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1. Einleitung

Bei der chronisch obstruktiven Bronchitis (COB) des Pferdes handelt es sich um eine
Atemwegserkrankung, die, unabhéngig von der variablen Atiologie, in eine sich
selbst erhaltende Entzindung mit dem zentralen Ergebnis der bronchialen
Obstruktion mundet (Hajer 1980, Schoon et Deegen 1982, Deegen et al. 1987).
Diese ist im Bereich der kleinen Atemwege zu finden und entwickelt sich Uber
verschiedene reversible Grade schlieRlich zu einer irreversiblen Form (Deegen
1992).

Das Krankheitsbild ist seit langer Zeit als Problem bei Stallhaltung bekannt (Koning
1983, Viel 1983) und war bereits 1955 in 8% der equinen Todesfalle ursachlich. Bis
1982 erhdhte sich dieser prozentuale Anteil auf 22% und gewann damit deutlich an
Bedeutung (Koéning 1983). Heute stellt die Erkrankung mit Uber 20% eine der
Hauptursachen equiner Morbiditat dar (Viel 1983). Trotz dieser grofden Bedeutung ist

auch heute die genaue Atiologie der Erkrankung noch nicht aufgedeckt.

Schon frih wurde jedoch der Stellenwert der Infektion im Entstehungsprozel® der
COB beschrieben (Dieckerhoff 1884, Dankmeyer 1902, Wester 1915, Hug 1937,
Alexander 1959). Insbesondere den virusbedingten Infektionen kommt hierbei eine
grol3e Bedeutung zu (Mahaffay 1962, Schmidt et Primer 1975, Cook 1976, Robinson
et Sorensen 1978, McPherson et al. 1979), da diese, gefolgt von bakteriellen
Sekundarinfektionen, haufig am Anfang der Erkrankung stehen (Gerber 1968, Pick
1970, Kraft 1975). Eine grolRe Bedeutung scheinen hierbei die ubiquitar
vorkommenden Equinen Herpesviren 1 (EHV1) und 4 (EHV4) zu besitzen (Reif 1979,
Allen 2002).

Obwohl es zahlreiche Daten zu Serum-Antikorpern gegen diese beiden Viren gibt,
liegen nach Kenntnis der Autorin zur Zeit noch keine Untersuchungen Uber
entsprechende Antikorpertiter in der Lunge vor, obwohl eine Kontrolle ihrer
Konzentrationen zur Abklarung einer viralen Beteiligung an der Atemwegserkrankung

bzw. zur Kontrolle von Impferfolgen durchaus sinnvoll erscheint.



Ziel der hier vorgelegten Untersuchungen war es, diese spezifisch gegen EHV1 und
EHV4 gerichteten Antikorper in der broncheoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF)
nachzuweisen, ihren Bezug zu den entsprechenden im Serum gemessenen
Antikorpertitern festzustellen, sowie eventuelle Korrelationen zwischen diesen
Antikdrperspiegeln und dem klinischen Erscheinungsbild und/oder dem Impfstatus

aufzudecken.

Zu diesem Zweck kamen zwei Verfahren zum Einsatz: der Neutralisationstest (NT)
und der indirekte Immunfluoreszenztest (IF). Dabei gingen Pferde drei verschiedener
Gruppen in die Untersuchungen mit ein: Tiere der Gruppe der Klinikspatienten mit
diagnostizierter COB (gegen EHV1 und EHV4 geimpfte und nicht geimpfte Tiere),
der Gruppe der COB-freien Rennpferde (alle Tiere gegen EHV1 und EHV4 geimpft)
und der Gruppe der ebenfalls COB-freien Fohlen (alle Pferde ungeimpft).



2. Literaturiiberblick

2.1 Chronisch obstruktive Bronchitis (COB)

Fur diese komplexe Erkrankung gibt es im Schrifttum zahlreiche Termini, die sich
teils auf die klinisch wahrnehmbaren Krankheitssymptome, teils auf die pathologisch-
anatomischen Veranderungen stutzen. Rein symptomatische Bezeichnungen sind im
deutschen Sprachraum die Ausdrucke ,Lungendampf‘ und ,Lungendampfigkeit®, im
englischen ,broken wind“ und ,heaves®, im hollandischen ,dampigheid® und im
franzdsischen ,pousse”. In den Fachzeitschriften finden sich die Termini ,chronisches
Lungenemphysem?®, ,asthmatoides Syndrom® und ,chronische Bronchitis“ (Speck et
Roost 1949, Littlejohn 1979, Geisel et Sandersleben 1987, Winder et v. Fellenberg
1988, Robinson et Wilson 1989, Derksen 1993, Dixon et al. 1995, Mair 1995,
Hamann 1999, Wintzer 1999). Seit 1971 wird international der von Sasse aus der
Humanmedizin Ubernommene Begriff ,chronic obstructive pulmonary disease”
(COPD) verwendet (Littlejohn 1979, Geisel et Sandersleben 1987, Winder et v.
Fellenberg 1988, Robinson et Wilson 1989, Derksen 1993, Dixon et al. 1995, Mair
1995, Hamann 1999, Wintzer 1999). Seit Ende der 80er Jahre spricht man auch von
COB, eine Abkurzung, die gleichermalien flr den englischen Terminus ,chronic
obstructive bronchitis® und fur die deutschsprachige Bezeichnung ,chronisch-
obstruktive Bronchitis bzw. Bronchiolitis“ gelten kann (Geisel et Sandersleben 1987,
Winder et v. Fellenberg 1988, Robinson et Wilson 1989, Derksen 1993, Dixon et al.
1995, Mair 1995, Hamann 1999, Wintzer 1999).

Neuerdings wird zunehmend der Begriff der ,recurrent airway obstruction® (RAO)
genutzt, nachdem mehrere Autoren bei Pferden mit durch Heustaub auslésbaren
Atemwegsobstruktionen eine Reversibilitat bei Weidegang beobachteten (Robinson
2001). Da diese Bezeichnung den noch ublichen Terminus COB jedoch bisher nicht

abgeldst hat, wird im Folgenden bei diesem verblieben.



2.1.1 Geschichtlicher Hintergrund

Erste Dokumentationen Uber chronische Lungenkrankheiten finden sich bereits bei
Aristoteles 333 v. Christus. Mit zunehmender Domestikation des Pferdes und der
damit verbundenen Aufstallung und HeufUtterung wurde das klinische Bild der
chronischen Bronchitis und die durch sie bedingten Todesfalle, wie bereits erwahnt,
immer haufiger registriert (Alexander 1959, Cook et Rossdale 1963, Schatzmann et
Gerber 1972, Koéning 1983, Viel 1983). Derartige Krankheitszustande wurden in
freilebenden Populationen nicht gefunden (Ehrmann 1780, Alexander 1959, Cook et
Rossdale 1963, Schatzmann et Gerber 1972).

2.1.2 Klinisches Bild

Das Klinische Bild der COB variiert sehr stark in Abhangigkeit der Schwere des
Zustandes (Robinson et al. 1996). Betroffen sein kénnen Pferde aller Rassen
(Halliwell et Gorman 1989), beider Geschlechter und jeden Alters, wobei das
Vorkommen deutlich mit zunehmendem Alter ansteigt (McPherson et Thomson 1983,
Dixon et al. 1995).

Als typische Symptome sind Leistungsschwache, Husten und Nasenausfluss bei
ungestortem Allgemeinbefinden zu betrachten (McPherson et al. 1978, Gray 1994),
wobei insbesondere der zwar seltene, aber spontane Husten bereits bei geringgradig
ausgepragtem  Krankheitsbild gezeigt wird. In der Ruhe sind die

Auskultationsbefunde zunachst noch recht unauffallig (Robinson et al. 1996).

Mit fortschreitender Entwicklung der Erkrankung werden auch die pathologischen
Befunde deutlicher und umfangreicher. Die Pferde zeigen einen fortschreitenden
Leistungsabfall mit Tachypnoe und immer haufiger auftretendem Husten. Es stellt
sich eine gemischte oder exspiratorische Dyspnoe ein. Diese ist, zunachst nur nach
Belastung, inspiratorisch durch Nuasternatmung, verstarkte costale Atmung mit
Auswartsstellen der Rippen und exspiratorisch durch einen zu abdominalen

Atmungstyp, teilweise mit ,Afteratmen® und spaterer Dampfrinne, gekennzeichnet.



Bei hochgradiger Erkrankung zeigt sich die Dyspnoe bereits in der Ruhe (McPherson
et al. 1978, Littlejohn 1980, Bracher et al. 1991).

Desweiteren kann es zu einer Zunahme der auskultatorisch wahrnehmbaren
Atemgerausche kommen mit Ausbildung von Rasselgerauschen bis hin zu Giemen
Uber der Trachea und dem Lungenfeld. Bei bereits ausgebildetem Lungenemphysem
kénnen auch knisternde Gerausche wahrgenommen werden. Das Lungenfeld stellt
sich bei der Perkussion vergrofRert dar und weist haufig Zonen mit tberlautem Schall
auf (Robinson et al. 1996).

2.1.3 Pathomorphologie

Bei der Auswertung pathomorphologischer Befunde sollte bertcksichtigt werden,
dass das Untersuchungsmaterial in der Regel erst bei weit fortgeschrittenem
Krankheitsstadium des Pferdes und oftmals durch vorangegangene Therapien

beeinflult in die Untersuchung eingeht (Geisel et Sandersleben 1987).

So ist bei Patienten im Endstadium haufig das makroskopische Erscheinungsbild der
Lunge von einem mehr oder weniger ausgepragten, diffusen oder marginalen
alveolaren Emphysem gepragt, bei dem sich die veranderten Bereiche der Lungen
grof® und hell, von puffiger Konsistenz und mit trockener Schnittflache darstellen.
Dabei sind die kranialen Lappen in der Regel starker verandert als die Kaudallappen
und das Emphysem ist im allgemeinen alveolar. Nur selten kommt es zur Bildung
groRerer luftgeflllter Blasen. Da das interlobulare Gewebe der Pferdelunge nur sehr
schwach ausgebildet ist, wird eine Ansammlung von Luftblasen im interstitiellen
Gewebe, wie man sie nach Alveolarwandeinrissen bei anderen Tierarten deutlich

erkennen kann, kaum beobachtet (Geisel et Sandersleben 1987).

Die fur die COB typische Veranderung, die sich regelmaRig findet, stellt jedoch die
schon makroskopisch erkennbare Bronchiolitis bzw. Peribronchiolitis dar (Schoon et
Deegen 1982, Viel 1983, Winder et Fellenberg 1986, 1988). So zeigen sich die
kleineren Bronchien und Bronchiolen in vielen Fallen durch die Pleura pulmonalis

hindurch und auf der Schnittflache als tribglasige, graurétliche Kndtchen, in deren
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Zentrum mit der Lupe feinste Offnungen erkennbar sind. Es handelt sich um die
Proliferation peribronchiolitischer Infiltrate, die derart ausgepragt sein kann, dass die
Schnittflache der Lunge mit kleinen Kndétchen regelrecht Ubersat erscheint. Bei
diesen Infiltraten handelt es sich um Entzindungszellen, meist Lymphozyten, die
durch intraluminale Ansammlungen von neutrophilen Granulozyten begleitet werden.
Eosinophile Granulozyten werden hierbei, im Gegensatz zum humanen allergischen
Asthma, nur selten angetroffen (Schoon et Deegen 1982, Viel 1983, Winder et
Fellenberg 1988).

Zusammenfassend unterscheiden Geisel und Sandersleben (1987) drei Grundtypen
der bei der COB des Pferdes ablaufenden entzundlichen, obstruktiv wirkenden

Prozesse:

1. Eine Form der Bronchitis bzw. Bronchiolitis, bei der die Ansammlung von
uberwiegend mukésem Exsudat in den Bronchien und Bronchiolen, manchmal
auch in den Alveolen, das Bild beherrscht. Diesem Exsudat sind mehr oder
weniger viele neutrophile Granulozyten beigemischt. In der Schleimhaut selbst
und auch in den Ubrigen Wandschichten ist lediglich eine dezente Infiltration
mit Entzindungszellen anzutreffen.

2. Einen Bronchitis- bzw. Bronchiolitis-Typ, bei dem das Exsudat im Bronchus-
bzw. Bronchioluslumen vorwiegend aus neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen und desquamierten Epithelzellen besteht. Entzundliche Infiltrate
in der Bronchuswand sind von Fall zu Fall unterschiedlich stark ausgebildet.

3. Einen Typ, bei dem die Endobronchitis, d.h. die Exsudatansammlung im
Lumen der Bronchien und Bronchiolen ganz in den Hintergrund tritt und nur
eine Peribronchitis bzw. Peribronchiolitis ausgebildet ist. Der Zellart nach
handelt es sich meist um eine lymphozytare bzw. plasmazellulare Entzindung.
Mitunter gelangen hier jedoch auch eosinophile Granulozyten zur

Beobachtung.

Insgesamt stellt sich das Epithel von Bronchien und Bronchiolen oft hyperplastisch,
z.T. metaplastisch dar (Geisel et Sandersleben 1987). Quantitative Messungen

dokumentieren eine Zunahme der Wanddicke der kleinen Luftwege pro Millimeter der
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Basismembran. An dieser Dickenzunahme sind sowohl glatte Muskulatur, Epithel als

auch Submukosa beteiligt (Robinson et al. 1996).

In den Epithelien der groReren Luftwege zeigt sich ein fokaler Verlust an Zilien bzw.
Ziliarzellen (Geisel et Sandersleben 1987). Hierbei kommt es bei geringgradig
erkrankten Tieren zunachst nur zu herdférmigen Verlusten im Bereich der kleinen
Bronchien, wahrend bei Pferden mit hochgradiger chronischer Bronchitis diese
Veranderungen auch in Trachea und Hauptbronchien anzutreffen sind. Hier finden
sich dann statt eines gleichmaRigen Zilienrasens nur noch einzelne zilientragende
Zellen, die zudem haufig lediglich Zilienreste aufweisen. Histologisch uUberwiegen
dann  Zellen mit  oberflachlichem Mikrovillibesatz. Bei licht-  und
transmissionselektronenmikroskopischer Untersuchung wird deutlich, dass es sich
dabei um undifferenzierte Zellen handelt, die neben nekrobiotischen Zilienzellen im
oberflachlichen Epithel liegen. In ihrer Struktur ahneln sie den Intermediarzellen, die
Teilungprodukte der Basalzellen mit polypotenter Ausdifferenzierungsmoglichkeit
darstellen. Das Auftreten dieser Zellen ist daher als Zeichen fur den fortschreitenden,

rasch ablaufenden Zellersatz zu werten (Kaup et al. 1985).

Weitere Veranderungen finden sich an den Clarazellen. Hier kommt es bereits im
Anfangsstadium bzw. bei geringgradiger Erkrankung zu Verlust der typischen
Granulation. Neben diesen nekrobiotischen Clarazellen zeigen sich bereits erste
Anzeichen fur Fehldifferenzierungen von Clarazell-Vorlaufern, wie stark vakuolisierte
Zellen (Kaup et al. 1985, Robinson et al. 1996).

Auch Umwandlungen der Clarazellen zu Becherzellen kdnnen beobachtet werden.
Wahrend letztere uUblicherweise nur in  Trachea, Bronchien und den
Anfangsbereichen der Bronchioli anzutreffen sind, konnen sie bei erkrankten Tieren
bis zu den terminalen Bronchioli zu finden sein und damit auch in Abschnitten

auftreten, in denen sie normalerweise fehlen (Geisel et Sandersleben 1987).

Weiterhin ist eine starke Vermehrung der Mastzellen im Epithel der luftleitenden
Wege festzustellen, die dabei verschiedene Degranulationsstadien zeigen und auch

intraalveolar  angetroffen  werden. Diese Beobachtungen konnten ein
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morphologischer  Hinweis  fur die  unspezifische Hyperreagibilitat der
Bronchialschleimhaut sein (Kaup et al. 1985, 1990, Hoffman et al. 1998).

Desweiteren finden sich intraepitheliale lamellare Einschlusskorper (Kaup et al. 1985,
Robinson et al. 1996). Diese EinschlUsse, die haufig Lagebeziehung zu eosinophilen
Granulozyten und Mastzellen haben, wurden von Kaup et al. (1985) in grofter Zahl
bei Tieren mit hochgradiger chronisch obstruktiver Bronchitis festgestellt. Da
ahnliche, allerdings extrazellular gelagerte Kristalle auch im Bronchialsekret von
Pferden mit chronisch obstruktiver Bronchitis vorkommen, auf3erten die Untersucher
den Verdacht, dass es sich dabei um Charcot-Leyden-Kristalle handeln kdnnte.
Diese wurden bisher nur fur den Menschen beschrieben und stellen ein
Zerfallsprodukt der Granula eosinophiler Granulozyten dar. Besonders bei
Erkrankungen mit vermehrter Ansammlung eosinophiler Granulozyten in Sputum und
Gewebe, wie Asthma bronchiale oder allergischer Rhinitis, treten diese auf (Kaup et
al. 1985).

Bei Krankheitshildern im Endstadium mit Emphysembildung finden sich
entsprechend typische Veranderungen an den Alveolen. Die Alveolarsepten sind
dinn und meist blutleer. Vielfach sind sie zerrissen, atrophisch und ragen nur mehr
stummelférmig in das Alveolarlumen vor, das namentlich im Bereich der
Alveolargange zu groBbuchtigen Hohlrdumen umgestaltet ist. Die Kapillaren nehmen

hierbei zahlenmafig ab (Geisel et Sandersleben 1987).

Laut Geisel et Sandersleben (1987) wird im Schrifttum als Begleiterscheinung der
COB wiederholt auf eine Fibrosierung des peribronchiolaren und alveolaren
Gewebes hingewiesen. Derartige Erscheinungen gehdren nach den Ergebnissen der
genannten Autoren aber zu den weniger haufigen Befunden. Gegebenenfalls nimmt
die Fibrosierung vom bindegewebigen Stutzgerust der Bronchiolen ihren Ausgang
und strahlt in die Wande der benachbarten Alveolen ein. Hiermit ist dann eine
Hyperplasie des Alveolarepithels verbunden, das die Alveolen vielfach als kubisches
Epithel auskleidet (Geisel et Sandersleben 1987).



Anzeichen flir eine Chronizitat des Prozesses, wie interstitielle lymphozytare
Infiltrate, aber auch eine Hypertrophie der Bronchialmuskulatur, Epithelmetaplasie,
Fibrose der Bronchialwande und angrenzenden Alveolen mit Hyperplasie des
Epithels sind auch bei Bestehen der Erkrankung Uber mehrere Jahre nicht immer
nachweisbar. Ebenso kann in den meist weit fortgeschrittenen Krankheitsprozessen
haufig keine Aussage Uber die Atiologie gemacht werden. Lediglich beim Nachweis
von eosinophilen Granulozyten im peribronchialen Gewebe konnte auf eine
parasitare oder allergische Genese geschlossen werden (Geisel et Sandersleben
1987).

2.1.4 Atiologie

Als Ursache der chronisch obstruktiven Bronchitis des Pferdes wird ein
multifaktorielles Geschehen, bei dem noch nicht alle einzelnen Faktoren eindeutig
geklart sind, vermutet (Eyre 1972, Schmidt et Primer 1975, Thein 1981a).

Eine zumindest unterstitzende Rolle in der Entstehung dieser Erkrankung wird von
vielen Autoren den Haltungsbedingungen in Form von zunehmender Aufstallung in
Boxen zugeschrieben (Eyre 1972, Sasse 1973, Schatzmann et al. 1974, Cook 1976,
McPherson et al. 1979, McPherson et Thomson 1983, Thomson et McPherson 1984,
Derksen et al. 1985b, Armstrong et al. 1986, Clarke et Madelin 1987, Beech 1989a,b,
Gray et al. 1989, Grunig et al. 1989, Hartung et al. 1989, Kamphues 1989, Beech
1991, Clarke 1993, Derksen 1993, Fairbairn et al. 1993, McGorum et al. 1993, Clarke
1994, Dixon et al. 1995, Mair 1995, Tesarowski et al. 1996). Von grolder Bedeutung
sollen hierbei grolle Mengen Staubs, der reich an organischem Material ist, sein
(Crichlow et al. 1980, Sasse et al. 1985, Clarke et Madelin 1987, Clarke et al. 1987,
Webster et al. 1987, Woods et al. 1993). Empfangliche Tiere entwickeln eine
Uberempfindlichkeit der Atemwege gegeniiber diesen Agentien und die
anschlielRende Entziindung ist von einer klinisch relevanten Obstruktion der Luftwege
begleitet. Diese Obstruktion kann wiederholt hervorgerufen werden, wenn diese
Pferde aufgestallt und mit staub- und schimmelreichem Heu schlechter Qualitat
gefuttert werden (Derksen et al. 1985a, McGorum et al. 1993). Werden diese Tiere
auf die Weide verbracht, verschwinden im Idealfall sowohl Obstruktion als auch
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Entzindungserscheinungen bis hin zur klinischen Remission (Thomson et
McPherson 1984, Derksen et al. 1985a, b, Gray et al. 1989, 1992a, Gray 1994).

Diesen Zusammenhang mit den Haltungsbedingungen bestatigen auch weitere
Erhebungen: besonders in der nérdlichen Erdhemisphare mit langen Stallperoiden
und Heufutterung ist die COB haufig zu finden. Geografische Bereiche mit warmem,
trockenem Klima, wie etwa Kalifornien oder Australien, sind dagegen kaum oder gar
nicht betroffen (Robinson et al. 1996). So fanden sich insgesamt bei einer in Nord-
Amerika durchgefuhrten Studie bei etwa 12% der stichprobenartig untersuchten
Pferde entzundliche Bronchialveranderungen (Larson et Busch 1985). Eine in der
Schweiz durchgefuhrte Studie stellte die Diagnose COPD jedoch bei 54% der
untersuchten Tiere. Hierbei muss berucksichtigt werden, dass bei den gewahlten
diagnostischen Parametern (Atemgerausche und Neutrophilie im
Tracheobronchealsekret) auch andere Erkrankungen mit eingeschlossen sein
kénnten (Bracher et al. 1991).

Desweiteren erwahnen bereits friihe Berichte familiare Haufungen der COB (Thein
1981). Um solche Beobachtungen zu belegen, fluhrten Marti et al. (1991)
entsprechende Studien durch. Zu diesem Zweck wurde das Auftreten von COB in
Familien zweier Gestute, sowie innerhalb einer Gruppe von Halbgeschwistern,
gezeugt von drei erkrankten und drei nicht-erkrankten Hengsten, untersucht. Hierbei
konnte beobachtet werden, dass die Nachkommen zweier COB-Patienten eine
groRere Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von COB aufwiesen (9 von 13
Nachkommen = 67%) als die Nachkommen gesunder Tiere (5 von 29 = 17%) bzw.
nur eines betroffenen Elternteils (23 von 48 = 48%). Daraus entstand die
SchluRfolgerung, dass es sich zwar um ein multifaktoriell bedingtes Geschehen
handelt, welches jedoch auf genetischer Pradisposition basiert (Marti et al. 1991,
Gray 1994).

Auch vorangegangene Virusinfektionen wurden bereits seit langerem als eine
Ursache flr die spatere Entwicklung einer COB verdachtigt (Derksen et al. 1985a,
Armstrong et al. 1986, Klein et Deegen 1986, Derksen 1993, Fairbairn et al. 1993,

Gray 1994) und stehen mit sekundaren bakteriellen Infektionen haufig am Anfang der
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Erkrankung (Gerber 1968, Pick 1970, Bagust 1971, Kraft 1975, Thein 1981). So
diskutierten Thorsen et al. (1983) beispielsweise wiederholte oder latente Infektionen
mit Influenza A equi 1 als mdgliche Ursache einer COB. Sie stellten bei
Untersuchungen von an COB erkrankten Pferden fest, dass diese einen hdheren
Antikdrpertiter gegen das Virus zeigten als eine Kontrollgruppe gesunder Pferde.
Auch Viel (1998) schlie3t eine Mitbeteiligung von Viren an der Entstehung der
Erkrankung nicht aus, verdachtigt aber die durch sie verursachten
Lungenveranderungen als Wegbereiter. So konnte es zu einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit in der Ausbildung einer Hypersensitivitdt infolge verringerter
mukoziliarer Clearance kommen. Diese Clearance ist definiert als die Selbstreinigung
der Bronchien mittels Mukus und Zilien, wobei die Schleimproduktion dem Haften
von Fremdpartikeln in den Bronchien und die Zilien dem oral gerichteten Abtransport
dieser dienen. Zusatzlich kann es zu gehemmten Funktionen der
Alveolarmakrophagen und einer schlieBlich resultierenden erhéhten Empfanglichkeit

fur andere Noxen kommen.

Neben chemisch-physikalischen Reizen und inhalativen Umweltnoxen spielen aller
Wahrscheinlichkeit nach also auch infektiose Agentien wie Viren, Bakterien und
Lungenwirmer eine wesentliche Rolle in der Atiologie der chronisch obstruktiven
Bronchitis des Pferdes (Eyre 1972, Schmidt et Primer 1975, Reif 1979).

2.1.5 Pathogenese

Auch wenn die Bedeutung der einzelnen atiologisch in Betracht zu ziehenden
Faktoren noch nicht geklart ist, besteht dennoch einheitlich die Auffassung, dass die
Obstruktion der kleinen Atemwege das zentrale Ereignis in dem Klinischen
Erscheinungsbild der COB darstellt (Hajer et Sasse 1980, Deegen et al. 1987, Sasse
1995, Hamann 1999). Diese Obstruktion wird sowohl durch einen Bronchospasmus
als auch durch eine Anhaufung von Sekret in den Atemwegen bedingt (Robinson et
al. 1996). Diese Sekretanhaufung ist sowohl Folge einer Hyper- bzw. Dyskrinie als
auch einer gestdrten mukoziliaren Clearance. Desweiteren kommt es infolge

Odembildung und Gewebeproliferation im Rahmen einer entziindlichen
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Schleimhautschwellung zu einer weiteren Lumeneinengung (Hajer 1980, Hajer et
Sasse 1980, Raid et al. 1980, van den Ingh 1985, Turgut et Sasse 1989).

Zusammenfassend flihren im wesentlichen folgende Pathomechanismen zur

Bronchialobstruktion:

Spasmen der glatten Bronchialmuskulatur
Veranderung der Bronchialwande

Hyper- bzw. Dyskrinie

w0 NP

Herabgesetzte mukoziliare Clearance

Eine mit entscheidende Rolle bei der Ausbildung der Spasmen der glatten
Bronchialmuskulatur fallt der Hyperreagibilitdt der Atemwege zu (Sasse et al. 1985,
Deegen et al. 1987, Sasse 1995).

Bei der Hyperreagibilitdt handelt es sich um eine pathologisch erhdhte
Reaktionsbereitschaft, also Reagibilitat, der Atemwege. Dieser eigentlich
physiologische  Abwehrmechanismus verhindert durch Kontraktion glatter
Bronchialmuskulatur, also durch Einengung der Atemwege, eine Inhalation z.B.
grollerer Partikel (Sasse 1995). Die Hyperreagibilitat kann spezifischer, also
allergenbedingter, oder unspezifischer Natur sein (Klein et Deegen 1986). Sie ist
mittels eines Histamininhalations-Provokationstests nachweisbar, wobei an COB
leidende Pferde Dbereits bei geringen Histamin-Konzentrationen mit einem
Bronchospasmus reagieren (Klein et Deegen 1986, Hoffman et al. 1999, Mazan et al.
1999). Lungengesunde Pferde bendtigten eine bis zu 1000-fach hohere Histamin-

Konzentration zur Ausbildung desselben Effektes (Deegen et al. 1987).

Zur Entstehung dieser durch Hyperreagibilitat bedingten Bronchokonstriktion
existieren folgende Erklarungsversuche: Nach Sasse (1985) und Deegen et al.
(1987) kommt es zunachst infolge einer Infektion mit Viren, Bakterien oder Parasiten
bzw. einer Inhalation von Antigenen oder Endotoxinen zu einer spezifischen
Hyperreagibilitat. Diese ist Ergebnis einer Ausschittung von Entzindungsmediatoren

der intraepithelial vermehrt vorliegenden Mastzellen (Kaup et al. 1985, 1990).
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Hoffman et al. (1998) konnten aufgrund von ihnen festgestellter Korrelationen
zwischen Mastzellgehalt und Reaktivitat der Atemwege diesen Zusammenhang

nachweisen.

Aufgrund resultierender standiger Schleimhautreizung zeigen sich die
Interzellularspalten zwischen Epithelzellen hochgradig verbreitert mit Losung von
Zellverbindungen, den ,tight junctions®. Die dadurch freigelegten ,irritant receptors®
kbnnen nun durch inhalierte Partikel gereizt werden und flhren so zu
Bronchospasmen und auf diesem Wege zu einer unspezifischen Hyperreagibilitat
gegenuber potentiell brochokonstriktorisch wirkenden Substanzen, wie z.B. Staub
(Nadel 1980, Deegen et al. 1987).

Neben der beschriebenen Hyperreagibilitat sind die schwerwiegenden histologischen
Veranderungen des Bronchialepithels von grol3er Bedeutung. Neben Hyperplasien
der Epithelien treten weitere, in Kapitel 2.1.3 naher beschriebene Defekte auf.
Hierbei sind die fokalen Verluste von Zilien bzw. Ziliarzellen und die Umwandlung
von Clara- zu mukdsen Schleim produzierenden Becherzellen bei der weiteren
Pathogenese entscheidend. Infolge dieser veranderten Epithelzusammensetzung
kommt es zur Produktion groRerer Mengen Bronchialsekretes mit starkerer
Viskositat, der sogenannten Hyper- und Dyskrinie. (Turgut et Sasse 1989, Kaup et al.
1990, Deegen 1992, Dixon 1992). Diese erhohte Viskositat ist Folge einer abnormen
Zunahme der Gel-, gleichzeitiger Verringerung der Sol-Schicht des
Bronchialschleims und Zunahme von Entzindungszellen, wodurch es als Folge zu
Sekretstau und gestortem Abtransport inhalierter Partikel kommt (Kaup et al. 1990,
Deegen 1992, Dixon 1992).

Diese morphologischen Veranderungen sowie die sich hieraus ergebende Hyper-
bzw. Dyskrinie bedingen die bereits erwahnte gestdrte mukoziliare Clearance (Kaup
et al. 1985, Geisel et Sandersleben 1987, Sasse 1995). Diese ist neben dem
Hustenreflex von grofRer Bedeutung bei der Reinigung der Atemwege (Sasse 1995).
Basierend auf Flimmerbewegung zilientragender Zellen, physiologischer
Schleimsekretion durch Becherzellen und submukése Drisen (Drommer et Kaup

1984), sowie zilienlosen, serdses Sekret produzierenden Clara-Zellen in den
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terminalen Bronchien (Breeze et al. 1976, Drommer et Kaup 1984, Kaup et al. 1990,
Dixon 1992) wird diese Clearance ermdglicht. Der dabei gebildete Mukus setzt sich
aus zwei Schichten zusammen: einer oberflachlichen, viskdsen Gel-Phase und einer
dem Epithel nahen flissigen Sol-Phase. Durch die oral gerichtete Bewegung der
Zilien wird dieser Schleim mit in der Gel-Schicht haftenden Partikeln transportiert.
Dabei tauchen die Zilien bei der oral ausgerichteten Bewegung in die Gel-Phase ein,
bewegen sie somit vorwarts und schlagen in der Sol-Phase zurick (Drommer et
Kaup 1984). Diese 15-20 mal pro Sekunde ablaufenden Zilienbewegungen bewirken
einen Sekrettransport mit einer Geschwindigkeit von 20 bis 41 mm pro Minute
(Turgut et Sasse 1989, Dixon 1992).

Diese mukoziliare Clearance zeigt sich bei an COB erkrankten Pferden mit signifikant
geringerer Rate als bei lungengesunden Pferden (Turgut et Sasse 1989, Kaup et al.
1990, Deegen 1992, Dixon 1992). Eine zusatzliche Stérung dieser mukoziliaren
Clearance kann durch mangelnde kérperliche Bewegung bedingt sein, da die durch
Bewegung ausgeldste sympathoadrenerge Stimulierung der Zilien ausbleibt (Deegen
1992, Hamann 1999).

Die bisher geschilderten pathogenetischen Prozesse fuhren alle zu dem bereits
angesprochenem Phanomen der Lumeneinengung bzw. Obstruktion der Atemwege,
welche  Auswirkungen  sowohl auf die Ventlaton als auch auf
Lungenfunktionsparameter, die Lungenvolumina, den Gasaustausch, die

Atmungstechnik und die Lungenperfusion hat (Denac-Sikiric 1970, Robinson 1979).

Desweiteren ist ein spontaner und vollstandiger Verschlul® kleinerer Bronchioli bei an
COB erkrankten Pferden mdéglich, so dass distal der Verschlisse Luft fixiert wird (,air
trapping®). Ursachlich hierfur ist eine Erhéhung des intrathorakalen Druckes. Da
durch die Obstruktion, vor allem der kleineren Atemwege, die Exspiration, die bei
lungengesunden Pferden hauptsachlich durch die Elastizitat der Lunge erreicht wird,
zu lange dauern wirde, wird durch ein aktives Kontrahieren der Bauchmuskulatur
der intrathorakale  Druck erhéht. Hiermit soll die exspiratorische
Stromungsgeschwindigkeit der Atemluft beschleunigt werden. Durch diese Zunahme

des intrathorakalen Druckes bei der Ausatmung kann es zur Zusammenfaltung
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kleinerer, nicht von Knorpelspangen stabilisierter Atemwege kommen. Bei
vorliegender COB kommt es nun durch die Bildung zahen und adhasiven Schleims
zu Verklebungen der Bronchiolen. Eine weitere Mdglichkeit scheint ein Mangel an
Surfactant darzustellen. Hierbei handelt es sich um den sogenannten
Atelektasefaktor, der ein Gemisch von Lipoproteinen darstellt, die in Pneumozyten
vom Typ Il der Alveolen gebildet werden. Im Bereich der kleinen Bronchien
verhindert er ein Aneinanderkleben der Bronchialwande. Die Beeintrachtigung der
Atmung durch hochgradiges ,air trapping“ ist wahrend der Exspiration besonders
erheblich. Es kommt zum Aufbau eines hohen intrathorakalen Druckes, wobei der
exspiratorische maximale Druck im Thorax Uber den atmospharischen Druck steigen
kann. Das umgebende Lungengewebe kann in extremen Fallen gegen die
veranderten Bereiche gepresst werden. Dies kann zur Kompression
knorpelgestitzter Bronchien bis hin zu den Hauptbronchien sowie zu Zerreifdung von
Alveolen, also zur Ausbildung eines Lungenemphysems, fuhren (Deegen et Miller
1983, Deegen et al. 1987).

Infolge dieser Obstruktionen kommt es zur Hypoventilation in den betroffenen
Bereichen, zu deren Ausgleich andere Lungenbereiche hyperventiliert werden, so
dass im Gesamtbild die Lungenventilation ungleichmafig erfolgt (Sporri et Denac
1970). Als Folge der Hypoventilation und dem daraus resultierenden, lokal
verminderten alveolaren O,-Partialdruck kommt es Uber den Euler-Liljestrand-Reflex
in diesen Bereichen zusatzlich zur Gefal3konstriktion und damit zu einer
kompensatorischen Minderdurchblutung. Reicht die Hyperventilation anderer
Lungenbereiche in Kombination mit diesem Kompensationsmechanismus nicht mehr
aus, fuhrt dies schon schnell zu einer Hypoxamie, in ernsten Fallen zu einer

zusatzlichen Hyperkapnie des arteriellen Blutes (Spdrri et Denac 1970).

Die beschriebenen intrathorakalen Druckveranderungen flihren zu einer sichtbaren
Veranderung der Atemmechanik (Sporri et Zerobin 1964, Sasse 1971, 1973). Dieses
auldert sich klinisch in abdominal betonter, verlangerter Ausatmung, doppelschlagiger
Exspiration, Afteratmen bis hin zur Ausbildung einer Dampfrinne (Deegen et Klein
1987).
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2.1.6 Kilinische Diagnostik

Erganzend zur herkdmmlichen klinischen Untersuchung haben sich mehrere
weitergehende Untersuchungsmethoden in der Diagnostik der COB etabliert.
Insbesondere die Bronchoskopie und die Entnahme tracheobronchialen Sekretes
(TBS), kommen hierbei haufig zum Einsatz. Die Blutgasanalyse und die aufgrund
des hohen apparativen Aufwandes selten durchgefuhrte Lungenfunktionsprifung
spielen in der Routinediagnostik keine Rolle (Denac-Sikiric 1970, Sasse 1971, 1973,
Miller et Deegen 1982). Ahnliches trifft bislang auf die Gewinnung von
bronchoalveolarer Lavage-Flussigkeit (BALF) zu, die jedoch immer haufiger als
zusatzliches Diagnostikum genutzt wird (Wenisch 2001).

Fir ein genaues Verstandnis bzw. fir eine bessere Diagnose von
Lungenerkrankungen ist die Untersuchung direkt aus der Lunge stammenden
Materials von Vorteil. Um Proben aus tiefer liegenden Lungenbereichen, wie in der
vorliegenden Studie bezweckt, zu erhalten, wurde die Gewinnung von BALF
eingesetzt. Da dieses Verfahren im deutschen Sprachraum bislang nur selten
durchgefuhrt wird, wird dieses weiterflhrende diagnostische Mittel im Folgenden kurz

erlautert.

2.1.7 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Bereits 1961 wurde die bronchoalveolare Lavage von Myrvik et al. an isolierten
Lungen von Kaninchen durchgefuhrt (zitiert nach Viel 1983). 1983 wurde sie von Viel
erstmals am lebenden, allgemein anasthesierten Pferd angewandt (Viel 1983).
Seitdem wird die BAL bei dieser Tierart ohne Allgemeinanasthesie immer haufiger

als zusatzliche diagnostische Mdglichkeit bei Lungenerkrankungen genutzt.

Vor der Durchfihrung der BAL erfolgt meist eine Sedation der Pferde mit 0,4-0,8
mg/kg Xylazin (Sweeney et Beech 1991, Sweeny et al. 1992, Moore et Cox 1996),
bzw. Xylazin und zusatzlich Acepromazin (Clark et al. 1995), 10-30 ug/kg
Butorphanol (Lapointe et al. 1994) oder 10 ug/kg Detomidinhydrochlorid und 10
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Mg/kg Butorphanol (McGorum et Dixon 1994). Fogarty (1990) arbeitete dagegen

ohne Sedation, nutzte jedoch meist eine Nasenbremse.

Die Durchfihrung der BAL kann prinzipiell mit oder ohne Sichtkontrolle erfolgen. Eine
kostenglnstige und einfach durchzufihrende Mdoglichkeit der Probengewinnung ist
die Entnahme mittels Kunststoffkatheter. Hierzu wird zunachst ein
Polypropylenkatheter durch den ventralen Nasengang bis ins obere Drittel der
Trachea geschoben. Durch diesen ersten Katheter wird im Anschluf® ein zweiter mit
geringerem Durchmesser und groRerer Lange gefuhrt, bis dieser auf leichten
Widerstand trifft und sich eingekeilt in einen kleinen Bronchus, in der sogenannten
,wedge position“ befindet (Liu et al. 1987, Fogarty 1990, Sweeney et Beech 1991,
McGorum et Dixon 1994, Moore et Cox 1996). Diese Methode soll eine Gewinnung
von Material aus den tieferen Atemwegen ohne bakterielle Kontamination aus oberen
Bereichen ermdglichen. Ein Nachteil des Verfahrens stellt jedoch die Gefahr des
Umknickens des relativ elastischen dunnlumigeren Katheters infolge heftiger
Hustenanfalle dar, wonach eine BAL unmoglich durchfihrbar ware. Desweiteren
kann keine gezielte Spulung bestimmter Lungenlappen erfolgen (Schusser et al.
1999). Fur eine ahnliche Durchfihrung werden im Handel auch BAL-Sonden
angeboten, die durch einen angebrachten Ballon in der ,wedge position“ zusatzlich
arretiert werden kénnen. Auch bei diesem Verfahren wird jedoch ohne Sichtkontrolle

gearbeitet.

Bei der BAL unter Sichtkontrolle wird ein flexibles Endoskop eingesetzt. Dieses wird
ebenfalls Uber den ventralen Nasengang in die Trachea und an der Carina vorbei in
einen Hauptbronchus vorgeschoben, bis es aufgrund des Durchmessers arretiert und
sich in der ,wedge-position“ befindet. Dieses Verfahren bietet die Moglichkeit, gezielt
bestimmte Lungenareale zu spulen (Burns et al. 1983, Lam et al. 1985, Crystal et al.
1986, Sweeney et Beech 1991, Lapointe et al. 1994, McGorum et Dixon 1994, Clark
et al. 1995, Frank et Loddenkemper 1995, Moore et Cox 1996). In dieser Position
erfolgt die Instillation von FlUssigkeit, welche sofort wieder aspiriert wird. Erst wenn
dieses Aspirat Surfactant in Form von feinem weiRen Schaum enthalt und somit

sichergestellt werden kann, dass die Spulflissigkeit bis in die Alveolen vorgedrungen
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ist, ist die BAL als erfolgreich zu bewerten (Viel 1998). Im Anschluf3 wird das

Endoskop wieder entfernt.

Bei beiden Methoden wird als Spulflissigkeit sterile, warme, isotonische
Kochsalzlésung oder sterile, warme Kochsalzlésung mit Phosphatpuffer eingesetzt,
wobei die instillierte Menge je nach Autor zwischen 180 ml und 300 ml, eingesetzt als
Bolus oder in jeweils 60 ml Fraktionen, variiert (Young et Reynolds 1984, Sweeney et
al. 1992).

Die durchschnittliche Ruckgewinnung liegt bei lungengesunden Pferden laut Literatur
zwischen 50% (Lapointe et al. 1994, McGorum et Dixon 1994) und 90%, kann aber
bei Pferden mit Erkrankungen der Atemwege je nach Schweregrad auf bis zu
durchschnittlich 31% absinken (Lapointe et al. 1994), wobei die Ursache dieser

reduzierten Ruckgewinnung bislang nicht beschrieben wurde.

Die rickgewonnene BALF wird zur Reinigung von eventuell vorhandenem Mukus
durch mehrere Lagen Gaze (Lam et al. 1985, Sweeney et Beech 1991) filtriert und

es erfolgt eine Kuhlung auf 4°C.

2.2 Equine Herpesviren

Bereits seit langerem ist bekannt, dass virale Infektionen haufig am Anfang der COB
stehen (Gerber 1968, Pick 1970, Kraft 1975, Reif 1979, Sasse et al. 1985, Herbst et
al. 1992). Eine der haufigsten Ursachen fur Atemwegserkrankungen stellen hierbei
die equinen Herpesviren 1 (EHV1) und 4 (EHV4) dar (Bachmann et al. 1972, Fitzer
1972, Teufel 1977, Herbst et al. 1992, Brunner et al. 1998).

EHV1, auch als ,Stutenabort-Virus“ bezeichnet, besitzt, wie der Name schon sagt,
besondere Bedeutung als Erreger des Virusaborts bei Stuten, kann aber auch zu
neurologischen und respiratorischen Symptomen flihren (Brunner et al. 1998, Rolle
et Mayr 2002).
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EHV4 wird auch als Rhinopneumonitisvirus bezeichnet, da es vorwiegend mit
Erkrankungen des oberen Respirationstraktes, wie Rhinopharyngitis und
Tracheobronchitis, atiologisch in Verbindung gebracht wird (Brunner et al. 1998,
Rolle et Mayr 2002).

Weitere klinische Symptome bedingende Herpesvirusspezies stellen EHV3 und
EHV2 dar. EHV3 fihrt durch venerische Ubertragung zur Auspragung des
Koitalexanthems der Pferde (sogenannter Blaschenausschlag), einer Deckinfektion
in der Genitalschleimhaut bei Stuten und Hengsten (Thein 1994, Brunner et al. 1998,
Rolle et Mayr 2002). Die Rolle des EHV2 in der Entstehung von Krankheiten ist noch
nicht ganzlich geklart. Es lasst sich sowohl bei gesunden Pferden als auch bei
solchen mit verschiedener Symptomatik, wie Keratokonjunktivitis und
respiratorischen Stérungen, isolieren (Thein 1994, Brunner et al. 1998, Rolle et Mayr
2002) und wird als Erreger der Keratitis superfizialis verdachtigt (Thein et Bohm
1976, Thein 1994, Verter et al. 1999).

2.2.1 Taxonomie

Bei den equinen Herpesviren handelt es sich um DNS-Viren der Familie der
Herpesviridae (Falke 1999b, Murphy et al. 1999, Modrow et Falke 2002b, Rolle et
Mayr 2002). Diese wird aufgrund ihrer Pathogenitat, der Zelltypen, die infiziert
werden und der Vermehrungseigenschaften der Viren in drei Subfamilien unterteilt:
die Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae und Gammaherpesvirinae. Eine weitere
Einordnung in verschiedene Genera erfolgt aufgrund der Sequenz der Virus-DNS,
des Genomaufbaus und der immunologischen Verwandtschaft bestimmter
Virusproteine. Viele der in den letzten Jahren isolierten Herpesviren konnten jedoch
noch nicht soweit charakterisiert werden, dass sie sich in die Subfamilien bzw. in die
bisher definierten Genera einordnen lieRen (Murphy et al. 1999, Gartner et Miller-
Lantzsch 2002, Fields et al. 2002, Modrow et Falke 2002b, Rolle et Mayr 2002).
Neben den allgemein gebrauchlichen Virusnamen werden die Herpesvirustypen
nach ihrem jeweiligen Wirt bezeichnet und chronologisch in der Reihenfolge ihrer

Entdeckung durchnummeriert (Modrow et Falke 2002b).
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2.2.1.1 Herpesvirus-Subfamilien

Den Prototyp der Subfamilie Alphaherpesvirinae stellt das humane Herpesvirus 1,

das fruher als Herpes-simplex-Virus bezeichnet wurde, dar. Viren aus der Subfamilie

Alphaherpesvirinae weisen ein breites Wirtsspektrum auf, wachsen rasch, lysieren

infizierte Zellen und fuhren zu latenten Infektionen meist in sensorischen Ganglien
(Murphy et al. 1999, Modrow et Falke 2002b, Rolle et Mayr 2002). Uber einige der

beim Menschen und bei haufig vorgestellten Haus- und Nutztieren auftretenden

Vertreter dieser Subfamilie verschafft Tabelle 1 einen kurzen Uberblick.

Tab. 1: Genera und einige Spezies der

Subfamilie Alphaherpesvirinae

(zusammengefasst aus: Mohanty et Dutta 1999, Verter et al. 1999,
Wintzer 1999, Fields et al. 2002, Modrow et Falke 2002b, Rolle et Mayr

2002).

Genus

Spezies

Name/Erkrankung

Simplexvirus

Humanes Herpesvirus 1

Herpes simplex

Bovines Herpesvirus 2

Bovine Mammilitis

Varicellovirus

Humanes Herpesvirus 3

Varizellen/Zoster

Equines Herpesvirus 1

Stutenabort

Equines Herpesvirus 3

Koitalexanthem

Equines Herpesvirus 4

Rhinopneumonitis

Equines Herpesvirus 6

Eselherpesvirus 1

Equines Herpesvirus 8

Eselherpesvirus 3

Bovines Herpesvirus 1

IBR-IPV-IBP

Bovines Herpesvirus 5

Bovine Enzephalitis

Suines Herpesvirus 1

Aujeszkysche Krankheit

Die Subfamilie Betaherpesvirinae besitzt ein enges Wirtsspektrum, welches in der

Regel auf nur eine Spezies beschrankt ist, die Organmanifestation jedoch zeigt sich

sehr variabel (Murphy et al. 1999, Rolle et Mayr 2002). Ihr Prototyp stellt das humane

Cytomegalievirus (CMV) dar. Der Replikationszyklus ist relativ langsam und Zelllyse
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zeigt sich erst einige Tage nach erfolgter Infektion (Murphy et al. 1999). Die
infizierten Zellen erscheinen deutlich vergrofiert (Modrow et Falke 2002b). Latente
oder persistierende Virusinfektionen finden sich in Speicheldriisen, Lymphgewebe,
ZNS und Nieren (Murphy et al. 1999, Rolle et Mayr 2002). Einige Spezies dieser
Subfamilie sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tab. 2: Genera und einige Spezies der Subfamilie Betaherpesvirinae
(zusammengefasst aus: Mohanty et Dutta 1999, Verter et al. 1999,
Wintzer 1999, Fields et al. 2002, Modrow et Falke 2002b, Rolle et Mayr

2002).
Genus Spezies Name/Erkrankung

Cytomegalovirus (CMV) Humanes Herpesvirus 5 Humanes CMV
Cercopithezines Rhesusaffen-CMV
Herpesvirus 8

Muromegalovirus Murines Herpesvirus 1 Mause-CMV
Murines Herpesvirus 2 Ratten-CMV

Roseolovirus Humanes Herpesvirus 6 Exanthema subitum
Suines Herpesvirus 2 Einschlusskoérperchen-

rhinitis

In  der Subfamilie Gammaherpesvirinae sind lymphotrope Herpesviren
zusammengefasst. Prototyp stellt hier das Epstein-Barr-Virus des Menschen dar.
Das Wirtsspektrum dieser Subfamilie ist eng begrenzt (Murphy et al. 1999, Rolle et
Mayr 2002) und eine Virusvermehrung, deren Dauer sich bei verschiedenen
Virustypen unterscheidet (Modrow et Falke 2002b), nicht immer mit einer Zelllyse
verbunden. Vertreter dieser Gruppe weisen eine Affinitat fur B- und T-Lymphozyten
auf. In diesen Zellen und anderem lymphatischen Gewebe kénnen sie persistieren
(Murphy et al. 1999, Rolle et Mayr 2002). Einige typische Beispiele finden sich in
Tabelle 3.

21




Tab. 3: Genera und einige Spezies der Subfamilie Gammaherpesvirinae
(zusammengefasst aus: Mohanty et Dutta 1999, Verter et al. 1999,
Wintzer 1999, Fields et al. 2002, Modrow et Falke 2002b, Rolle et Mayr

2002).
Genus Spezies Name/Erkrankung

Lymphocryptovirus Humanes Herpesvirus 4 Epstein-Barr-Virus
Pongines Herpesvirus 2 Orang -Utan-Herpesvirus
Ovines Herpesvirus 2 Bosartiges Katarrhalfieber

Rhadinovirus Equines Herpesvirus 2 Equines Zytomegalie-Virus
Equines Herpesvirus 5
Equines Herpesvirus 7 Eselherpesvirus 2

Weitere Herpesviren wurden bei Reptilien (Schildkrote, Kobra, Boa, Leguan,
Eidechsen), Amphibien (Frosche, Lurche) und Fischen (Salmoniden, Steinbutt,
Hecht, Waller, Karpfen) isoliert (Murphy et al. 1999, Rolle et Mayr 2002).

2.2.1.2 Equine Herpesvirusspezies

Bei Equiden konnten bisher neun Herpesviren, EHV1 bis EHV9, identifiziert werden.
Sechs davon (EHV1, EHV3, EHV4, EHV6, EHV8 und EHV9) gehdren der Subfamilie
Aphaherpesvirinae, die restlichen drei (EHV2, EHV5 und EHV7) der Subfamilie
Gammabherpesvirinae an (Mayr et al. 1984, Goerlich 1988, Schmitz 1993, Telford et
al. 1993, Reubel et al. 1995, Schlocker et al. 1995, Wintzer 1999).

Als Ursache spezifischer Erkrankungen beim Pferd sind zur Zeit vier verschiedene
equine Herpesviren bekannt: EHV1, EHV3 und EHV4 aus der Subfamilie
Alphaherpesvirinae (Thein 1994, Brunner et al. 1998, Rolle et Mayr 2002) sowie
EHV2 aus der Subfamilie Gammaherpesvirinae (Thein 1994, Verter et al. 1999).

GrolRe Bedeutung kommt dabei dem EHV1 zu, welches 1949 von Manninger als
serologisch einheitlich angesehen wurde (zitiert nach Shimuzu et al. 1959).
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Quantitative Unterschiede im Kreuz-Neutralisationstest zwischen verschiedenen
Isolaten wiesen jedoch bald auf das Vorkommen von zwei Subtypen hin (Shimuzu et
al. 1959). Bereits 1965 wiesen Mayr et al. nach, dass sich die in aller Welt
gesammelten EHV1-Virusstamme aus dem Genital- und Respirationstrakt nicht nur
aufgrund ihres Tropismus unterscheiden, sondern dass zwischen den Vertretern
dieser zwei Gruppen, trotz enger immunologischer Verwandtschaft, keine vodllige
Kreuzimmunitat besteht. Sie schlugen deshalb eine Differenzierung in den Subtyp 1
(Stutenabort) und Subtyp 2 (Rhinopneumonitis) vor. Bei Subtyp 1 handelte es sich
meist um Isolate aus Feten, wahrend Subtyp 2 nahezu ausschliel3lich von
respiratorisch erkrankten Tieren isoliert wurde (Mayr et al. 1965, Burrows et
Goodridge 1973). Diese Systematik galt bis Anfang der 80er Jahre, als es moglich
wurde, durch gentechnologische und serologische Untersuchungen mit
monoklonalen Antikérpern die Herpesviren genauer zu charakterisieren (Brunner et
al. 1998, Verter et al. 1999). Durch DNS-Analysen (,molecular fingerprinting“) konnte
nun festgestellt werden, dass die DNS der beiden ,Subtypen® nur eine unvollstandige
Homologie von ca. 80% aufweist und sich in markanten Abschnitten unterscheidet
(Allen et Turtinen 1982, Allen et al. 1983, Allen et Bryans 1986, Thein et al. 1987,
Telford et al. 1992, Nagy et al. 1997, Brunner et al. 1998, Tellford et al. 1998). Dies
erklart die Unterschiede in den biologischen Eigenschaften und flhrte zu einer
Korrektur der Systematik. Die beiden Subtypen gelten inzwischen als eigenstandige
Herpesvirusspezies der Subfamilie Alphaherpesvirinae, Genus Varicellovirus, mit
den Bezeichnungen EHV1 (ehemaliger Subtyp 1) und EHV4 (ehemaliger Subtyp 2)
(Fitzpatrick et Studdert 1984, Thein et al. 1987).

Bei EHV6 bis EHV8 handelt es sich um asinine Herpesviren, die bei Eseln isoliert
wurden (Verter et al. 1999, Rolle et Mayr 2002).

2.2.2 Morphologie

Bei den Herpesviren handelt es sich um 120 — 200 nm grofRe behillte DNS-Viren
(O'Callaghan et al. 1983, Falke 1999a, b, Murphy et al. 1999, Verter et al. 1999,
Gartner et Muller-Lantzsch 2002, Rolle et Mayr 2002). Sie bestehen aus insgesamt
mehr als 30 Strukturproteinen (Modrow et Falke 2002b). Morphologisch sind die
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klinisch bedeutsamsten Spezies EHV1 und EHV4 mit elektronenmikroskopischen
Méoglichkeiten nicht voneinander zu unterscheiden und gleichen den Herpesviren
anderer Spezies (Brunner et al. 1998, Murphy et al. 1999, Modrow et Falke 2002a).

Im Inneren der Partikel findet man das sogenannte Virus-Core. Dabei handelt es sich
um eine fibrillare Proteinmatrix, mit der das doppelstrangige, lineare DNS-Genom
assoziiert ist (Brunner et al. 1998, Murphy et al. 1999, Modrow et Falke 2002a). Im
Elektronenmikroskop ahnelt es einer Spule, um welche die DNS wie ein Draht

aufgewickelt zu sein scheint (Murphy et al. 1999, Modrow et Falke 2002b).

Das Core ist von einem ikosaedrischen, im Durchmesser etwa 100 nm grofden,
Nukleokapsid umgeben (Falke 1999a, b, Murphy et al. 1999, Modrow et Falke
2002b). Dieses Kapsid besteht aus 162 Kapsomeren (O Callaghan et al. 1983, Falke
1999a, Murphy et al. 1999, Verter et al. 1999, Modrow et Falke 2002b), wobei jeweils
sechs Kapsidproteinmolekile ein sogenanntes Hexon bzw. Hexamer bilden. Diese
sind zu tubuldren Strukturen mit Offnungen an der oberflachenexponierten Seite
zusammengesetzt, reichen aber nicht bis in das Kapsidinnere. An den zwolf Ecken
des lkosaeders sind sogenannte Pentone bzw. Pentamere angebracht (Modrow et
Falke 2002b), so dass schliellich 150 Hexamere und 12 Pentamere am Aufbau
beteiligt sind (Murphy et al. 1999).

Umgeben wird dieses Nukleokapsid vom sogenannten Tegument, welches zwischen
Kapsid und Virusmembran lokalisiert ist (O Callaghan et al. 1983, Falke 1999a,
Murphy et al. 1999, Verter et al. 1999, Gartner et Muller-Lantzsch 2002, Modrow et
Falke 2002b). Dieser Bereich kann unterschiedlich grof3 sein und verursacht damit
den leicht variablen Durchmesser der Partikel (Murphy et al. 1999, Modrow et Falke
2002b). Das Tegument stellt sich nicht als einzelne Membran, sondern als eine
Schicht amorphen Materials dar (O Callaghan et al. 1983, Verter et al. 1999), bei der
es sich um unstrukturierte Proteinmatrix, die bis zu 20 Virusproteine enthalt, handelt.
Fur einige der Tegumentproteine des humanen Herpes-simplex-Virus sind wichtige,
regulatorische Funktionen wahrend der Frihphase des Replikationszyklus
beschrieben (Modrow et Falke 2002b). Die Proteine, die man in den morphologisch

den Herpes-simplex-Viren sehr ahnlichen Virionen der anderen Herpesviren findet,
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haben teilweise vergleichbare Molekulargewichte und Funktionen (Modrow et Falke
2003b).

Das Tegument wiederum wird von einer Lipoprotein-Hulle mit zahlreichen kleinen
Glykoprotein-Aufsatzen, sogenannten Spikes oder Peplomeren, eingeschlossen
(Falke 1999a, b, Murphy et al. 1999, Allen 2002, Gartner et Muller-Lantzsch 2002).
Diesen Hdullproteinen, die sich teilweise als Proteinvorspringe auf der
Virusoberflache darstellen (Gartner et Muller-Lantzsch 2002, Modrow et Falke
2002b), kommt eine entscheidende Rolle bei der Infektion der Zellen zu (Nicolson et
Onions 1990, Gartner et Muller-Lantzsch 2002). Sie erfullen wichtige Funktionen bei
der Adsorption der Partikel an die Wirtszellrezeptoren und beim Eintritt des Virus in
die Zelle. Besondere Beachtung verdient auch ihre Funktion bei der Induktion einer
den Wirt schutzenden, neutralisierenden Antikorperantwort (Modrow et Falke 2002a),
da sie durch den Wirtsorganismus als Antigene erkannt werden (Nicolson et Onions
1990).

In Abbildung 1 wird anhand einer Grafik der schematische Aufbau eines Herpesvirus

dargestellt.

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines Herpesvirus (zusammengestellt aus Falke
1999a, Braun 2002)
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2.2.3 Virusgenom und Virusproteine

Die Genome der Herpesviren liegen in den Virionen als lineare, doppelstrangige
DNS vor und sind zwischen 120 und 235 Kilobasenpaaren (kbp) lang (Verter et al.
1999, Allen 2002, Gartner et Muller-Lantzsch 2002, Modrow et Falke 2002b). Die
DNS von EHV1 und EHV4 besteht aus etwa 150 kbp (Telford et al. 1992). Bei allen
Virustypen findet man einmalig vorkommende (unique) und wiederholte (repeat)
Sequenzabschnitte, die bei den Vertretern der jeweiligen Genera in
unterschiedlichen Mustern angeordnet sind. Bei der Infektion wird die lineare DNS in
ein zirkulares Molekul Uberfuhrt, das dann als sogenanntes Episom im

Zellkernplasma vorliegt (Modrow et Falke 2002b).

Nicht nur bei der GrélRe, sondern auch in der Zusammensetzung des Genoms finden
sich bemerkenswerte Variationen innerhalb der Familie der Herpesviren. So variiert
der Anteil von Guanin und Cytosin zwischen 32 und 74% und Ubertrifft damit deutlich
die Variabilitat der DNS aller Eukaryoten (Murphy et al. 1999).

Die Herpesvirusgene werden in drei Kategorien unterteilt, abhangig von der Art der
Proteine, die sie codieren. Die erste Gruppe ist fur die Codierung von an der
Virusreplikation beteiligten Proteinen zustandig, eine weitere codiert Strukturproteine.
Die letzte Gengruppe setzt sich aus einer heterologen Reihe optionaler Gene
zusammen, die nicht in allen Herpesviren gefunden wurden. lhre Funktion ist nicht
vollstandig geklart, fur die Replikation in Zellkulturen sind sie jedoch nicht notwendig
(Murphy et al. 1999, Gartner et Muller-Lantzsch 2002).

Bei den an der Replikation beteiligten Proteinen findet sich eine gro3e Anzahl von
Polypeptiden, die verschiedene Schritte des Nukleinsaurestoffwechsels katalysieren
und somit bei der DNS-Synthese aktiv sind. Quantitativ Uberwiegen die sogenannten
B- oder delayed early-Proteine, deren Bezeichnung auf dem Zeitpunkt, zu dem diese
Proteine in der Zelle gebildet werden, beruht. So folgen sie zeitlich den a- bzw.
immediate early-Proteinen und sind von deren Prasenz in der Zelle abhangig. Die
meisten dieser immediate early-Proteine der Herpesviren sind Transaktivatoren, die

den Ablauf der lytischen Infektion regulieren, indem sie die Expression der delayed
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early- und der noch spater gebildeten Proteine aktivieren (Gartner et Miller-Lantzsch
2002, Modrow et Falke 2002b).

Bei diesen spater gebildeten Proteinen (y- oder late-Proteine) handelt es sich um
Strukturproteine. Mehr als 30 dieser Proteine sind in Herpesvirus-Virionen enthalten,
wobei sechs von ihnen im Nukleokapsid und zwei DNS-assoziiert vorliegen. Die
Glykoproteine, von denen etwa 12 existieren, sind in der Hulle lokalisiert, wo die
meisten in Form von sogenannten Peplomeren oder Spikes aufsitzen. Eines dieser
peplomerisch vorliegenden Glykoproteine, Glykoprotein E (gE), besitzt Fc-Rezeptor-
Aktivitat und bindet Immunglobulin G (IgG) (Murphy et al. 1999).

Einige der wachstumsregulierenden und immunmodulierenden Proteine, die weder
fur die Virusreplikation noch fur die Reifung in Zellkulturen notwendig sind,
entsprechen zelluldaren Genen, die fur Wachstumsregulation der Zelle und
Modulation der Immunantwort zustandig sind. Diese viruskodierten Proteine spielen
wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Herpesvirusinfektionen
(Murphy et al. 1999).

2.2.4 Erregereigenschaften

Wegen der lipidhaltigen Hulle ist das Virus empfindlich gegentber Detergentien und
Lipidlésungsmitteln. Der Erreger ist hitze- und saurelabil und wird bei 56°C innerhalb
von 5-10 Minuten inaktiviert (Zellkulturvirus), im Bereich von 20-40°C bleibt es
mehrere Tage vermehrungsfahig. An Oberflachen behalt das Virus unter Ausschluf
von UV-Bestrahlung und in Abhangigkeit vom Feuchtigkeitsgrad der Tragersubstanz
im Temperaturbereich von 22-35°C seine Infektiositat bis zu 48 Tage, im
Temperaturbereich um 4°C bis 7 Monate. Faulnis sowie pH-Werte unter 4 und tber

10 inaktivieren das Virus rasch (Verter et al. 1999).

