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Zusammenfasssung:

Gegenstand und Ziel: Die Rolle des in der Pferdepopulation weit verbreiteten EHV-2 als Pathogen ist um-
stritten, aber eine Beteiligung bei respiratorischen Infektionen und Keratokonjunktivitis mehrfach belegt.
Neueste Befunde, die auf einer optimierten Probennahme und der sensitiven PCR-Technik basierten, zeig-
ten jedoch auch bei augengesunden Pferden einen hohen Anteil an EHV-2-positiven Tupferproben. Da se-
rologische Befunde keine diagnostische Aussagekraft bei der EHV-2-bedingten Keratokonjunktivitis ha-
ben, wurde nach einem weiteren diagnostisch verwertbaren Parameter gesucht. Material und Methoden:
EHV-2 liegt in B-Zellen latent vor und hat mdglicherweise eine immunsupprimierende Wirkung. Deshalb
wurden Blutproben von augengesunden und augenkranken Pferden mittels PCR auf EHV-2 untersucht und
zusétzlich die relativen Anteile der B- und T-Lymphozyten im peripheren Blut durchflusszytometrisch be-
stimmt. Die Testgruppe umfasste 10 EHV-2-positive Pferde, bei denen das Virus per PCRin peripheren Blut-
leukozyten oder Augentupfern nachgewiesen wurde. Die Kontrollgruppe bestand aus 21 EHV-2-negativen
Pferden. Beide Gruppen beinhalteten augenkranke und augengesunde Pferde. Ergebnisse: Zwischen au-
genkranken und augengesunden Test- und Kontrolltieren ergaben sich beziiglich der T-Zell-Zahlen im Ver-
gleich zum Referenzbereich keine signifikanten Unterschiede. Dagegen waren bei vier von sechs augen-
gesunden EHV-2-positiven Pferden erniedrigte B-Lymphozyten-Zahlen zu verzeichnen. Die Haufigkeit des
Vorkommens von erhéhten B-Lymphozyten-Anteilen differierte dagegen zwischen den vier Gruppen nicht
signifikant. Schlussfolgerungen: Augengesunde Testtiere wiesen signifikant haufiger verminderte B-Lym-
phozyten-Zahlen auf als augenkranke bzw. augengesunde Kontrolltiere. Aufgrund des geringen Stichpro-
benumfangs sollten diese Ergebnisse jedoch nur als erste Indizien fiir einen maglichen Einfluss einer EHV-
2-Infektion auf den Immunstatus angesehen werden. Klinische Relevanz: Weitere Studien miissen klaren,
ob die Bestimmung des Immunstatus mittels Durchflusszytometrie ein hilfreicher diagnostischer und még-
licherweise prognostischer Parameter bei der EHV-2-induzierten equinen Keratokonjunktivitis darstellt.

Summary:

Objective: EHV-2 is widespread in the horse population. Its role as a pathogen is controversial, but its in-
volvementin infections of the respiratory tract as well as in different forms of keratoconjunctivitis has been
documented several times. Recent findings, which were based on optimised sampling techniques and the
sensitive PCR method, however, showed a high percentage of EHV-2 positive swabs within the healthy
horse population. Since serological data are of no significance for the diagnosis of equine keratoconjunc-
tivitis we searched for another suitable diagnostic parameter. Material and methods: Because of EHV-2
being latentin B-cells and its possible immunosuppressive effect we investigated blood samples of horses
with and without ocular disease by PCR and additionally measured the relative percentages of B- and
T-cells in the peripheral blood by means of flow cytometry. A total of 10 EHV-2 positive horses in which we
determined the virus by PCRin PBL or ocular swabs were classified in the test group and 21 EHV-2 negative
horses withoutvirus detection were used as controls. Both groups comprised horses with and without ocu-
lar disease. Results: Regarding their T-cells there was no significant difference between horses with and
without ocular disease in the test and control group. In contrast, four of the six healthy EHV-2 positive
horses had decreased B-cell numbers. No significant difference in respect to frequency of increased
B-cell numbers was observed between the four groups. Conclusion: Test animals without ocular disease
had significantly more often decreased B-cell numbers than control horses with and without ocular dis-
ease, respectively. Because of the small sample number, the results should be regarded only as first indi-
cation for a possible influence of an EHV-2 infection on the immune status. Clinical relevance: Further
studies will have to clarify if the determination of the immune status by flow cytometry represents a help-
ful diagnostic and probably prognostic parameter for EHV-2 induced equine keratoconjunctivitis cases.

