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Zusammenfassung

Bei 15 Pferden mit einer Keratokonjunktivitis oder einer Konjunktivitis und bei 15 augengesunden Pferden wurde in Augentupfern eine
Polymerasekettenreaktion (nPCR) zur Untersuchung auf das equine Herpesvirus 2 (EHV2) und das equine Herpesvirus 5 (EHV5) und aufBerdem
eine exfoliative Zytologie zur Untersuchung auf das Vorkommen von intranukledren Einschlusskérperchen durchgefihrt. In der Gruppe der
erkrankten Pferde waren 3 (20%) EHV2, 4 (28,6%) EHV5 und 4 (26,7%) Einschlusskérperchen positiv, wihrend es in der Kontrollgruppe 1
(6,7%), 5 (41,7%) und 2 (13,3%) waren. