skulle dven vara intressant att separera
provtagningen av allergenhalt i luften i tvd mindre delar; en som inkluderar ryktning och
annan hantering av histen och en som endast inkluderar ridning. En hypotes for detta ar att
det sker mer frislappning av stov, och dédrmed &ven allergen, under ryktningen.

Basjkirhdsten visar ett annat proteinmdnster dn bade islandshést och varmblod. Equ ¢ 1 — Equ
¢ 5 visar histallergenprotein. Flertalet av proteinbanden i stov fran basjkirhést var svaga och i
vissa fall visas proteinbanden inte alls. Equ ¢ 3 &r det enda proteinband som é&r starkt pa
basjkirhdsten. Detta band visar proteinet albumin vilket ar ett generellt protein som dessutom
ar det lagst allergiframkallande av allergenproteinerna. Det dr dock svart att skilja Equ ¢ 2,
Equ ¢ 4 och Equ ¢ 5 at 1 den oreducerade formen d& de néstintill ligger pa samma kDa och
overlappar varandra. Resultatet frin SDS-PAGE tyder alltsd péd att basjkirhdsten har ett
annorlunda proteinmonster jaimfort med islandshasten och det svenska varmblodet. Detta kan
vara en forklaring till varfor vissa allergiska ryttare klarar av basjkirhdsten battre 4n andra
raser.

For att se om det finns ndgon grund for den diskussion som ofta halls inom detta &mne gjordes
en enkétundersokning i de aktuella stallen. Tyvidrr gav denna undersdkning en ojdmn
svarsfrekvens. Fran basjkirhdst- och varmblodsstallen var svarsfrekvensen hog (48 resp. 50
ifyllda enkiter av 50 utdelade). P& grund av brist i posthanteringen inkom endast 13 ifyllda
enkéter frdn stallet med islandshéstar. Trots detta kan man tydligt se att héstras ofta dr en
paverkande faktor vid val av ridstall for personer som uppvisar allergiska besvér. Detta géllde
framfor allt bland ryttarna 1 stallet med basjkirhdstar. Denna enkdtundersokning tyder alltsé pa
att det finns skillnader mellan hdstraser vad géller uppfattningen om spridning av histallergen
till sin omgivning.

Denna studie kan ge en antydan om att basjkirhdsten, och dven 1 viss mén islandshéisten,
sprider mindre méngd histallergen till den omgivande luften 4n andra héstraser. Inget dr dock
bevisat 1 och med denna undersdkning, utan fler studier behdvs. Kan det trots allt vara sé att
denna studie samt den lilla mingd annan forskning som gjorts inom detta &mne &ar
missvisande — att dessa tre hdstraser egentligen ar lika allergena? Eftersom en diskussion om
just detta har uppkommit bedomer vi att det borde finnas ndgon grund for den. Enligt den
enkétundersokning som gjorts i1 detta projekt uppger flera ryttare som visar allergiska besvér
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att de kan fortsitta att utova sitt intresse om de vistas i1 ett stall med basjkir- och/eller
islandshéstar. Detta, tillsammans med Ovriga resultat frdn var studie samt annan forskning,
anser vi tyder pd att det finns en skillnad mellan de undersokta histraserna. Denna skillnad
kan dven bero pd att histhallningssystemet ofta varierar mycket mellan raserna. Islandshéstar
och basjkirhistar halls med fordel i kalla, fria system (ofta utomhus) och varmbloden i varma,
slutna stallar. I en utomhusmilj6 &r forutsittningarna battre for allergiska personer; hér finns
mindre damm och andra allergiframkallande &mnen (fér manga allergiska ryttare ar det inte
histallergenet som &r besvirande, utan istdllet damm eller stromaterial) och den friska luften
gor att spridningen av héstallergen blir mer lindrigt.

Enligt de resultat som framkommit i denna studie anser vi att man med forsiktighet kan
rekommendera ridning pa basjkirhéstar och dven 1 viss man islandshistar om man &r allergisk
mot histar. Det méste dock klargoras att inga histar dr helt allergenfria, utan man kan fa
allergiska symptom vid kontakt med alla hdstar och histraser. Om man trots sin allergi vill
prova att rida exempelvis basjkirhédstar reckommenderar vi att man borjar forsiktigt. Kanske
ndgon annan ryttare kan borsta histen de fOrsta gangerna, eftersom vid ryktning é&r
exponeringen for héstallergen namligen stor. Man kan dven vélja ett stall dir ridning och
gérna dven hantering sker utomhus med mycket storre luftomviaxling.

SLUTSATS

Denna studie visar att basjkirhédstens stov inte skiljer sig avsevért frdn andra héstraser med
avseende pa allergenhalt per mg proteinmédngd. Daremot verkar de sprida en mindre méangd
héstallergen till den omgivande luften samt ha ett annorlunda proteinmdnster dn vad béade
islandshéstar och det svenska varmblodet har. Variationerna inom ras var dock stora.
Materialet i denna studie ér véldigt begrénsat, vilket gor resultatet osdkert. En storre studie
med fler hdstar och under olika delar pa aret behdver goras for att det ska gé att faststdlla om
det finns hdstraser som dr mer allergivinliga &n andra.