Virusanzichtung und -vermehrung bereiten heutzutage keine methodischen
Schwierigkeiten. Der zytopathische Effekt (lytische Vermehrung) ist charakterisiert
durch die Bildung intranuklearer Einschlusskorper, Synzytien- und Riesenzellbildung.
Quantitative Unterschiede entstehen durch stammspezifische Viruseigenschaften,

Passagezahl, Ausgangstiter und beimpfte Zellart (Verter et al. 1999).
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Zu den charakteristischen Erregereigenschaften gehért die latente Virusinfektion, die
Uber Monate, Jahre oder lebenslang bestehen bleibt (Edington 1991, Patel et al.
1992, Welch et al. 1992, Edington 1994, Kydd et al. 1994, Slater et al. 1994, Blunden
et al. 1995, Schrag et al. 1997, Brunner et al. 1998, Falke 1999a, Rolle et Mayr
2002). In dieser Zeit befindet sich das Virusgenom nicht integriert sowohl in
Ganglienzellen, wie z.B. den sensorischen Neuronen der Trigeminus-Ganglien, als
auch in  T-Lymphozyten des Iymphatischen Gewebes des oberen
Respirationstraktes, wie z.B. den Lymphonoduli submandibulares, retropharyngeales
und bronchialen Lymphknoten (Edington 1991, Patel et al. 1992, Welch et al. 1992,
Edington 1994, Kydd et al. 1994, Slater et al. 1994, Blunden et al. 1995). Wahrend
dieser Latenz liegt die Virus-DNS in den Zellen als extrachromosomales Episom in
unterschiedlicher, aber stabiler Kopienzahl im Kernplasma vor. Sie wird zusammen
mit dem Zellgenom durch die =zellulare DNS-Polymerase repliziert und an
Tochterzellen weitergegeben. Mehrere unterschiedliche Mechanismen unterdricken
in dieser Phase die Produktion infektioser Partikel. Hierbei sind jedoch die
molekularen Vorgange und Regulationsprozesse bei der Etablierung und der
Aufrechterhaltung der Latenz sowie bei der erneuten Reaktivierung zur lytischen

Replikation weitgehend unverstanden (Wintzer 1999, Modrow et Falke 2002b).

Eine solche Reaktivierung des Virus aus diesem reversiblen Stadium ist allerdings
jederzeit moglich (Gibson et al. 1992 a, b). Ein Zusammenhang besteht z.B. mit
Phasen von Immunsuppression durch Stress oder Kortikosteroid-Verabreichungen
(Edington et al. 1985, Browning et al. 1988, Schrag et al. 1997). Da Stress unter
anderem bei operativen Eingriffen, Stallwechsel, langeren Transporten, Geburt,
Absetzen oder Laktation auf den Wirt einwirken kann, konnen also sehr vielfaltige
Situationen zu einer Reaktivierung des Virus fuhren. Die damit verbundene
Virusvermehrung und —ausscheidung ist haufig nicht von klinischen Symptomen
begleitet (Slater et al. 1994).

Die Fahigkeit zur latenten Infektion erklart sich auch aus einer mangelnden
Erkennbarkeit des Virus flr das Immunsystem. Daher kommt es zu keiner
immunologisch bedingten Selektion, wie es z.B. fir das equine Influenzavirus

charakteristisch ist, so dass beide equinen Herpesviren antigenetisch sehr stabil sind
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und bislang keine allmahlich fortschreitenden Veranderungen der Epitopstruktur ihrer

Oberflachenproteine zeigen (Allen 2002).

2.2.5 Pathogenese und klinische Symptome

Sowohl fur EHV1 als auch fur EHV4 stellt der Respirationstrakt die naturliche
Eintrittspforte dar und das Epithel der Atemwege bildet das primare
Infektionsgewebe (Allen et Bryans 1986, Gibson et al. 1992b).

Die Inkubationszeit ist mit zwei bis funf (Gibson et al. 1992b, Kydd et al. 1994) bzw.
drei bis zehn Tagen (Thein 1994, Verter et al. 1999, Rolle et Mayr 2002) angegeben.
Eine sich anschlielende Virusausscheidung kann insbesondere bei erstmals
infizierten Pferden wahrend einer Phase von bis zu 14 Tagen erfolgen (Gibson et al.
1992b, Kydd et al. 1994). Der Hohepunkt der Virusausscheidung liegt innerhalb der
ersten Tage nach Beginn des Nasenausflusses und fallt somit mit der fieberhaften
Periode der Infektion zusammen (Gibson et al. 1992b, Kydd et al. 1994).

Im Rahmen der Infektion kommt es zu charakteristischen Veranderungen des
nasopharyngealen Epithels mit fokaler, zytolytischer Destruktion und Exfoliation bis
hin zur Basalmembran. Weiterhin findet sich eine massive Sekretion der
respiratorischen Drisen und eine starke entzundliche Reaktion, die durch eine
Infiltration der Lamina propria unterhalb der zerstorten Epithelien mit mononuklearen
Zellen gekennzeichnet ist (Gibson et al. 1992b, Kydd et al. 1994).

Im Laufe der rasch folgenden Replikation in den Epithelien der oberen Atemwege
werden die Viren mittels migrierender dendritischer Zellen und Makrophagen in die
abfihrenden Lymphknoten transportiert (Kydd et al. 1994). Hier kommt es zur
Infektion mononuklearer Leukozyten durch EHV1 bzw. in seltenen Fallen auch durch
EHV4, infolge dessen es zu einer Viramie, die flr einige Tage bestehen bleibt,
kommen kann (Gibson et al. 1992a, Rolle et Mayr 2002).

Die klinischen Symptome werden haufig nur von jungen Pferden im Alter von bis zu

zwei Jahren gezeigt, da bei alteren Tieren die klinisch nicht relevanten,
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persistierenden Infektionen dominieren (Mohanty et Dutta 1999, Thein 1994, Verter
et al. 1999, Rolle et Mayr 2002). Kommt es jedoch zur Ausbildung typischer
Symptome, auflern sie sich zunachst in einer akuten Rhinitis mit typischem
beidseitigen Nasenausflul3, der zumindest zu Beginn rein seréser Natur ist und
haufig unbemerkt bleibt (Mohanty et Dutta 1999, Thein 1994, Schrag et al. 1997,
Murphy et al. 1999, Allen 2002). Dieses serose Sekret weist hohe Titer an
infektiosem Virus auf. Bereits nach etwa zwei bis drei Tagen wechselt der Charakter
des Sekretes von wassrig zu mukds, weist eine weildliche Farbe auf und beinhaltet
Leukozyten und desquamierte respiratorische Epithelzellen. Kommt es nach etwa
vier bis funf Tagen zu bakteriellen Sekundarinfektionen, andert sich der Charakter
des Nasenausflusses erneut und er stellt sich gelblich und mukopurulent dar (Thein
1994, Murphy et al. 1999, Allen 2002).

Neben dieser Rhinitis, die initial mit einer Kkurzzeitigen monophasischen
Temperaturerhdhung einhergeht und Uber etwa ein bis funf Wochen bestehen
bleiben kann (Verter et al. 1999, Rolle et Mayr 2002), kann es zu einer
Pharyngitis/Laryngitis, mit dem typischen Symptom des Hustens, kommen. Es
besteht die Moglichkeit zur Ausbreitung in tiefere Atemwege, wo sich eine
Tracheobronchitis, Bronchiolitis und/oder Pneumonie entwickeln kann (Allen et
Bryans 1986, Bryans et Allen 1989, Kydd et al. 1994, Murphy et al. 1999, Rolle et
Mayr 2002). Kommt es zu einer Beteiligung der tieferen Atemwege, sei sie viral oder
sekundar bakteriell bedingt, finden sich neben Husten entsprechende Symptome,
z.B. unphysiologische Auskultationsbefunde (Allen 2002).

Wahrend die Replikation des EHV4 und die daraus resultierenden Folgen
gewohnlich auf Epithelien der Atemwege und dazugehorige regionale Lymphgewebe
beschrankt bleiben, konnen gesundheitliche Folgen einer EHV1-Infektion auch tber
den Respirationstrakt hinaus auftreten. Hierbei kann es, sogar ohne dass Symptome
an den Atemwegen auffallig werden, zu finf weiteren, schwerwiegenden
Krankheitsbildern kommen: Abort, neonataler Fohlentod, Myeloenzephalopathie,

pulmonale vaskulotrope Infektion und Augenerkrankungen (Patel et al. 1992).
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Bereits seit 1932 sind Spataborte infolge von Herpesvirusverbreitung in fetales
Gewebe als eine der Hauptursachen fur Fohlenverluste bekannt (Bryans et Allen
1989). Meist verlauft die vorangegangene Atemwegsinfektion der Stute
asymptomatisch und es kommt zwei Wochen bis vier Monate nach der eigentlichen
Infektion (Wintzer 1999, Rolle et Mayr 2002) zu einem plétzlichen Abort (Thein 1994,
Schrag et al. 1997, Murphy et al. 1999, Allen 2002). Diese Aborte erfolgen im
allgemeinen nicht vor dem 5. Trachtigkeitsmonat, sondern zu etwa 65% wahrend des
achten und bei 35% im neunten bis zehnten Trachtigkeitsmonat (Thein 1994, Rolle et
Mayr 2002). Experimentell lassen sie sich jedoch auch schon im 3. und 4. Monat

provozieren (Wintzer 1999).

In einem spateren Stadium infizierte Feten kdnnen noch lebend geboren werden,
sind jedoch entweder bereits erkrankt oder erkranken innerhalb der ersten zwei
Lebenstage (Dixon et al. 1978, Hartley et Dixon 1979, McCartan et al. 1995, Murphy
et al. 1999, Rolle et Mayr 2002). Dabei zeigen sich die Fohlen schwach, unfahig zu
trinken, werden lethargisch und entwickeln Lymphopenie, Hypoxie und schwere
Atembeschwerden. Bei solchen, bereits im Uterus infizierten Fohlen, verschlechtert
sich der klinische Zustand rapide und die Prognose ist immer als ungunstig zu
bezeichnen (Allen 2002).

Eine weitere ungewohnliche aber schwerwiegende Folge einer Infektion mit EHV1
stellt die Myeloenzephalopathie dar (Thein 1994, Schrag et al. 1997, Wilson 1997),
wobei vereinzelt auch EHV4 als Ursache identifiziert werden konnte (Verheyen et al.
1998). Der zeitliche Abstand zwischen initialer Herpesvirusinfektion des
Respirationstraktes und den folgenden neurologischen Symptomen betragt etwa
sechs bis zehn Tage (Allen 2002). Dabei erkranken die betroffenen Tiere zum Teil im
Zusammenhang mit fieberhaften Allgemeinsymptomen, auch mit
Atemwegsaffektionen, zum Teil aber beschranken sich die Symptome ausschlieRlich
auf das Nervensystem (Kraft et al. 1982, Petzold et al. 1982, Edington et al. 1986,
Thein et Brown 1988, Matsumara et al. 1994, McCartan et al. 1995). Diese
neurologischen Symptome koénnen sehr verschieden ausfallen. Ein haufig
ausgepragtes Bild stellt sich jedoch mit Ataxie der HintergliedmalRen, begleitet von

Kot- und Urinabsatzstérungen, dar. Diese infolge thrombotischer, ischamischer
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Vaskulitis der kleinen Blutgefal3e insbesondere des Riuckenmarkes bei Hauspferden
auftretenden Symptome erscheinen sehr plétzlich (Murphy et al. 1999, Allen 2002).
Ihren HAhepunkt erreichen sie meist innerhalb der ersten zwei bis drei Tage nach
Beginn der Erscheinungen (Allen 2002) und unter dem Klinischen Bild wechselnder
Paresen wird sie nicht selten von tddlich verlaufenden Paralysen gefolgt (Verter et al.
1999). Bei wilden Equiden konnte EHV1 an den Neuronen selbst nachgewiesen
werden (Kahrmann et al. 1993), ansonsten ist ein Isolieren des Virus aus
Nervengewebe nicht gegluckt; als Ausloser fur die Vaskulitis werden Virus-
Antikorper-Komplexe verdachtigt (Murphy et al. 1999).

Ein erst kurzlich beschriebenes Syndrom aufert sich in generalisierten, perakuten
Infektionsverlaufen bei jungen erwachsenen Pferden auf eine EHV1-bedingte
Erkrankung des Respirationssystems folgend. Dieses Krankheitsbild wird auch als
pulmonale vaskulotrope EHV1-Infektion bezeichnet (Allen 2002) und wurde in
wenigen Fallen beschrieben (Del Piero et Wilkins 2001). Hierbei kommt es
charakteristischerweise zu hohem Fieber, Anorexie, schwerer Depression,
Atembeschwerden und hoher Mortalitat. Der progressive Verlauf bis hin zum Tod
wird von multisystemischer Vaskulitis, insbesondere der kleinen Blutgefale der
Lunge begleitet (Allen 2002).

Begleitend zu schweren Verlaufen respiratorischer EHV1-Infektionen bei Fohlen
konnen Augenerkrankungen auftreten, die sich als Uveitis und/oder Chorioretinitis
manifestieren (Slater et al. 1992). Im schlimmsten Fall kann es zu massiver
Zerstorung der Retina kommen, die bis hin zur Blindheit fihren kann (McCartan et al.
1995).
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2.2.6 Epidemiologie

Insbesondere im Hinblick auf rationale Entscheidungen zur Beka&mpfung bzw.
Pravention von Erkrankungen durch EHV1 und EHV4 bedarf es einer moglichst
genauen Kenntnis der Ubertragungswege der Viren sowie ber ihr Vorkommen und
die Verbreitung (Rolle et Mayr 2002).

2.2.6.1 Ubertragung des Virus

Fir die Ubertragung des EHV1 und EHV4 spielt die Virusausscheidung Uber das
Nasensekret eine bedeutende Rolle (Verter et al. 1999, Rolle et Mayr 2002).
Daneben kommen insbesondere bei EHV1 auch Vaginalsekret, Nachgeburt und
abortierte Feten als Infektionsquelle in Frage. Die aerogene Ubertragung, durch
Aerolisierung bei hustenden Pferden, ist neben dem direkten Kontakt als der
wichtigste Faktor fur die Weiterverbreitung des Virus innerhalb eines Bestandes
anzusehen, da aufgrund seiner relativ geringen Tenazitat indirekte Ubertragungen
Uber virusinfizierte Vektoren eine geringere Rolle spielen (Verter et al. 1999, Rolle et
Mayr 2002).

Epidemiologisch bedeutsam sind latent infizierte Tiere, die unter bestimmten
Bedingungen (Stresseinwirkung, immunsuppressive Therapie) zu Virusausscheidern
werden (Burrows et Goodridge 1984, Edington et al. 1985, Allen et Bryans 1986,
Browning et al. 1988, Gibson et al. 1992b, Brunner et al. 1998, Murphy et al. 1999,
Rolle et Mayr 2002). Hierbei kdnnen bereits Fohlen in einer fruhen Lebensphase
trotz vorhandener maternaler Antikorper infiziert werden (Allen et Bryans 1986).

Eintrittspforten sind die Schleimhaute sowohl des Respirations- als auch des

Genitaltraktes. Desweiteren ist eine intrauterine Ubertragung ebenfalls moglich
(Verter et al. 1999).
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2.2.6.2 Geografische Verbreitung der Infektion

Unter natlrlichen Bedingungen sind Pferde, Esel und Maultiere fir EHV1 bzw.
EHV4-Infektionen empfanglich. In Einzelfallen wurde dartber hinaus uber die
Isolierung von EHV1 bei Hirsch, Alpaka, Gazelle, Antilope, Lama, Zebra und Rind
berichtet (Montali et al. 1985, Chowdhury et al. 1988, Crandell et al. 1988, House et
al. 1991, Verter et al. 1999, Rolle et Mayr 2002).

Uber Klinisch manifest und mit Aborten verlaufende Ausbriiche virologisch
gesicherter EHV1-Infektionen liegen zahlreiche Berichte aus unterschiedlichen
Landern vor (Burki et al. 1984, Maxie 1986, Frank 1989, Paweska et al. 1991,
Matsumura et al. 1992, Zientara 1993). In Deutschland wurde zwischen 1972 und
1993 bei bis zu 49 % der untersuchten Fohlenaborte EHV1 nachgewiesen
(Steinhagen 1988, Kaaden et al. 1993). Das klinische Bild der Rhinopneumonitis des

Pferdes ist ebenfalls weltweit verbreitet (Verter et al. 1999).

Sowohl EHV1 als auch EHV4 finden sich ubiquitdr und enzootisch in den meisten
Populationen domestizierter Pferde (Mohanty et Dutta 1999, Allen 2002). Antikdrper-
Pravalenzraten beider Spezies bis nahezu 100 % werden in Europa beschrieben
(Bagust 1971, Maglione et al. 1991). Auch in Deutschland (BRD) wurde Uber ahnlich
hohe Raten seropositiver Tiere berichtet (Teufel 1977, Steinhagen 1988, Herbst et al.
1992). Eine Unterscheidung in Impftiter und naturlich erworbene Immunitat erfolgte

jedoch in keinem der untersuchten Falle.

2.2.6.3 Infektionsbedingte erworbene Immunitat

Die infolge einer Infektion naturlich erworbene Immunitat gegen EHV1 schutzt
zusatzlich gegen eine EHV4-Infektion und umgekehrt. Nach dem Verschwinden
lokaler Schleimhautimmunitat, bestehend aus schleimhautlokalisiertem
Immunglobulin A (slgA) und spezifischen T-Zellen, kann sich Feldvirus, trotz
Gegenwart humoraler Immunitat, erneut an den Schleimhauten ansiedeln und zu

Viruspersistenz fihren (Verter et al. 1999).
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Die zellulare Immunitat setzt bereits zwei Tagen nach erfolgter Infektion an den
Schleimhauten ein, erreicht nach sieben bis 15 Tagen ihren Héhepunkt und nimmt
ab der sechsten bis achten Woche wieder rasch ab. Die humorale Immunitat
hingegen beginnt erst nach 14 bis 21 Tagen, wobei die Antikdrper etwa in der vierten
Woche nach Infektionsbeginn einen Hohepunkt erreichen, durchaus aber auch bis
etwa in den funften oder sechsten Monat post infectionem persistieren kdnnen. Eine
Korrelation zwischen der Hohe der Antikorpertiter und der Qualitat der zellularen
Immunitat besteht nicht. FUr die Infektionsabwehr besitzt die zellulare Immunitat die
grofdte Bedeutung (Verter et al. 1999).

Saugfohlen nehmen bereits mit dem Kolostrum maternale Antikorper auf. Diese
virusneutralisierenden Antikdrper vom Typ Immunglobulin G (IgG), gelegentlich auch
IgM, werden von der Mutterstute bis zum zweiten Tag post partum in der Quantitat
ihrer eigenen Serumantikorper mit der Milch ausgeschieden. Um eine ausreichende
Versorgung des Fohlens mit diesen Antikérpern zu gewahrleisten, muss es innerhalb
der ersten 16 Lebensstunden optimal mit Kolostrum versorgt werden. Bei
genugender Aufnahme sind im Fohlenserum bereits vier Stunden nach der Geburt

Antikdrpertiter in gleicher Hohe wie im Kolostrum nachweisbar.

Diese passiv erworbenen Antikérper werden in der Regel bis zur sechsten bzw.
achten Lebenswoche wieder abgebaut. Mit einer eigenen, voll belastbaren Immunitat
kann allerdings kaum vor dem sechsten bis achten Lebensmonat gerechnet werden,
woraus sich die Haufung klinisch manifester Infektionen bei jungen Pferden erklaren
lant (Verter et al. 1999).

2.2.7 Prophylaxe

Eine vollstandige Elimination des Herpesvirus aus ganzen Herdenbestanden ist
aufgrund der Erregereigenschaften praktisch unmdglich. Die beste Strategie zur
Vermeidung der Infektionsfolgen liegt sowohl in der prophylaktischen Immunisierung
als auch in der Durchfuhrung praventiver Managementmallnahmen (Thein 1994,
Allen 2002, Rolle et Mayr 2002).
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2.2.7.1 Vakzination

Die Vakzination gegen EHV1- und EHV4-bedingte Erkrankungen ist als Teil eines
praventiven, gesunderhaltenden Programmes fur alle Pferde, die dem Risiko
ausgesetzt sind, eine solche Infektion zu erwerben, zu betrachten (Wilson 1995).
Hierbei helfen routinemafige Impfprogramme den wirtschaftlichen Schaden, der

durch die klinische Manifestation entsteht, zu begrenzen (Brunner et al. 1998).

Praktisch alle Fohlen weisen messbare spezifische Antikorper gegen EHV1 und
EHV4 nach Aufnahme von Kolostrum auf. Diese von der Mutter Ubertragenen
Antikorper verfallen aber exponentiell mit einer Halbwertszeit von 26 Tagen, so dass
diese Fohlen schliel3lich seronegativ und deshalb mit einem Lebensalter von funf bis
sechs Monaten maximal infektionsgefahrdet sind. Aus diesem Grund sollten die
Vakzination und die folgenden Booster zeitlich so gewahlt werden, dass ein
maximaler Schutz der jungen Pferde insbesondere vor dem zu erwartenden Stress
durch Absetzen, Transporte, Integration in neue soziale Gruppen, beginnendes
Training und ahnlichem erreicht wird (Allen 2002). Tragende Stuten sollten,
entsprechend der Herstellerinformationen der gewahlten Vakzinen, zum Schutz vor
EHV1-bedingten Aborten und zur Erreichung hoher maternaler Antikdrperspiegel
rechtzeitig geimpft werden (Bryans et Allen 1986).

Bei den ersten Herpesvirus-Impfstoffen, die auf den Markt kamen, handelte es sich
um EHV1-Impfstoffe (Thein 1974, Mayr et al. 1978, Mayr et al. 1979, Mumford et
Bates 1984, Thein 1994). Der bereits damals verwandte Impfstamm RacH, der in
Europa und Amerika bis heute eingesetzt wird, wurde durch fortlaufende Passagen
in primaren Schweinenierenzellen attenuiert. Der Stamm ist genetisch stabil und
seine Unschadlichkeit und Wirksamkeit haben sich wiederholt im Tierversuch und
durch den langen Einsatz in der Praxis bestatigt. Bislang war der Grund fuar die
Unschadlichkeit des Impfvirus RacH unbekannt. Erst kirzlich gelang es, ein
bestimmtes Gen, das IR6-Gen, fur den Verlust der Virulenz verantwortlich zu
machen (Brunner et al. 1998). Desweiteren ist der Stamm RacH im DNS-Muster
nach Restriktionsenzymanalyse bzw. elektrophoretischer Auftrennung eindeutig von

Feldisolaten unterscheidbar (Meyer et al. 1994, Osterrieder et al. 1994).
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Einige Jahre nach der Einflihrung von Lebendvakzinen wurden auch EHV1-
Impfstoffe aus inaktivierten Erregern angeboten, die vor allem eine definierte
Sicherheit versprachen. Challengeversuche haben aber schnell die Grenzen dieser
Produkte aufgezeigt, insbesondere bei der Immunprophylaxe gegen den Virusabort.
Nachdem man EHV1 und EHV4 serologisch und biologisch voneinander
differenzieren und als eigenstandige equine Herpesviren klassifizieren konnte,
wurden bei der weiteren Entwicklung inaktivierter Impfstoffe auch EHV4-Stamme
bericksichtigt. In einem Experiment wurde gezeigt, dass im Virusneutralisationstest
nach Immunisierung mit einer inaktivierten EHV4-Vakzine auch kreuzreaktive,
neutralisierende Antikorper gegen EHV1 gebildet wurden. Dagegen liel3en sich keine
Antikorper gegen EHV4 nach Verwendung der entsprechenden EHV1-Vakzine
nachweisen. Die hervorgerufene zellvermittelte Immunitat dagegen war nach
Applikation beider inaktivierter Viren gleichermalien kreuzreaktiv, wie durch in-vitro-
Lymphozytenstimulation nachgewiesen wurde (Thein 1994, Brunner et al. 1998). In
der Annahme, dass EHV4-Vollantigenimpfstoffe gegen die homologe Infektion einen
besseren Schutz bieten als die heterologe Immunisierung mit EHV1-Stammen,
wurden ab 1991 in den USA, seit 1992 auch in Deutschland bivalente Vakzinen
(EHV1 und EHV4 kombiniert) zum Schutz gegen den Rhinopneumonitiskomplex
entwickelt (Thein 1994, Brunner et al. 1998).

Heute stehen zur Immunprophylaxe der durch EHV1- und EHV4-Infektionen
hervorgerufenen Symptome in Deutschland sowohl inaktivierte als auch
Lebendvakzinen zur Verfugung (Allen et Bryans 1986, Steinhagen 1986, Becker et
Unger 1987, Babinski 1988, Burki et al. 1989a, b, 1990, 1991a, b, Paweska et al.
1991, Brunner et al. 1998, Verter et al. 1999, Rolle et Mayr 2002). Sie kdnnen als
Einzelimpfstoffe verwendet werden oder in Kombinationsimpfstoffen gegen mehrere

Infektionserreger integriert sein (Verter et al. 1999, Rolle et Mayr 2002).

Die Anwendung dieser bereitstehenden Impfstoffe sollte immer nach Anweisung des
Herstellers durchgefihrt werden, folgt aber praktisch gleichen Schemata. Die
Impfung besteht aus der Grundimmunisierung im vierten und sechsten/siebten
Lebensmonat, aus der Auffrischungsimpfung sechs Monate nach der

Grundimmunisierung mit Antigenimpfstoffen (inaktiviert) bzw. nach neun Monaten bei
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Verwendung von Lebendvakzinen sowie aus Wiederholungsimpfungen nach jeweils
sechs Monaten. Das Intervall von sechs Monaten bei den Wiederholungsimpfungen
gilt fir alle Impfstoffarten (Verter et al. 1999, Rolle et Mayr 2002).

Zur besseren Effizienz der Impfprogramme muss eine vorschriftsmaRige,
regelmallige Vakzination des gesamten Bestandes gewahrleistet sein (Brunner et al.
1998). Eine so durchgefuhrte Vakzination kann zwar eine Infektion mit dem Virus
nicht verhindern, verringert aber deutlich die Intensitat klinischer Symptome, sowie
Menge und Dauer der Virusausscheidung, so dass der Schweregrad der
respiratorischen Erkrankung verringert, die Ausbreitung reduziert und Aborte meist
verhindert werden konnen (Allen 2002, Rolle et Mayr 2002).

Haufig wird jedoch Uber niedrige Antikorpertiter nach der Impfung berichtet (Allen et
Bryans 1986, Steinhagen 1986, Becker et Unger 1987, Babinski 1988, Burki et al.
1989a, b, 1990, 1991a, b, Paweska et al. 1991). In Bezug auf die Vermeidung von
Aborten kommt es zwar insgesamt bei konsequenter Impfung zu einer Senkung der
Abortrate, in Einzelfallen sind jedoch Verfohlungen nicht zu verhindern. Als Ursache
fur die Impfdurchbriiche werden genetische Varianten des Virus diskutiert. Auch ein
Zusammenhang mit schlechten Haltungsbedingungen der betroffenen Tiere ist nicht
auszuschlielen (Allen et Bryans 1986, Steinhagen 1986, Becker et Unger 1987,
Babinski 1988, Burki et al. 1989a, b, 1990, 1991a, b, Paweska et al. 1991).
Vakzinationsversuche mit Resequin plus® (Intervet) im &sterreichischen
Lippizanergestut Piber, in dem es 1983 zu einem EHV1-Ausbruch kam, weisen
darauf hin, dass der Erfolg der Vakzination von der endemischen Situation und
konsequenten Beachtung von Impfprogrammen abhangig ist (Burki 1993).

2.2.7.2 Management
Zur Pravention einzusetzende Management-MalRnahmen stitzen sich auf die
Unterteilung der Pferde eines Anwesens in kleine Gruppen, Betrachtung und

Behandlung dieser Gruppen als isolierte Einheiten und Reduktion von Stress (Allen

2002). Diese Gruppen sollten in Bezug auf Alter, Gestationsstatus, Nutzung und
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Haufigkeit der Entfernung einzelner Tiere aus der Gruppe mdglichst homogen

gewahlt werden.

Besondere Sorgfalt sollte fir das Verbringen neuer bzw. zeitweise mit anderen
Pferden in Kontakt getretener Tiere in den Bestand gelten. Hier sollte vor der
Integration solcher Pferde in eine geschlossene Gruppe eine Quarantane von
mindestens 21 Tagen eingehalten werden. Erkrankte Tiere mussen sofort isoliert
werden (Verter et al. 1999, Allen 2002).

Eine weitere Moglichkeit der Pravention besteht in der Reduktion von Stress, der zur
Reaktivierung und erneuten Verbreitung von Virus durch latent infizierte Pferde
fuhren kann. Als solche Stressfaktoren, die es zu minimieren gilt, konnten z.B.
Uberbelegung der Stallungen, schlechter Erndhrungszustand, starke parasitare
Besiedlung, lange Transporte, Trennung bestehender sozialer Gruppen, andere

Grunderkrankungen u.a. betrachtet werden (Allen 2002).

Eine weitere grundlegende Malinahme liegt im Hygienemanagement (Thein 1994),
wie z.B. grundlicher Desinfektion im Falle eines bereits begonnenen Ausbruches der
Erkrankung (Vickers et Powell 2001). Insbesondere bei eingetretenen Aborten sind
nicht nur die abortierenden Stuten zu isolieren. Auch das abortierte Material, sowie
das Stroh sind zu entfernen und die Boxen grindlich mit handelsublichen Praparaten
zu desinfizieren (Wintzer 1999).

Bestande, in denen es zu Virusaborten gekommen ist, sollten fur die Dauer von acht
Wochen nach dem jeweils letzten Abortfall fur jeden Pferdeverkehr gesperrt werden.
Einzelne Zuchtverbande verlangen die Meldung solcher Aborte zur zentralen
Erfassung und schreiben entsprechende Vorsorgemaflinahmen vor, leider konnte
sich jedoch nicht auf eine in Deutschland einheitliche Einfuhrung solcher

Malnahmen geeinigt werden (Verter et al. 1999).

39



2.2.8 Labordiagnostik

Aufgrund klinischer Symptome ist eine eindeutige Differenzierung der Herpesviren
von anderen in Betracht zu ziehenden Erregern nicht mdglich, da pathognomonische
Anzeichen fehlen (Verter et al. 1999). Die Diagnose muss deshalb durch
Laboruntersuchungen gesichert werden. Ublicherweise wird als
Untersuchungsmaterial nasopharyngeales Sekret, vendses Blut (Allen 2002) und im
Abortfall Abortmaterial (Rolle et Mayr 2002) eingesetzt, wobei im letzten Fall bedacht
werden muss, dass fetales Gewebe bei ursachlicher Veranderung an der

Uteruswand nicht infiziert sein muss (Wintzer 1999).

Sollte Nasensekret fur den direkten Virusnachweis als Untersuchungsmaterial zum
Einsatz kommen, so wird der groRte Erfolg bei einem Entnahmezeitpunkt innerhalb
der ersten 48 Stunden nach Beginn der Erkrankung erzielt, wahrend der Patient noch
Fieber aufweist und das Nasensekret von serésem Charakter ist. Fir den
Erregernachweis aus vendsem Blut sollte dieses zwischen dem vierten und zehnten
Tag nach Beginn der respiratorischen Symptome gewonnen werden (Allen 2002).
Fur die zuverlassige serologische Diagnose einer akuten equinen
Herpesvirusinfektion sind gepaarte Serumproben notwendig (Thomson et al. 1976).
Die erste Probe sollte hierzu zwischen dem zweiten und dritten Tag des
Krankheitsbeginns, die zweite etwa drei Wochen spater gewonnen werden (Allen
2002).