Evaluation of the immune status of horses with and without equine keratoconjunctivitis in particular
consideration of an EHV-2 infection
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Ermittlung des Immunstatus bei Pferden mit bzw. ohne equine Keratokonjunktivitis unter besonderer Beriicksichtigung einer EHV-2-Infektion

Einleitung

Das equine Herpesvirus Typ 2 (EHV-2) ist ein in der Zellkultur
langsam wachsendes, zytopathogenes Gammaherpesvirus (32),
das in der Pferdepopulation eine weite Verbreitung und eine Sero-
pravalenz von nahezu 90% aufweist (3, 7). Bereits Fohlen sind
seropositiv (34) und bei 30-70% der Pferde ldsst sich EHV-2 mit-
tels PCR in den peripheren Blutleukozyten (PBL) nachweisen (7,
26). Uber die itiopathogenetische Bedeutung von EHV-2 ist
bisher noch wenig bekannt, ein Virusnachweis gelang jedoch ins-
besondere bei respiratorischen Erkrankungen (27). Auch im Zu-
sammenhang mit Pyrexie, Inappetenz, Lymphadenopathie, all-
gemeiner Leistungsschwiche und Immunsuppression konnte
EHV-2 nachgewiesen werden (9). Das Virus wird zudem als Weg-
bereiter von bakteriellen Sekundédrinfektionen angesehen und
von verschiedenen Autoren im Zusammenhang mit respiratori-
schen Erkrankungen genannt (25, 30). So konnten Nordengrahn et
al. (26) die Pravalenz einer Rhodococcus-equi-Pneumonie nach ei-
ner EHV-2-Impfung verringern. Thein und Bohm (33) waren die
Ersten, die EHV-2 als mogliches infektioses Agens bei der
Keratokonjunktivitis vermuteten und Virus aus erkrankten Au-
gen isolieren konnten. Weitere Autoren folgten (11, 23). Fiir eine
Beteiligung von EHV-2 spricht auch die Tatsache, dass sich unter-
schiedliche Keratokonjunktivitisformen erfolgreich mit Viro-
statika behandeln lieBen (21, 23, 36). In jiingster Zeit wurde in
zwei Studien mittels PCR ein Zusammenhang zwischen EHV-2
und verschiedenen Formen der Keratokonjunktivitis festgestellt
(17, 19), wobei Kershaw et al. (17) EHV-2 in Augentupfern sogar
signifikant haufiger bei augenkranken im Vergleich zu augen-
gesunden Pferden detektieren konnten. Besthorn (4) dagegen wies
EHV-2 6fter in gesunden als in kranken Pferdeaugen nach. Auffal-
ligist jedoch bei allen Untersuchungen, wie hdufig auch bei gesun-
den Tieren mittels PCR ein Nachweis von EHV-2 im Auge gelang
(4, 17, 35). Neuesten Befunden zufolge ist EHV-2-Genom und
-Antigen in Konjunktiven augengesunder Pferde moglicherweise
in Langerhans-Zellen présent (6), was eher auf eine Neuinfektion
oder Reaktivierung als auf eine latente Infektion hindeutet.
Serologisch ldsst sich keine Korrelation zwischen einer
Augenerkrankung und einer EHV-2-Infektion herstellen (17, 36).
So sind bis zu 90% der Pferde weltweit seropositiv und damit
mdglicherweise latente Tréger, wobei B-Zellen als Latenzort (13)
gelten. EHV-2 kann aber nur bei 30-70% der Pferde in peripheren
Blutleukozyten per PCR oder Virusanzucht nachgewiesen wer-
den, und zwar bei klinisch gesunden wie auch bei Pferden mit
unterschiedlichen Krankheitsbildern (7), was ebenfalls eher auf
eine Neuinfektion oder Reaktivierung schlieBen ldsst. Serum-
paaranalysen, wie sie fiir die Diagnostik von Virusinfektionen tib-
lich sind (14), wurden nur in wenigen Féllen vorgenommen, zeig-
ten aber bei Augenerkrankungen in der Regel keinen signifikan-
ten EHV-2-Titeranstieg (17). Auch dieser Befund konnte ein Indiz
fiir eine Reaktivierung latenter Viren sein. Ergebnisse an experi-
mentell mit EHV-2 infizierten Pferden, die zwar 18 Tage nach
intranasaler Infektion einen signifikanten Titeranstieg zeigten,
nicht aber nach Reaktivierung (8), untermauern diese Vermutung.
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Aufgrund der Latenz des EHV-2 in B-Lymphozyten (13) und
seines durch verschiedene Virokine (28) moglicherweise das Im-
munsystem beeinflussenden Potenzials erschien es naheliegend,
die B- und T-Lymphozyten-Zahl bei augenkranken und augen-
gesunden Pferden zu untersuchen, um eventuelle Riickschliisse
auf eine latente Infektion oder auch immunpathologische Mecha-
nismen ziehen zu kénnen. Eine zuverldssige Methode zur diffe-
renzierten Darstellung der B- und T-Lymphozyten (synonym B-
bzw. T-Zellen) als Tréger der spezifischen Immunantwort stellt
die Durchflusszytometrie dar, bei der verschiedene monoklonale
Antikérper zur Detektion der einzelnen Lymphozytenpopulatio-
nen eingesetzt werden (12). Beim Pferd lassen sich so CD21-posi-
tive B- und CD5-positive T-Lymphozyten unterscheiden (16).