Resultatet frdn denna studie gor det mdjligt att rekommendera ridning pé basjkirhdstar och i
viss mén dven islandshéstar for ryttare med héstallergi. Detta bor dock goras med forsiktighet.
Inga héstraser eller hdstar &r ndmligen helt fria fran allergener.

Tack till

Ett stort tack till var handledare Lena Elfman for all hjélp vi har fatt och for all tid du har lagt
ner. Tack till Susanne Bohlin for all hjélp vid laborationer och till Catharina Svala for hjélp
med redigering av arbetet. Ett stort tack till Islandshistkonsult, Hammarby Gard och Visby
Ridskola for att vi fick komma och ta prover hos er. Vi vill dven tacka Mabtech AB,
(Stockholm, Sverige) vilka bidrog med antikroppsreagensen till histallergen ELISA och
Hakan Larsson pa Phadia AB (Uppsala, Sverige) for SDS-PAGE analysen. Sist, men inte
minst: ett stort tack till er ryttare och héstar som stod ut med de surrande pumparna under ett
ridpass!
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BILAGA 1. Enkat

Det talas ofta om att vissa hdstraser dr mer allergiframkallande &n andra. Vissa ryttare med
histallergi kan i och med byte av héstras fortsitta att utdva sitt intresse. Med den hér
enkdten vill vi undersoka hur ofta detta sker!

1. Alder
O 10 ar eller yngre O 16-20ar
O 11-154ar O 21 ar eller éldre

2. Har du uppvisat allergiska besvar vid kontakt med hastar ?

] Ja, ofta
1 Ja, ibland
00 Nej, aldrig

3. Omja, har du upplevt att besvaren ar lindrigare vid kontakt med vissa hastraser ?

O Ja
Vilka héstraser?

] Nej

4. Har allergiska besvar varit en anledning till ditt val av ridstall?

O Ja
1 Nej

Tack for dina svar!
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BILAGA 2: Standardkurvor for analys av hastallergen med EL1SA
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Figur 3a. Standardkurva for luftprover fran varmblod 1-3, basjkirhést 1 samt islandshést 1 och 3.
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Figur 3b. Standardkurva for luftprover frén basjkirhédst 2 och 3 samt islandshést 2
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BILAGA 3: Standardkurvor for bestdmning av hastallergen och protein i stovprover

3.[__ ———— — —_—— —— P
i : i | ! H | | i I | - | -.i_.
i il i : N
25+ T | Ny
| ! I : | H i - P I —:_
R | I R R
24 IEERIE | LA L
I | f | . | [ -. 4V/ L I L i-.;
| | | | '! IVAREERE [ |
b 154 |l | L ;;'/: L | | !.Iii
~_ | [ [T 1 'i 7T T
{ A i | I Il ]
;' R | m A T
1+ i ; ii'i|i lg. -/ LI | li!|-l
i [ i | I AR Rl
R f - A - [i1] i R
05 | | | | I I /// | N |
BEER : = . L
i Pl | | e | l i il
i ! L il . AN
0- ! | i e : ' 28
0.1 pr I
1 1 10 100 1000
Unit
e
4 Parameters y = (a-d)/(1+(x/c)*b) + d T
2=0.05283 b=1.856 c=34.13 d=2.753
R=0.9989 R*=0.9978 err=0.04331
Figur 4a. Standardkurva for hastallergen framtagen med hjilp av ELISA.
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Figur 4b. Standardkurva for proteinbestimning enligt BCA-protein analyskit.
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BILAGA 5: Resultat fran enkatunder sokning

Tabell 4. Resultat fran enkdtunders6kningen i stallet med islandshéstar

Antal  Allergisk  Allergisk Ej Mer lindrig Val av Andel
Alder svar ofta ibland allergisk allergi vid vissa stall pga allergiska
hastraser allergi (%)
<10ar 1 - 1 - 1 1 100
11-15ar 1 - - 1 - - 0
16-20ar 2 - - 2 - - 0
>21ér 9 - 1 8 1 1 11,1
13 - 11
Tabell 5. Resultat fran enkdtundersokningen i stallet med basjkirhéstar
Antal  Allergisk  Allergisk Ej Mer lindrig Val av Andel
Alder svar ofta ibland allergisk allergi vid vissa stall pga allergiska
hastraser allergi (%)
<10ar 8 1 - 7 1 1 12,5
11-15ar 8 3 5 2 3 37,5
16-20ar 5 1 1 3 2 2 40,0
>214ar 27 2 23 3 4 14,8
48 4 6 38 8 10
Tabell 6. Resultat fran enkdtunders6kningen i stallet med varmblod
Antal  Allergisk  Allergisk Ej Mer lindrig Val av Andel
Alder svar ofta ibland allergisk allergi vid vissa stall pga allergiska
hastraser allergi (%)
<10ar 4 - - 4 - - 0
11-15ar 21 1 - 20 - - 4,8
16-20ér 9 - - 9 - - 0
>214r 16 1 1 14 - - 12,5
50 2 1 47

20



Rapport fran Arbets— och miljomedicin 5/2011
Allergivanliga hastar - Finns de?

Akademiska sjukhuset, Upppsala Universitet, 751 85 Uppsala, Tfn 018-611 36 42
www.ammuppsala.se