2.2.81 Erregernachweis

5 Direkter Virusnachweis

Die Isolierung von EHV1 und EHV4 in der Routinediagnostik erfolgt durch
Anzichtung in der Zellkultur (Verter et al. 1999). Hierzu sind sowohl
Nasopharyngeal- bzw. Konjunktivaltupferproben, Organhomogenate des Fetus und
der Plazenta einsetzbar. Lediglich EHV1 kann auch aus Blutproben isoliert werden.
Zahlreiche Zelllinien sind empfanglich fur EHV1. EHV4-Feldvirus vermehrt sich
jedoch nur auf von Pferden stammenden Zellen und Schweinenierenzellen (Bryans
1980, O Callaghan et al. 1983, Allen et Bryans 1986).
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6 Antigennachweis

Unter Verwendung der direkten oder indirekten Immunfluoreszenz-,
Immunperoxidase- und Peroxidase-Antiperoxidase (PAP)-Technik kénnen EHV1 und
EHV4 an formalinfixierten Paraffinschnitten oder Gefrierschnitten von Organen
diagnostiziert werden. Die Vorteile liegen in der hohen Spezifitdt und Sensitivitat
sowie der relativ leichten Durchfuhrbarkeit der Methoden. Desweiteren sind
retrospektive Studien moglich (Gimeno et al. 1987, Jonsson et al. 1989, Gunn 1991,
Whitwell et Blunden 1992, Schultheiss et al. 1993). Der Einsatz monoklonaler
Antikorper (mAK) erlaubt hierbei eine Differenzierung von EHV1 und EHV4 (Edington
et al. 1987).

Ein von Sinclair und Mumford (1992) entwickelter ELISA zum Antigennachweis aus
Nasentupferproben zeigte im Vergleich zur Ublichen Zellkulturtechnik lediglich eine

Sensitivitat von 68 % und eine Spezifitat von 100 %.

7 Nachweis des Virusgenoms

Uber die Verwendung der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) bei der Diagnostik von
EHV1- und EHV4-Infektionen ist bereits mehrfach berichtet worden (Ballagy-Pordany
et al. 1990, O Keefe et al. 1991, Khun et al. 1992, Welch et al. 1992). Als Vorteil
erwies sich die hdhere Sensitivitat und Schnelligkeit der PCR gegenlber der
Virusisolierung aus Nasentupfern von naturlich infizierten Pferden. AulRerdem kann
EHV1 von EHV4 unterschieden werden (Hardt et al. 1992, Sharma et al. 1992,
Wagner et al. 1992, Gilkerson et al. 1994). Retrospektive Untersuchungen von
bereits formalinfixierten und in Paraplast eingebetteten Gewebeschnitten, die bis zu
drei Jahre gelagert wurden, sind moglich. Hierbei stimmten die Ergebnisse der PCR
gut mit den zuvor durchgefihrten Untersuchungen (Virusisolierung, Pathohistologie)
Uberein (Hardt et al. 1992, Hardt 1994, O'Keefe et al. 1994).

Mit der DNS-DNS-Hybridisierung gelang die Differenzierung von Feldisolaten und
Impfvirus (Meyer et al. 1992) sowie eine Unterscheidung zwischen EHV1 und EHV4.
Die Ergebnisse stimmten in hohem Malle mit der zum Vergleich herangezogenen

Immunhistologie Uberein (Hardt 1994).
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2.2.8.2 Antikorpernachweis

8 Neutralisationstest

FUr den indirekten Virusnachweis wird vor allem der Serumneutralisationstest
eingesetzt (Verter et al. 1999), der die historisch alteste und immer noch eindeutigste
Methode zur Uberpriifung der Immunitat darstellt (Doerr et Braun 2002). Auch in der
vorliegenden Studie kam dieses Verfahren zum Einsatz. Das Prinzip besteht in der
Bildung eines Virus-Antikorper-Komplexes nach erfolgtem Zusammentreffen
homologer Antikorper mit auRenliegenden Epitopen des Virions. Hierdurch werden
die Auldenstrukturen, mit deren Hilfe sich das Virus an die Wirtszellmembran bindet,
sterisch blockiert. Als Folge kommt es zum Verlust der Infektiositat, der sogenannten

Virusneutralisation (Falke 1999a).

Die Hohe der Titer neutralisierender Antikérper nach einer Infektion mit EHV1 bzw.
EHV4 ist u.a. abhangig von vorausgegangenen Infektionen und der Impfanamnese.
Das Ergebnis des Neutralisationstests wird von dem als Antigen verwendeten EHV1-
Stamm, seiner Passagezahl und dem Zellsystem beeinflusst (Bernhardt 1993). Die
serologische Diagnostik von akuten EHV1- und EHV4-Infektionen, nicht aber ihre
Unterscheidung, ist anhand einer Serokonversion oder eines Titeranstieges um

mindestens drei Titerstufen innerhalb von 2 bis 3 Wochen maoglich.

Komplement-Bindungs-Reaktion (KBR)

Die KBR wurde fruher haufig zur serologischen Diagnostik von EHV1- und EHVA4-
Infektionen verwendet. Ein Titeranstieg um das 4-8fache gilt als positiv. Da KBR-Titer
im Vergleich zu Neutralisationstitern schneller absinken, ist die KBR fur die
Untersuchung akuter Infektionen besonders geeignet (Thomson et al. 1976, Mumford
et al. 1987).

9 ELISA

Antikdrper gegen EHV1 bzw. EHV4 kénnen mit guter Ubereinstimmung zum
Neutralisationstest auch im ELISA bestimmt werden. Die Anwendung beschrankt
sich bisher jedoch auf experimentelle, wissenschaftliche Untersuchungen (Hohdatsu

et al. 1986). Ein immundominanter Anteil des Glykoproteins GP14 von EHV1 wurde
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als Antigen zum Nachweis von Antikérpern gegen EHV1 und EHV4 im ELISA
erfolgreich eingesetzt. Eine Differenzierung von EHV1 und EHV4 war jedoch nicht

sicher mdglich (Sinclair et al. 1993).
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3. Eigene Untersuchungen

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Pferde

Die Untersuchungen der insgesamt 97 Pferde fanden im Zeitraum von November
1999 bis November 2001 statt. 40 der untersuchten Pferde waren mannlich, 25
mannlich kastriert und 32 weiblich. Es handelte sich um 37 Warmbluter, 28 Vollbluter
und 32 Ponys, wobei Kleinpferde der Rassen Islander (n=9) und Haflinger (n=3) der
Gruppe der Ponys zugeordnet wurden.

53 Tiere standen aufgrund einer Erkrankung des Respirationstraktes, im Sinne einer
chronisch obstruktiven Bronchitis, in der Medizinischen und Gerichtlichen
Veterinarklinik (Innere Krankheiten der Pferde) der Justus-Liebig-Universitat in
Gielden und wurden als Gruppe der COB-Patienten bezeichnet. 28 dieser Pferde
waren innerhalb der letzten sechs Monate gegen EHV1 und EHV4 geimpft, bei 25
Tieren erfolgte diese Impfung nicht oder lag langer als sechs Monate zurtck, so dass
diese Patienten als nicht geimpft definiert wurden. Von 24 Vollblutern, die aus
Rennstéallen stammten und regelmalig, maximal 3 Monate zuvor zuletzt geimpft
wurden, wurden BALF- und Serum-Proben sowie notwendige Daten von den
untersuchenden Tierarzten bereitgestellt. Diese Tiere bildeten die Gruppe der
Rennpferde. 20 Ponys, im Alter von etwa sechs Monaten, stammten aus einem
Tierversuch des Instituts fur Parasitologie der Justus-Liebig-Universitat in GielRen

und wurden in der Gruppe der ungeimpften Fohlen zusammengefasst.
Das Alter der COB-Patienten lag im Mittel bei 10,6 Jahren, die Spannbreite lag

zwischen 2,5 und 20 Jahren. Die Rennpferde waren im Mittel 3,5 Jahre alt bei einer

Spannbreite von 2 bis 6 Jahren. Das Alter der Fohlen betrug etwa 6 Monate.
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3.1.2 Untersuchungen

3.1.2.1 Klinische Untersuchung

Die in der Klinik eingestellten Patienten wurden sowohl in Ruhe als auch nach
Belastung klinisch untersucht. Es erfolgte die Ermittlung der Kérperinnentemperatur,
der Puls- und Atemfrequenz. Eingeschlossen wurden nur Pferde mit physiologischer
Kdrperinnentemperatur, da es infolge der Lavage in seltenen Fallen zu einem
leichten Anstieg der Korpertemperatur kommen kann (Fogarty 1990, McGorum et
Dixon 1994, Sweeney et Beech 1991). Im weiteren wurden bei der speziellen
klinischen Untersuchung Schwerpunkte auf den Atmungsapparat und das Herz-
Kreislaufsystem gesetzt. Von besonderem Interesse war hierbei die Feststellung des
Atemtyps, einer evtl. vorliegenden inspiratorischen und/oder exspiratorischen
Dyspnoe, spontanen oder auslosbaren Hustens, eventuell vorliegenden
Nasenausflusses und des Perkussionsbefundes der Lunge. Desweiteren erfolgte die
Auskultation der Lunge und der Trachea sowohl in Ruhe als auch nach etwa 10-
minutiger Belastung an der Longe im Trab und Galopp. Bei einem Pferd mit starker

Ruhedyspnoe wurde auf die Belastung verzichtet.

3.1.2.2 Arterielle Blutgase

Die arterielle Blutentnahme bei den in der Klinik eingestellten Pferden erfolgte in
Ruhe vor der Belastung aus der rechten Arteria carotis communis. Die Punktion
wurde etwa 10 cm Uber dem rechten Buggelenk in der Drosselrinne am Hals-Brust-
Ubergang durchgefiihrt. Die so gewonnene Blutprobe wurde in heparinisierten
Glaskappilaren aufgefangen und umgehend mittels eines Blutgasanalysators (AVL
995-Hb, Firma AVL Biomedical Instruments, Graz, Osterreich) untersucht. Nach
Eingabe der aktuell gemessenen Rektaltemperatur wurden folgende Parameter mit
Hilfe des Analysators ermittelt: Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck, aktueller
atmospharischer Druck, Hamoglobingehalt, pH-Wert und Basentberschuss. Dabei
wurden pro Patient drei Kapillaren gemessen und die Ergebnisse arithmetisch

gemittelt.
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Im Anschluss erfolgte die Berechnung der Alveolo-arteriellen Sauerstoff-Partialdruck-
Differenz (A-aDO,) anhand folgender Formel (Tisi 1985):

A-aDO; = (P, — 47) X 0,2095 - P,CO; - P.O, [mmHg]

Pob = aktueller Barometerdruck [mmHg]

a7 = Wasserdampfpartialdruck bei 37°C [mmHg]

0,2095 = prozentualer Anteil des Sauerstoffs in der Luft

P.CO> = gemessener arterieller Kohlendioxidpartialdruck [mmHg]
P02 = gemessener arterieller Sauerstoffpartialdruck [mmHg]

3.1.2.3 Serumproben

Zur Gewinnung der Serumproben wurden unmittelbar vor Durchfuhrung der
Tracheobronchoskopie vendse Blutproben aus der Vena jugularis im Bereich des
vorderen Halsdrittels entnommen. Etwa 10 ml Blut wurde in einem Glasréhrchen
aufgefangen, wobei durch direkten Kontakt des Kanllenkonus mit der
Roéhrchenwand und dem so bedingten gleichmafRigen EinflieRen der Probe eine
Zerstérung von Blutzellen verhindert werden sollte. Das so gefullte Réhrchen wurde
fur etwa 10 Stunden zur Gerinnung stehen gelassen, anschlielend der serdse
Uberstand mittels Pipette Uberfiihrt und bei —20 °C bis zu der unter 3.1.2.11

erlauterten Bestimmung des Harnstoffgehaltes gelagert.

3.1.2.4 Tracheobronchoskopie

Bei 52 der in der Klinik eingestellten Patienten wurde im Anschluss an die Belastung
die Tracheobronchoskopie durchgefiihrt, bei einem der Patienten wurde auf eine
vorherige Belastung verzichtet. Im Untersuchungsstand erfolgte unmittelbar nach der
Blutentnahme eine Sedation mit 0,01 mg/kg KM Detomidin-hydrochlorid
(Domosedan®, Pfizer GmbH, 76139 Karlsruhe, Deutschland). Die Bronchoskopie
wurde mit Hilfe eines 2,20 m langen, flexiblen Endoskops mit einem Durchmesser
von 13 mm (Firma Wolf, 75438 Knittlingen, Deutschland) vorgenommen. Es erfolgte

die Beurteilung des Pharynx, des Larynx, der Trachea mit ihrer Bifurkation sowie der
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Hauptbronchien. Zudem wurde auf Schleimhautschwellung, -rétung und das
Vorliegen von Sekreten geachtet. Die Sekretmenge und —konsistenz wurde jeweils
beurteilt und anhand der von Dickmann (1987) vorgeschlagenen Skala bewertet

(siehe Tabelle 4) und gingen in die Auswertung mit ein.

Tab. 4: Endoskopie-Score nach Dickmann (1987)
Sekretmenge Sekretviskositat
0= keine Sekretansammlungen 0= Schleimhaut feucht, nur geringe
keine Sekretflocken Mengen wassrigen Sekretes
aspirierbar
1= keine Sekretansammlungen 1= Schleimhaut feucht, einzelne
einzelne Sekretflocken feine Sekretflocken in wassrigem
Sekret, leicht aspirierbar
2 = flache ventrale Sekretansammlung (2 =  Schleimhaut feucht, seromukdses
einzelne grolRere Sekretflocken Sekret ventral gelegen, homogen,
leicht aspirierbar
3= deutliche ventrale 3 = Schleimhaut feucht, seromukéses
Sekretansammlung Sekret mit einzelnen
reichlich Sekretflocken konsistenteren Sekretflocken,
ventral gelegen, leicht aspirierbar
4 = durchgehende ventrale 4 =  Schleimhaut feucht/pappig,
Sekretstraflte mukoses bis mukopurulentes
Sekretseebildung Sekret, einige dorsale
Schleimflocken, deutlich
erschwerte Aspiration
5= mehrals 1/4 des Tracheallumens |5=  Schleimhaut pappig/trocken,
fullende(r) Sekretstrale(-see) mukodses bis purulentes Sekret,
reichlich dorsale Schleimflocken,
teilweise spinnenwebenartige
Schleimformationen, erschwerte
Aspiration (kaum noch moglich)
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3.1.2.5 Patientenklassifizierung

Um die Befunde der oben genannten, bei den Klinikspatienten durchgefuhrten
Untersuchungen zusammenzufassen, wurde das Score-System nach Ohnesorge et
al. (1998) genutzt. Dieses wurde jedoch geringfligig modifiziert, da keine
zytologische Untersuchung des Tracheobronchialsekretes erfolgte, wie in der
genannten Untersuchung vorausgesetzt. Infolgedessen sank die maximal
erreichbare Punktzahl, die ein hochgradig erkranktes Pferd erreichen konnte, von 14
auf 11 Punkte (siehe Tabelle 5).

Die von der Autorin nicht selbst untersuchten Rennpferde wurden aufgrund der
Befunde der Untersucher und der Rennleistung der Pferde als frei von COB beurteilt.

Als ebenfalls COB-frei wurden die Fohlen aufgrund ihres Alters definiert.

Tab. 5: Score-System  zur Einteilung der Pferde in Gruppen mit

unterschiedlichem Krankheitsgrad einer COB nach klinischen Befunden

Untersuchungsparameter Ergebnis Score

Husten vorberichtlich, spontan 1
oder ausldsbar

Ruhedyspnoe verstarkt abdominal 1
Nusternblahen und/oder 3
Dampfrinne

Auskultation Rasseln und Giemen 2

Perkussion des > 1-handbreit erweitert 1

Lungenfeldes

> 2-handbreit erweitert 2
A-aDO; 7 bis 14 mmHg 1
> 14 mmHg 2
Bifurcatio tracheae deutlich verdickt 1
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Anhand dieses modifizierten Score-Systems erfolgte eine Unterteilung der Pferde in
drei Gruppen (siehe Tabelle 6): ohne besonderen Befund, geringgradige COB, mittel-
bis hochgradige COB.

Tab. 6: Einteilung des Erkrankungsgrades nach dem leicht modifizierten Score-
System von Ohnesorge et al. (1998)

Gruppe Score Grad der Erkrankung
1 0-1 gesund
2 2-5 geringgradige COB
3 6-11 mittel-bis hochgradige
COB

3.1.2.6 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Die Durchfuhrung der Bronchiallavage erfolgte bei den in der Klinik eingestellten
Pferden im Anschluss an die Tracheobronchoskopie, ebenfalls im
Untersuchungsstand. Hierzu wurde ein 2,20 m langes Endoskop mit einem
Durchmesser von 13 mm (Firma Wolf, 75438 Knittlingen, Deutschland) genutzt.
Durch den ventralen Nasengang wurde es unter Sichtkontrolle bis zum Kehlkopf,
Uber die Trachea, an der Bifurkation vorbei in einen Bronchus des kaudodorsalen
Lungenbereiches eingebracht, bis das Endoskop im Lumen eines Bronchus, in der

sogenannten ,wedge-position®, arretierte.

So fixiert wurde Uber den Arbeitskanal des Endoskops ein Volumen von 60 mi/100 kg
KM einer sterilen, kdrperwarmen isotonen Kochsalzlosung mittels 60ml-Spritzen Uber
den Biopsiekanal des Endoskops instilliert. Im Anschlul® an die letzte Spritze erfolgte

eine sofortige Aspiration unter gleichmaRigem, sanftem Zug.

Die so gewonnene bronchoalveolare Lavageflissigkeit (BALF) wurde durch eine
zweilagige Gazeschicht in einen bereits von Kuhlakkus umgebenen 500ml

Kunststoffbecher gegeben, wobei grobe Schleimbeimengungen und schaumige
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Surfactantbestandteile abgetrennt wurden. Die Menge der ridckgewonnenen
Spulflissigkeit wurde bestimmt, die BALF zu Aliquots von 10 ml in verschliel3bare

Kunststoffrohrchen Uberfihrt und umgehend bei —20°C eingefroren.

Die Entnahme der BALF bei den 20 Fohlen erfolgte innerhalb von 5 Minuten nach
der Toétung ohne Sichtkontrolle mit einem flexiblen Katheder, wobei sich das weitere

Verfahren nicht von dem bereits beschriebenem unterschied.

Die BALF der 24 Rennpferde wurde nach dem fur die Klinikspatienten
beschriebenem Schema gewonnen, filtriert, Uberfuhrt und gelagert. Der Transport
erfolgte gekuhlt und die Proben wurden bis zu ihrer Untersuchung bei —20 °C

gelagert.

3.1.2.7 Konzentration der Bronchiallavageflissigkeit (BALF)

Die bronchoalveolare Lavagefllssigkeit (BALF) wurde vor dem Einsatz in den
jeweiligen  Testverfahren um den  Faktor zehn  konzentriert, wobei
Probenbeimengungen bis zu einer GréRe von 30 kD durch die Filtersysteme
reduziert wurden. GroRere Inhalte, wie etwa Immunglobuline, wurden somit in
starkerer Konzentration zuruckbehalten. Da das zunéachst eingesetzte Filtersystem
(siehe unten) im Laufe der Untersuchungen nicht mehr im Handel erhaltlich war,
wurde ein zweites Verfahren fur die restlichen Proben genutzt. Zur Kontrolle wurden
drei Proben mit Hilfe beider Systeme konzentriert und auf ihren Antikdrpergehalt mit
den spater beschriebenen Testverfahren getestet, wobei sich jeweils identische

Ergebnisse zeigten.

12 der von den Fohlen gewonnenen sowie 14 den Klinikspatienten entnommene
Proben wurden mittels konischer Filtermembranen Centriflo® CF25 (30 kD, Firma
Amicon, Houston, USA) bearbeitet. Dazu wurden die Filtermembranen fir 1 h in
sterilem Wasser eingeweicht. Im Anschluss wurden die Membranen mit Hilfe einer
sterilen Pinzette in einen Kunststofftrichter eingesetzt. Dieser wurde auf die Offnung
eines 50 ml fassenden Blue Cups (Firma Falcon, 3460 Birkerod, Danemark) gesetzt

und zunachst mit 7 ml der zu konzentrierenden Probe mittels Glaspipette befullt.
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Nach Abdeckung der Réhrchen mit Parafilm erfolgte eine Zentrifugation bei 1700 g
und 5°C fur 10 Minuten (Zentrifuge: Labofuge 400 R, Firma Heraeus, 63450 Hanau,
Deutschland). Die Roéhrchen wurden mit weiteren 3 ml aufgefullt und bis zur

Konzentration auf 1 ml weiter zentrifugiert.

Die restlichen Proben wurden mit Hilfe von Omega-Membranen 30 kD (Macrosep®,
Firma Pall, 63303 Dreieich, Deutschland) nach Herstelleranleitung aufgearbeitet.
Hierzu erfolgte zunachst eine Zentrifugation von 10 ml sterilen Wassers fur 10
Minuten bei 3940 g (Labofuge 400 R, auf 45° fixierte Winkel, Firma Heraeus, 63450
Hanau, Deutschland). Im Anschlul® daran wurden fur 90 bis 180 Minuten 10 ml jeder
Bronchiallavageprobe bei ebenfalls 3940 g und 5°C zentrifugiert und bis auf 1 ml
eingeengt. Das so gewonnene Konzentrat wurde mittels 1000 ul Eppendorf-Pipette

fir den weiteren Einsatz entnommen und bei —20 °C gelagert.

3.1.2.8 Inaktivierung des Untersuchungsmaterials

Die Serum- und konzentrierten BALF-Proben wurden im Wasserbad bei 56°C fur 30
Minuten erhitzt. Hierdurch erfolgte eine Inaktivierung unspezifischer thermophiler
Inhibitoren (z.B. Komplement), die ansonsten die Virusneutralisation beeinflussen

konnten.

3.1.2.9 Neutralisationstest (NT)

Der Neutralisationstest basiert auf der Fahigkeit neutralisierender Antikorper (nAK)
zur in-vitro-Bindung viraler Antigene. Binden diese nAK an aul3enliegende Epitope
des Virus, kommt es zur sterischen Blockade von Aufenstrukturen, die fur die
Infektion der Wirtszelle notwendig sind. Infolge dessen kommt es zum Verlust der
Infektiositat des Virus und damit zur sogenannten Virusneutralisation (Falke 1999b).
Der bei intaktem Virus eintretende zytopathische Effekt (cpE) wird somit unterbunden

und der Verlust der Infektiositat mikroskopisch sichtbar gemacht (siehe Abbildung 2).
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Abb. 2: Testprinzip des Neutralisationstests (nach Rolle et Mayr 2002)

Die Durchfihrung des Neutralisationstests erfolgte an einer Sicherheitswerkbank

Klasse Il (Herasafe, Firma Heraeus, HeraeusstralBe 12-14, 63450 Hanau) auf

Kunststoffplatten aus Polypropylen mit 96 Vertiefungen, sogenannten 96well
Mikrotiterplatten (Microwell™, Firma NUNC, 4000 Roskilde, Denmark). In diese
erfolgte zunachst eine Gewebekulturmedium-Vorgabe (siehe 8.4.1) von je 100 pl in

die fur die zu testenden Proben vorgesehenen Wells und 150 pl in die fur die spatere

Virustitration und die Zellkontrolle genutzten Vertiefungen (siehe Abbildung 3).

112|3|4 11
12

A
B .
C | je150ul
D | je100pl
E
F
G
H
Abb. 3: Vorlage des Gewebekulturmediums
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Von dem positiven und negativen Kontrollserum (siehe 3.1.5) sowie den zu
testenden Proben wurde jeweils ein Doppelansatz mit 50 pl in 2 x 2 der Wells
vorgelegt (siehe Abbildung 4 als Beispiel einer Probe). Um eine Aussage Uber die
Quantitat der Antikdrper machen zu kdnnen, erfolgte mit Hilfe einer Multikanalpipette
aus 2 der Wells je Probe bzw. Kontrollserum die Herstellung von Verdunnungsreihen
in log 3-Schritten. Hierzu wurden je Verdunnungsstufe 50 ul nach 8-fachem Mischen
durch Aufziehen und AusstoRen Ubertragen, die letzten 50 uyl wurden verworfen
(siehe Abbildung 5).

1 2/3/4|/5/6/7/8/9/1/1/1
012
A
B
C
D
E
F
G
H
Abb. 4: Vorlage einer Probe
1/2/3/4|5/6/7/8/9/1]1]1
A
B LILIL L L
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D AR AR AR AR AR
E LILLId L
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G AR AR AR AR AR AR AR
H LI
Abb. 5 Herstellen der Verdinnungsreihen

Zu diesen abgestuften Proben- und Kontrollserenmengen wurde eine konstante
Virusmenge in Form von jeweils 50 pl der auf 100 TCIDsg (Tissue Culture Infective
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Dose 50, Gewebekultur infektidse Dosis 50) eingestellten
Virusgebrauchsverdinnung (VGV) des entsprechenden Virus mit Hilfe einer
automatischen Dispensierpipette pipettiert. Ausgespart wurden dabei die nicht weiter
verdunnten 2 Kontroll-Wells der Proben und Kontrollseren, die Wells zur spateren

Zellkontrolle sowie die Vertiefungen zur Virusricktitration (siehe Abbildung 6).

1123 4/5|/6/7/8/9/1/1|1
0/1/2
A
B
C
D
E
F
G
H
Abb. 6: Zugabe der Virusgebrauchsverdiinnung

Zur Kontrolle der Virusgebrauchsverdiinnung erfolgte in jedem Test die Rlcktitration
des eingesetzten Virus. Hierzu wurden 4 Vertiefungen mit jeweils 50 ul der VGV
geflllt und diese ebenfalls in log 3-Schritten nach 8-fachem Mischen titriert. Nach
jeder Uberfiihrung einer Verdiinnungsstufe erfolgte ein Wechsel der Pipettenspitze.
Die vier letzten verbleibenden Wells der Platte wurden zur Nutzung als spatere
Zellkontrolle ausgespart (siehe Abbildung 7).
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Im Anschluss wurden die Platten nach leichtem Ratteln flr 24 h bei einer Temperatur
von 37°C und einem CO,-Gehalt von 5% in einen befeuchteten

Gewebekulturinkubator gegeben (Firma Heraeus, 63450 Hanau, Deutschland).

Vor der Zugabe der Indikatorzellen erfolgte deren Vorbereitung. Fur die
Untersuchung auf Antikérper gegen EHV1 wurde die Zelllinie Vero (siehe 3.1.3.1), fur
die entsprechende Untersuchung gegen EHV4 die Zelllinie ED (siehe 3.1.3.2)

eingesetzt.

Nach mikroskopischer Beurteilung der Indikatorzellen wurde zunachst das
Gewebekulturmedium der in Petrischalen angezichteten Zellen mittels einer
Glaspipette abgenommen. 10 ml einer Trypsin/EDTA-L6sung (siehe 3.1.6.2) wurde
auf den Zellrasen gegeben und nach kurzem Schwenken wieder abgenommen. Die
gleiche Menge der Losung wurde erneut zugegeben und bis zum Beginn der
mikroskopisch sichtbaren Abrundung der Zellen belassen. Die Trypsin/EDTA-L6sung
wurde wiederum mittels einer Glaspipette entfernt und die Schalen fur etwa 5
Minuten in den Gewebekulturinkubator bei 37°C gegeben. Zeigten sich bei der
anschlielRenden mikroskopischen Kontrolle einzeln vorliegende Zellen, wurden die
Zellen in 10 ml Gewebekulturmedium resuspendiert. Zur Ermittlung der Zahl
lebender Zellen je ml Suspension wurden 200 pl der Zellsuspension in 800 ul
Trypanblauldésung (0,2%ig) gegeben und nach Mischen mittels einer Neubauer-

Zahlkammer ausgezahlt und wie folgt berechnet:

Mittelwert aus 4 groRen Quadraten x Verdiinnungsfaktor 5 = Zellzahl x 10%/ml

Fur die Untersuchung auf nAK gegen EHV1 wurde eine Vero-Zellzahl von 1,5 x
10%/50 pl eingestellt und entsprechend mit Hilfe der Zellsuspension und des
Gewebekulturmediums angesetzt. Fur die entsprechende Untersuchung gegen

EHV4 wurden 1,0 x 10*/50 pl ED-Zellen benétigt und entsprechend suspendiert.

Je 50 pl dieser Zellsuspension wurden mittels automatischer Dispensierpipette
zunachst als Zellkontrolle in die 4 bisher ungenutzten Vertiefungen der Well-Platten

gegeben. Im Anschluss erfolgte die Zugabe der Suspension in die titrierten Proben
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bzw. Kontrollseren von oben nach unten und in die Virustitration von unten nach
oben, ohne den Rand der Vertiefungen mit der Pipettenspitze zu berlGhren. Die
Platten wurden zur Durchmischung der Virussuspension mit den Verdinnungen der
Proben vorsichtig an die flache Hand geklopft und es erfolgte eine weitere Inkubation
im Gewebekulturinkubator bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5% flr 86 h.

Die Auswertung erfolgte mikroskopisch bei einem Okular von 6,3-facher und einem
Objektiv von 10-facher VergrolRerung. Es wurde die gesamte Oberflache aller
Vertiefungen betrachtet und der Zellrasen auf gleichmalliges Wachstum Uberpruft.
Zytotoxische Einflusse der Kontrollseren bzw. Testseren und BALFs wurden im
Protokoll vermerkt. Vertiefungen, in denen eine mikrobielle Kontamination
beobachtet wurde, wurden als nicht auswertbar gekennzeichnet. Das Vorliegen bzw.
Fehlen des zytopathischen Effektes (cpE) wurde protokolliert (+ cpE vorhanden, -

kein cpE).

Hierbei wurden zunachst die Titration der Virusgebrauchsverdinnung und die
Zellkontrolle, dann die Kontrollseren begutachtet. Im Anschluld erfolgte die
Untersuchung der zu testenden Proben im Hinblick auf zytopathische Effekte, mit
deutlichen Lucken im geschlossenen Zellrasen, bzw. deren Ausbleiben (siehe
Abbildung 8).
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Abb. 8: Mikroskopische Darstellung eines cpE (Okular 6,5 x, Objektiv 10 x)

Der Test war auswertbar, wenn die Zellkontrollen einen gleichmafig geschlossenen
Zellrasen aufwiesen, der Titer der VGV zwischen 30 wund 300/50 ul
Gewebekulturinfektionsdosis (Tissue culture infectious dose TCIDso; Virusmenge, die
in 50% der Falle eine Infektion auslost) lag, sich der Titer des negativen
Kontollserums unterhalb der Nachweisgrenze befand und der Titer des positiven

Kontrollserums nicht von den vorher ermittelten Werten abwich.

Als Neutralisationstiter wurde derjenige Verdinnungsfaktor der Serum- bzw. BALF-
Probe angegeben, welche die Virusvorlage im Hinblick auf ihre Infektiositat ganzlich
unwirksam machte, so dass es zu keiner Ausbildung eines cpE kam (Falke 1999a).

Die Titerberechnung erfolgte nach dem Verfahren von Spearman und Kaerber:

M=x+d/2- dZRi
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M = Logarithmus des Titers bezogen auf das Testvolumen

xi= Logarithmus der kleinsten Serumverdinnung, die die eingesetzte Virusmenge
vollstandig neutralisiert (Neutralisation)

d = Logarithmus des Verdunnungsfaktors

Ri= Reaktionsrate: positive Reaktion in einer Verdinnungsstufe

Die Angabe der Titerhdhe erfolgt in der sich aus dieser Rechnung ergebenden

Einheit logDs. Ein Titer von > 0,2 logDso (1:1,7) wurde als positiv beurteilt.

3.1.2.10 Indirekter Imnmunfluoreszenztest (IF)

Die Immunfluoreszenz dient dem Nachweis von Virusproteinen in infizierten Zellen.
Die infizierten Zellen werden auf Objekttrager getropft, fixiert und mit alkoholischen
Lésungsmitteln oder Detergentien behandelt, um die Zellmembranen fir Antikérper
durchlassig zu machen. Danach inkubiert man sie mit Antikdrpern, die spezifisch mit
den gesuchten Virusantigenen reagieren. In einem zweiten Schritt werden sekundare
Immunglobuline zugegeben, die gegen den Fc-Teil der verwendeten Immunglobuline
gerichtet und mit fluoreszierenden, chemischen Substanzen (beispielsweise
Fluorescein-Isothiocyanat) konjugiert sind, dem sogenannten Anti-Speziesglobulin-
Konjugat. Die Abbildung 9 veranschaulicht das Testprinzip. Nicht gebundenes
Konjugat wird anschlielend abgespult. Diese Markierung ermdglicht es, die
Virusproteine in unterschiedlichen Kompartimenten wie dem Zellkern, dem

Cytoplasma oder den Membranen sichtbar zu machen (Modrow et Falke 2002b).
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Abb. 9: Testprinzip der indirekten Immunfluoreszenz

Fur die Testdurchfiuhrung mussten zunachst spezielle Objekttrager aus Glas mit 8
vorgegebenen Kammern (Chamber Slide™, Lab-Tek®, NUNC GmbH & Co. KG,
65203 Wiesbaden-Biebrich, Deutschland) und Deckel vorbereitet werden. In die 8
Kammern wurden je 100 ul Gewebekulturmedium (siehe 3.1.6.1) mittels Eppendorf-
Pipette vorgelegt. Zur Beschickung der Kammern mit Zellen erfolgte nach dem unter
3.1.2.9 erlautertem Prinzip das Erstellen einer Zellsuspension. Hierbei wurde fir den
Nachweis von Antikdrpern gegen EHV1 eine Zellsuspension der Vero-Zellen mit
einer Zelldichte von 7,0 x 10%100 pl, fir den entsprechenden EHV4-Test eine ED-
Zellen-Suspension mit einer Dichte von 8,0 x 10%100 pl eingesetzt. Je Kammer
wurden 100 pl der jeweiligen Zellsuspension zugegeben. Zu diesen Zellen wurden je
Kammer 50 pl der jeweiligen Virusverdinnung gegeben (EHV1: 50 TCIDso/50 pl;
EHV4: 100 TCIDso/50 pl). Eine Inkubation im befeuchteten Zellkulturinkubator bei
Gegenwart von 5% CO, schloss sich bei EHV1 fur 48 h, bei EHV4 fir 30 h an.

Nach Ablauf der Inkubation wurde eine mikroskopische Kontrolle der Chamber Slides
durchgefuhrt und bei vorliegendem cpE erfolgte die Fixation. Hierzu wurden die
Aufsatze der Chamber Slides vorsichtig entfernt. Jeder Objekttrager wurde einmal in

ein mit PBS (Phosphate buffered Saline) und in ein mit demineralisiertem Wasser
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gefllltes Becherglas getaucht, und anschlieend in eine Glaskuivette mit auf —20°C
gekuhltem Aceton (Firma Carl Roth GmbH & Co., 76185 Karlsruhe, Deutschland)
gestellt. Die Klvette mit den Objekttragern wurde fir mindestens 30 Minuten bei
-20°C gekuhlt. Anschlie®end wurden die Chamber Slides entnommen, vorsichtig an
der Unterseite und den Bereichen ohne Kammern mit einem Papiertuch
trockengetupft, fur etwa 5 Minuten bei Raumtemperatur trocknen gelassen und far

mindestens 10 Minuten bzw. bis zum Gebrauch bei —20°C gelagert.

Sowohl von den Proben als auch von der mitgefuhrten Positiv- und Negativkontrolle
(siehe 3.1.5) wurden Verdunnungsreihen hergestellt. Hierzu erfolgte die Verdinnung
der Proben in Zweierpotenzen in einer 20%igen Losung aus fetalem Kalberserum
(FCS) in PBS.

Die vorbereiteten Chamber Slides wurden in PBS getaucht und horizontal, ohne sich
gegenseitig zu berdhren, in feuchte Kammern (bestehend aus Kunststoff-
Maxischalen mit befeuchteter Zellstoffunterlage) gegeben. Je Kammer wurden 50 pl
der zu testenden Verdinnungsstufe einpipettiert. Eine anschlieBende Inkubation
innerhalb der feuchten Kammern erfolgte fur 30 Minuten im Zellkulturinkubator bei
37°C. Im AnschluR wurde der Uberstand mittels Unterdruckkompressor abgesaugt
(Firma KNF Neuberger, 79112 Freiburg, Deutschland). Die Chamber Slides wurden
erneut in PBS getaucht, fir 5 Minuten in eine mit PBS geflllte Klvette abgestellt,

anschlie3end abgetropft und zurtck in die feuchten Kammern gegeben.

Im Anschlufd erfolgte die Zugabe von 50 pl je Kammer der Anti-Spezies-Antikorper
[Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure Goat Anti-horse 1gG (H+L), Firma Jackson
Immuno Research Laborities, West Baltimore, USA]. Nach erneuter Inkubation in
feuchten Kammern im Zellkulturinkubator wurden die Chamber Slides in ein mit
demineralisiertem Wasser gefilltes Becherglas getaucht, in eine ebenfalls damit
geflllte Kuvette fir 5 Minuten abgestellt, anschlieend vorsichtig trockengetupft und

im Dunkeln zur Trocknung fur etwa 45 bis 90 Minuten stehen gelassen.
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Zur Auswertung wurde das auf den Objekttragern befindliche Silikongitter mittels
Pinzette vollstandig entfernt. Die Chamber Slides wurden mit 3% Glycerin in PBS
Uberschichtet und mit Deckglasern versehen. Die Objekttrager wurden unter einem
Fluoreszenzmikroskop (Firma Olympus, 20097 Hamburg, Deutschland) ausgewertet,
wobei der angegebene Titer der Verdunnungsstufe entsprach, bei der noch eine

deutliche, antigenspezifische Fluoreszenz feststellbar war.

3.1.2.11 Harnstoffbestimmung und Ermittlung der BALF-Verdiinnung

Die Harnstoffbestimmung aus den Serumproben wurde mit Hilfe des Autoanalyzers
Cobas Mira-S (Firma Hoffman LaRoche, Grenzach-Wyhlen) durchgefuhrt.

Die Bestimmung des Harnstoffgehaltes der gewonnenen BALF-Proben erfolgte in
einem Fremdlabor (FILT GmbH, 13125 Berlin, Deutschland). Dort erfolgte die
Analyse mittels Berthelot-Verfahren. Dazu wurde ein modifiziertes Standardsystem
Merckotest® (Firma E. Merck, Darmstadt, Deutschland) verwendet und die Analysen
als Doppelbestimmung durchgeflhrt, deren arithmetische Mittelwerte verwendet

wurden.

Unter anderem kommt es im Rahmen der BALF-Gewinnung durch die eingesetzte
Spulflussigkeit zu einer starken Verdinnung der gewonnenen Lungensekrete. Um
diese zu korrigieren und die Ausgangskonzentration in der Lungenflissigkeit zu
berechnen, erfolgte die Ruckrechnung mit Hilfe der ermittelten Harnstoffgehalte.
Hierzu erfolgte die Multiplikation des im jeweiligen Test ermittelten Antikorpertiters
der entsprechenden BALF mit dem Quotienten der Harnstoffwerte des Serums und
der BALF. Dieses Verfahren beruht auf der Theorie der semipermeablen Eigenschaft
der respiratorischen Membran, die nach Rennard et al. (1986) den identischen

Harnstoffgehalt in Serum und Lunge sicherstellt.

3.1.3 Zellkulturen

Sowohl im Neutralisationstest als auch in der indirekten Immunfluoreszenz wurde mit

zwei verschiedenen permanenten Zelllinien gearbeitet.

61



3.1.3.1  Vero-Zellen

Bei den Vero-Zellen handelt es sich um eine etablierte Zelllinie aus Affen-
Nierengewebe (African green monkey kidney) der Spezies Cercopithecus aethops
(afrikanische grune Meerkatze). Diese wurden von Herrn Dr. W. Herbst, Institut fur
Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, Justus-Liebig-Universitat Giel3en,
bereitgestellt.

3.1.3.2 ED-Zellen

Die eingesetzten ED (equine dermis)-Zellen wurden von Herrn Dr. H. Gerbermann,
Bayrisches Landesamt far Gesundheit und Lebensmittelsicherheit,

Oberschleissheim, zur Verfugung gestellt.

3.1.4 Virusstamme

Es wurden sowohl im Neutralisationstest als auch im indirekten

Immunfluoreszenztest zwei verschiedene Virusstamme eingesetzt.

3.1.4.1 Equines Herpesvirus 1 (EHV1)

Bei dem eingesetzten EHV1 handelt es sich um das Impfvirus RacH, welches von
Herrn Dr. W. Eichhorn, Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und
Seuchenlehre, Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen, zur Verfugung gestellt

wurde.

3.1.4.2 Equines Herpesvirus 4 (EHV4)

Bei dem genutzten EHV4 handelt es sich um das Virus mit der Bezeichnung EHV4:
2252 (Behring), welches ebenfalls von Herrn Dr. W. Eichhorn, Institut fur
Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenlehre, Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen, zur Verfugung gestellt wurde.
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3.1.5 Kontrollseren

Zur Kontrolle wurden sowohl im Neutralisationstest als auch in der indirekten

Immunfluoreszenz positive und negative Kontrollseren mitgetestet.

3.1.5.1 Positives Kontrollserum

Bei dem positiven Kontrollserum handelte es sich um ein Instituts-internes
Standardserum gegen EHV1 und EHV4. Seren von mehreren Pferden zusammen,
die im Serumneutralisationstest einen Titer von jeweils > 1,2 logDsy aufwiesen,

wurden hierfar in einem Pool zusammengefasst.

3.1.5.2 Negatives Kontrollserum

Bei dem negativen Kontrollserum handelte es sich um ein Instituts-internes negatives
Kontrollserum. Es setzte sich aus einem Pool von mehreren Pferdeseren zusammen,
die im Serumneutralisationstest einen Titer von jeweils < 0,2 logDs, aufwiesen.

3.1.6 Medium und Chemikalien

Einige der verwendeten Substanzen wurden im vorangehenden Text noch nicht

ausreichend erlautert. Ihre nahere Definition schlief3t sich im Folgenden an.
3.1.6.1 Gewebekulturmedium
Zur Erstellung des Gewebekulturmediums wurde zunachst eine

Aminosaurestammlésung angesetzt. Hierzu erfolgte die Auflésung der folgenden

Substanzen und Mengen bei 60°C in 800 ml Aqua bidest.:

L-Alanin 0,712 g
L-Asparaginsaure 1,200 g
Glycin 2,800 ¢
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L-Glutaminsaure 3,000 g
L-Prolin 1,000 g

Desweiteren erfolgte der Ansatz eines Vitaminzusatzes. Fur diesen wurde 0,01 g des
Vitamins Biotin in einem Liter Aqua bidest. geldst. Das Pulvermedium Dulbecco’s
MEM (Firma Gibco, Karlsruhe, Deutschland) vermischte man mit 100 ml der
Vitaminlésung und 200 ml der Aminosaurestammldsung. Daraufhin wurden 0,25 g
Hypoxanthin zusammen mit 4 ml 1 N HCI heil3 in ca. 130 ml Aqua bidest. in L6sung
gebracht und anschlieBend mit Aqua bidest. auf 260 ml aufgefullt. Diese
Hypoxanthin-Losung und 37 g NaHCOs; wurden zu der vorbereiteten
Pulvermediummischung gegeben und mit Aqua bidest. auf 10 Liter aufgefillt. Die
Lagerung erfolgte in lichtschutzenden Glasflaschen im Kuhlschrank.

3.1.6.2 Trypsin/EDTA-L6sung

Zur Herstellung der Trypsin/EDTA-L6sung wurden zunachst folgende Substanzen

gemischt:

NacCl 8,09
KCI 0,20 g
Na-Phosphat 1,44 ¢
Trypsin 1:250 in Aqua bidest 2,50 g
Versen (EDTA) 1,23 ¢
Phenolrot 0,016 g

Im Anschluss erfolgte die Einstellung mit 1 N HCI (ca. 0,85 ml) auf pH 7,4. Die
abschlielRende Endfiltration wurde mit einem Durchmesser von 0,1 um (Millipore)

durchgefuhrt.
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3.2 Ergebnisse

In die virologischen Untersuchungen gingen sowohl Serum- als auch
Bronchiallavageflussigkeits- (BALF) Proben von insgesamt 97 Pferden ein. Diese
Tiere wurden in drei Gruppen unterteilt: die Gruppe der COB-Patienten (n=53), die
der Rennpferde (n=24) und die Gruppe der Fohlen (n=20). Die Ergebnisse sowohl
der klinischen als auch der virologischen Untersuchungen werden im Folgenden

dargestellt.

3.2.1 Untersuchungsergebnisse bei den COB-Patienten einschlieBlich

Bestimmung des Erkrankungsgrades

Bei den 53 Patienten der Medizinischen und Gerichtlichen Veterinarklinik (Innere
Krankheiten der Pferde) der Justus-Liebig-Universitat in Gielten wurde vor Entnahme
der Proben die Diagnose der chronisch obstruktiven Bronchitis (COB) gestellt. Die
Ergebnisse einer Eingangsuntersuchung und die daraus folgende Einteilung des
Schweregrades der COB mit Hilfe des - wie in Kapitel 3.1.2.5
(Patientenklassifizierung) angegeben — leicht modifizierten Score-Systems nach
Ohnesorge et al. (1998) werden im Folgenden aufgefuhrt. Bei 26 der Patienten
handelte es sich um geringgradig (2-5 Punkte) und bei 27 um mittel- bis hochgradig
(6-11 Punkte) an COB erkrankte Pferde. Die Einteilung in Erkrankungsgruppen
erfolgte durch Addition der Punkte, die fur Befunde der klinischen Untersuchung, der
Blutgasanalyse und der Tracheobronchoskopie vergeben wurden, wie im
Methodenkapitel ausgefihrt. In Tabelle 7 sind die Mittelwerte mit
Standardabweichungen zur Gesamtbewertung aufgelistet.

Tab. 7: Einteilung in Erkrankungsgrade nach dem Gesamtscoresystem

(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Erkrankungsgrad Gesamtscore
geringgradig (n=26) 4,3+0,9
mittel- bis hochgradig (n=27) 7,3+1,1
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3.2.1.1  Ergebnisse der klinischen Untersuchung

Die Ergebnisse der klinischen Untersuchung bei den COB-Patienten gingen wie in
Tab. 6 Seite 49 beschrieben in das Score-System nach Ohnesorge et al. (1998) ein.
Die Verteilung der klinischen Symptome je nach Erkrankungsgraden wird in Tabelle
8 dargestellt. Mit zunehmendem Grad der Erkrankung findet sich erwartungsgemalf

eine Haufung der Befunde.

Tab. 8: Auspragung und Verteilung der klinischen Symptome je nach

Erkrankungsgrad (Anzahl der Patienten)

Auspragung des Husten |Ruhedyspnoe Auskultation| Perkussion
Erkrankungsgrades (Punktzahl) | (Punktzahl) | (Punktzahl) | (Punktzahl)

0 10 1 3/0 20 1 2

geringgradig (n=26) 3 234 22 0 22 4/26 O 0
mittel- bis hochgradig (n=27) |0 2710 10 17 6 21123 2 2

3.2.1.2 Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse

Der berechnete Mittelwert des arteriellen Sauerstoffpartialdruckes (P,O) aller COB-
Patienten liegt mit 88,9 £+ 9,7 mmHg deutlich unterhalb des Referenzbereiches von
100 + 5 mmHg (Sasse 1971, Deegen 1983). Die geringgradig erkrankten Tiere
unterscheiden sich dabei jedoch mit einem Mittelwert von 94,3 + 6,2 mmHg von der
Gruppe der mittel- bis hochgradig erkrankten Patienten, die einen Mittelwert von 86,2
+ 6,0 mmHg aufweisen. Bei allen COB-Patienten befindet sich der Mittelwert des
arteriellen Kohlendioxidpartialdruckes (P.CO-) im Referenzbereich von 40 + 5 mmHg
(Sasse 1971).

Die Alveolo-arterielle Sauerstoffdifferenz (A-aDO,) liegt bei den untersuchten COB-

Patienten mit einem Mittelwert von 14,3 + 10,1 mmHg oberhalb des

Referenzbereiches von 5,4 + 5,1 mmHg (Klein und Deegen 1986). Hierbei zeigen die
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geringgradig erkrankten Tiere einen naher am Referenzbereich liegenden Mittelwert
von 8,0 £ 5,8 mmHg. Die mittel- bis hochgradig erkrankten Pferde besitzen einen
erhéhten Mittelwert von 20,3 + 9,8 mmHg. Alle genannten Ergebnisse sind in Tabelle

9 aufgefuhrt.

Tab. 9: Arterielle Blutgaswerte nach Erkrankungsgrad aufgeteilt (arithmetische

Mittelwerte und Standardabweichungen)

Erkrankungsgrad P02 (mmHQ) P.CO, (mmHg) | A-aDO; (mmHQg)
gesamt (n=53) 88,9+9,7 453+2,9 14,3+ 10,1
geringgradig (n=26) 94,3+6,2 458 +2,9 8,0+£58
mittel- bis hochgradig (n=27) 86,2 +6,0 449+ 29 20,3+9,8

3.2.1.3 Ergebnisse der Tracheobronchoskopie

Die Bewertung der Endoskopiebefunde erfolgte nach dem Endoskopie-Score nach
Dickmann (1987), wie in Tab. 4 auf Seite 47 beschrieben. Die arithmetischen
Mittelwerte der erhaltenen Gesamtpunktzahlen werden in der folgenden Tabelle 10 in
Abhangigkeit vom Erkrankungsgrad aufgefuhrt.

Tab. 10: Endoskopiebefunde  in  Abhangigkeit vom  Erkrankungsgrad

(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)

Erkrankungsgrad Endoskopiescore (Gesamtpunktzahlen)
gesamt (n=53) 50+2,0
geringgradig (n=26) 43+£21
mittel- bis hochgradig (n=27) 57+18
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3.2.1.4 Erreichte Riickgewinnungsraten

Die Volumina der bei der Durchfihrung der BAL zurliick gewonnenen Spulflissigkeit
wurden bei den Patienten und Fohlen jeweils bestimmt, wie in Kapitel 3.1.2.7 naher
beschrieben. Der Mittelwert lag insgesamt bei 47,67% mit einer Standardabweichung
von 13,27. Hierbei zeigten die COB-Patienten jedoch mit einem Durchschnitt von
38,77 = 16,65% deutlich niedrigere Mengen als die Fohlen mit einem Mittelwert von
56,56 + 9,98%. Uber die Rickgewinnungsraten der Rennpferde lagen keine Daten

Vvor.

3.2.2 Ergebnisse der virologischen Untersuchungen

Die Ergebnisse der virologischen Untersuchungen wurden zur besseren Ubersicht
nach Virusspezies sowie Testverfahren aufgeteilt und werden in den nachsten
Abschnitten dargestellt. Die Angabe der Antikdrpertiterhdhe erfolgt in der Ublichen
Einheit (logDsp), wie in Kapitel 3.1.2.9 erlautert.

FUr Proben, in denen keine Antikdrper nachgewiesen werden konnten, wurde der
Wert der halben Nachweisgrenze eingesetzt und wie die restlichen Daten
logarithmiert. Hierbei ergab sich ein Wert von -0,1 logDsp.

3.2.2.1 Statistische Auswertung

Sowohl die Datenauswertung als auch die Erstellung der Grafiken im Rahmen der
Ergebnisprasentation erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk (LAN)
der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs
Veterindrmedizin  der  Justus-Liebig-Universitat  GieRen. Die statistischen
Auswertungen  wurden unter Verwendung des  Statistikprogrammpakets
BMDP/Dynamic, Release 7,0 (Dixon 1993) durchgefihrt. Die grafischen Abbildungen
wurden auf einem Personalcomputer mit dem Programm PlotIT fir Windows Version
3.20h (Eisensmith 1994) erzeugt.
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Zur beschreibenden statistischen Auswertung der logarithmisch transformierten
Daten wurden mit dem Programm BMDP1D arithmetische Mittelwerte,
Standardabweichungen sowie Minimum und Maximum berechnet. Bei den
semiquantitativen Variablen erfolgte die Datenbeschreibung mit Hilfe des Programms
BMDP2D durch die Angabe der Mediane (x), der Quartile (Q1) und (Q3) sowie der
kleinsten (Xmin) und gréfdten (xmax) Beobachtungen. Die Darstellung erfolgte im Box-
and-Whisker-Plot, welches in Abbildung 10 naher erlautert wird.
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Abb. 10: Darstellung eines Box-and-Whisker-Plots

Zur statistischen Prufung des Gruppeneinflusses auf Signifikanzen wurde bei den
annahernd normalverteilten Merkmalen eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit dem
Programm BMDP2V durchgefuhrt. Bei signifikantem Resultat wurden die Merkmale
mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests mit anschlieendem Vergleich nach Nemenyi unter

Verwendung des Programms BMDP3S verglichen.

Die Untersuchung der Zusammenhange erfolgte mit Hilfe von Korrelations- bzw.
Regressionsanalysen mit dem Programm BMDP6D unter Angabe des
Korrelationskoeffizienten (r) und der Regressionsgraden (y = m-x+b) bzw. mit dem

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (rs).
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Bei der Benennung von Signifikanzen wurden folgende Bezeichnungen verwendet:
p<0,001 hoch signifikant (***)

p<0,01 signifikant (**)

p <0,05 schwach signifikant (*)

p > 0,05 nicht signifkant (n.s.)

3.2.2.2 Ergebnisse der EHV1-Antikorperbestimmungen mittels
Neutralisationstest (EHV1-NT) aus BALF im Gruppenvergleich

Die ermittelten Titer in der BALF wurden im Hinblick auf die Unterschiede zwischen
den Gruppen verglichen. Bei 23 Tieren, darunter die gesamte Gruppe der Fohlen

(n=20) sowie drei COB-Patienten, konnten keine Antikorper nachgewiesen werden.

Die ermittelten Titer gegen EHV1 aus der BALF mit Hilfe des Neutralisationstests
ergaben ausschlieBlich hoch signifikante (p < 0,0001) Unterschiede zwischen den

einzelnen Gruppen.

In der Gruppe der Fohlen konnten bei keinem Tier Antikdrper nachgewiesen werden.
Bei den Rennpferden gelang der Nachweis in allen Fallen, so dass ein Mittelwert von
2,2 log Dso ermittelt werden konnte. Der niedrigste Titer in dieser Gruppe lag bei 1,6
log Dso, der hochste bei 2,6 log Dsy. Die Halfte der Tiere zeigte dabei Titer zwischen
2,1 log Dso und 2,5 log Dso. Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten fanden sich
ebenfalls hohe Titer, jedoch mit deutlich groRerer Streuung. Der Mittelwert lag hier
bei 1,1 log Dsp mit einem Minimum von —0,1 log Dsg (also kein Antikorper-Nachweis)
und einem Maximum von 2,5 log Dso. 50% der Tiere wiesen Titer in der unteren
Halfte der ermittelten Titerhohen auf (Q1 =0,9; Q3 =1,5).

Zur besseren Visualisation wurden die Daten mit Hilfe von Box-and-Whisker-Plots in
Abbildung 11 dargestellt.
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Abb. 11: Gruppenvergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten Titer

gegen EHV1 aus BALF

Signifikanzgrade:

Fohlen vs. COB: hoch signifikant (p < 0,0001)
Fohlen vs. Rennpferde:  hoch signifikant (p < 0,0001)
COB vs. Rennpferde: hoch signifikant (p < 0,0001)

71



3.2.2.3 Ergebnisse des EHV1-NT aus BALF innerhalb der COB-Patienten

Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten wurden die Ergebnisse auf statistische
Differenzen hinsichtlich Grad der COB, Rasse, A-aDO, und Impfstatus geprift. Es
ergaben sich in keinem Fall signifikante Unterschiede. Die Daten kdnnen im
Einzelnen der Tabelle 11 entnommen werden. Die Ergebnisse bezlglich des

Impfstatus werden gesondert in Kapitel 3.2.2.6 dargestellt.

Tab. 11: Ergebnisse des EHV1-NT aus BALF innerhalb der COB-Patienten
MW Min Max Q1 Q3
Parameter [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso]
COB- gor. 1,1 -0,1 2,5 0,9 1,4 26
Grad mgr. — hgr. | 1,2 -0,1 2,4 0,7 1,6 27
Warmblut |1,1 -0,1 2,4 0,8 15 37
Rasse Vollblut 1,0 0,9 1,2 0,9 1,2 4
Pony 11 0,9 2,5 0,9 1,8 12
<7 1,1 0,7 2,5 0,9 1.4 13
A-aDO, |7-15 0,9 -0,1 1,9 0,8 1,2 19
[mmHg] |>15 1,3 0,5 2,4 0,8 1,7 21

MW: Mittelwert

Min:  Minimum

Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quatrtil

n: Anzahl
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3.2.2.4 Ergebnisse des EHV1-NT aus Serum im Gruppenvergleich

Die ermittelten Titer gegen EHV1 aus dem Serum ergaben jeweils hoch signifikante

Unterschiede (p < 0,0001) zwischen den einzelnen Gruppen.

Bei 12 Fohlen konnten, im Gegensatz zu den BALF-Proben, Antikorper
nachgewiesen werden. Bei 8 Fohlen gelang dies jedoch auch im Serum nicht. Der
Mittelwert lag bei 1,2 log Dso, das Minimum bei —0,1 log Dso und der Maximaltiter bei
2,1 log Dsp. Die Halfte der ermittelten Titer lagen im Bereich zwischen —0,1 log Dsg
(Q1) und 1,7 log Dsp (Q3). Bei den COB-Patienten gelang der Nachweis in allen
Fallen. Es konnte ein Mittelwert von 2,4 log Dso ermittelt werden. Der niedrigste Titer
lag bei 1,4 log Dso, der hochste bei 3,3 log Dso. 50% der Ergebnisse verteilten sich
zwischen 1,9 log Dsp (Q1) und 2,9 log Dsp (Q3). Innerhalb der Gruppe der
Rennpferde fanden sich nochmals héhere Titer als bei den COB-Patienten. Der
Mittelwert lag hier bei 3,3 log Dsp mit einem Minimum von 1,6 log Dsy und einem
Maximum von 3,8 log Dso. Die Halfte der Tiere wiesen einen Titer zwischen 2,9 log
Dso (Q1) und 3,6 log Dsp (Q3) auf.

Zur  Verdeutlichung wurden die Daten mit Hilfe von Box-and-Whisker-Plots in
Abbildung 12 dargestellt.
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Abb. 12: Gruppenvergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten Titer
gegen EHV1 aus Serum
Signifikanzgrade:
Fohlen vs. COB: hoch signifikant (p < 0,0001)

Fohlen vs. Rennpferde:  hoch signifikant (p < 0,0001)
COB vs. Rennpferde: hoch signifikant (p < 0,0001)
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3.2.2.5

Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten wurden auch die Ergebnisse aus den
Serumuntersuchungen auf statistische Differenzen hinsichtlich Grad der COB,
Rasse, A-aDO, und Impfstatus gepruft. Es ergaben sich in keinem Fall signifikante
Unterschiede. Die Daten konnen im Einzelnen der Tabelle 12 entnommen werden.

Die Ergebnisse bezuglich des Impfstatus werden gesondert in Kapitel 3.2.2.6

Ergebnisse des EHV1-NT aus Serum innerhalb der COB-Patienten

dargestellt.
Tab. 12: Ergebnisse des EHV1-NT aus Serum innerhalb der COB-Patienten
MW Min Max Q1 Q3

Parameter [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso]

COB- gor. 2,4 1,4 3,3 1,9 2,9 26

Grad mgr. — hgr. | 2,4 1,4 3,3 19 2,9 27
Warmblut |2,4 1,4 3,3 1,9 2,9 37

Rasse Vollblut 2,6 1,9 3,0 2,0 3,0 4
Pony 2,6 1,7 3,3 2,0 3,0 12
<7 2,1 1.4 3,3 1,9 2,9 13

A-aDO, 7-15 2,4 1,4 3,3 1,9 2,9 19

[mmHg] | >15 2,4 1.4 3,3 2,0 3,0 21

MW: Mittelwert

Min:  Minimum

Max: Maximum

Q1. erstes Quartil

Q3: drittes Quatrtil

n: Anzahl
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3.2.2.6 Ergebnisse des EHV1-NT innerhalb der COB-Patienten je nach

Impfstatus

Sowohl die Ergebnisse aus den Untersuchungen der BALF als auch aus dem Serum
ergaben bei Pferden aus der Gruppe der COB-Patienten keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des Impfstatus der Patienten. Die Daten sind in Tabelle 13

zusammengefasst.

Tab. 13: Ergebnisse des EHV1-NT innerhalb der COB-Patienten unter
Berucksichtigung des Impfstatus (bezuglich EHV1 und EHV4)

MW Min Max Q1 Q3 n
Proben- | Impfstatus [log Dso] | [log Dso] | [log Dsg] | [log Dso] | [log Dso)
material
BALF geimpft 1,1 -0,1 2,4 0,9 1,6 25
nicht geimpft 1,1 -0,1 2,5 0,9 15 28
Serum | geimpft 2,9 1,4 3,3 2,4 3,0 25
nicht geimpft 2,4 1,4 3,3 19 2,6 28

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quartil
n: Anzahl

Um einen Ubersichtlicheren Vergleich der Daten zu ermdglichen, erfolgt deren
grafische Darstellung in den Abbildungen 13 (BALF) und 14 (Seren).
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ungeimpft geimpft

Abb. 13: Vergleich der mit Hilfe des EHV1-NT ermittelten Titer aus BALF bei
gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25) und nicht geimpften (n=28)
COB-Patienten (nicht signifikant)

ungeimpft geimpft

Abb. 14: Vergleich der mit Hilfe des EHV1-NT ermittelten Titer aus Serum bei
gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25) und nicht geimpften (n=28)

COB-Patienten (nicht signifikant)
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3.2.2.7 Korrelation der mittels EHV1-NT bestimmten Antikorpertiter zwischen
BALF und Serum

Bei der Betrachtung der Korrelation zwischen den mit Hilfe des Neutralisationstests
ermittelten Antikdrper-Titern gegen EHV1 in BALF und Serum konnte ein hoch
signifikanter Zusammenhang (p < 0,001) festgestellt werden. Bei der Grafik in
Abbildung 15 erfolgt die Darstellung in Form einer Punktwolke. Die errechnete
Regressionsgerade (y = 1,316 + 0,871 - x) wurde eingezeichnet. Der Spearman-

Rangkorrelationskoeffizient lag bei 0,797.
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Abb. 15: Korrelation zwischen mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten Titern

aus BALF und aus Serum gegen EHV1
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3.2.2.8 Ergebnisse der EHV1-Antikorpertiterbestimmungen mittels
indirektem Immunfluoreszenztest (EHV1-IF) aus BALF im

Gruppenvergleich

Die ermittelten Titer in der BALF wurden ebenfalls im Hinblick auf die Unterschiede
der Pferde-Gruppen verglichen. Ein Nachweis von Antikorpern gelang mit Hilfe des

indirekten Immunfluoreszenztestes in allen Lavageproben.

Die aus der BALF ermittelten Titer gegen EHV1 ergaben nicht signifikante bis hoch

signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Die Unterschiede

zwischen Fohlen und COB-Patienten waren als nicht signifikant zu bezeichnen (p

0,3), die der Fohlen und Rennpferde erwiesen sich dagegen als signifikant (p
0,008). Der Unterschied zwischen den COB-Patienten und Rennpferden wurde als
hoch signifikant (p < 0,0001) berechnet.

So konnten bei den Fohlen im Mittel Antikdrpertiter von 1,3 log Dsy bei
Maximalwerten von 1,9 log Dsp und Minimalwerten von 0,9 log Dsy nachgewiesen
werden. 50% der Werte befanden sich zwischen 1,2 log Dsp (Q1) und 1,4 log Ds
(Q3). Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten fanden sich etwas weiter gestreute
Titerhdhen mit einem Mittelwert von 1,5 log Dso. Das Maximum befand sich bei 2,4
log Dso und das Minimum bei 0,8 log Dso. 50% der Tiere wiesen einen Titer zwischen
1,3 log Dsp (Q1) und 1,9 log Dsp (Q3) auf. Die Ergebnisse der Rennpferde zeigten
sich in geringerer Spannbreite mit hoheren Titern bei einem Mittelwert von 2,5 log
Dso. Der hochste ermittelte Wert war 3,0 log Dso, der niedrigste 2,0 log Dso, wobei die
Halfte der Tiere AntikOrperspiegel zwischen 2,3 log Dso (Q1) und 2,7 log Dso (Q3)

zeigten.

Die Daten wurden mit Hilfe von Box-and-Whisker-Plots in Abbildung 16 dargestellt.

79



4-
3 T
o i
Lr) —_—
(@) 2 1
()]
Q _ %
15 1
O_
Fohlen COB Rennpferde
Gruppe
Abb. 16: Gruppenvergleich der mit Hilfe der Immunfluoreszenz ermittelten Titer

gegen EHV1 aus BALF

Signifikanzgrade:

Fohlen vs. COB: nicht signifikant (p = 0,3)
Fohlen vs. Rennpferde:  signifikant (p = 0,008)

COB vs. Rennpferde: hoch signifikant (p < 0,0001)
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3.2.2.9 Ergebnisse des EHV1-IF aus BALF innerhalb der COB-Patienten

Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten wurden die Ergebnisse des indirekten
Immunfluoreszenztests auf statistische Differenzen hinsichtlich Grad der COB,
Rasse und A-aDO, gepruft. Es ergaben sich in keinem Fall signifikante Unterschiede.
Die Daten kénnen im Einzelnen der Tabelle 14 enthommen werden. Die Ergebnisse

bezlglich des Impfstatus werden gesondert in Kapitel 3.2.2.12 dargestellt.

Tab. 14: Ergebnisse des EHV1-IF aus BALF innerhalb der COB-Patienten

MW Min Max Q1 Q3 n

Parameter [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dsq]
COB- aar. 1,4 11 2,1 1,3 1,7 26
Grad mgr. — hgr. | 1,6 0,8 2,4 1,1 2,0 27

Warmblut 1,5 0,8 2,3 1,2 19 37
Rasse Vollblut 1,4 1,3 1,7 1,3 1,6 4

Pony 1,5 11 2,4 1,3 2,1 12

<7 14 11 2,1 1,3 1,7 13
A-aDO; 7-15 14 0,9 2,1 1,3 1,6 19
[mmHg] | >15 1,6 0,8 2,4 1,1 2,0 21

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quatrtil

n: Anzahl
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3.2.2.10 Ergebnisse des EHV1-IF aus Serum im Gruppenvergleich

Die ermittelten Titer im Serum wurden ebenfalls im Hinblick auf die Unterschiede
zwischen den Gruppen verglichen. Der Antikdrpernachweis mittels indirektem

Immunfluoreszenztest gelang in allen Fallen.

Die ermittelten Titer gegen EHV1 aus dem Serum ergaben hoch signifikante (p <
0,0001) Unterschiede zwischen der Gruppe der Fohlen und COB-Patienten sowie
der Fohlen und Rennpferde. Die Unterschiede zwischen der Gruppe der COB-

Patienten und Rennpferde zeigten sich ebenfalls als hoch signifikant (p = 0,0002).

Der Mittelwert der bei den Fohlen ermittelten Daten lag bei 1,6 log Dsp, das Minimum
bei 0,7 log Dsp und der Maximaltiter bei 2,5 log Dso. Die Halfte der ermittelten Titer
lagen im Bereich zwischen 0,7 log Dsp (Q1) und 2,1 log Dsp (Q3). Bei den COB-
Patienten lagen die Ergebnisse deutlich héher. Es konnte ein Mittelwert von 3,1 log
Dso ermittelt werden. Der niedrigste Titer lag bei 1,9 log Dso, der hochste bei 4,0 log
Dso. 50% der Ergebnisse verteilten sich zwischen 2,5 log Dsp (Q1) und 3,4 log Dso
(Q3). Innerhalb der Gruppe der Rennpferde fanden sich nochmals hoéhere Titer als
bei den COB-Patienten. Der Mittelwert lag hier bei 3,7 log Dsp mit einem Minimum
von 3,1 log Dsp und einem Maximum von 4,3. Die Halfte der Tiere wies einen Titer
zwischen 3,4 log Dsp (Q1) und 3,7 log Dsp (Q3) auf.

Zur  Verdeutlichung wurden die Daten mit Hilfe von Box-and-Whisker-Plots in
Abbildung 17 dargestellt.
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Abb. 17: Gruppenvergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten

Titer gegen EHV1 aus Serum

Signifikanzgrade:

Fohlen vs. COB: hoch signifikant (p < 0,0001)
Fohlen vs. Rennpferde:  hoch signifikant (p < 0,0001)
COB vs. Rennpferde: hoch signifikant (p = 0,0002)
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3.2.2.11 Ergebnisse des EHV1-IF aus Serum innerhalb der COB-Patienten

Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten wurden die Ergebnisse auf statistische
Differenzen hinsichtlich Grad der COB, Rasse, A-aDO, und Impfstatus geprift. Es
ergaben sich in keinem Fall signifikante Unterschiede. Die Daten kdnnen im
Einzelnen der Tabelle 15 entnommen werden. Die Ergebnisse bezlglich des
Impfstatus werden gesondert in Kapitel 3.2.2.12 dargestellt.

Tab. 15: Ergebnisse des EHV1-IF aus Serum innerhalb der COB-Patienten

MW Min Max Q1 Q3 n

Parameter [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dsq]
COB- aar. 3,0 2,2 4,0 2,5 3.4 26
Grad mgr. — hgr. | 3,1 19 3,7 2,5 3,4 27

Warmblut 2,8 19 4,0 2,5 3,3 37
Rasse Vollblut 3,3 2,5 3,4 2,7 3,4 4

Pony 3,1 2,2 3,7 2,5 3.4 12

<7 2,8 2,2 3,7 2,5 3,1 13
A-aDO; 7-15 3,1 19 4,0 2,5 3.4 19
[mmHg] | >15 3,1 2,2 3,7 2,5 34 21

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quatrtil

n: Anzahl
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3.2.2.12 Ergebnisse des EHV1-IF innerhalb der COB-Patienten je nach

Impfstatus

Sowohl die Ergebnisse aus den Untersuchungen der BALF als auch aus dem Serum
mittels indirektem Immunfluoreszenztest ergaben keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich des Impfstatus. Die Daten sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tab. 16: Ergebnisse des EHVI1-IF innerhalb der COB-Patienten unter
Berucksichtigung des Impfstatus (bezuglich EHV1 und EHV4)

MW Min Max Q1 Q3 n
Proben- | Impfstatus [log Dso] | [log Dso] | [log Dsg] | [log Dso] | [log Dso)
material
BALF geimpft 1,6 0,9 2,1 1,2 1,9 25
nicht geimpft 1,4 0,8 2,4 1,3 19 28
Serum | geimpft 3,4 19 3,7 3,1 3,7 25
nicht geimpft |2,8 2,2 4,0 2,5 3,1 28

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quartil
n: Anzahl

Um einen Ubersichtlicheren Vergleich der Daten zu ermdglichen, erfolgt auch hier die

grafische Darstellung der Ergebnisse aus den Untersuchungen der BALF in

Abbildung 18 und aus den Untersuchungen der Seren in Abbildung 19.
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Abb. 18: Vergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten Titer

gegen EHV1 aus BALF bei gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25)
und nicht geimpften (n=28) COB-Patienten (nicht signifikant)
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Abb. 19: Vergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten Titer gegen
EHV1 aus Serum bei gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25) und nicht
geimpften (n=28) COB-Patienten (nicht signifikant)
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3.2.2.13 Korrelation der mittels EHV1-IF bestimmten Antikorpertiter zwischen
BALF und Serum

Bei der Betrachtung der Korrelation zwischen den mit Hilfe des indirekten
Immunfluoreszenztestes ermittelten Antikorper-Titern gegen EHV1 in BALF und
Serum konnte ein hoch signifikanter Zusammenhang (p < 0,001) festgestellt werden.
Bei der Grafik in Abbildung 20 erfolgt die Darstellung in Form einer Punktwolke. Die
errechnete Regressionsgrade (y = 1,143 + 0,965 - x) wurde eingezeichnet. Der

Spearman-Rangkorrelationskoeffizient lag bei 0,639.
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Abb. 20: Korrelation zwischen mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztests

ermittelten Titern aus BALF und aus Serum gegen EHV1
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3.2.2.14 Ergebnisse der EHV4-Antikorpertiterbestimmungen mittels
Neutralisationstest (EHV4-NT) aus BALF im Gruppenvergleich

Die ermittelten Titer gegen EHV4 in der BALF wurden im Hinblick auf die
Unterschiede der Gruppen verglichen. In 14 Fallen gelang kein Nachweis von
Antikérpern in der BALF, davon stammten 7 Proben von COB-Patienten und 7

Proben von Fohlen.

Die Ergebnisse zeigten unterschiedliche Signifikanzgrade bei Vergleich der
einzelnen Gruppen. Wahrend der Gruppenunterschied zwischen Fohlen und COB-
Patienten nicht signifikant ausfiel (p = 0,3), zeigte er sich signifikant zwischen Fohlen
und Rennpferden (p = 0,008) sowie hoch signifikant bei dem Vergleich von COB-
Patienten mit Rennpferden (p < 0,0001).

So konnten bei der Gruppe der Fohlen Antikérperspiegel zwischen —0,1 log Dso
(gleichbedeutend mit keinem Nachweis) und 2,8 log Dso ermittelt werden. Der
Mittelwert lag hier bei 1,8 log Dsp, wobei 50% der Tiere einen Spiegel zwischen -0,1
log Dsp (Q1) und 2,1 log Dso (Q3) aufwiesen. Bei den COB-Patienten konnte ein
etwas geringerer Mittelwert von 1,2 log Dsp hachgewiesen werden. Der niedrigste
Titer lag auch hier bei —0,1 log Dsp, der hochste bei 2,2 log Dso. Die Halfte der
Patienten zeigte einen Titer zwischen 0,8 log Dsp (Q1) und 1,6 log Dso (Q3). Bei den
Rennpferden gelang der Nachweis in allen Fallen. Der Mittelwert lag hier bei 2,1 log
Dsp mit einem Minimum von 1,3 log Dsp und einem Maximum von 2,9 log Dso. 50%
der Tiere wiesen Titer innerhalb einer geringen Spannbreite von 2,0 log Dsp (Q1) und
2,2 log Dsp auf.

Zum sichtbaren Vergleich wurden die Daten mit Hilfe von Box-and-Whisker-Plots in
Abbildung 21 dargestellt.
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Abb. 21:
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Gruppenvergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten Titer
gegen EHV4 aus BALF

Signifikanzgrade:

Fohlen vs. COB: nicht signifikant (p = 0,3)
Fohlen vs. Rennpferde:  signifikant (p = 0,008)

COB vs. Rennpferde: hoch signifikant (p < 0,0001)
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3.2.2.15 Ergebnisse des EHV4-NT aus BALF innerhalb der COB-Patienten

Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten wurden die Ergebnisse des
Neutralisationstests auf statistische Differenzen hinsichtlich Grad der COB, Rasse
und A-aDO, gepruft. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in den BALF-
Proben. Auffallig niedrig zeigt sich hier jedoch der fur die Rasse der Vollbliter
innerhalb der Gruppe der COB-Patienten festgestellte Mittelwert. Die Daten kénnen
im Einzelnen der Tabelle 17 entnommen werden. Die Ergebnisse bezlglich des
Impfstatus werden gesondert in Kapitel 3.2.2.18 dargestellt.

Tab. 17: Ergebnisse des EHV4-NT aus BALF innerhalb der COB-Patienten

MW Min Max Q1 Q3 n

Parameter [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso]
COB- gor. 1,2 -0,1 2,2 0,8 1,6 26
Grad mgr. — hgr. | 1,1 -0,1 2,2 0,9 1,7 27

Warmblut |1,2 -0,1 2,2 0,9 1,8 37
Rasse Vollblut 0,4 -0,1 1,2 0,0 11 4

Pony 1,3 -0,1 1,3 0,9 15 12

<7 1,1 -0,1 2,0 0,7 15 13
A-aDO, 7-15 1,3 -0,1 2,2 1,0 1,7 19
[mMmHg] |>15 1,1 -0,1 2,2 0,7 1,6 21

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quartil

n: Anzahl
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3.2.2.16 Ergebnisse des EHV4-NT aus Serum im Gruppenvergleich

Die ermittelten Antikdrper-Titer gegen EHV4 im Serum wurden im Hinblick auf die
Unterschiede der Gruppen verglichen. Die Ergebnisse zeigten verschiedene
Signifikanzgrade zwischen den einzelnen Gruppen. So waren die Unterschiede
zwischen Fohlen und COB-Patienten als signifikant zu bezeichnen (p = 0,007). Die
Ergebnisse zwischen Fohlen und Rennpferden zeigten sich hoch signifikant (p <
0,0001). Der Unterschied zwischen COB-Gruppe und Rennpferden erwies sich als

nicht signifikant (p = 0,1).

Der Mittelwert der Antikdrperspiegel lag bei der Gruppe der Fohlen bei 2,4 log Ds,
das Minimum bei —-0,1 log Dso und der Maximaltiter bei 2,9 log Dso. Bei einem Fohlen
gelang der Antikdrpernachweis nicht. Die Halfte der ermittelten Titer lagen im Bereich
zwischen 1,9 log Dsp (Q1) und 2,4 log Dso (Q3). Bei den COB-Patienten gelang der
Nachweis in allen Seren. Es konnte ein Mittelwert von 2,6 log Dsy ermittelt werden.
Der niedrigste Titer lag bei 1,4 log Dsy, der hdéchste bei 3,6 log Dso. 50% der
Ergebnisse verteilten sich zwischen 2,4 log Dso (Q1) und 2,9 log Dso (Q3). Innerhalb
der Gruppe der Rennpferde fanden sich ebenfalls hohe Titer. Der Mittelwert lag hier
bei 2,9 log Dsy mit einem Minimum von 2,1 log Dsp und einem Maximum von 3,8. Die
Halfte der Tiere wiesen einen Titer zwischen 2,7 log Dso (Q1) und 3,0 log Dsp (Q3)

auf.

Zur Verdeutlichung wurden die Daten mit Hilfe von Box-and-Whisker-Plots in
Abbildung 22 dargestellt.

91



Abb. 22:

4 __

3—_ _ —]

. .

- N

of L

) Fohlen COB Rennpferde
Gruppe

Gruppenvergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten Titer

gegen EHV4 aus Serum

Signifikanzgrade:

Fohlen vs. COB: signifikant (p = 0,007)
Fohlen vs. Rennpferde:  hoch signifikant (p < 0,0001)
COB vs. Rennpferde: nicht signifikant (p = 0,1)
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3.2.2.17 Ergebnisse des EHV4-NT aus Serum innerhalb der COB-Patienten

Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten wurden die Ergebnisse der
Neutralisationstests der Seren auf statistische Differenzen hinsichtlich Grad der
COB, Rasse und A-aDO; gepruft. Es ergaben sich in keinem Fall signifikante
Unterschiede. Die Daten kdnnen im Einzelnen der Tabelle 18 entnommen werden.
Die Ergebnisse bezuglich des Impfstatus werden gesondert in Kapitel 3.2.2.18

dargestellt.

Tab. 18: Ergebnisse des EHV4-NT aus Serum innerhalb der COB-Patienten

MW Min Max Q1 Q3 n

Parameter [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso]
COB- gor. 2,6 1,7 3,3 2,4 2,9 26
Grad mgr. — hgr. | 2,9 1,4 3,6 2,4 3,3 27

Warmblut |2,9 1,4 3,6 2,4 3,0 37
Rasse Vollblut 2,4 2,9 2,4 2,7 1,2 4

Pony 2,5 2,1 3,3 2,4 2,9 12

<7 2,4 1.4 3,3 2,4 3,0 13
A-aDO, |7-15 2,6 1,7 3,3 2,4 2,9 19
[mMmHg] |[>15 2,9 1,9 3,6 2,4 3,3 21

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quatrtil

n: Anzahl
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3.2.2.18 Ergebnisse des EHV4-NT innerhalb der COB-Patienten je nach

Impfstatus

Sowohl die Ergebnisse aus den Untersuchungen der BALF als auch aus dem Serum
ergaben bei den COB-Patienten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des

Impfstatus. Die Daten sind in Tabelle 19 zusammengefasst.

Tab. 19: Ergebnisse des EHV4-NT innerhalb der COB-Patienten unter
Berucksichtigung des Impfstatus (bezuglich EHV1 und EHV4)

MW Min Max Q1 Q3 n
Proben- | Impfstatus [log Dso] | [log Dso] | [log Dsg] | [log Dso] | [log Dso)
material
BALF geimpft 1,3 -0,1 2,2 0,2 1,8 25
nicht geimpft |1,2 -0,1 2,1 0,9 15 28
Serum | geimpft 2,9 2,4 3,3 2,6 3,3 25
nicht geimpft 2,4 1,4 3,6 2,4 2,9 28

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quartil
n: Anzahl

Um einen Ubersichtlicheren Vergleich der Ergebnisse zu ermoglichen, erfolgt die
grafische Darstellung der Daten aus in den Abbildungen 23 (BALF) und 24 (Serum).
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Abb. 23: Vergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten Titer gegen

EHV4 aus BALF bei gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25) und nicht
geimpften (n=28) COB-Patienten (nicht signifikant)
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Abb. 24: Vergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten Titer gegen
EHV4 aus Serum bei gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25) und
nicht geimpften (n=28) COB-Patienten (nicht signifikant)
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3.2.2.19 Korrelation der mittels EHV4-NT bestimmten Antikorpertiter zwischen
BALF und Serum

Bei der Betrachtung der Korrelation zwischen den mit Hilfe des Neutralisationstests
ermittelten Antikorper-Titern gegen EHV4 in BALF und Serum konnte ein hoch
signifikanter Zusammenhang (p < 0,001) festgestellt werden. Bei der Grafik in
Abbildung 25 erfolgt die Darstellung in Form einer Punktwolke. Die errechnete
Regressionsgrade (y = 2,228 + 0,293 - x) wurde eingezeichnet. Der Spearman-

Rangkorrelationskoeffizient lag bei 0,386.
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Abb. 25: Korrelation zwischen mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten Titern

aus BALF und aus Serum gegen EHV4
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3.2.2.20 Ergebnisse der EHV4-Antikorpertiterbestimmungen mittels
indirektem Immunfluoreszenztest (EHV4-IF) aus BALF im

Gruppenvergleich

Auch EHV4-Antikorper-Titer wurden mittels indirekter Immunfluoreszenztests der
Lavageproben im Hinblick auf die Unterschiede der Gruppen verglichen. Der

Nachweis von Antikorpern gegen EHV4 gelang in allen untersuchten BALF-Proben.

Der Vergleich der mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztests ermittelten Titer
gegen EHV4 aus der BALF ergab folgende Unterschiede: zwischen Fohlen und
COB-Patienten bestand keine signifikante Differenz (p = 0,7), ebenso nicht zwischen
Fohlen und Rennpferden (p = 0,5). Der Unterschied zwischen der Gruppe der COB-

Patienten und Rennpferde erwies sich dagegen als hoch signifikant (p = 0,0005).

Im Einzelnen konnten bei den Fohlen im Mittel Antikérpertiter von 2,0 log Dso bei
Minimalwerten von 0,9 log Dsp und Maximalwerten von 2,7 log Dsy nachgewiesen
werden. 50% der Werte befanden sich zwischen 1,2 log Dsp (Q1) und 2,4 log Dsp
(Q3). Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten fand sich ein Mittelwert von 1,7 log
Dso. Das Minimum befand sich bei 1,1 log Dsp und das Maximum bei 2,6 log Dso.
50% der Tiere wiesen einen Titer zwischen 1,6 log Dsp (Q1) und 2,1 log Dsp (Q3) auf.
Die Ergebnisse der Rennpferde zeigten sich mit etwas hoheren Titern und ergaben
einen Mittelwert von 2,1 log Dso. Der niedrigste Wert betrug 1,8 log Dso, der héchste
war 2,9 log Dsgp, wobei die Halfte der Tiere Antikorperspiegel zwischen 2,0 log Dsg
(Q1) und 2,5 log Dso (Q3) zeigten.

Die Daten wurden mit Hilfe von Box-and-Whisker-Plots in Abbildung 26 dargestellt.
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Abb. 26: Gruppenvergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten

Titer gegen EHV4 aus BALF

Signifikanzgrade:

Fohlen vs. COB: nicht signifikant (p = 0,7)
Fohlen vs. Rennpferde: nicht signifikant (p = 0,5)
COB vs. Rennpferde: hoch signifikant (p = 0,0005)
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3.2.2.21 Ergebnisse des EHV4-IF aus BALF innerhalb der COB-Patienten

Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten wurden die Ergebnisse der indirekten
Immunfluoresztests der BALF-Proben auf statistische Differenzen hinsichtlich Grad
der COB, Rasse, A-aDO, und Impfstatus geprift. Es ergaben sich in keinem Fall
signifikante Unterschiede. Die Daten koénnen im Einzelnen der Tabelle 20
entnommen werden. Die Ergebnisse bezuglich des Impfstatus werden gesondert in
Kapitel 3.2.2.24 dargestellt.

Tab. 20: Ergebnisse des EHV4-IF aus BALF innerhalb der COB-Patienten

MW Min Max Q1 Q3 n

Parameter [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso]
COB- gor. 1,7 1,2 2,5 1,6 2,1 26
Grad mgr. — hgr. | 1,8 1,1 2,6 1,6 2,1 27

Warmblut |1,8 1,1 2,6 1,6 2,2 37
Rasse Vollblut 1,7 1,7 1,9 1,7 1,9 4

Pony 1,8 1,2 2,2 15 2,1 12

<7 1,7 1,1 2,5 1,6 1,9 13
A-aDO, 7-15 1,9 1,2 2,4 1,6 2,2 19
[mmHg] | >15 1,8 1,3 2,6 1,6 2,1 21

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quatrtil

n: Anzahl
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3.2.2.22 Ergebnisse des EHV4-IF aus Serum im Gruppenvergleich

Die im Serum nachgewiesenen Antikorperspiegel gegen EHV4 wurden im Hinblick
auf die Unterschiede der Gruppen verglichen. Der Nachweis gelang in allen

untersuchten Seren.

Die ermittelten Titer ergaben hoch signifikante (p = 0,0007) Unterschiede zwischen
der Gruppe der Fohlen und COB-Patienten sowie der Fohlen und Rennpferde (p <
0,0001). Die Unterschiede zwischen der Gruppe der COB-Patienten und Rennpferde
zeigte sich nicht signifikant (p = 0,2).

Der Mittelwert der bei den Fohlen ermittelten Daten lag bei 2,8 log Dsp, das Minimum
bei 1,0 log Dsp und der Maximaltiter bei 3,1 log Dso. Die Halfte der ermittelten Titer
lagen im Bereich zwischen 2,5 log Dsp (Q1) und 2,8 log Dsp (Q3). Bei den COB-
Patienten zeigten sich etwas héhere Ergebnisse. Es konnte ein Mittelwert von 3,1 log
Dso ermittelt werden. Der niedrigste Titer lag bei 1,9 log Dso, der hochste bei 3,7 log
Dso. 50% der Ergebnisse verteilten sich zwischen 2,8 log Dsp (Q1) und 3,4 log Dso
(Q3). Innerhalb der Gruppe der Rennpferde fanden sich nochmals hoéhere Titer als
bei den COB-Patienten. Der Mittelwert lag hier bei 3,4 log Dsp mit einem Minimum
von 2,5 log Dsp und einem Maximum von 4,3 Dso. Die Halfte der Tiere wies einen
Titer zwischen 3,1 log Dsp (Q1) und 3,6 log Dsp (Q3) auf.

Zur  Verdeutlichung wurden die Daten mit Hilfe von Box-and-Whisker-Plots in
Abbildung 27 dargestellt.
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Abb. 27: Gruppenvergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten

Titer gegen EHV4 aus Serum

Signifikanzgrade:

Fohlen vs. COB: hoch signifikant (p = 0,0007)
Fohlen vs. Rennpferde:  hoch signifikant (p < 0,0001)
COB vs. Rennpferde: nicht signifikant (p = 0,2)
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3.2.2.23 Ergebnisse des EHV4-IF aus Serum innerhalb der COB-Patienten

Innerhalb der Gruppe der COB-Patienten wurden die Ergebnisse der indirekten
Immunfluoreszenztests der Seren auf statistische Differenzen hinsichtlich Grad der
COB, Rasse, A-aDO, und Impfstatus gepruft. Es ergaben sich in keinem Fall
signifikante Unterschiede. Die Daten konnen im Einzelnen der Tabelle 21
entnommen werden. Die Ergebnisse bezuglich des Impfstatus werden gesondert im

folgenden Kapitel 3.2.2.24 dargestellt.

Tab. 21: Ergebnisse des EHV4-IF aus Serum innerhalb der COB-Patienten

MW Min Max Q1 Q3 n

Parameter [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso] | [log Dso]
COB- gor. 3,1 2,2 3,7 2,8 3,4 26
Grad mgr. — hgr. | 3,1 19 3,7 2,8 3,4 27

Warmblut |3,1 1,9 3,7 2,8 3,4 37
Rasse Vollblut 3,0 2,8 3,4 2,8 3,3 4

Pony 3,0 2,5 3,7 2,8 3,4 12

<7 3,1 1,9 3,7 2,8 3,4 13
A-aDO, |7-15 3,1 2,2 3,7 2,8 3,4 19
[mmHg] | >15 3,4 2,5 3,7 2,8 3,6 21

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quartil

n: Anzahl
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3.2.2.24 Ergebnisse des EHV4-IF innerhalb der COB-Patienten je nach

Impfstatus

Sowohl die Ergebnisse aus den Untersuchungen der BALF als auch aus dem Serum
ergaben schwach signifikante Unterschiede mit p = 0,03 in der BALF und p = 0,05 im
Serum, wobei die geimpften Tiere erwartungsgemaly hoéhere Titer aufwiesen. Die

Daten sind in Tabelle 22 zusammengefasst.

Tab. 22: Ergebnisse des EHV4-IF innerhalb der COB-Patienten unter
Berucksichtigung des Impfstatus (bezuglich EHV1 und EHV4)

MW Min Max Q1 Q3 n
Proben- | Impfstatus [log Dso] | [log Dso] | [log Dsg] | [log Dso] | [log Dso)
material
BALF geimpft 2,1 1,3 2,6 1,7 2,3 25
nicht geimpft |1,7 1,1 2,5 15 2,0 28
Serum | geimpft 3,4 2,8 3,7 3,1 3,7 25
nicht geimpft |3,1 19 3,7 2,8 3,4 28

MW: Mittelwert
Min:  Minimum
Max: Maximum
Q1. erstes Quartil
Q3: drittes Quartil

n: Anzahl

Um einen anschaulicheren Vergleich der Ergebnisse zu ermdglichen, erfolgt die
grafische Darstellung der Daten aus den Untersuchungen der BALF in Abbildung 28.
Die ermittelten Werte aus den Untersuchungen im Serum werden in Abbildung 29

aufgezeigt.
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Abb. 28: Vergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten Titer

gegen EHV4 aus BALF bei gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25)
und nicht geimpften (n=28) COB-Patienten (schwach signifikant mit p =
0,03)
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Abb. 29: Vergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten Titer gegen
EHV4 aus Serum bei gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25) und nicht

geimpften (n=28) COB-Patienten (schwach signifikant mit p = 0,05)
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3.2.2.25 Korrelation der mittels EHV4-IF bestimmten Antikorpertiter zwischen
BALF und Serum

Bei der Betrachtung der Korrelation zwischen den mit Hilfe des
Immunfluoreszenztests ermittelten Antikorper-Titern gegen EHV4 in BALF und
Serum konnte ein hoch signifikanter Zusammenhang (p < 0,001) festgestellt werden.
Bei der Darstellung in Abb. 30 erfolgt die Abbildung in Form einer Punktwolke. Die
errechnete Regressionsgrade (y = 2,18 + 0,463 - x) wurde eingezeichnet. Der

Spearman-Rangkorrelationskoeffizient lag bei 0,385.
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Abb. 30: Korrelation zwischen mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztests

ermittelten Titern aus BALF und aus Serum gegen EHV4
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4. Diskussion

4.1 Patientengut und Patientenevaluation

Die untersuchten Tiere setzten sich aus drei Gruppen zusammen — der Gruppe der
COB-Patienten, den Rennpferden und der Gruppe der Ponys.

Die Gruppe der COB-Patienten bestand aus 53 Pferden. Bei diesen Tieren handelte
es sich um Patienten der Medizinischen und Gerichtlichen Veterinarklinik (Innere
Krankheiten der Pferde) der Justus-Liebig-Universitat GieRen. Diese Pferde des
Patientengutes wurden untersucht und mit der Diagnose der chronisch obstruktiven
Bronchitis (COB) zwischen November 1999 und November 2001 stationar
aufgenommen. Aufgrund der Untersuchungsergebnisse sowohl aus der klinischen
als auch aus weiterfuhrenden Untersuchungen erfolgte die Einteilung in die Gruppen

geringgradig (n = 26) und mittel- bis hochgradig (n = 27) an COB erkrankt.

Die Schweregradeinteilung wurde mit Hilfe des leicht modifizierten Score-Systems
nach Ohnesorge et al. (1998) vorgenommen. Dieses berucksichtigt, wie auch die von
Rotinsulu (1995) und Schutz (1999) entwickelten Methoden, klinische Aspekte
(Husten, Dyspnoe, Auskultation, Perkussion), Tracheobronchoskopiebefunde
(Sekretmenge, Sekretviskositat) sowie die Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse.
Die bei Ohnesorge et al. (1998) ebenfalls hinzugezogenen Parameter
Perkussionsbefund und mikroskopische Beurteilung des Tracheobronchialsekretes
(Anteil an Makrophagen und neutrophilen Granulozyten) werden bei den Score-
Systemen von Rotinsulu  (1995) wund Schatz (1999) nicht fur die
Patientenklassifizierung mit herangezogen. Die Tracheobronchialsekret-Beurteilung
wurde auch in der vorliegenden Arbeit nicht mit aufgenommen, da die sonstigen
erhobenen Befunde als ausreichend fur die Feststellung des Schweregrades der

Erkrankung angesehen wurden.

Ein grundsatzliches Problem bei der Anwendung von Score-Systemen liegt in der

Subjektivitat des Untersuchers bei der Befunderhebung. Da jedoch bislang bei den
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genannten Untersuchungen keine objektiven Messgrélien erhoben werden kdnnen,
stellt die Bewertung mit Hilfe von Score-Systemen momentan die einzige Méglichkeit

dar, die erwahnten Parameter mit in eine Beurteilung einflielien zu lassen.

Die zweite in den eigenen Untersuchungen berucksichtigte Gruppe bestand aus 24
regelmaldig geimpften, im Sport eingesetzten englischen Vollblitern aus einem
Rennstall. Bei diesen Pferden erfolgte sowohl die Probenentnahme als auch die
Erhebung der bendtigten Daten durch eine ehemalige Mitarbeiterin der
Medizinischen und Gerichtlichen Veterinarklinik (Innere Krankheiten der Pferde) der
Justus-Liebig-Universitat in Gielden. Die Probenentnahme wurde nach dem gleichen

System wie bei den in der Klinik untersuchten Patienten durchgefuhrt.

Die Gruppe der 20 Fohlen stammte aus einer Studie des Instituts fur Parasitologie
der Justus-Liebig Universitat in Gielen. Vor ihrer Tétung wurden alle Fohlen
zusammen in einer Herde gehalten. Dies birgt die Gefahr, dass eventuell
festgestellte Viruskontakte dieser einen Population nicht reprasentativ fir andere
Fohlen sein mussen. Das Alter der Tiere betrug mindestens sechs Monate, so dass
bei den bereits immunkompetenten Tieren maternale Antikérper nicht mehr
vorhanden sein sollten (Verter et al. 1999). Da hier jedoch flieBende Ubergange
bestehen, kann in individuellen Fallen die Gegenwart dieser Antikorper nicht sicher

ausgeschlossen werden.

4.2 Durchfiuhrung der BAL

Die Durchfuhrung der BAL erfolgte nach einem bereits seit 1997 etablierten und in
der Abteilung fur Innere Krankheiten der Pferde der Justus-Liebig Universitat in
Gielden routinemafig eingesetzten Verfahren. Deshalb soll im Rahmen dieser Arbeit

nur noch kurz darauf eingegangen werden.

Die Spulung der Lunge erfolgte Uber den Arbeitskanal eines flexiblen Endoskopes,
wie in der Literatur bereits mehrfach beschrieben (Damiano 1980, Lam et al. 1985,
Sweeney et Beech 1991, Lapointe et al. 1994, McGorum et Dixon 1994, Clark et al.
1995, Moore et Cox 1996). Mit diesem Verfahren konnte vor Entnahme der BALF die
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Trachea auf Schleimhautschwellung, -rétung und Sekretansammlung untersucht
werden sowie die Sekretkonsistenz beurteilt werden. Drei der sediert untersuchten
Tiere  zeigten aufgrund heftiger Hustenanfalle bereits makroskopisch
Blutbeimengungen in der BALF, was zum Ausschluss aus der Studie fuhrte. Hier
scheint die Empfehlung von Sweeney und Beech (1991) angemessen, zur
Gewinnung ohne Blutkontamination die Entnahme unter Allgemeinanasthesie
vorzunehmen. Da alle in die Studie einbezogenen Proben im Rahmen der klinischen
Diagnostik an Patienten gewonnen wurden, ist eine solche Allgemeinanasthesie

jedoch als nicht praktikabel zu betrachten.

4.3 Riuckgewinnungsrate

Die bei der Durchfihrung der BAL zurick gewonnene Spilflissigkeit, die so
genannte Ruckgewinnungsrate, liegt in der Literatur bei lungengesunden Pferden
zwischen 50 und 90% (Lapointe et al. 1994, McGorum et Dixon 1994). Diese Raten
wurden in der vorliegenden Studie jedoch nur bei der Gruppe der Fohlen mit 56,6 +
10% erreicht. Die durchschnittliche Ruckgewinnung lag in dieser Arbeit somit
lediglich bei 47,7%, wobei die Gruppe der Rennpferde nicht bertcksichtigt wurde, da
hier keine Daten zur Verfugung standen. Dieser geringere Durchschnitt ist dadurch
bedingt, dass es sich bei den restlichen hier untersuchten Pferden um lungenkranke
Tiere handelte, deren Ruckgewinnungsrate bei durchschnittlich 38,8 + 16,6% lag.
Derart verringerte Mengen werden auch in der Literatur beschrieben, wobei es laut
Lapointe et al. (1994) zu Verringerungen bis zu durchschnittlich 31% kommen kann.
Die Ursache hierfur ist noch nicht ganzlich geklart. Es wird vermutet, dass die
Spulflussigkeit aufgrund einer vorliegenden Obstruktion der kleinen Atemwege aus
der Lungenperipherie nicht wieder aspiriert werden kann, da der fur die Aspiration
erforderliche Unterdruck zum Kollaps der Bronchioli fihrt. Da bereits in der Literatur
die Angaben Uber den bendtigten Unterdruck zur Aspiration stark schwanken, wie
z.B. 30-100 mmHg (Lapointe et al. 1994) bzw. 600-660 mmHg (Sweeney et al. 1992,
Moore et Cox 1996), kdonnte es auch aufgrund verschiedener Unterdriicke zu
variierenden RuUckgewinnungsraten kommen. Da in der vorliegenden Studie die
Erzeugung des Unterdrucks unter sanfter manueller Aspiration erfolgte, bewegt sich

dieser Druck sicherlich im unteren Bereich der in der Literatur erwahnten Angaben.
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4.4 Verfahren zum Nachweis von Herpesvirusantikorpern

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Probenmaterialien Serum und BALF
mit zwei verschiedenen Testverfahren auf Antikdérper gegen EHV1 und EHV4

untersucht: dem Neutralisationstest und dem indirekten Immunfluoreszenztest.

4.4.1 Neutralisationstest (NT)

Nach der Entwicklung des Testverfahrens 1955 erfolgte bereits 1957 der
routinemalige Einsatz in der immunologischen Diagnostik (zitiert nach Schultheiss
1993). Auch in der vorliegenden Studie hat sich das Verfahren des
Neutralisationstestes als geeignet zum Nachweis von Antikdrpern gezeigt und lieferte
gut reproduzierbare Ergebnisse, die bei Dreifachbestimmungen von sechs Proben,

die jeweils zur Ermittlung der gleichen Titerhdhe flhrte, belegt werden konnten.

Relativ zeitaufwandig war zu Beginn zunachst die Einstellung von Zellzahl,
Virusmenge und Inkubationszeiten, um einen optimal infizierten Monolayer zu
erhalten, wie in Kapitel 3.1.2.9 beschrieben. Im Anschluss konnte die ermittelte
Kombination jedoch ohne weitere Variation beibehalten werden.

4.4.2 Indirekter Immunfluoreszenztest (IF)

Auch der indirekte Immunfluoreszenztest war fur die vorliegende Studie gut geeignet.
Er lieferte ebenfalls sehr gut reproduzierbare Ergebnisse, die anhand von
Dreifachbestimmungen von sechs Proben, die jeweils die gleiche Titerhdhe zeigten,
bestatigt wurden. Neben dem quantitativen Nachweis von Antikérpern ist mit Hilfe
der Immunfluoreszenz zusatzlich die Darstellung der Lokalisation (zytoplasmatisch
oder intranuklear) der Antigen-Antikorper-Reaktion moglich. Ein Nachteil liegt jedoch
in der subjektiven Beurteilung der Fluoreszenz (Voller et De Savigny 1981). Da der
Immunfluoreszenztest aller Proben von der Autorin selbst durchgefiihrt wurde, wurde
dieser Faktor jedoch soweit wie mdoglich minimiert. Eine weitere Fehlerquelle des

Immunfluoreszenztests kann in der Belastung des Untersuchers beim Auswerten der
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Proben liegen (Voller et De Savigny 1981). Da die Untersuchung der Proben in
einem abgedunkelten Raum an einem Fluoreszenzmikroskop stattfindet, kann es bei
einem hohen Probenaufkommen zu einer starken Ermiadung der Augen kommen und
somit zu einer eventuellen Ungenauigkeit beim Beurteilen der Proben. Dieser Faktor
kam jedoch bei der vorliegenden Arbeit nicht zum Tragen, da maximal 16 Proben pro

Durchgang untersucht wurden.

4.5 Nachweisbarkeit von Antikorpern

Die Quantifizierung von Immunglobulinklassen im Bereich des Respirationstraktes,
insbesondere aus der BALF, wurde bereits mehrfach durchgefuhrt (Delacroix et al.
1985, Mair et al. 1987, 1988, Peebles et al. 1995). Der Nachweis von spezifischen
Antikérpern aus der BALF des Pferdes stellt eine Besonderheit dar, Uber die, nach
Kenntnis der Autorin, bislang nur im Rahmen einer Dissertation Uber den

Schimmelpilz Aspergillus fumigatus (Schmallenbach 1997) berichtet wurde.

Der in dieser Arbeit durchgefihrte Nachweis von spezifischen Antikérpern gegen
EHV1 und gegen EHV4 war grundsatzlich aus Serum und BALF mdglich, wobei
Uberlegungen zu deren Ursprung in Kapitel 4.10 erlautert werden. Es zeigten sich
Unterschiede zwischen den Ergebnissen der beiden Testverfahren, auf die im
folgenden Kapitel 4.6 eingegangen wird.

Mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztests (IF) gelang der Nachweis in beiden
Probenmaterialien sowohl gegen EHV1 als auch gegen EHV4 in 100% (n = 97) der
Falle. Bei Einsatz des WNeutralisationstests (NT) gelang der Nachweis von
Antikorpern gegen beide Virusspezies im Serum bei den adulten Tieren (n = 77) wie
erwartet ebenfalls zu 100%. Dieses Verfahren wird seit langerer Zeit als
Standardmethode zur Kontrolle von Antikérperspiegeln genutzt (Verter et al. 1999,
Doerr et Braun 2002). Auch bei den Untersuchungen in der BALF konnten in den
meisten Fallen Antikérper mittels NT nachgewiesen werden. So lielen sich gegen
EHV1 bei Adulten in 97% (n = 74) der BALF-Proben und gegen EHV4 in 91% (n =

70) Antikérpernachweise fuhren.
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Bei den ungeimpften Fohlen (n = 20), die aufgrund ihres Alters gesondert zu
betrachten sind, gelang ein Nachweis in Seren mittels NT bei 60% (n = 12) gegen
EHV1 und zu 95% (n = 19) gegen EHVA4. In der BALF war dies in 65% (n = 13) der
Proben gegen EHV4 und in keinem Fall gegen EHV1 mdglich. Auf diese
Besonderheiten wird im Kapitel 4.7 im Rahmen des Gruppenvergleichs naher

eingegangen.

4.6 Vergleich der Ergebnisse der Testverfahren

Beim Vergleich der ermittelten Daten der beiden verschiedenen Testverfahren
fanden sich recht deutliche Unterschiede sowohl in der Nachweisbarkeit von
Antikorpern als auch in der Hohe der Titer.

So konnten mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztests (IF) in einigen Proben
Antikdrper nachgewiesen werden, die im NT keinen Titer zeigten (siehe Tab. 26 auf
Seite 156 im Anhang). Hierbei kénnte die flr den Neutralisationstest gewahlte erste
Verdunnungsstufe mit 1:3 zu hoch gewahlt worden sein. Da sich jedoch auch die
restlichen mittels IF gemessenen Antikdrperspiegel im Vergleich zu den Ergebnissen
aus dem Neutralisationstest im Mittel um den Faktor 2,9 erhdht zeigten, mussen als
Ursache auch die verschiedenen Prinzipien der eingesetzten Tests in Betracht

gezogen werden.

Der Neutralisationstest mit seiner hohen Sensitivitat und Spezifitat stellt die historisch
alteste und nach Doerr und Braun (2002) immer noch eindeutigste Methode zur
Uberprifung der humoralen Immunitat dar. Die im indirekten Fluoreszenztest
ermittelten hoheren Titer kdonnten durchaus fur eine hohere Sensitivitat dieses
Testverfahrens sprechen (Gimeno et al. 1987, Jonsson et al. 1989, Gunn 1991,
Whitwell et Blunden 1992, Schultheiss et al. 1993).

Die Differenz der Ergebnisse kdnnte ihre Ursache in unterschiedlichen Eigenschaften
der Antikérper haben. So ermoglicht der Neutralisationstest ausschliel3lich den
Nachweis neutralisierender Antikdrper, die direkt proportional den sichtbaren

zytopathischen Effekt inhibieren (Falke 1999b). Der Nachweis von Antikérpern mit
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Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztests ist von dieser Eigenschaft unabhangig.
So kénnte die Titer-Differenz zwischen beiden Methoden durch Antikorper gebildet

werden, die in-vitro keinen neutralisierenden Effekt aufweisen.

Eine weitere Auffalligkeit ist darin zu sehen, dass Proben mit Antikdrperspiegeln in
hohen Titerbereichen sich im indirekten Immunfluoreszenztest um deutlich groRere
Faktoren erhdht zeigten als Proben mit niedrigen Titern (vergleiche Tab. 25 auf Seite
156 und Tab. 26 auf Seite 158 im Anhang). Hierbei handelt es sich allerdings um ein
methodisch bedingtes Problem, dessen Ursache in den fur die Immunfluoreszenz
erstellten Verduinnungsreihnen zu finden ist. Durch die groRe Anzahl an
Verdunnungsstufen in Zweierpotenzen ergaben insbesondere in den oberen

Verdunnungsbereichen grol3e Stufen, die nicht differenzierter verdinnt wurden.

4.7 Vergleich der Gruppen

Die ermittelten Antikorper-Titer zeigten zum Uberwiegenden Teil hoch signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen der Fohlen, der COB-Patienten und der
Rennpferde. Die Mittelwerte aller durchgefuhrten virologischen Tests sind fur alle

Gruppen zur besseren Ubersicht in Tabelle 23 dargestellt.

Bei Betrachtung der Gruppe der Fohlen (n = 20) zeigten sich in Seren und BALF
deutlich hohere Titer gegen EHV4 als gegen EHV1. Auffallig war hierbei im NT die
hohe Anzahl an Tieren, bei denen kein Nachweis (k.N.) von Antikorpern gegen EHV1
gelang (BALF: n = 20, Serum: n = 8). Auch bei Verwendung des IF konnte bei 7
Tieren (BALF) bzw. 1 Tier (Serum) kein Titer festgestellt werden (siehe Tab. 23). Da
aufgrund der Haltung dieser Fohlen in einer Gruppe davon auszugehen ist, dass alle
Tiere Kontakt zu EHV1 und EHV4 hatten, kdnnte ursachlich hierfir das noch nicht

voll entwickelte Immunsystem einzelner junger Pferde sein.
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Tab. 23:

Ubersicht Uber die Mittelwerte der Antikorperspiegel aller Tests im

Gruppenvergleich

Mittelwerte [logDso)
Test Fohlen COB-Patienten | Rennpferde Signifikanz-
(n=20) (n=53) (n=24) grade
EHV1-NT -0,1 1,1 2,2 a=nh.s.
(BALF) (n=20 k.N.) b=h.s.
c=h.s.
EHV1-NT 1,2 2,4 3,3 a=nh.s.
(Serum) (n=8 k.N.) b=h.s.
c=h.s.
EHV1-IF 1.3 15 2,5 a=n.s.
(BALF) b=s.s.
c=hs.
EHV1-IF 1,6 3,1 3,7 a=h.s.
(Serum) b=h.s.
c=hs.
EHVA4-NT 1,8 1,2 2,1 a=n.s.
(BALF) (n=7 k.N.) (n=7 k.N.) b=s.s.
c =h.s.
EHVA4-NT 2,4 2,6 2,9 a=s.s
(Serum) (n=1k.N.) b=h.s.
c=n.s.
EHVA4-IF 2,4 2,6 2,9 a=n.s.
(BALF) b=n.s.
c=h.s.
EHVA4-IF 2,8 3,1 3,4 a=nh.s.
(Serum) b=h.s.
c=h.s.
a = Signifikanz zwischen Fohlen und COB-Patienten
b = Signifikanz zwischen Fohlen und Rennpferden
C = Signifikanz zwischen COB-Patienten und Rennpferden
k.N. = kein Nachweis

Infolge der Kolostrumaufnahme kommt es zunachst beim Neugeborenen zur
Behinderung der Bildung eigener Antikdrper infolge eines negativen Feedback-
Mechanismus der passiv Ubertragenen maternalen Antikérper (Hoffmann et Wagner
1990). Bis zur sechsten oder siebten Lebenswoche werden diese passiv erworbenen

Antikorper in der Regel wieder abgebaut (Verter et al. 1999), so dass ihr Einfluss hier
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ausgeschlossen werden kann. Eine eigene, voll belastbare Immunitat ist allerdings
erst mit dem sechsten bis achten Lebensmonat ausgebildet (Verter et al. 1999). Da
alle Fohlen ein Alter von etwa sechs Monaten aufwiesen, befanden sie sich damit
exakt in dieser Zeitspanne. Demzufolge wiesen sie zwar eine gewisse
Immunkompetenz auf, diese konnte aber ihre volle Leistungsfahigkeit noch nicht
erreicht bzw. individuell verschieden weit ausgereift sein. Desweiteren muss
bericksichtigt werden, dass die beiden verschiedenen Virusspezies als
unterschiedliche Antigene auf dieses eventuell noch nicht vollstandig ausgereifte
Immunsystem wirken. So koénnte ein Antigen frUher durch das juvenile
Abwehrsystem erkannt werden als ein geringgradig anders strukturiertes (Hoffmann
et Wagner 1990).

Ein weiterer Erklarungsansatz liegt in einem erfolgten Viruskontakt mit EHV4. Etwa
14 bis 21 Tage nach erfolgter Infektion setzt die humorale Immunitat ein, wobei die
Antikérper im Serum etwa in der vierten Woche nach Infektionsbeginn einen
Hoéhepunkt erreichen, durchaus aber auch bis etwa in den flinften oder sechsten
Monat post infectionem persistieren kénnen (Verter et al. 1999). Dieser EHV4-
Infektion konnte sowohl zusatzlich ein EHV1-Kontakt gefolgt sein, so dass die
niedrigeren Titer gegen EHV1 ihre Ursache in der zeitlich bedingten geringeren
Antikoérperproduktion haben. Eine wahrscheinlichere Erklarung fur die niedrigen bzw.
nicht nachweisbaren EHV1-Titer bei den Fohlen liegt aber auch in einer
ausschlieBlichen EHV4-Infektion, bei der es zur Produktion von einigen
kreuzreaktiven Immunglobulinen gegen EHV1 kam (Thein 1994, Brunner et al.
1998).

Bei dem Vergleich der Ergebnisse der Fohlen mit den Daten der anderen Gruppen
zeigten sich die bei den Fohlen ermittelten Antikérperspiegel fast ausschlief3lich
niedriger als die der COB-Patienten und Rennpferde (siehe Tab. 23). In Abbildung 11
auf Seite 69 wurde die typische Gruppenverteilung der Titerhéhen am Beispiel des
Neutralisationstests dargestellt. Eine mogliche Ursache fiur die nachgewiesenen
niedrigen Antikdrperspiegel bei den Fohlen ist sicherlich darin zu sehen, dass bei
keinem der Fohlen eine Impfung gegen EHV1 oder EHV4 erfolgte. Auch ist aufgrund

des geringen Lebensalters die zeitliche Moglichkeit zum natarlichen Kontakt mit den
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genannten Viren deutlich geringer als bei adulten Tieren. Einzige Ausnahme der
generell niedrigeren Titer bei den Fohlen bilden die Ergebnisse des EHV4-NT aus
der BALF. Hier zeigten sich die Titer der Fohlen hdher als die der COB-Patienten.
Auch dieses Ergebnis scheint den Verdacht einer in der Fohlenpopulation erfolgten

Infektion mit EHV4 zu bestatigen.

Die Titer der Gruppe der COB-Patienten waren, mit Ausnahme der gerade
erwahnten Antikorper gegen EHV4 in der BALF, also hoher als bei der Gruppe der
Fohlen (siehe Tab. 23). Da es sich bei allen Patienten um adulte Tiere handelte,
kann Immunkompetenz vorausgesetzt werden. Desweiteren sind diese hoheren Titer
wahrscheinlich Folge einer deutlich groReren Anzahl von Viruskontakten zu EHV1
und EHV4 bei den zum Teil ungeimpften Tieren (n = 28) der Gruppe. Diese
Infektionen fUhrten bereits zu natlrlich erworbener humoraler Immunitat, deren
Antikérper bis funf oder sechs Monate post infectionem noch nachweisbar sein
kénnen (Verter et al. 1999). Der restliche Teil dieser Patienten wurde bereits Uber
Jahre mehrfach geimpft (n = 25), so dass durch regelmalige
Wiederholungsimpfungen ein relativ hoher Titer erhalten wurde (Allen et Bryans
1986, Steinhagen 1986, Becker et Unger 1987, Babinski 1988, Burki et al. 1989a, b,
1990, 1991a, b, Paweska et al. 1991). Die Impftiter werden im Kapitel 4.9 naher
diskutiert.

Ein nochmals hoéherer Antikorperspiegel lie3 sich bei der Gruppe der Rennpferde
nachweisen (siehe Tab. 23). Die Erklarung konnte in den deutlich kurzeren
Intervallen der Wiederholungsimpfungen bei den Rennpferden liegen, wie bereits in
Kapitel 3.1.1 erwahnt. Diese fuhren durch den so genannten Booster-Effekt zu
hoheren Antikorperspiegeln, zusatzlich ist aber auch der Abstand zwischen letzter
Impfung und Probenentnahme damit zum groBen Teil kirzer als bei den COB-
Patienten. Ein weiterer Aspekt konnte der durch das Einsatzgebiet der Rennpferde
bedingte haufigere Kontakt zu fremden Pferden und potentiellen Virusreservoires
sein, in dessen Folge es ebenfalls zum Erhalt eines hohen Antikdrperspiegels

kommen kann.
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4.8 Vergleich der Faktoren Rasse, COB-Grad, A-aDO.-Wert innerhalb der
Gruppe der COB-Patienten

Bereits Halliwell und Gorman (1989) haben festgestellt, dass Pferde aller Rassen
von der COB betroffen sein kénnen. In der vorliegenden Studie zeigte sich ebenfalls
kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Schweregrad der Erkrankung und
der Rassenzugehorigkeit, wie im Einzelnen in den jeweiligen Kapiteln des
Ergebnisteiles aufgefuhrt. Hierbei sollte aber die teilweise geringe GroRe der
Rassengruppen mit 37 Warmblatern, 4 Vollblitern und 12 Ponys (siehe Kapitel 3.11)

bedacht werden.

Die groRRe atiologische Bedeutung von virusbedingten Infektionen, insbesondere
durch EHV1, EHV4 und den folgenden bakteriellen Sekundarinfektionen bei der
Entstehung der COB wird bereits seit langem postuliert (Mahaffay 1962, Gerber
1968, Pick 1970, Kraft 1975, Schmidt et Primer 1975, Cook 1976, Eickmeier 1977,
Littlejohn 1978, Robinson et Sorensen 1978, McPherson et al. 1979, Reif 1979, Allen
2002). Von weiterem Interesse ist nun die Frage, inwiefern die Herpesviren das
klinische Erscheinungsbild im weiteren Verlauf der COB beeinflussen. Insbesondere
die Eigenschaft der Latenz und Reaktivierbarkeit beider Herpesvirusspezies kdonnte
fur eine Verschlechterung des Krankheitsbildes und somit fir eine Erhdhung des
COB-Grades verantwortlich sein (Edington et al. 1985, Browning et al. 1988, Gibson
et al. 1992 a, Slater et al. 1994, Schrag et al. 1997). Hierbei konnte jedoch weder mit
Hilfe der Betrachtung des COB-Grades noch des A-aDO,-Wertes, als zusatzlicher
Versuch der Einteilung des Schweregrades der COB, ein signifikanter Einfluss auf
die Hohe der Antikorperspiegel beobachtet werden. Betrachtet man diesen als Mal}
fur den Antigenkontakt mit EHV1 oder EHV4, so konnte keine Beeinflussung des
Schweregrades der Erkrankung festgestellt werden — weder in Serum- noch in BALF-
Proben. Die atiologische Bedeutung von Infektionen mit EHV1 und EHV4 scheint

sich somit also auf eine initiale Rolle zu beschranken.
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4.9 Vergleich des Impfstatus innerhalb der Gruppe der COB-Patienten

Da das Herpesvirus praktisch nicht vollstandig aus ganzen Herdenbestanden
eliminiert werden kann, stellt eine prophylaktische Immunisierung neben praventiven
ManagementmalRnahmen die wohl beste Strategie zur Vermeidung der
Infektionsfolgen dar (Thein 1994, Wilson 1995, Allen 2002, Rolle et Mayr 2002).
Diese Vakzination kann zwar eine Infektion mit dem Virus nicht verhindern, verringert
aber deutlich den wirtschaftlichen Schaden (Brunner et al. 1998), da die Intensitat
klinischer Symptome, sowie Menge und Dauer der Virusausscheidung verringert und
somit die Ausbreitung reduziert wird (Allen 2002, Rolle et Mayr 2002). In der
vorliegenden Arbeit stammte der Grofteil der Impfanamnesen lediglich aus Angaben
der Besitzer einzelner Pferde und letztere konnten nur selten mit Hilfe eines
Impfausweises nachgepruft werden. Somit muss davon ausgegangen werden, dass
vermutlich in mehreren Fallen fehlende Impfungen als durchgefliihrt angegeben
wurden. Hierin kann sicherlich, neben im Folgenden weiteren diskutierten Aspekten,
die Ursache flr das Ausbleiben signifikanter Unterschiede zwischen geimpften und

nicht geimpften Patienten liegen.

Die nachgewiesenen Antikdrpertiter zeigten zum Uberwiegenden Teil keine
signifikanten Unterschiede zwischen geimpften und nicht geimpften COB-Patienten,
wie aus der Zusammenfassung in Tabelle 24 ersichtlich. Die Aufstellung der
einzelnen Testergebnisse finden sich in den Tabellen 13 auf Seite 74 (EHV1-NT), 16
auf Seite 83 (EHV1-IF), 19 auf Seite 92 (EHV4-NT) und 22 auf Seite 101 (EHV4-IF)

des Ergebnisteils.
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Tab. 24: Ubersicht tber die Mittelwerte (MW), Minimum (min), Maximium (max)
und Signifikanzen der Antikdrperspiegel aller Tests bezlglich des
Impfstatus (gegen EHV1 und EHV4) innerhalb der COB-Patienten

Test Material | Impfstatus MW min max Signifikanz-

[log Dso] | [log Dso] | [log Dsq] grad

BALF geimpft 1,1 -0,1 2,4 n.s.
EHV1-NT | BALF ungeimpft 1,1 -0,1 2,5 n.s.
Serum geimpft 2,9 1,4 3,3 n.s.

Serum ungeimpft 2,4 14 3,3 n.s.

BALF geimpft 1,6 0,9 2,1 n.s.

EHV1-IF | BALF ungeimpft 1,4 0,8 2,4 n.s.
Serum geimpft 3,4 19 3,7 n.s.

Serum ungeimpft 2,8 2,2 4,0 n.s.

BALF geimpft 1,3 -0,1 2,2 n.s.
EHV4-NT | BALF ungeimpft 1,2 -0,1 2,1 n.s.
Serum geimpft 2,9 2,4 3,3 n.s.

Serum ungeimpft 2,4 1,4 3,6 n.s.

BALF geimpft 2,1 1,3 2,6 S.S.

EHV4-IF | BALF ungeimpft 1,7 1,1 2,5 S.S.
Serum geimpft 3,4 2,8 3,7 S.S.

Serum ungeimpft 3,1 19 3,7 S.S.

Zur Visualisation sei an dieser Stelle auf die grafischen Darstellungen im Ergebnistell
verwiesen (EHV1-NT: Seite 75, EHV1-IF: Seite 84, EHV4-NT: Seite 93, EHV4-IF:
Seite 102). Ursachlich fur die ahnlich hohen Titer bei geimpften und ungeimpften
COB-Patienten kénnte ein relativ niedriger Antikorpertiter trotz Impfung sein, wie
haufig berichtet wird (Allen et Bryans 1986, Steinhagen 1986, Becker et Unger 1987,
Babinski 1988, Burki et al. 1989a, b, 1990, 1991a, b, Paweska et al. 1991). Im Falle
der laut Anamnese ungeimpften Pferde kommt eine natirlich erworbene Immunitat
gegen die ubiquitar vorkommenden Viren EHV1 und EHV4 (Reif 1979, Allen 2002) in

Betracht, die also zu mit der Impfung vergleichbar hohen Titern fuhrt.
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Die einzige Ausnahme, mit ausschlieRlich schwach signifikant héheren Titern bei den
geimpften Tieren im Vergleich zu den ungeimpften, stellt der Nachweis von
Antikérpern gegen EHV4 mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztests, sowohl in
Serum- als auch in BALF-Proben, dar. Wahrend die maximalen Titer bei ungeimpften
und geimpften Tieren gleiche Hohen erreichen, zeigen sich sowohl der Mittelwert als
auch die niedrigsten Antikorperspiegel bei den ungeimpften Patienten mit deutlich
kleineren Werten. Als mogliche Erklarung konnte es zu einem weniger haufigen
Antigenkontakt der Tiere mit somit geringeren Titern gekommen sein. Ebenfalls
konnte es aber auch in Folge einer natiurlichen Infektion aufgrund geringerer
Antigenmenge zur Ausbildung niedrigerer Titer als nach einer Impfung kommen
(Thein 1878, Steinhagen 1986). Die naturlichen Viruskontakte konnten allerdings
durchaus auch zu ahnlich hohen Antikorperspiegeln fuhren und nur bereits langer
zurtckliegen als die erfolgten Impfungen. Desweiteren ist auch bei den geimpften
Pferden selbstverstandlich ein Viruskontakt nicht ausgeschlossen, so dass es hier zu
einem naturlichen Booster-Effekt auf den bereits hohen Titer infolge der Impfung
kommen konnte. Da die schwach signifikant héheren Impftiter nur mittels indirektem
Immunfluoreszenztest nachgewiesen wurden, muss ebenfalls die Produktion nicht

neutralisierender Antikérper nach einer Impfung in Betracht gezogen werden.

Auch bei den Ergebnissen der anderen Tests zeigen sich, wenn auch statistisch
nicht signifikant, die Mittelwerte und das Minimum der ungeimpften Tiere meist etwas
niedriger als bei den geimpften. Einzige Ausnahme hiervon bilden die Ergebnisse
aus den Untersuchungen von Antikorpern gegen EHV1 mittels IF im Serum. Diese
zeigen hohere Spiegel bei den ungeimpften Tieren an. Auch hier kdnnte es sich um
nicht neutralisierende Antikorper handeln, die deshalb mit Hilfe des NT nicht
nachgewiesen werden konnten. Es konnte auch relativ kurz vor den
Probenentnahmen zu Infektionen der einzelnen Patienten mit EHV1 gekommen sein

oder der Impftiter in seiner Hohe nicht stark vom naturlich erworbenen abweichen.

Auch bei den statistisch nicht signifikanten Ergebnissen zeigt sich die Tendenz des
moglichen Schutzes zumindest einiger ungeimpfter Tiere mit Titern im unteren
Bereich durch eine Impfung. Da durch den Antikdrperschutz nicht nur die einzelnen

Tiere, sondern durch Verringerung der Menge und Dauer der Virusausscheidung
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(Allen 2002, Rolle et Mayr 2002) auch die anderen Tiere des Bestandes geringeren
Erkrankungsrisiken ausgesetzt sind, ist die Notwendigkeit der Impfung zur
Verringerung der Ausbreitung unbestritten. Desweiteren muss bedacht werden, dass
den natlrlich erworbenen Antikorperspiegeln der ungeimpften Pferde in jedem Fall
ein naturlicher Viruskontakt mit folgender Infektion vorangegangen ist. Diese
Infektion ohne vorherigen Impfschutz birgt selbstverstandlich neben der Ausbreitung
der Infektion auch die Gefahr von hohergradig ausgepragten klinischen
Infektionsverlaufen, die vermeidbaren wirtschaftlichen Schaden und individuelles

Leid zur Folge haben kdnnen.

4.10 Zusammenhang zwischen BALF und Serum

Bei Betrachtung der Titerhéhen finden sich im Serum regelmafig hohere Werte als in
der BALF. Desweiteren zeigen die Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten (rs) fur
den Zusammenhang der Antikorpertiter in Serum und BALF gegen EHV1 eine
deutliche Korrelation mit einem Faktor von 0,80 (NT) bzw. von 0,64 (IF). Eine nahe
liegende Erklarung scheint die Annahme eines Bildungsortes der Antikorper
aulRerhalb der Lunge mit folgendem Transport der Immunglobuline Gber das Blut in
die Lunge zu sein. Desweiteren mussen bei der vorliegenden Arbeit Verfalschungen
der BALF durch bei der Probenentnahme eingebrachte systemische Antikdrper aus
dem Blut kleinerer Verletzungen in Betracht gezogen werden. So wurden zwar alle
makroskopisch mit Blutbeimengungen verunreinigten Lavageflissigkeiten nicht in die
Untersuchung mit eingeschlossen, eine mikroskopische Beimengung von Blut und
somit auch von darin zirkulierenden Immunglobulinen kann jedoch nicht

ausgeschlossen werden.

