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Stegantox 10

Stegantox 10 fir Hunde

Anti-Endotoxinspezifisches Immunglobulin G
(1gG), gefriergetrocknet mit Losungsmittel
Zusammensetzung: Lyophilisierte Trockensubstanz
mit mindestens 10 mg endotoxinspezifischem 19G,
gewonnen aus Immunserum von Pferden. Losungs-
mittel: Wasser fUr Injektionszwecke. 1Ampulle aufge-
16st in 5 ml Lésungsmittel enthalt in 1 mI mindestens
2 mg endotoxinspezifisches Immunglobulin G.
Anwendungsgebiete: Zur Behandlung von
Endotoxamien und Endotoxinschock, (z.B. infolge
Gastroenteritiden). Jungtiere sind besonders emp-
findlich gegenliber Endotoxinen. Bei ihnen ist der
Einsatz von Stegantox 10 daher besonders ratsam.
Dosierung und Art der Anwendung:i.m., s.c. oder
langsam i.v. Nach vollstandigem Auflésen der
Trockensubstanz im beigefligten Lésungsmittel er-
halten Hunde: 0,5 mg pro kg KGW (entspricht
0,25 ml der gebrauchsfertigen Losung). BeiBedarf
Anwendung wiederholen. Der Inhaltangebrochener,
d.h. aufgeldster Flaschenistinnerhalb weniger Tage
um Verunreinigungen und
Wirksamkeitsverluste zu vermeiden.
Nebenwirkungen: Allergische bzw. anaphylaktische
Reaktionen kénnen in seltenen Fallen durch
Sensibilisierung infolge vorangegangener Injektio-
nen mit artfremden Eiweif3 ausgelost werden.
Hinweis: Nicht bei tréchtigen Tieren anwenden.
Lichtgeschutzt bei +2 bis +8°C lagern.

1 Flasche mit mind. 10 mg IgG,
lyophylisiert sowie 1 Flasche mit 5 ml Lésungsmittel.
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Stegantox 60 fir Pferde

Anti-Endotoxinspezifisches Immunglobulin G
(1gG), gefriergetrocknet mit Losungsmittel
Zusammensetzung: Lyophilisierte Trockensubstanz
mit mindestens 60 mg endotoxinspezifischem IgG,
gewonnen aus Immunserum von Pferden.
Losungsmittel: Wasser fur Injektionszwecke.
1 Ampulle aufgeldst in 20 ml Ldsungsmittel enthéltin
iml mindestens 3 mg endotoxinspezifisches

Anwendungsgebiete: Zur Behandlung von
Endotoxdmien und Endotoxinschock, (z.B. infolge
hamorrhagischer Gastroenteritiden, Fohlenlahme,
Colitis X, Kolik). Zur Prophylaxe gegen Endotoxamie,
insbesondere bei Fohlen (zur routinemasigen IgG-
Behandlung und zur endotoxischen Prophylaxe).

Dosierung und Artder Anwendung:i.m., s.c. oder
langsam i.v. Nach vollstdndigem Auflésen der
Trockensubstanz im beigefugten Losungsmittel er-
halten Fohlen: 0,5 mg pro kg KGW (1 Ampulle fir
120 kg schwere Fohlen), Pferde: 0,12 - 0,5 mg/kg
KGW (in schweren Fillen bis max. 4 Ampullen,
z.B. chirurgischen Eingriffen bei schweren
Kolikintoxikationen). Bei Bedarf Anwendung wieder-
holen. Der Inhalt angebrochener, d.h. aufgeléster
Flaschen ist innerhalb weniger Tage zu verwenden,
um Verunreinigungen und Wirksamkeitsverluste zu

Nebenwirkungen: Allergische bzw. anaphylaktische
Reaktionen kénnen bei Verabreichung von
Hamoderivaten auftreten.