Ziel der vorliegenden Arbeit war zu kléren, ob bei EHV-2-
positiven augenkranken Pferden, bei denen das Virus per PCR in
den PBL oder Augentupfern nachgewiesen wurde, eine Beein-
flussung des Immunstatus in Form prozentual erhohter oder er-
niedrigter B- und T-Lymphozyten-Anteile festgestellt werden
kann. Weiterhin sollte iberpriift werden, ob sich die Durchfluss-
zytometrie als zusétzliches diagnostisches Untersuchungsverfah-
ren bei augenkranken Pferden eignet und moglicherweise eine
Aussage dariiber zulésst, ob es sich um eine Neuinfektion oder
Reaktivierung von latentem Virus handelt. Die Untersuchung der
Augentupfer und PBL mittels EHV-2-spezifischer nested PCR
und die durchflusszytometrische Ermittlung der B- und T-Zell-
Anteile dienten dabei als methodische Grundlage.

Material und Methoden

Patientengut

Die Untersuchungen wurden im Zeitraum Marz bis Dezember 2004 zeitgleich
im Institut fiir Virologie der FU Berlin und dem Labor Laboklin in Bad Kissin-
gen durchgefiihrt. Sie erstreckten sich auf 10 augenkranke Pferde, die ausnahms-
los an einer Keratokonjunktivitis, Konjunktivitis bzw. Keratitis erkrankt waren
(Durchschnittsalter 8,4 Jahre), sowie 21 augengesunde und auch insgesamt kli-
nisch unauffillige Pferde (Durchschnittsalter 10,6 Jahre). Alle Pferde waren im
ELISA EHV-2-seropositiv und damit méglicherweise latente Virustréger.

Das Probenmaterial umfasste bei jedem Pferd 5 ml EDTA-Blut und Tupfer-
proben aus dem Auge. Die Tupferprobenentnahme erfolgte bei augenkranken
und -gesunden Pferden in der Regel aus beiden Augen. Demnach wurde bei ein-
seitig augenkranken Pferden sowohl das erkrankte als auch das kontralaterale
Auge auf EHV-2 untersucht. Bei einigen wenigen Tieren standen hingegen nur
Einzeltupfer fiir die Untersuchung zur Verfiigung, und zwar bei einem augen-
kranken Pferd (K1) nur aus dem betroffenen Auge und bei fiinf gesunden Pfer-
den (T10, K7, K10, K19, K20) aus dem rechten oder linken Auge. Die Tupfer-
proben wurden in einem Fall ohne (bei dem kranken Pferd T4), bei allen anderen
Pferden mit [solationsmedium versandt. Die Probenaufarbeitung und die mole-
kularbiologische Untersuchung erfolgten im Institut fiir Virologie, wahrend das
Labor Laboklin von jeder Blutprobe den Immunstatus mittels Durchflusszyto-
metrie ermittelte.
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Isolierung von peripheren Blutleukozyten
(PBL) aus Blutproben und DNA-Isolierung aus
PBL und Tupfermaterial

Die Isolierung von PBL aus EDTA-Blutproben mit anschlieBender DNA-Isolie-
rung entsprach der von Borchers et al. (7) beschriebenen Methode. Die PBL
wurden durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert und mit phosphat-
gepufferter Salzlosung (PBS) mehrmals gewaschen. Zur DNA-Isolierung wur-
den 10°-10° Zellen in Proteinase-K-Verdauungspuffer (Endkonzentration der
Proteinase K: 0,2 mg/ml) aufgenommen und bei 56 °C iiber Nacht inkubiert.
Nach Inaktivierung der Proteinase K erfolgte eine photometrische DNA-Kon-
zentrationsbestimmung. Jeweils 1-2 g Gesamt-DNA wurden in die PCR ein-
gesetzt.

Die DNA-Isolierung aus den Augentupferproben fand nach der von Kers-
haw et al. (17) beschriebenen Methode statt. Der trocken eingeschickte Tupfer
des Pferdes mit der Nummer T4 wurde direkt in 150 pl Verdaupuffer ausgeschiit-
telt, wahrend Augentupferproben mit Isolationsmedium zunéchst bei 15000 g
und 4 °C fiir 30 min in einer Hochgeschwindigkeits-Tischzentrifuge zentrifu-
giert und das Pellet anschlieffend in 75 ul Proteinase-K-Verdaupuffer resuspen-
diert wurde. Der enzymatische Verdau mit Proteinase K erfolgte wie oben be-
schrieben. In die erste Runde der PCR wurden stets 10 1l der Probe eingesetzt.

PCR zum Nachweis des EHV-2-Genoms

Die PCR zum Nachweis von EHV-2-Genom beruht auf einer EHV-2-spezi-
fischen nested PCR, die eine 947 bzw. 512 bp groBe Sequenz aus dem Glyko-
protein B (gB) von EHV-2 amplifiziert (5). Das duflere Primerpaar hat die Se-
quenzen 5'-ATCAACCCCACCAGCGTCAT-3" (Genomposition: 33677) und
5"-TTTTACTTCTTCCTCTCGTC-3" (Genomposition: 34624). Die Sequenzen
des inneren Primerpaares sind 5'-CCCAGGAACGAGATTGTGCT-3" (Genom-
position: 33899) und 5'-GCTATGATGAGGACTATGAG-3" (Genomposition:
34391). Eine Kreuzreaktivitat der eingesetzten Primerpaare gegeniiber EHV-1,
-4 und -5 besteht nicht und die Sensitivitdt der PCR betrdgt 2 fg gereinigte
Virus-DNA.

Beide PCR-Runden wurden in einem Volumen von 50 pl, bestehend aus
0,4 uM jedes Primers, 0,2 mM dNTPs, 1,5 U Taq-Polymerase (Fa. Quiagen, Hil-
den) und einmal Reaktionspuffer, durchgefiihrt. In der ersten Runde wurden
1-2 pg Gesamt-DNA aus PBL bzw. 10 pl aus extrahiertem Tupfermaterial ein-
gesetzt. In der zweiten Runde kam jeweils 1 ul der Amplifikate aus der ersten
Runde zum Einsatz. Das fehlende Volumen wurde anschlieend mit RNA/DNA-
se-freiem Wasser aufgefiillt, der Ansatz mit einem Tropfen Mineraldl iiber-
schichtet und der PCR-Ansatz in einem Heizblockcycler (Fa. MWG-Biotech,
Ebersberg) nach folgendem Protokoll durchgefiihrt: 35 Zyklen mit jeweils 30 s
Denaturierung bei 94 °C, 30 s Annealing bei 60 °C (erste Runde) bzw. 62 °C
(zweite Runde) und einminiitiger Elongation bei 72 °C. Schlieflich wurde ein
15 pl-Aliquot aus der zweiten Runde der PCR auf ein 1,5%iges Agarosegel auf-
getragen, gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Zugabe von Ethidium-
bromid unter UV-Licht sichtbar gemacht.

Durchflusszytometrische Bestimmung
der Lymphozytensubpopulationen
Die Bestimmung des Immunstatus erfolgte im Labor Laboklin nach der von

Langbein et al. (20) beschriebenen Methode, die jedoch fiir die Anwendung beim
Pferd modifiziert wurde. Fluoreszeinisothiocyanat-(FITC-) und R-Phycoery-

thrin-(RPE-)konjugierte monoklonale Antikdrper (Fa. Serotec, Oxford, UK)
wurden zur spezifischen Identifizierung der Lymphozytensubpopulationen ein-
gesetzt (Tab. 1). Zur Detektion von CD5-positiven T-Lymphozyten diente eine
indirekte Methode, bei der ein nicht konjugierter primérer Antikérper mit einem
FITC-konjugierten Anti-mouse-IgG-Sekundérantikorper gefarbt wurde. Der
Antikorper zum Nachweis der CD21-positiven B-Lymphozyten war hingegen
direkt mit RPE konjugiert.

Zunichst wurden 100 ul EDTA-Blut bei Raumtemperatur fiir 30 min mit
dem jeweiligen Antikdrper inkubiert, anschlieBend erfolgte die Erythrozyten-
lyse (RBC Lysing Buffer, Fa. Serotec) entsprechend Herstelleranleitung mit
darauf folgender zweimaliger Waschung mit CellWash-Losung (Fa. Becton
Dickinson, Heidelberg). Bei der indirekten Methode wurden die Zellen nach der
Inkubation mit dem primiren Antikorper zundchst ebenfalls mit CellWash-
Losung gewaschen, anschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem Sekundér-
antikorper wie oben beschrieben.

Die Messung fand mit dem Durchflusszytometer FACScalibur der Firma
Becton Dickinson statt, wobei pro Messung 10000 Leukozyten erfasst und mit-
tels der CELLQuest-Software Vers. 4.0.2 (Fa. Becton Dickinson) ausgewertet
wurden. Die Festsetzung des Auswertungsfensters (,,gating*) und die Bestim-
mung der einzelnen Subpopulationen erfolgten in Anlehnung an die von Lang-
bein et al. (20) bei Hunden und Katzen beschriebene Methode. Wahrend bei
Hunden und Katzen die so genannte ,,Backgating”-Methode unter Zuhilfenahme
eines Panleukozyten-Markers angewendet wird, konnen die Lymphozyten beim
Pferd direkt anhand ihrer Groe und Granularitét identifiziert werden, da es hier
keinen solchen Panleukozyten-Marker gibt (10, 22, 24). Diese ,,Gating“-Technik
kam auch bei der hier vorliegenden Studie zur Anwendung.