Demgegenuber stehen jedoch die Ergebnisse der anderen untersuchten
Herpesvirusspezies EHV4. Hier zeigen sich Zusammenhange der Titer in beiden
Probenmaterialien unabhangig voneinander mit einer Rangkorrelation von 0,39 in NT
und IF. Aufgrund dieser niedrigen Korrelation liegt die Vermutung nahe, dass es sich
bei den in der BALF gegen EHV4 nachgewiesenen Antikdrpern um lokal produzierte
handelt, wie bereits seit Langerem von mehreren Autoren theoretisch in Betracht
gezogen wird (McGuire et Crawford 1972, Widders et al. 1984, Mair et al. 1987,
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1988). Diese lokale Antikérperproduktion lasst sich auch logisch mit der meist auf
den Respirationstrakt beschrankten Infektion durch EHV4 begrinden. Dagegen
erfolgt in der Regel nur durch EHV1 eine Infektion mononuklearer Leukozyten,
infolge derer es neben der Bildung von lokalen Antikérpern meist auch zur
Ausbildung systemischer Immunglobuline kommt (Gibson et al. 1992a, Rolle et Mayr
2002). Theoretisch kdnnte der Ursprung der Antikorper gegen EHV4 im Einzelfall
auch einmal systemisch zu suchen sein. Ein Transport aus dem Serum in die Lunge
ware somit durchaus bei beiden Virusspezies denkbar. Der Unterschied zwischen
den Antikdrpern gegen EHV1 und EHV4 konnte in diesem Falle durch einen
selektiven Transport aufgrund unterschiedlicher Eigenschaften der Virusspezies
erklarbar sein (Mair et al. 1988).

Unabhangig vom tatsachlichen Bildungsort der Antikorper konnten die sowohl bei
EHV1 als auch bei EHV4 nachgewiesenen héheren Serum- als BALF-Titer ahnliche
Ursachen haben. Im Falle der geimpften Tiere kann davon ausgegangen werden,
dass es im Anschluss an die intramuskular durchgefihrte Impfung zunachst zu einer
Bildung von Antikdrpern auf3erhalb der Lunge kommt. In diesem Falle misste sich
zumindest zunachst der Titer im Serum hdéher als in der BALF zeigen. Bei einem
spateren Transport dieser Globuline in die Lunge bzw. einer lokal in der Lunge
einsetzenden, evtl. auch langsamer ablaufenden Antikérperproduktion missen aber
noch andere Mechanismen die Unterschiede der Titerhdhen bedingen. So kdnnte es
in der Lunge durch Faktoren wie die lokale Sekretion zur Verdinnung der
Antikorperkonzentration aus dem Serum kommen. Im Falle von an COB erkrankten
Patienten kommt es, wie in Kapitel 2.1.3 bereits beschrieben, zu histologischen
Veranderungen am Epithel des Respirationstraktes. Infolge dieser veranderten
Epithelzusammensetzung erfolgt die Produktion gro3erer Mengen Bronchialsekretes
mit starkerer Viskositat, der sogenannten Hyper- und Dyskrinie (Turgut et Sasse
1989, Kaup et al. 1990, Deegen 1992, Dixon 1992). Hierin kdnnte neben den bereits
erwahnten Aspekten ein weiterer Erklarungsansatz fur die Unterschiede in der Hohe

der Antikorperspiegel zwischen den COB-Patienten und den Rennpferden bestehen.

Zu einer weiteren Abklarung des Bildungsortes der Antikorper ware sicherlich

zusatzlich eine Klassifizierung der nachgewiesenen Immunglobuline von Interesse
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gewesen. So finden sich im Bereich der Lunge Uberwiegend Antikérper der Klasse
Immunglobulin (Ig) G, IgA und minimale Mengen an IgM (Mair et al. 1987, Winder et
Fellenberg 1986). Dieses Vorkommen freier Imnmunglobuline spiegelt die histologisch
nachgewiesene Verteilung von Plasmazellen, die spezifisch die jeweiligen
Antikdrperklassen produzieren, wieder (Mair et al. 1988), so dass auch im
vorliegenden Fall davon ausgegangen werden kann, dass es sich um eine zumindest

zusatzliche lokale Produktion handelt.

4.11 Schlussfolgerungen

e Mit beiden hier beschriebenen Methoden ist der Nachweis von spezifischen
Antikorpern gegen EHV1 und EHV4 sowohl in BALF als auch in Seren
maoglich.

o Das indirekte Immunfluoreszenz-Verfahren ermittelte hohere Antikorper-Titer
als der Neutralisationstest.

e Ein Zusammenhang zwischen der Hohe der Antikérper-Spiegel und dem
Schweregrad der COB konnte nicht nachgewiesen werden.

e Ein Unterschied in der Hohe der Antikorpertiter aufgrund erfolgter Impfung
konnte nicht nachgewiesen werden.

e Ein Zusammenhang der Serum- mit der BALF-Antikorpertiterhohe liel3 sich fur
EHV1 mit rs = 0,80 (NT) bzw. rs = 0,64 (IF) nachweisen, betrug fur EHV4 aber
lediglich rs = 0,39 (NT und IF).
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5. Zusammenfassung

Chronische Atemwegserkrankungen stellen bei der Stallhaltung von Pferden ein
grofl3es Problem dar. Von Bedeutung ist hier insbesondere die chronisch obstruktive
Bronchitis (COB), die mit mehr als 20% eine der Hauptursachen equiner Morbiditat
darstellt. Trotz dieser groBen Bedeutung ist auch heute die Atiologie der Erkrankung

noch nicht aufgedeckt.

Schon frGh wurde jedoch der Stellenwert der virusbedingten Infektion im
Entstehungsprozess der COB beschrieben, da diese, gefolgt von bakteriellen
Sekundarinfektionen, haufig am Anfang der Erkrankung stehen. Eine grolle
Bedeutung scheinen hierbei die ubiquitar vorkommenden Equinen Herpesviren 1
(EHV1) und 4 (EHV4) zu besitzen.

Ziel der hier vorgelegten Untersuchungen war es, spezifisch gegen EHV1 und EHV4
gerichtete  Antikérper in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF)
nachzuweisen, ihren Bezug zu den entsprechenden im Serum gemessenen
Antikorpertitern festzustellen, sowie eventuelle Korrelationen zwischen diesen
Antikdrperspiegeln und dem klinischen Erscheinungsbild und/oder dem Impfstatus
aufzudecken. Hierzu wurden drei verschiedene Gruppen von Pferden untersucht:
53 Patienten der Medizinischen und Gerichtlichen Veterinarklinik der Justus-Liebig-
Universitat Gielden, bei denen die Diagnose COB gestellt wurde, 20 Fohlen im Alter
von etwa sechs Monaten sowie 24 gegen EHV1 und EHV4 geimpfte Rennpferde. Zur
Klarung kamen zwei Verfahren zum Einsatz: der Neutralisationstest (NT) und der

indirekte Immunfluoreszenztest (IF).

Mit beiden Testverfahren war der Nachweis von spezifischen Antikorpern gegen
EHV1 und EHV4 sowohl in BALF als auch in Seren prinzipiell moglich. Generell
ermittelte der IF hohere Antikdrper-Titer als der NT. Dabei gelang der Nachweis
mittels IF in 100% der Proben. Bei adulten Tieren (n= 77) war der Nachweis mit Hilfe
des NT im Serum ebenfalls zu 100% mdglich. In der BALF ist dies in 97% (gegen
EHV1) bzw. in 91% (gegen EHV4) der Proben gelungen. Bei der Gruppe der nicht
geimpften Fohlen konnten mittels NT in den Seren in 95% (gegen EHV4) bzw. in
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60% (gegen EHV1) der Proben Antikorpertiter ermittelt werden. Aus der BALF
gelang dies in der Fohlengruppe nur in 60% gegen EHV4, in keinem Fall gegen
EHV1. Dabei konnte mit keinem der beiden Verfahren ein Zusammenhang zwischen
Hohe der Antikorper-Spiegel und dem Schweregrad der COB im Falle der
Klinikspatienten nachgewiesen werden, sodass die atiologische Bedeutung von

Infektionen mit EHV1 und EHV4 auf eine initiale Rolle beschrankt zu sein scheint.

Eine Korrelation der Serum- mit der BALF-Antikorpertiterhdhe lie® sich fur EHV1 mit
einem Rangkorrelationskoeffizienten (rs) von rs = 0,80 (NT) bzw. rs = 0,64 (IF)
nachweisen, sodass ein Transport systemischer Antikorper in die Lunge in Betracht
kommt. Fur EHV4 betrug der Zusammenhang lediglich rs = 0,39 (NT und IF). Es
scheint hier eine lokale Produktion von Antikorpern in der Lunge gegen diese

Virusspezies vorzuliegen.

Bei den 53 COB-Patienten wurden die ermittelten Antikdrpertiter zusatzlich auf ihren
Zusammenhang mit dem Impfstatus der Tiere Uberpruft. Hierbei zeigten sich fast
ausschlieRlich nicht signifikante Unterschiede zwischen den gegen EHV1 und EHV4
geimpften (n = 25) und den nicht geimpften (n = 28) Patienten. Lediglich im Falle der
Untersuchung auf Antikérper gegen EHV4 mittels IF zeigten sich die Titer der
geimpften Pferde schwach signifikant hdher als die der ungeimpften. Dies deutet auf
Induktion nicht neutralisierender Antikdrper durch die Impfung hin, da diese allein
vom IF erfasst werden. Insgesamt muss berucksichtigt werden, dass der Grol3teil der
Impfanamnesen lediglich auf Angaben der Besitzer beruht und nur selten mit Hilfe
von Impfausweisen nachgepruft werden konnte. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass vereinzelt fehlende oder bereits langer zuruckliegende Impfungen als
durchgefuhrt angegeben wurden. Hierin kann sicherlich die Ursache fur das
Ausbleiben signifikanter Unterschiede zwischen geimpften und nicht geimpften
Patienten liegen. Desweiteren kénnten hohe Titer bei den ungeimpften Patienten

infolge naturlicher Infektionen auftreten.
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6. Summary

Chronic airway disorders in stabled horses are recognised as a serious health
problem for a long time. Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) in equine
medicine, nowadays also known as recurrent airway obstruction (RAQO), causes more
than 20% of all cases of equine morbidity. However, despite the high case load, the
etiology of this disease is still not clarified.

It has been hypothesized since a long time, that viral infections of the respiratory
tract, followed by secondary bacterial infections, may initiate the chronic airway
disease in the horse. Ubiquitous viruses like equine herpes virus 1 (EHV1) and 4

(EHV4) are considered to be especially important in this context.

The first aim of this study was to demonstrate specific antibodies against EHV1 and
EHV4 in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of horses suffering from COPD. Further
evaluations concerning correlations of antibody-titers between BALF and serum,
antibody levels and clinical grade respectively vaccination status followed. 3 different
groups of horses were examined: 53 patients of the Medical and Forensic Clinic of
the Justus-Liebig-University Giessen, which were diagnosed as suffering from
COPD; 20 non vaccinated foals, aged about 6 months and 24 against EHV1 and
EHV4 vaccinated racing thoroughbreds. To measure antibody titers, two different
methods were used: the neutralisation test (NT) and the indirect immunofluorescence
test (IF).

Both methods detected specific antibodies against EHV1 and EHV4 in BALF as well
as in serum samples. In general, the IF determined higher antibody titers than the
NT. Using IF, antibodies against both virus species were shown in all BALF and
serum samples. By using NT, antibody titers were detectable in sera of all adult
horses (n=77) too. In BALF, 97% showed specific antibodies against EHV1, and in
91% of all adult BALF samples, antibodies against EHV4 were detectable
concurrently by NT. A correlation of clinical importance between the level of
antibodies and the severity of COPD could not be proven with either test method. In

conclusion, an etiological importance of infections with EHV1 and EHV4 for the
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development of COPD in the horse seems to be of minor importance or limited to an

initial role only.

Looking at the unvaccinated foals (n=20), 95% of the serum samples were positive
for antibodies against EHV4. In 60% of the foal sera, antibodies against EHV1 were
found. Testing BALF, 60% of the foals showed antibody titers against EHV4, but in
none of the youngsters, antibodies against EHV1 were detectable.

Between serum and BALF antibody titers against EHV1, correlation coeffficients
(Spearman rank) of rs = 0.80 (NT) and rs = 0.64 (IF) were calculated. Possibly, this is
due to a transport of systemic antibodies from the blood into the lungs. However, the
correlation coefficient for EHV4 between BALF and serum was only 0.39 (NT and IF).
The disproportion in these coefficients leads to the hypothesis, that a local production

of antibodies against EHV4 takes place in the lungs.

Within the 53 COPD horses, antibody titers were evaluated for their relationship to
the status of vaccination. There were no significant differences between antibody
titers in vaccinated (n = 25) versus non vaccinated (n = 28) horses. Statistically,
slightly significant higher levels of antibodies in vaccinated horses were only detected
against EHV4 by using IF. Probably, this difference was caused by non neutralizing
antibodies, which are detected by IF additionally.

However, low antibody titers in spite of vaccination may result from owner
information. Presumably, some patient owners have mentioned vaccinations, which
were not accomplished at all or took place before the time of interest - vaccination
documents were rarely available. On the other hand, relatively high titers due to

natural infections within the unvaccinated horses could have biased the results too.
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Anhang

8.1

Tab.

Tab.

Tab.

Tabellenverzeichnis

Tab. 4
Tab. 5
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Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10:

11:

Genera und einige Spezies der Subfamilie Alphaherpesvirinae
(zusammengefasst aus: Mohanty et Dutta 1999, Verter et al.
1999, Wintzer 1999, Fields et al. 2002, Modrow et Falke
2002b, Rolle et Mayr 2002).

Genera und einige Spezies der Subfamilie Betaherpesvirinae
(zusammengefasst aus: Mohanty et Dutta 1999, Verter et al.
1999, Wintzer 1999, Fields et al. 2002, Modrow et Falke
2002b, Rolle et Mayr 2002).

Genera und einige Spezies der Subfamilie
Gammabherpesvirinae (zusammengefasst aus: Mohanty et
Dutta 1999, Verter et al. 1999, Wintzer 1999, Fields et al.
2002, Modrow et Falke 2002b, Rolle et Mayr 2002).
Endoskopie-Score nach Dickmann (1987)

Score-System zur Einteilung der Pferde in Gruppen mit
unterschiedlichem Krankheitsgrad einer COB nach klinischen
Befunden

Einteilung des Erkrankungsgrades nach dem leicht
modifizierten Score-System von Ohnesorge et al. (1998)
Einteilung in Erkrankungsgrade nach dem
Gesamtscoresystem (arithmetische Mittelwerte und
Standardabweichungen)

Auspragung und Verteilung der klinischen Symptome je nach
Erkrankungsgrad (Anzahl der Patienten)

Arterielle Blutgaswerte nach Erkrankungsgrad aufgeteilt
(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)
Endoskopiebefunde in Abhangigkeit vom Erkrankungsgrad
(arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen)
Ergebnisse des EHV1-NT aus BALF innerhalb der COB-

Patienten
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12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

109:
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Tab.23:

Tab.

Tab.
Tab.

24:

25:
26:

Ergebnisse des EHV1-NT aus Serum innerhalb der COB-
Patienten

Ergebnisse des EHV1-NT innerhalb der COB-Patienten unter
Berucksichtigung des Impfstatus (bezlglich EHV1 und EHV4)
Ergebnisse des EHV1-IF aus BALF innerhalb der COB-
Patienten

Ergebnisse des EHV1-IF aus Serum innerhalb der COB-
Patienten

Ergebnisse des EHV1-IF innerhalb der COB-Patienten unter
Berucksichtigung des Impfstatus (bezuglich EHV1 und EHV4)
Ergebnisse des EHV4-NT aus BALF innerhalb der COB-
Patienten

Ergebnisse des EHV4-NT aus Serum innerhalb der COB-
Patienten

Ergebnisse des EHV4-NT innerhalb der COB-Patienten unter
Berucksichtigung des Impfstatus (bezlglich EHV1 und EHV4)
Ergebnisse des EHV4-IF aus BALF innerhalb der COB-
Patienten

Ergebnisse des EHV4-IF aus Serum innerhalb der COB-
Patienten

Ergebnisse des EHV4-IF innerhalb der COB-Patienten unter
Berucksichtigung des Impfstatus (bezuglich EHV1 und EHV4)
Ubersicht (iber die Mittelwerte der Antikorperspiegel aller
Tests im Gruppenvergleich

Ubersicht (iber die Mittelwerte (MW), Minimum (min),
Maximum (max) und Signifikanzen der Antikdrperspiegel aller
Tests bezuglich des Impfstatus (gegen EHV1 und EHV4)
innerhalb der COB-Patienten

Ergebnisse aus dem Neutralisationstest

Ergebnisse aus dem indirekten Immunfluoreszenztest
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75

76

81

84

85

90

93

94

99

102

103

113

118
156
158



8.2

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abbildungsverzeichnis

1:

10:
11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

Schematischer Aufbau eines Herpesvirus (zusammengestellt
aus Falke 1999a, Braun 2002)

Testprinzip des Neutralisationstests (nach Rolle et Mayr 2002)
Vorlage des Gewebekulturmediums

Vorlage einer Probe

Herstellen der Verdunnungsreihen

Zugabe der Virusgebrauchsverdinnung

Virustitration

Mikroskopische Darstellung eines cpE (Okular 6,5 x, Objektiv
10 x)

Testprinzip der indirekten Immunfluoreszenz

Darstellung eines Box-and-Whisker-Plots

Gruppenvergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests
ermittelten Titer gegen EHV1 aus BALF

Gruppenvergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests
ermittelten Titer gegen EHV1 aus Serum

Vergleich der mit Hilfe des EHV1-NT ermittelten Titer aus
BALF bei gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25) und nicht
geimpften (n=28) COB-Patienten (nicht signifikant)

Vergleich der mit Hilfe des EHV1-NT ermittelten Titer aus
Serum bei gegen EHV1 und EHV4 geimpften (n=25) und nicht
geimpften (n=28) COB-Patienten (nicht signifikant)

Korrelation zwischen mit Hilfe des Neutralisationstests
ermittelten Titern aus BALF und aus Serum gegen EHV1
Gruppenvergleich der mit Hilfe der Immunfluoreszenz
ermittelten Titer gegen EHV1 aus BALF

Gruppenvergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests
ermittelten Titer gegen EHV1 aus Serum

Vergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten
Titer gegen EHV1 aus BALF bei gegen EHV1 und EHV4
geimpften (n=25) und nicht geimpften (n=28) COB-Patienten
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52
52
53
53
54
54
56
58
69
71

74

77

77

78

80

83

86



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

19:

20:

21:

22:

23:

24

25:

26:

27:

28:

29:

30:

Vergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten
Titer gegen EHV1 aus Serum bei gegen EHV1 und EHV4
geimpften (n=25) und nicht geimpften (n=28) COB-Patienten
Korrelation zwischen mit Hilfe des indirekten
Immunfluoreszenztests ermittelten Titern aus BALF und aus
Serum gegen EHV1

Gruppenvergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests
ermittelten Titer gegen EHV4 aus BALF

Gruppenvergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests
ermittelten Titer gegen EHV4 aus Serum

Vergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten
Titer gegen EHV4 aus BALF bei gegen EHV1 und EHV4
geimpften (n=25) und nicht geimpften (n=28) COB-Patienten
Vergleich der mit Hilfe des Neutralisationstests ermittelten
Titer gegen EHV4 aus Serum bei gegen EHV1 und EHV4
geimpften und nicht geimpften COB-Patienten

Korrelation zwischen mit Hilfe des Neutralisationstests
ermittelten Titern aus BALF und aus Serum gegen EHV4
Gruppenvergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests
ermittelten Titer gegen EHV4 aus BALF

Gruppenvergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests
ermittelten Titer gegen EHV4 aus Serum

Vergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten
Titer gegen EHV4 aus BALF bei gegen EHV1 und EHV4
geimpften (n=25) und nicht geimpften (h=28) COB-Patienten
(schwach signifikant bei p = 0,03)

Vergleich der mit Hilfe des Immunfluoreszenztests ermittelten
Titer gegen EHV4 aus Serum bei gegen EHV1 und EHV4
geimpften (n=25) und nicht geimpften (n=28) COB-Patienten
(schwach signifikant bei p = 0,05)

Korrelation zwischen mit Hilfe des indirekten
Immunfluoreszenztests ermittelten Titern aus BALF und

aus Serum gegen EHV4
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8.3 Tabellarischer Anhang

Tab. 25: Ergebnisse aus dem Neutralisationstest

EHV1-AK | EHV1-AK | EHV4-AK | EHV4-AK

Pferd Gruppe in BALF in Serum in BALF in Serum

[log Dso] [log Dso] [log Dso] [log Dso]
01 CcOB 0,987 3,339 2,196 3,339
02 CcOB 1,208 2,862 1.685 2,863
03 CcoB 1,721 2,149 1,721 2,863
04 CcOB 0,919 2,862 1,397 2,620
05 CcoB 1,239 3,036 1,239 2,369
06 CcOB 1,029 2,862 1,498 2,369
07 CcoB 2,076 3,339 2,076 2,863
08 COB 0,885 2,862 1,131 2,369
09 COB 1,718 2,620 2,196 3,339
10 COB 0,544 2,386 1,754 2,620
11 COB 1,087 2,386 1,811 2,369
12 COB 1,078 2,386 1,802 2,863
13 COB 0,884 2,862 1,130 2,863
14 COB 1,192 1,908 1,192 2,369
15 COB 1,535 2,149 1,279 3,036
16 COB 1,106 2,862 1,352 2,863
17 COB 2,204 3,036 2,204 3,339
18 COB -0,071 3,036 -0,071 2,369
19 CcoB 0,854 2,620 0,839 2,863
20 CcOB 1,260 2,149 1,987 2,863
21 CcOB 1,022 2,386 -0,071 2,369
22 CcoB 1,697 2,149 1,697 2,369
23 CcOB 1,003 1,908 1,003 2,149
24 CcoB 0,890 2,386 -0,071 1,672
25 CcOoB 0,697 2,386 0,944 2,369
26 CcOoB 0,816 1,672 -0,071 2,149
27 CcoB 0,899 2,386 -0,071 2,863
28 CcoB 0,897 2,862 0,241 2,369
29 COB 1,458 2,620 0,981 3,339
30 COB 0,477 2,386 0,477 3,339
31 COB 1,318 3,036 0,841 3,339
32 COB 2,209 3,339 1,258 2,863
33 COB 1,634 3,036 0,916 2,863
34 COB 0,577 1,908 1,055 1,908
35 COB 0,852 1,908 0,852 1,431
36 COB 0,900 1,908 1,377 2,369
37 COB 0,879 1,908 0,879 1,908
38 COB 1,436 3,339 -0,071 2,369
39 COB 1,269 2,620 1,973 3,339
40 CcOB 1,103 1,908 0,626 2,369
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EHV1-AK | EHV1-AK | EHV4-AK | EHV4-AK

Pferd Gruppe in BALF in Serum in BALF in Serum

[log Dso] [log Dso] [log Dso] [log Dso]
41 COB 0,626 1,908 0,626 2,369
42 CcoB 1,939 3,339 1,462 2,863
43 COB 0,632 2,386 1,109 3,578
44 CcoB 1,866 2,386 1,389 2,863
45 CcOB 0,758 1,908 1,235 2,620
46 CcoB 0,861 1,431 0,863 2,369
47 CcOB 1,563 1,908 1,563 2,369
48 COB 1,467 1,431 1,945 2,620
49 CcoB 2,545 3,339 1,591 3,339
50 CcOB 1,692 1,908 1,215 2,369
51 CcoB 1,409 1,908 0,932 2,620
52 CcoB 0,738 2,149 -0,071 3,036
53 CcoB -0,071 1,431 1,304 3,339
54 Fohlen -0,071 -0,071 -0,071 2,369
55 Fohlen -0,071 -0,071 -0,071 2,149
56 Fohlen -0,071 -0,071 -0,071 1,908
57 Fohlen -0,071 -0,071 1,798 2,863
58 Fohlen -0,071 1,672 1,943 2,369
59 Fohlen -0,071 -0,071 -0,071 2,149
60 Fohlen -0,071 -0,071 -0,071 1,908
61 Fohlen -0,071 -0,071 1,886 2,369
62 Fohlen -0,071 -0,071 1,890 2,863
63 Fohlen -0,071 1,204 1,331 2,149
64 Fohlen -0,071 1,908 2,325 2,369
65 Fohlen -0,071 1,672 2,752 2,863
66 Fohlen -0,071 1,204 1,704 2,369
67 Fohlen -0,071 1,431 1,940 2,369
68 Fohlen -0,071 1,431 2,131 1,908
69 Fohlen -0,071 2,149 2,552 2,863
70 Fohlen -0,071 1,908 1,900 2,369
71 Fohlen -0,071 1,431 2,367 1,908
72 Fohlen -0,071 1,672 -0,071 1,908
73 Fohlen -0,071 0,954 -0,071 -0,071
74 Rennpferde 2,185 3,339 2,185 2,620
75 Rennpferde 1,942 3,578 1,942 2,863
76 Rennpferde 2,416 3,339 1,693 3,036
77 Rennpferde 2,477 3,036 2,486 3,578
78 Rennpferde 1,921 2,862 1,452 3,036
79 Rennpferde 1,561 2,862 1,561 2,863
80 Rennpferde 2,484 2,862 2,238 2,863
81 Rennpferde 2,574 3,578 2,106 2,149
82 Rennpferde 2,062 2,862 2,062 2,620
83 Rennpferde 2,211 3,578 2,457 2,863
84 Rennpferde 1,591 3,339 1,344 2,863
85 Rennpferde 2,009 3,817 2,009 3,339
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EHV1-AK | EHV1-AK | EHV4-AK | EHV4-AK

Pferd Gruppe in BALF in Serum in BALF in Serum

[log Dso] [log Dso] [log Dso] [log Dso]
86 Rennpferde 2,214 3,339 2,214 2,369
87 Rennpferde 2,569 3,578 2,101 3,817
88 Rennpferde 2,115 3,036 2,115 3,036
89 Rennpferde 2,213 3,339 2,213 3,339
90 Rennpferde 2,507 3,339 2,039 2,620
91 Rennpferde 2,134 3,339 2,134 2,863
92 Rennpferde 2,306 3,578 2,059 3,036
93 Rennpferde 2,349 3,339 2,349 2,863
94 Rennpferde 2,195 3,817 1,727 2,863
95 Rennpferde 2,224 2,862 2,224 2,863
96 Rennpferde 2,391 2,620 2,391 2,369
97 Rennpferde 2,647 3,578 2,902 3,339

Tab. 26: Ergebnisse aus dem indirekten Immunfluoreszenztest

EHV1-AK | EHV1-AK | EHV4-AK | EHV4-AK

Pferd Gruppe in BALF in Serum in BALF in Serum

[log Dso] [log Dso [log Dso [log Dso]
01 COB 1,191 3,709 2,395 3,709
02 COB 1,634 3,107 2,236 3,107
03 COB 2,147 2,505 2,147 3,408
04 COB 1,071 3,408 2,249 3,107
05 COB 1,365 3,408 1,666 2,806
06 COB 1,401 3,107 1,702 2,806
07 COB 2,326 3,709 2,025 3,408
08 COB 1,256 3,107 1,557 2,806
09 COB 1,968 3,107 2,269 3,709
10 COB 1,356 2,806 2,259 3,107
11 COB 1,459 2,806 2,061 2,806
12 COB 1,449 3,107 2,353 3,408
13 COB 1,556 3,408 2,158 3,107
14 COB 1,618 2,505 1,618 2,806
15 COB 2,086 2,505 1,785 3,408
16 COB 1,477 3,408 1,778 3,107
17 COB 2,012 3,408 2,614 3,709
18 COB 1,329 3,709 1,617 2,806
19 COB 1,279 3,107 1,581 3,408
20 COB 1,686 2,806 2,288 3,408
21 COB 1,394 2,806 1,695 2,806
22 COB 2,123 2,505 2,123 2,806
23 COB 1,429 2,505 1,730 2,806
24 COB 1,262 3,107 1,262 2,204
25 COB 0,768 2,806 1,671 2,806
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EHV1-AK | EHV1-AK | EHV4-AK | EHV4-AK

Pferd Gruppe in BALF in Serum in BALF in Serum

[log Dso] [log Dso] [log Dso] [log Dso]
26 COB 1,242 2,505 1,242 2,505
27 CcoB 1,326 3,107 1,928 3,408
28 COB 1,403 3,408 1,704 2,806
29 CcoB 1,708 3,107 1,708 3,709
30 CcOB 0,903 3,107 1,806 3,709
31 CcoB 1,568 3,408 1,267 3,709
32 CcOB 2,408 3,709 1,505 3,408
33 CcOB 1,944 3,709 1,944 3,408
34 CcoB 1,003 2,505 1,606 2,505
35 CcOB 1,102 2,505 1,102 1,903
36 CcoB 1,326 2,204 1,928 2,806
37 CcoB 1,304 2,505 1,304 2,505
38 CcoB 1,811 3,709 1,509 2,806
39 coB 1,871 3,107 2,473 3,709
40 COB 1,654 2,505 1,654 3,107
41 coB 1,052 2,505 1,353 3,107
42 COB 2,013 4,010 2,013 3,408
43 CcoB 1,058 2,806 1,660 3,408
44 COB 2,116 3,107 1,815 3,408
45 COB 1,184 2,505 1,485 3,107
46 coB 1,287 2,204 1,287 2,806
47 COB 1,989 2,505 1,989 2,806
48 CcoB 1,592 2,204 2,495 3,107
49 COB 2,017 3,709 2,017 3,709
50 CcoB 1,942 2,505 1,641 2,806
51 COB 1,659 2,204 1,358 3,107
52 CcOB 1,109 2,806 1,712 3,408
53 CcoB 0,939 1,903 1,855 3,709
54 Fohlen 1,319 0,699 1,319 2,806
55 Fohlen 1,214 0,699 1,214 2,505
56 Fohlen 0,938 0,699 0,938 2,505
57 Fohlen 1,145 0,699 2,048 3,107
58 Fohlen 1,466 1,903 2,670 2,806
59 Fohlen 1,441 0,699 1,139 2,505
60 Fohlen 0,935 0,699 0,935 2,204
61 Fohlen 1,409 0,699 2,011 2,806
62 Fohlen 1,413 0,699 2,316 3,107
63 Fohlen 1,155 1,602 1,757 2,505
64 Fohlen 1,848 2,204 3,052 2,806
65 Fohlen 1,798 2,204 2,099 3,107
66 Fohlen 1,227 1,602 2,129 2,806
67 Fohlen 1,241 1,903 2,445 2,806
68 Fohlen 1,900 1,903 2,502 2,204
69 Fohlen 1,422 2,505 1,723 3,107
70 Fohlen 1,246 2,204 2,150 2,806
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EHV1-AK | EHV1-AK | EHV4-AK | EHV4-AK

Pferd Gruppe in BALF in Serum in BALF in Serum

[log Dso] [log Dso] [log Dso] [log Dso]
71 Fohlen 1,163 1,903 2,668 2,505
72 Fohlen 1,298 2,204 1,299 2,505
73 Fohlen 1,181 1,301 1,181 1,181
74 Rennpferde 2,255 3,709 1,954 3,107
75 Rennpferde 2,012 3,709 2,012 3,107
76 Rennpferde 2,967 3,709 2,064 3,408
77 Rennpferde 2,556 3,408 2,255 3,709
78 Rennpferde 2,125 3,107 2,125 3,408
79 Rennpferde 2,233 3,107 1,932 3,408
80 Rennpferde 2,910 3,408 2,007 3,709
81 Rennpferde 2,778 3,709 1,875 2,505
82 Rennpferde 2,133 3,408 1,831 3,408
83 Rennpferde 2,582 4,010 2,883 3,107
84 Rennpferde 2,017 3,709 2,017 3,107
85 Rennpferde 2,38 4,010 2,380 3,709
86 Rennpferde 2,639 3,709 2,639 2,806
87 Rennpferde 2,774 3,709 2,473 4,311
88 Rennpferde 2,487 3,408 2,487 3,408
89 Rennpferde 2,584 3,709 1,982 3,709
90 Rennpferde 2,711 3,709 2,410 3,107
91 Rennpferde 2,505 3,709 2,505 3,408
92 Rennpferde 2,732 3,709 1,829 3,408
93 Rennpferde 2,419 3,709 2,119 3,408
94 Rennpferde 2,399 4,311 1,797 3,107
95 Rennpferde 2,295 3,408 2,295 3,107
96 Rennpferde 2,516 3,107 2,817 2,806
97 Rennpferde 2,851 4,010 2,852 3,709
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