Lichtgeschutzt bei +2 bis +8°C lagern.
Handelsform: 1 Flasche mit mind. 60 mg IgG,
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Molekularbiologisches Nachweisver-
fahren zur Differenzierung des in
Deutschland als Lebendimpfstoff
verwendeten equinen Herpesvirus-

Stammes Rac H
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Kurztitel: Differenzierung des Impfstammes von EHV-Isolaten

Stichworte: Equine Herpesviren — DNS-Analyse — EHV 1-Lebendimpfstamm —

Abortursachen

Zusammenfassung

Eine Methode zur raschen Differenzie-
rung des EHVI-Lebendimpfstammes
Rac H von EHVI-Abortisolaten wird
beschrieben. Dazu wird DNS aus virus-
infizierten Zellkulturen extrahiert, mit
dem Restriktionsenzym BamHI verdaut
und elektrophoretisch — aufgetrennt.
Nach Blotten auf eine Membran erfolgt
der Einsatz einer EHV-spezifischen
Sonde. Diese hybridisiert mit zwei

Abstract

Molecular methods for the differen-
tiation of the equine herpes virus
vaccine strain Rac H

A method for the rapid differentiation
of the EHVI live vaccine strain Rac H
and EHVI isolates from abortions is
described. Total DNA was isolated
Sfrom virus-infected cell cultures and di-
gested with restriction endonuclease
BamHI. A Southern blot was prepared
and hybridised with an EHV I-specific
probe. Deletions of 0.9 kbp in each of
the two fragments detected provided
the observation of a unique pattern for
strain Rac H. Comparison of the diffe-
rent sizes of the hybridised DNA-frag-
ments revealed that in 75 isolates the
live vaccine strain Rac H was not invol-
ved.
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DNS-Fragmenten, die im Falle von Rac
H jeweils eine 0,9 kbp grofie Deletion
aufweisen. Dies fiihrt daher zu einer fiir
den Impfstamm charakteristischen ldn-
geren Laufstrecke dieser Banden. Die
Verwendung dieser Methode zur Un-
tersuchung von Isolaten aus 75 Abort-

fallen ergab keinen Hinweis auf eine

Beteiligung des Impfstammes bei die-
sem Abortgeschehen.

1 Einleitung

1.1 Herpesvirusinfektionen beim Pferd
Von den bislang fiinf bekannten, beim
Pferd vorkommenden Herpesviren sind
die Spezies EHV1 und EHV4 von be-
sonderer Bedeutung (Allen und Bryans,
1986). EHV I-Isolate treten im Zusam-
menhang mit drei Erkrankungsbildern
auf: Abort, respiratorische Erkrankun-
gen und zentralnervdse Storungen.
EHV4-Isolate werden in der Regel nur
bei respiratorischen Erkrankungen, sel-
ten auch bei Aborten gefunden. Bei
Jungpferden fiihren Infektionen mit
EHV1 oder 4 zu einem fieberhaften
Katarrh, bei idlteren Pferden verlauft die
Infektion zumeist inapparent. Bei
trachtigen Stuten kann nach Infektion
mit EHV der Erreger iiber eine Leuko-
zyten-assoziierte Virdmie den Uterus

erreichen. Es kommt zum Abort zwi-
schen dem 7. und 10. Tréchtigkeitsmo-
nat oder zur Geburt lebensschwacher
Fohlen. Als Folge der Virusvermeh-
rung finden sich miliare Nekrosen in
verschiedenen inneren Organen des Fe-
tus. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz
1dBt sich innerhalb von Stunden der
spezifische Nachweis von viralem An-
tigen in den verdnderten Geweben
fiihren. Unterstiitzt und bestitigt wird
die Diagnose durch die Virusisolie-
rung. Auch die Polymerase Ketten-
Reaktion (PCR) wird zum Nachweis
von EHV-DNS eingesetzt (Ballagi-
Pordany et al., 1990).

1.2 Aborte in der Vollblutzucht

Herpesvirusinfektionen sorgen immer
wieder fiir Schlagzeilen. So im Friih-
jahr 1983, als im Lipizzanergestiit
Piper zwei Drittel aller triichtigen Stu-
ten, insgesamt 31 Tiere, abortierten.
Bei 17 Stuten traten zudem zentralner-
vise Storungen auf. Keine der Stuten
war gegen das equine Herpesvirus
geimpft worden (Biirki et al.. 1984).
Allerdings wird aber auch immer wie-
der iiber Aborte bei geimpften Tieren
berichtet (Steinhagen, 1986). Dies wird
durch die Auswertung von Daten aus
der deutschen Vollblutzucht belegt.
Mit tiber 95% weist diese Pferdepopu-
lation wohl den hochsten Anteil immu-
nisierter Stuten auf. Nach einer Zusam-
menstellung von Merkt et al. (1993) ist
es in dieser Population innerhalb der
letzten 25 Jahre bei insgesamt mehr als
29000 festgestellten Trichtigkeiten in
6,5% der Fille zum Abort gekommen
ist. Die Abortursachen sind in Abbil-
dung | aufgeschliisselt. Danach stellt
Zwillingstrichtigkeit mit fast 40% die
hiufigste Ursache dar. Ein Viertel der
Aborte wird durch Infektionen verur-
sacht. Unter »Sonstiges« (ca. 10% der
Abortfille) sind durch Koliken, Trau-
mata, MiBbildungen und dergleichen
bedingte Aborte zusammengefalit. In
iiber einem Viertel der Fille lie3 sich
die Ursache nicht ermitteln. Bei den
durch Infektion bedingten Aborten
(Abbildung 2) dominieren Infektionen
mit dem equinen Herpesvirus (40%).
gefolgt von Infektionen mit B-himoly-
sierenden Streptokokken und E. coli
(23 bzw. 19%). Aufgrund der gezeigten
Daten muB3 man davon ausgehen. dal

jeder zehnte Abortfall in der Vollblut-



zucht durch eine EHV-Infektion be-
dingt wird. Im Rahmen der Diskussion
»Virusabort trotz fachgerechter Imp-
fung« sollte nicht vergessen werden,
dal3 es sich bei EHV | um ein Herpesvi-
rus handelt, das die gleichen typischen
Eigenschaften wie andere Herpesviren
aufweist: es fithrt zu persistierenden In-
fektionen, infizierte Tiere konnen le-
benslang das Virus ausscheiden, und
eine belastbare Immunitdt nach Imp-
fung oder Infektion ist von relativ kur-
zer Dauer.

1.3 Der EHV I-Lebendimpfstamm
RacH

Wiederholt wurde der Nutzen des in
Deutschland weit verbreiteten EHV-
Lebendimpfstoffes angezweifelt (Biirki
et al., 1991). Von Pferdebesitzern wird
sogar hdufig die Frage gestellt, inwie-
weit das Impfvirus selbst am Abortge-
schehen beteiligt sein kann. Dal} diese
Frage durchaus ihre Berechtigung hat,
zeigen die Erfahrungen mit einer in
Amerika entwickelten Lebendvakzine
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Abb. 1: Ursachen der 1817 Aborte in
der Vollblutzucht 1968-1992.

(Allen et al., 1983). Diese Vakzine, die
bestandsweise in sogenannten geplan-
ten Infektionsprogrammen eingesetzt
wurde, erwies sich als wenig erfolg-
reich und wurde 1979 vom Markt ge-
nommen. Heute vermutet man, daB die-
ser Impfstamm sehr wahrscheinlich an
15% aller bis 1979 in Amerika aufge-
tretenen Virusaborte beteiligt war.

Der in Deutschland verwendete Leben-
dimptstamm Rac H wurde durch fort-
laufende Passagen attenuiert und wird
derzeit in der 256. Passage als Le-

equines
Herpesvirus

40

8-hamol. |
Streptokokken ‘\ Mischintektionen
23 \
sonstige
Infektionen
10
E. coli Klebsiellen
19
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Abb. 2: Aufschliisselung der durch In-
Sektion verursachten 452 Aborte.

bendimpfstoff eingesetzt (Mayr et al.,
1968). Mit herkommlichen Methoden,
wie z.B. Wachstumsverhalten in der
Zellkultur oder mit serologischen Un-
tersuchungen lassen sich keine Unter-
schiede zwischen dem Impfstamm und
Feldvirusisolaten feststellen. Fiir eine
Differenzierung verwendete man das
unterschiedliche Inaktivierungsverhal-
ten gegeniiber der Chemikalie Dithio-
threitol, den sog. DTT-Marker (Klinge-
born und Dinter, 1972). Es wurden je-
doch Virusstimme mit einem interme-
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Abb. 3A

didren Inaktivierungsverlauf beschrie-
ben, was die Eignung des DTT-Mar-
kers zur Differenzierung einschrinkt
(Klingeborn, 1973). Eine Moglichkeit
zur Differenzierung ergab sich jedoch
durch Auswertung von Ergebnissen,
die auf der Untersuchung des viralen
Genoms mit Restriktionsenzymen be-
ruhen (Meyer et al., 1987). Dabei weist
der Impfstamm eine Reihe von Verin-

Abb. 4A

2 3 4 5

Abb. 3B

Abb. 3: (A) Auftrennung der DNS verschiedener EHV-Stiimme nach Verdau mit
dem Restriktionsenzym BamHI in einem Agarose-Gel. Bahn 1: Molekularge-
wichtsstandard kbp-ladder; Bahn 2: EHV4-Referenzstamm H45; Bahn 3: EHV3-
Isolat C175; Bahn 4: EHVI-Impfstamm Rac H; Bahn 5: EHVI-Referenzstamm
Kentucky D. (B) Reaktion der EHV-DNS mit der Digoxigenin-markierten Sonde
pHSO2 nach Southern-Transfer des in A gezeigten Agarose-Gels.

derungen im Wanderungsmuster der
erhaltenen DNS-Fragmente verglichen
mit EHV I-Referenzstimmen auf. Die-
se Verdnderungen haben sich erst
wihrend der Attenuierung ereignet
(Schwend, 1988). So verringert sich die
GroBe von zwei urspriinglich 4,9 und
4,5 kilobasenpaar (kbp) groflen Frag-
menten beim Impfstamm auf 4,0 und
3,6 kbp (Birkenmaier, 1992).

g c-ez oy - g
Abb. 4B

Aufgabe folgender Untersuchung war
es daher, eine Methode zu etablieren,
die es erlaubt, zwischen dem Lebend-
impfstamm und Feldvirus-Isolaten zu
unterscheiden. Damit sollte dann ge-
kldrt werden, inwieweit der in Deutsch-
land zur Prophylaxe eingesetzte Le-
bendimpfstamm Rac H am Abortge-
schehen beteiligt ist.

2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

Fiir die Untersuchungen standen die
EHVI1- und EHV4-Referenzstimme
(Kentucky D bzw. H45: Doll et al.,
1957; Shimizu et al.. 1959). der Le-
bendimpfstamm Rac H (Mayr et al.,
1968) sowie ein EHV3-Isolat (C175,
iiberlassen von K. Petzoldt, Wien) zur
Verfiigung. Weiterhin konnten im Rah-
men der Routineuntersuchung von
abortierten Feten 40 EHV-Stamme iso-
liert werden. Weitere 35 Isolate wurden
uns dankenswerterweise von P. Stein-
hagen (Neumiinster) iiberlassen. Fir
die Isolierung wurden equine embryo-
nale Lungenzellen eingesetzt, die wei-
tere Vermehrung crfolgte in der equi-
nen Dermalzellinic EDMIN L-337 (P.
Thein, Wuppertal).