Zur Festlegung der Referenzbereiche der Lymphozytensubpopulationen
entnahmen Tierérzte des Labors Laboklin EDTA-Blutproben von 60 anamnes-
tisch und adspektorisch gesunden Pferden in kooperierenden Bestinden. Von
allen Pferden wurde zuerst ein detailliertes Blutbild erstellt: Nur Proben, bei
denen keinerlei Normabweichungen feststellbar waren, wurden einer durch-
flusszytometrischen Untersuchung unterzogen, deren Ergebnis zur Festlegung
der Referenzbereiche diente. Eine opthalmologische Untersuchung der Pferde
fand jedoch nicht statt, da die Methode im Vorfeld und unabhingig von der hier
beschriebenen Studie etabliert wurde.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software MS Excel Vers. 2002 und
die Priifung auf Signifikanz anhand einer Vierfeldertafel nach dem Verfahren
nach Fisher (Fisher-Exact-Test), da der Fisher-Test auch bei geringen Stichpro-
bengréBen noch das geforderte Niveau halt. Als Signifikanzgrenze wurde eine
[rrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 (entspricht einem Signifikanzniveau
von 5%) angenommen.

Ergebnisse

Virologische Befunde

Augentupfer- und Blutproben von 10 augenkranken und 21 au-
gengesunden Pferden wurden mittels virusspezifischer nested
PCR auf EHV-2-Genom untersucht. Dabei lieB sich virale DNA

Tab. 1

Verwendete Antikdrper zur

Antikorper Klon Spezifitét Zellpopulation
MCA' 1781 PE2 CA2.1D6 evtl. CD%21-Homolog B-Lymphozyten*
MCA 1079 CVS5 eCD% T-Lymphozyten®

spezifischen Identifizierung der
Lymphozytensubpopulationen

"monoclonal antibody (monoklonaler Antikérper); 2Phycoerythrin; 2, Cluster of Differentiation”; * umfasst die Gesamtheit aller B-Lym-
phozyten; ® equine CD;  beinhaltet alle T-Lymphozyten-Arten: T-Helferzellen, zytotoxische und Suppressor-T-Zellen
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Tabh.2 Test- und Kontrollgruppe: Korrelation der anamnestischen Daten der Pferde mit EHV-2-nPCR-Ergebnissen bei peripheren Blut- (am)]
leukozyten (PBL) und Augentupfern bzw. dem Immunstatus E

Interne Nr. des Auge krank/ Klinische Diagnose! Akut/chronisch krank' EHV-2-nPCR? Immunstatus® LL

Plerdes gesund PBL® | AT | B-Zellen | T-Zellen o

Gruppe 1: augenkranke EHV-2-nPCR-positive Pferde

T1 krank KJéfollicularis chronisch - +

T2 krank K’ superficialis rezidiva chronisch - +

T3 krank KKJ® mit Gef4Reinsprossung | chronisch + -

T4 krank KKJ mit GeféBeinsprossung | chronisch + -

Gruppe 2: augengesunde EHV-2-nPCR-positive Pferde

T5 gesund + -

T6 gesund - +

T7 gesund + -

T8 gesund + -

T9 gesund - +

T10 gesund + -

Gruppe 3: augenkranke EHV-2-nPCR-negative Pferde

K1 krank K mit GefédReinsprossung chronisch - -

K2 krank K akut - -

K3 krank KKJ punctata chronisch - -

K4 krank K superficialis chronisch - -

K5 krank KJ rezidiva chronisch - -

K6 krank KJ punctata chronisch - -

Gruppe 4: augengesunde EHV-2-nPCR-negative Pferde

K7 gesund - -

K8 gesund - -

K9 gesund - -

K10 gesund - -

K11 gesund - -

K12 gesund - -

K13 gesund - -

K14 gesund - -

K15 gesund - -

K16 gesund - -

K17 gesund - -

K18 gesund - -

K19 gesund - -

K20 gesund - -

K21 gesund - -

renzhereich ( ), unter dem Referenzbereich ( ); ® Konjunktivitis; 7 Keratitis; & Keratokonjunktivitis

! entfillt bei augengesunden Pferden; 2Ergebnis der EHV-2-nPCR; 3 periphere Blutleukozyten; * Augentupfer; ® Symbole: Zellzahl innerhalb des Referenzbereichs (), iiber dem Refe-

bei Augenkranken und -gesunden entweder aus Augentupfern  sechs augenkranke (Gruppe 3) und 15 augengesunde Tiere (Grup-

oder aus PBL nachweisen (Tab. 2). Insgesamt wurden somit  pe 4), bildeten die Kontrollgruppe (K1-K21) (Tab. 2).

10 EHV-2-positive Pferde (T1-T10) der Testgruppe zugeordnet, Bei den 10 augenkranken Pferden wurde im Vorbericht neun-
von denen vier Tiere augenkrank (Gruppe 1) und sechs augen-  mal die klinische Diagnose einer chronischen Erkrankung des
gesund (Gruppe 2) waren. Die 21 EHV-2-negativen Pferde, davon ~ Auges gestellt (in je drei Féllen Keratitis, Konjunktivitis bzw.
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Keratokonjunktivitis). Bei einem eine Woche alten Fohlen lautete
die Diagnose akute Keratitis (Tab. 2).

Korrelation der Ergebnisse der Durchfluss-
zytometrie mit dem EHV-2-Nachweis

Zeitgleich zur virologischen Untersuchung wurde bei allen Test-
und Kontrolltieren mittels durchflusszytometrischer Bestimmung
der prozentualen Haufigkeitsverteilungen von B- und T-Lympho-
zyten ein Immunstatus erstellt. Durch den Vergleich der ermittel-
ten Werte mit den Referenzbereichen der relativen Anteile fiir die
B- (6-17,5%) bzw. T-Lymphozyten (54,5-78,5%) an der Gesamt-
zellpopulation wurde der Anteil der Pferde mit Abweichungen
(erhohter oder erniedrigter Wert) ermittelt.

Tabelle 3 gibt die Anzahl der Pferde pro Gruppe an, die erhéh-
te bzw. erniedrigte relative B- und T-Lymphozyten-Anteile auf-
wiesen.

Die Héufigkeit des Vorkommens von erhdhten bzw. vermin-
derten T-Lymphozytenzahlen differierte demnach zwischen den
vier Gruppen nur marginal (Tab. 3). Bei den B-Lymphozyten-
Zahlen wurden hingegen einige signifikante Unterschiede fest-
gestellt. So zeigten augengesunde Testtiere (Gruppe 2) signifi-
kant haufiger erniedrigte B-Lymphozyten-Zahlen als augen-
kranke (Gruppe 3) oder augengesunde Kontrolltiere (Gruppe 4)
(p =0,0303 bzw. 0,0307). Die Haufigkeit des Vorkommens von
erhohten B-Lymphozyten-Anteilen war zwischen den vier Grup-
pen nicht signifikant unterschiedlich.

Diskussion

Bei der Keratokonjunktivitis des Pferdes vermuteten verschiede-
ne Autoren eine ursdchlich beteiligende Wirkung des equinen
Herpesvirus Typ 2 (17, 33). Durch sensitivere Nachweismethoden
konnten jedoch auch bei augengesunden Tieren hohe Nachweis-
raten dieses in der Pferdepopulation weit verbreiteten Virus erzielt
werden (4, 19, 35). Mehrfach wurden dem EHV-2 auch immun-
suppressive Wirkungen zugeschrieben (15), die in der Tatsache
begriindet sind, dass das Virus in B-Zellen latent vorkommt und
verschiedene fiir Virokine kodierende Gene trigt (13, 28). Aus
diesem Grund war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, bei
EHV-2-positiven bzw. -negativen augenkranken und augenge-
sunden Pferden den Immunstatus anhand der relativen B- und
T-Lymphozyten-Anteile zu untersuchen.

Weder in Augentupfern noch in den peripheren Blutleuko-
zyten konnten wir signifikante Unterschiede im PCR-Nachweis
von EHV-2 zwischen augenkranken und augengesunden Pferden
feststellen. Diese Ergebnisse sind somit mit den in jiingster Zeit
in der Literatur beschriebenen vergleichbar (4, 19). Auffallig ist
jedoch, dass im Vergleich mit Resultaten anderer Autoren ins-
gesamt nur bei sehr wenigen Pferden EHV-2-Genom in den
Augentupfern (17) bzw. peripheren Blutleukozyten (7) mittels

Tabh.3 Vergleich der Haufigkeiten von erhéhten bzw. verminder-
ten B- und T-Lymphozyten-Zahlen bei augenkranken und augen-
gesunden Test- und Kontrollpferden

Relative Anteile | Gruppe 1' | Gruppe 22 | Gruppe 3° | Gruppe 4*
der Zellen (n°=4) (n=6) (n=6) (n=15)
B-Zell-Zahl 1 0 1 0
erhoht

B-Zell-Zahl 0 4 0 2
erniedrigt

T-Zell-Zahl 1 2 2 4
erhoht

T-Zell-Zahl 0 0 0 1
erniedrigt

Taugenkranke Pferde mit PCR-Nachweis von EHV-2 in Augentupfern (AT) oder peri-
pheren Blutleukozyten (PBL)

2augengesunde Pferde mit PCR-Nachweis von EHV-2 in AT oder PBL
3augenkranke Pferde mit fehlendem PCR-Nachweis von EHV-2 in AT oder PBL
*augengesunde Pferde mit fehlendem PCR-Nachweis von EHV-2 in AT oder PBL

5 Gesamtzahl der untersuchten Pferde der jeweiligen Gruppe

der PCR detektierbar war, obwohl serologische Untersuchungen
bei allen Tieren einen erfolgten vorausgegangenen Kontakt mit
EHV-2 belegten. Da jedoch 9 der 10 augenkranken Pferde zum
Zeitpunkt der Untersuchung bereits seit mehreren Wochen kli-
nische Symptome zeigten, wire es denkbar, dass das Virus nicht
mehr zu erfassen war.

Die Korrelation der klinischen und virologischen Befunde mit
denen der Durchflusszytometrie ergab, dass die T-Lymphozyten-
Zahlen in allen vier untersuchten Gruppen dhnlich haufig erhoht
bzw. erniedrigt waren (Tab. 3). Dagegen wiesen augenkranke, in
der PCR EHV-2-positive Pferde (Gruppe 1) etwas hiufiger erhoh-
te B-Lymphozyten-Zahlen auf als augengesunde EHV-2-negative
Pferde (Gruppe 4). Aufféllig ist die Verminderung der B-Lympho-
zyten-Zahl bei 67% der in der PCR EHV-2-positiven augengesun-
den Pferde (Gruppe 2). Interessanterweise ergab die PCR bei drei
von vier Pferden dieser Gruppe (75%) mit erniedrigten B-Lym-
phozyten-Zahlen einen positiven Befund bei den PBL und nur in
einem Fall war der Augentupfer EHV-2-positiv (Tab. 2).

Ob eine EHV-2-Infektion oder -Reaktivierung die B-Zell-
Zahl messbar reduzieren kann oder aber andere Faktoren dafiir
verantwortlich sind, ldsst sich anhand der vorliegenden Studie
nicht kldren. Auch ist nicht bekannt, ob Pferde mit verminderten
B-Zell-Zahlen und einer EHV-2-Infektion eher eine Augen-
erkrankung entwickeln als andere. Es ist aber zu vermuten, dass
insbesondere individuelle Unterschiede im Immunsystem, aber
auch Alter, Rasse, Gesundheitszustand, Infektionsstatus und rezi-
divierende Infekte der Pferde auf den Ausbruch einer EHV-2-
induzierten Keratokonjunktivitis entscheidend Einfluss nehmen.
So vermutet Ackermann (1), dass die komplexe Interaktion von
Virus und Wirtszelle bei der Aufrechterhaltung der Latenz, die
moéglicherweise durch virale Zytokine wie das viruskodierte In-
terleukin 10 reguliert wird, durch das Scheitern des Immun-
systems, diese empfindliche Balance aufrechtzuerhalten, zur Ent-
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stehung von Gammaherpesvirusinfektionen-assoziierten Krank-
heiten beitragt.

Zu einer Erhohung der Lymphozytenzahl kommt es unter
anderem bei chronischen Entziindungen, wie sie z. B. bei man-
chen viralen Infektionskrankheiten ausgelost werden, wahrend
akute Virusinfektionen und chronischer Stress eher zu einer er-
niedrigten Lymphozytenzahl fithren (18). Altersabhingige oder
rassespezifische Unterschiede konnten in diesem Zusammen-
hang wiederum eine Rolle spielen. In der Literatur werden auch
anderen Viren das Immunsystem beeinflussende Eigenschaften
zugeschrieben, unter deren Voraussetzung tiberhaupt erst eine kli-
nische Symptomatik entstehen kann. So gilt das porzine Circo-
virus Typ 2 (PCV-2) als Ausloser des bei Absetzferkeln vorkom-
menden ,,Post Weaning Multisystemic Wasting*-Syndroms
(PMWY), das interessanterweise jedoch nicht in jedem PCV-2-
positiven Bestand ausbricht und auch experimentell nicht immer
durch alleinige Infektion mit PCV-2 klinisch auslosbar war (2).
Vielmehr liel sich das PMWS ausschlieBlich dann diagnostizie-
ren, wenn bestimmte Kofaktoren zusammen mit PCV-2 wirkten.
Unter anderem wird auch eine durch Aktivierung des Immunsys-
tems hervorgerufene Ausprigung des PMWS in diesem Zusam-
menhang vermutet (31). Der immunsupprimierende Effekt des
Virus soll dabei durch eine geringe antigenprasentierende Fahig-
keit und einem Funktionsverlust von B- und CD4-T-Zellen be-
dingt sein (29).

