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Maoglichkeiten und Grenzen der atiologischen
‘Differenzierung der equinen Herpesvirusinfektionen
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Zusammenfassung

Von den fiinf Herpesviren der Pferde sind
drei Spezies fiir die Pferdepopulation als
Krankheitserreger bedeutsam: 1. das equine
Herpesvirus vom Typ 1 (EHV-1) verursacht
den Virusabort und wird zudem mit neurolo-
gischen Symptomen in Verbindung gebracht.
Es ist mit dem equinen Herpesvirus Typ 4
(EHV4) serologisch und genetisch eng ver-
wandt (Allen und Turtinen 1982). Das vor-
herrschende klinische Bild, das durch diese
Virusspezies hervorgerufen wird, ist eine
meist mild verlaufende Infektion des oberen
Respirationstraktes (Rhinopneumonitis).

Das equine Herpesvirus vom Typ 3 (EHV-3)
ist weit weniger bedeutsam und fihrt durch
venerische Ubertragung zur Ausprigung des
Koitalexanthems in der Genitalschleimhaut
bei Stuten und Hengsten (Pascoe et al. 1968).

Die Infektion mit dem equinen Herpesvirus 2
(EHV-2; Cytomegalovirus) verliduft im allge-
meinen ohne klinische Symptome. Fiir das
EHV-2 ebenso wie fiir das kiirzlich beschrie-
bene equine Herpesvirus 5 (EHV-5; Agius et
al. 1992) gibt es in der Bundesrepublik
Deutschland keine gesicherten Hinweise fiir
cine Klinische Relevanz.

Die Diagnose bei Verdacht auf EHV-1- und
EHV<4-Infektionen stiitzt sich vor allem auf
den Nachweis des Antigens in Organen von
abortierten Feten (EHV-1) bzw. aus Nasen-
tupfern (EHV4) durch Immunofluoreszenz
und Virusnachweis in der Zellkultur.

Als neue Methode steht auch der direkte Nu-
kleinsidurenachweis mit der Polymeraseket-
tenreaktion (PCR) zur Verfiigung. Mit dieser
Methode ist die Differenzierung zwischen
EHV-1 und EHV 4 einerseits, aber auch zwi-
schen dem in Deutschland weit verbreiteten
Lebendimpfstamm RacH und Feldvirusiso-
laten innerhalb von 8 h nach Eingang des
Probenmaterials miglich (Osterrieder et al.
in Vorbereitung). Unsere vergleichenden Un-
tersuchungen ergaben, dafl die PCR-Metho-
de eine verldfliche und sensitive Diagnose er-

Jaubt.
Die serologische Untersuchung hinsichtlich

dieser beiden Viren basiert vor allem auf
dem Serumneutralisationstest. Dessen Aus-

sagekraft und die Miglichkeiten einer serolo-
gischen Differenzierung zwischen beiden Vi-
ren sind allerdings zuriickhaltend zu beurtei-
len. So ist eine einmalige Statuserhebung un-
zureichend. Nur ein Antikdrperanstieg in-
nerhalb eines Zeitintervalles von 2 bis 3 Wo-
chen kann auf eine abgelaufene Infektion
deuten. Seit kurzem steht dariiber hinaus ein
ELISA mit gentechnologisch (rekombinan-
tem) EHV-1-Glykoprotein aus Insektenzellen
zur Verfiigung, der in seiner Sensivitit dem
SNT entspricht, dessen Praktikabilitiit aber
in weiteren Versuchen erprobt werden muf}.

Der Nachweis von EHV-3 wird cbenfalls mit
der Immunofluoreszenz und dem Erreger-
nachweis in der Zellkultur gefiihrt. Durch
das relativ seltene Yorkommen und das ein-
deutige klinische Bild ist jedoch mit diesen
Verfahren eine verldBliche Diagnose mog-
lich. In dem Beitrag werden aktuelle Zahlen
iiber die Inzidenz und Privalenz der EHV-
Infektionen aufgrund der Diagnostikbefunde
des Institutes prisentiert.

Einleitung

Die neueste Klassifikation und Nomenkla-
tur der Viren (Francki et al. 1991) umfaBt dic
Unterfamilien Alpha-, Beta- und Gamma-
herpesvirinac. Bei den Pferden sind bisher
fiinf genuinc Herpesviren bekannt, dic den
Unterfamilien Alphaherpesvirinae (equincs
Herpesvirus 1, 4 und 3) sowic Betahcrpesvi-
rinae (equincs Herpesvirus 2) angehéren,
Die equinen Herpesviren 6, 7und 8 kommen
nur bei Eseln vor und spiclen veterinirmedi-
zinisch keine wesentliche Rolle (Roizman
1992). Dancben konnen sich Pferde auch mit
dem porzinen Herpesvirus 1, dem Aujeszky-
(Pseudorabics-)Virus, infizieren und unter
den typischen Symptomen der Pseudowut
erkranken. Dicse Herpesvirusinfektion bzw.
-erkrankung soll in diesem Beitrag nicht ni-
her besprochen werden, da sic zahlenmiBig
von untcrgeordneter Bedeutung ist.

Herpesviren im allgemeinen, und equine
Herpesviren im besonderen, sind zu persi-
sticrenden bzw. latenten Virusinfektionen
befahigt. Beides sind Sonderformen der Vi-
rusreplikation, die ohne klinische Erschei-

nungen cinhergehen und daher cine beson-
dere Problematik fiir dic Diagnostik von
Herpesviren darstellen. Da dic Begriffc Vi-
ruslatenz und Viruspersistenz hiiufig félsch-
licherweise als Synonyme bezeichnet wer-
den, soll hicr zunichst noch cinmal einc De-
finition der Begriffe gegeben werden.,

Viruslatenz: Sic stellt cinc Sonderform der
Virus-Wirtszcll-Interaktion dar, bei der kein
infektitses Virus gebildet wird. Dic Virusre-
plikation beschrinkt sich vielmchr auf dic
Synthese der viralen Nukleinsiiure oder Pro-
teine oder Tcile von beiden.

Viruspersistenz: Bei dieser Form wird infck-
tioses Virus gebildet, dic betroffene Wirts-
zclle aber im allgemeinen nicht im Sinne ei-
nes lytischen Effcktes geschidigt wird. Es
liegt also cin biologisches Gleichgewicht zwi-
schen Wirtszelle und Erreger vor.

Latente oder persisticrende Virusinfektio-
ncn konnen aber durch wirtsbedingte Fakto-
ren (StreB, Hormone, immunsuppressive
Behandlung usw.) im Sinne eincs produkti-
ven Vermechrungszyklus mit Ausscheidung
in infektidsem Virus aktiviert werden. Mit
den iiblichen diagnostischcn Methoden sind
diesc Formen der Herpesvirusinfektion
nicht odcr nicht sicher zu bestimmen. Letzt-
lich kdnnen nur molckularbiologische Me-
thoden, wic z. B. Hybridisicrungstechniken,
Restriktionsanalyse viraler DNA oder dic
Polymerasekettenreaktion (PCR) in Sek-
tionsmaterial oder pcriphcren Blutlcukozy-
ten latentes oder persisticrendes Herpesvi-
rus nachweisen. Alle genannten Verfahren
sind zwar in unscrem Institut ctablicrt, doch
sind sie fiir Routincuntersuchungen zu auf-
wendig.

In jedem Fall muB beim Nachweis EHV-spe-
zifischer Antikdrper auch mit dem Vorhan-
denscin von okkultem Virus gerechnet wer-
den. Der negative Antikorpernachweis
schlieBt somit latentes vder persistierendes
Virus nicht aus.

Aus dem Institut fiir Medizinische Mikrobiologie,
Infcktions- und Seuchenmedizin, Ludwig-Maximi-
lians-Universitiit Miinchen
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Ergebnisse und Diskussion

Herpesviren stellen neben den Influenzavi-
ren dic hitufigsic Ursache von Viruserkran-
kungen bei Pferden dar. Von den bislang be-
schrichenen fiinf cquinen Herpesviren sind
drci Spezics obligat pathogen und verursa-
chen akute klinische Erkrankungen und ho-
he wirtschaftlichc Verluste.

Dazu gehort zum cinen das cquine Herpesvi-
rus 1 (EHV-1),dasdcr Errcger des Stutenab-
ort(cs ist. Ebenfalls zur Subfamilic Alphahcer-
pesvirinac ist das cquinc Herpesvirus 4
(EHV-4) zu rechnen, das dic Rhinopncumo-
nitis verursacht. Jedoch ist bei diesem Virus
auch cin abortogencs Potential vorhanden,
so dafB3 gelcgentlich auch aus aborticrten Fe-
tecn EHV-4 isolicrt bzw. virusspezifisches
Antigen nachgewicsen werden kann.

Necben der genitalen und respiratorischen
Lokalisation werden beide Viren auch mit
zentralnervésen Symptomen in Verbindung
gebracht. In der Literatur wird jedoch iiber-
cinstimmend dariiber berichtet, dad der Vi-
rus- bzw. Antigennachweis in Gehirn-, Rik-
kenmark- und Liquorproben solcher Pferde
mit zentralnervdésen Symptomen zumeist ne-
gative Ergebnisse erbracht hat. Auch mit ¢i-
ncr modifizicrten PCR (Polymcrasc chain
rcaction), dic den Nachweis von 50 physikali-
schen Viruspartikeln crlaubt, ist cs uns bis-
her nicht gelungen, EHV-1- oder EHV4-
Genomsequenzen im ZNS oder im Liquor
nachzuwcisen. Ahnliche Ergebnisse licgen
unter Verwendung der In-situ-Hybridisic-
rung vor (Dahme personl. Mitteilung). In ci-
ner kiirzlichen Studic gelang cs dagegen
Thein ct al. (1993), bei Pferden mit der parc-
tisch-paralytischen Verlaufsform EHV-spe-
zifische DNA mittcls molckularbiologischer
Techniken nachzuwcisen. Allerdings verlief
auch in diesen Fillen dic Virusisolicrung nc-
gativ. Da scrologischc Untersuchungen ci-
ncn mittclbaren Zusammenhang zwischen
cquincn Herpesvirusinfektionen und ciner
zentralnervosen Symptomatik suggericren,
wird cin Autoimmunitiitsgeschehen in der
Pathogencsc dicscr Erkrankung diskuticrt.

Das cquinc Herpesvirus 3 ist der Errcger ci-
ner vencrischen Infcktion bei Stuten und
Hcngsten, des sogenannten  Coitalexan-
thems oder Bliischenausschlages. Obwohl
dic inzidcnz dicscr Erkrankung deutlich hin-
ter den EHV-1- und EHV4-Infcktionen zu-
riicktritt, kommen sporadischc Krankhcits-
fillc doch gelegentlich auch in der Bundes-
rcpublik zur Beobachtung.

Das cquine Herpesvirus 2, cin Cytomegalic-
virus, wurde zuniichst bei Fiillen von Kerato-
konjunktivitis fcstgestellt. Aber auch diesem
Herpesvirus kommt chenso wic dem in Au-
stralien beschriebenen cquinen Herpesvirus
5 nach dcn Erfahrungen unserer Instituts-
diagnostik kcinc wesentliche Bedcutung als
Pathogen zu.