2.2 Molekularbiologische  Untersu-
chungen

Zur Isolierung der viralen DNS der Re-
ferenzstimme wurden diese in der Zell-
kultur vermehrt und die Virionen gerei-
nigt (Meyer et al., 1987). Fiir die Unter-
suchung der viralen DNS von Isolaten

Abb. 4: (A) Auftrennung der DNS verschiedener EHVI-Stéimme nach Verdau mit dem Restriktionsenzyvm BamHI. Die DNS in
Bahn | und 2 (Impfstamm Rac H und Referenzstamm Kentucky D) wurde aus gereinigten Viruspréparationen isoliert. die
Bahnen 4 bis 7 sowie 9 bis 17 enthalten DNS aus virusinfizierten Zellkulturen. In Bahn 8 ist DNS einer nicht infizierten Zell-
kultur aufgetrennt. (B) Reaktion der EHV-DNS mit der Digoxigenin-markierten Sonde pHSO2 nach Southern-Transfer des in
A gezeigten Agarose-Gels.

626 - TU 10/1994



ORIGINALIEN

abortierter Feten wurden L-337-Zellen
in 24-Loch-Platten mit 0,4 ml Virus-
suspension infiziert. Nach Inkubation

die Nacht iiber wurde der Inhalt jeder

Vertiefung nach Gefriertauen gewon-
nen. Zelluldre und virale DNS wurde
durch eine SDS-Proteinase K-Behand-
lung freigesetzt und iiber eine Phe-
nolextraktion gereinigt (modifiziert
nach Chowdhury et al., 1986). Virale
DNS wurde mit dem Restriktionsen-
zym BamHI (Boehringer, Mannheim)
gespalten und in einem 0,6% Agarose-
Gel aufgetrennt. Nach Transfer auf eine
Nylonmembran (Hybond N+: Amers-
ham-Buchler. Braunschweig) wurde
mit einer Digoxigenin-markierten Son-
de (pHSO2) hybridisiert. Die Sonde
enthilt ein 4.9 kbp langes BamHI DNS-
Fragment des EHVI-Referenzstam-
mes. Der Nachweis der Hybride erfolg-
te mit Hilfe eines Kits (DNA detection
kit, nonradioactive; Boehringer).

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Untersuchung des EHV-Impfstam-
mes Rac H

Gereinigle virale DNS der EHVI-
Stamme Kentucky D, des Impfstam-
mes Rac H, des EHV3-Stammes C175
sowie des EHV4-Stammes H45 wurde
mit dem Restriktionsenzym BamHI
verdaut. Die Auftrennung der entstan-
denen DNS-Fragmente durch Gelelek-
trophorese zeigt Abbildung 3A. Die
Stamme H45, C175 und Kentucky D
(Bahn 2. 3 und 5) weisen die fiir die
Spezies EHV4, EHV3 und EHV | typi-
schen und voneinander deutlich unter-

scheidbaren Wanderungsmuster auf

(Allen et al., 1983). Das Muster des
Impfstammes Rac H (Bahn 4) ent-
spricht dem friiherer Untersuchungen
(Schwend, 1988). Es weist zahlreiche
Gemeinsamkeiten mit jenem von Ken-
tucky D auf (Bahn 5), aber einige Be-
sonderheiten sind offensichtlich, wie z.
B. fehlende oder zusitzliche DNS-
Fragmente. Das Ergebnis nach Hybri-
disierung mit der EHV 1-Sonde pHSO2
ist in Abbildung 3B dargestellt. Wie er-
wartet, findet sich eine spezifische Re-
aktion nur mit den beiden EHV |-Stiim-
men (Bahn 4 und 5); EHV3 bzw.
EHV4-DNS wird nicht nachgewiesen.
Beim Referenzstamm Kentucky D
(Bahn 5) reagieren erwartungsgemif
zwei Fragmente mit 4.9 und 4.5 kbp.
beim Impfstamm Rac H (Bahn 4) sind

es zwei deutlich kleinere Fragmente
(4.0 und 3.6 kbp). Damit wird die
Existenz der beim Impfstamm be-
schriebenen 0.9 kbp groflen Deletionen
(Birkenmaier, 1992) bestitigt. Durch
Vergleich der Abbildungen 3A und 3B
wird die enorme Verstirkung deutlich,
die durch Verwendung der Sonde
erreicht wird. In 3A sind die mit der
Sonde reagierenden DNS-Fragmente
(durch Pfeile hervorgehoben) von nur
schwacher Intensitiit.