Schlussfolgerungen

Insgesamt betrachtet liefern die Ergebnisse dieser Studie erste
Hinweise dafiir, dass bei augengesunden EHV-2-positiven Pfer-
den die B-Zell-Zahlen erniedrigt sind. Aufgrund des geringen
Stichprobenumfangs sollten diese Ergebnisse jedoch nur als erste
Indizien fiir einen moglichen Einfluss des EHV-2 auf den Immun-
status angesehen werden. In jedem Fall liefert die Durchfluss-
zytometrie zusitzliche, bei der diagnostischen und méglicher-
weise prognostischen Bewertung der Keratokonjunktivitis hilf-
reiche Informationen. Gezielte Untersuchungen hinsichtlich der
Beeinflussung der B-Lymphozyten-Zahlen waren jedoch sinn-
voll und sollten bei einer groeren Anzahl von Pferden mit unter-
schiedlichen klinischen Symptomen durchgefithrt werden. Dabei
sollten auch die untersuchten Pferdegruppen gezielter ausgewahlt
und beispielsweise weniger chronisch kranke und mehr akute,
unbehandelte Tiere untersucht werden. Auch langfristige Ver-
laufskontrollen zur genauen Dokumentation der Zu- und Abnah-
me der B-Lymphozyten-Zahl in Kombination mit wiederholten
klinischen und virologischen Untersuchungen wéren sinnvoll.
Von besonderem Interesse in diesem Zusammenhang wire zudem
die Untersuchung ehemals gesunder, aber EHV-2-positiv getes-
teter Pferde hinsichtlich der spéteren Entwicklung klinischer
Symptome.

e
A. Fetsch, J. Huebner, I. Langbein, E. Mueller, K. Borchers
Fazit fiir die Praxis =
LLl
L
Bei Pferden mit Keratokonjunktivitis sollte das equine Herpes- (al

virus Typ 2 (EHV-2) als beteiligtes Agens generell in Betracht
gezogen werden. Von den vielfiltigen diagnostischen Moglich-
keiten zur Abklarung ist der Genomnachweis des Erregers aus
Tupfermaterial mittels der sensitiven PCR-Technik als Methode
der Wahl anzusehen. Eine sinnvolle Ergénzung der diagnosti-
schen Tests konnte in der durchflusszytometrischen Bestimmung
der B-Lymphozyten-Zahl zu finden sein, wie die Ergebnisse die-
ser Studie zeigen. Detaillierte Untersuchungen diesbeziiglich
sollten jedoch folgen.
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Der Bild-Text-Atlas zu Bewegungsappa-
rat und Lahmheiten des Pferdes stammt
aus dem Amerikanischen und wurde von
einem deutschen Team tibersetzt und so
einem breiten Leserkreis zugédnglich ge-
macht.

Das Buch weist eine ausgesprochen
tibersichtliche Strukturierung auf, da der
Inhalt jeder Textseite auf der gegeniiber
liegenden Seite sehr anschaulich illus-
triert ist. Eine umfassende Einleitung
fihrt den Leser didaktisch gekonnt an
Anatomie, Biomechanik und diagnos-
tische Verfahren heran. Im Folgenden

werden die einzelnen Anteile der Schul-
ter- und Beckengliedmale wie auch des
Stammes in ihrer Anatomie vorgestellt.
Hierauf werden jeweils direkt hdufige
Erkrankungen des betreffenden Bereichs
mit der zugehorigen Diagnosemethodik
und Therapie besprochen. Auch Bemer-
kungen zur Prognose sind enthalten. Ein
separates Kapitel widmet sich der Mus-
kellehre, Muskelerkrankungen und phy-
siotherapeutischen Moglichkeiten.

Die Illustrationen bestehen aus be-
schrifteten farbigen Zeichnungen, die
entsprechend durch Rontgenaufnahmen
ergénzt werden. Grundsitzlich prisentie-
ren die Autoren pathologische Verdnde-
rungen zusammen mit diagnostischen
und therapeutischen Verfahren.

Fir das weitergehende Literaturstu-
dium finden sich am Ende des Buches

ein ausfiihrliches Literaturverzeichnis so-
wie Buchempfehlungen. Besondere Er-
wihnung verdient auch das Glossar mit
Definition von Fachbegriffen.

Das Buch versucht, den Bewegungs-
apparat des Pferdes und seine Erkrankun-
gen gleichermalien fiir den interessierten
Laien wie auch den Pferdepraktiker zu er-
klaren. Dieses anspruchsvolle Anliegen
ist naturgemaf nur mit Einschrankungen
zu erfiillen, da dem praktizierenden Pfer-
detierarzt vieles schon bekannt sein diirf-
te und daher in dem gebotenen Ausmal
teilweise nicht detailliert genug erscheint.
Nichtsdestotrotz bietet das Buch, ins-
besondere fiir den weiterdenkenden Stu-
denten sowie Pferdehalter, eine gelun-
gene Kombination von Anatomie und
Klinik.
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