Das Schwergewicht im Infcktionsgeschehen
mit cquinen Herpesvirusinfektionen liegt
beim EHV-1. Von den zwischen 1979 und
1993 insgesamt untersuchten 1286 aborticr-
ten Feten wurden in 242 Fillen (18,8 Pro-
zcnt) durch fluoreszenzserologischen Anti-
gennachweis und Zcellkulturnachweis von re-
plikationsfihigem Virus EHV-1-positive Be-
fundc crhoben. Die jahresmiBige Vertci-
lung positiver und ncgativer Proben ist in
Abbildung | dargestellt. Daraus geht cin-
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Abb. 1: EHV-1-Diagnostik aus abortierten Fohlen von 1979 bis 1993

deutig hervor, daB ab Mittc der 80ger Jahre
cin signifikanter Riickgang — mit Ausnah-
me dcs Jahres 1987 — EHV-1 bedingter Ab-
orte zu verzeichnen ist. Dicsc erfreuliche
Entwicklung ist ohne Zweifel auf die Einfiih-
rung EHV-1- bzw. EHV-4-spezifischer Impf-
stoffc zuriickzufiithren. Die konsequente und
regelmiBige Anwcndung der EHV-Impf-
stoffe verringert nicht nur den Antcil virus-
bedingter Aborte bei Stuten, sondern redu-
zicrt auch dic Verluste durch das paretisch-
paralytische Syndrom. Dabci ist es nach ei-
genen Feststellungen relativ unerheblich, ob
dic Impfprophylaxe mit Lecbendvakzinen
oder mit jnaktivierten Impfstoffen prakti-
zicrt wird.

Dic Diagnose der EHV-1- und EHV4-Infek-
tionen kann durch cinen Virusnachweis in
der Zcllkultur mittels Nasentupfer- bzw.
Trachcalspiilproben und anschlicBender
Identifikation des Virus durch Immunfluo-
reszenz oder Virusncutralisationstest erziclt
werden. Ein schneller Nachweis gelingt
durch den fluorcszenzserologischen Anti-
gennachweis in Leber, Lunge oder Milzpro-
ben abortierter Feten. Eine Differenzicrung
zwischen ciner EHV-1- und EHV-4-Infek-
tion ist mit routincmiBigen Mcthodcn bis-
lang nicht moglich. Hierfiir muB gegebenen-
falls cinc Restriktionsanalyse mit viraler
EHV-DNA cingesctzt werden (Studdert ct
al. 1981). Ergiinzend wurdc in unscrem Insti-
tut cinec PCR ctabliert, die einen scnsitiven
und spezifischen Nachweis EHV-1-spczifi-
scher DNA inncrhalb von etwa 8 Stunden im
Probenmaterial ohne Virusanziichtung er-
laubt (Ostcrricder ct al. in Vorbereitung).
Zugleich bictct diescs Verfahren die Mog-
lichkeit der Differenzierung zwischen EHV-
1-Fcld- und -Impfvirus (RacH). Die bisheri-
gen, an ctwa S0 abortierten Feten durchge-
fithrten verglcichenden Untersuchungen mit
der Immunfluorcszenz, Virusanzichtung
und DNA-Nachweis durch PCR habcn erge-
ben, daB cinc hohe Korrelation zwischcn
den Resultaten der Virusanzichtung und

der PCR bestcht. Dariiber hinaus haben sich
in dicsen Untersuchungen keine Hinweise
fiir cine Beteiligung dcs Impfvirus am Abort-
geschehen ergeben.

Ahnliche Einschrinkungen beziiglich der
Differenzicrung zwischen EHV-1 und
EHV4 treffen auch fiir dic homologen Anti-
korper zu. Gegenwirtig wird der EHV-spezi-
fische Antikdrpernachweis vorwiegend im
Serumncutralisationstcst durchgefiihrt. Die-
ses Verfahren erfordert den Einsatz von
Zellkulturen, ist arbeitsintensiv und erbringt
ein Rcsultat etwa in 6 bis 7 Tagen. Gegen-
wirtig erproben wir einen ELISA zum Nach-
weis EHV-spezifischer Antikorper, bei dem
ein durch gentechnologische Verfahren in
Insektenzellen exprimiertes Strukturprotein
verwendet wird. Der Test ist in seiner Spezi-
fitit dem Serumneutralisationstest ver-
gleichbar, crfordert keinc Zellkulturtechnik
und erbringt cin Ergebnis innerhalb weniger
Stunden nach Probeneingang.
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