Damit steht eine Methode zur Verfii-
gung. mit der sich die fiir den Impf-
stamm typischen Verinderungen im
Bandenmuster spezifisch und auch sen-
sitiv nachweisen lassen. Da diese Ver-
dnderungen erst wihrend der Attenu-
ierung aufgetreten sind (Birkenmaier,
1992). kann somit iiber diesen »geneti-
schen Marker« der Lebendimpfstamm
eindeutig identifiziert werden.

3.2 Untersuchung von Feldvirusisola-
ten
Zur Klirung der Frage. inwieweit der

Impfstamm am Abortgeschehen in
Deutschland beteiligt ist, standen uns
insgesamt 75 Isolate aus Aborten von
geimpften und nichtgeimpften Stuten
aus ganz Deutschland zur Verfiigung.
Sie waren wihrend der letzten 25 Jahre
isoliert worden. Wie in Abschnitt 3.1
beschrieben, ist fiir die Abgrenzung des
Impfstammes durch Hybridisierung
nur eine geringe Menge an viraler DNS
notwendig (sieche Abbildung 3B). Da-
her verzichteten wir bei der Untersu-
chung der 75 Isolate auf die aufwendi-
ge Herstellung gereinigter Viruspréapa-
rationen. Stattdessen wurde pro Isolat
nur eine Kavitit einer 24-Loch Zellkul-
turplatte (L-337-Zellen) infiziert. Ein
deutlicher zytopathischer Effekt trat
nach 24-36 Stunden auf. Sowohl zel-
luldre als auch virale DNS wurde iso-
liert und mit dem Restriktionsenzym
BamHI verdaut. Beispielhaft ist das Er-
gebnis nach Gelelektrophorese fiir 13
EHV-Isolate sowie fiir eine nicht infi-
zierte Zellkontrolle in Abbildung 4A
dargestellt (Bahn 4 bis 17). Man er-
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kennt sowohl zelluldre DNS, die sich
iiber die gesamte Laufstrecke verteilt
darstellt, als auch spezifisch virale
DNS-Banden. Eine Unterscheidung
zwischen Impfstamm und Feldisolaten
ist allerdings iiber die Beurteilung des
Bandenmusters nicht moglich. Dies ge-
lingt aber nach Hybridisierung mit der
Sonde pHSO2 (Abbildung 4B). Trotz
Uberlagerung mit zelluldrer DNS er-
gibt sich eine Reaktion nur mit einzel-
nen viralen DNS-Fragmenten, zelluldre
DNS, die in Spur 8 aufgetragen wurde,
hybridisiert nicht mit der verwendeten
Sonde. In Bahn | und 2 sind als Kon-
trolle die Stamme Rac H und Kentucky
D mitgefiihrt. Der Vergleich der reakti-
ven DNS-Fragmente aller 13 Isolate
von Aborten zeigt die fiir den Referenz-
stamm Kentucky D typischen Frag-
mentgroBen. Somit kénnen diese Isola-
te eindeutig vom Impfstamm (Bahn 1)
differenziert werden. Auch die Unter-
suchung der restlichen 62 Isolate ergab
in keinem Fall einen Hinweis auf eine
Infektion mit dem Impfvirus Rac H.

Mit der vorgestellten Technik kann da-
her die Frage, ob der Lebendimpf-
stamm am Abortgeschehen beteiligt ist.
eindeutig beantwortet werden. Wir be-
werten die Auswahl an untersuchten
Fillen als reprisentativ fiir das Impfge-
biet und betrachten die Rolle von Rac H
am Abortgeschehen als bedeutungslos.
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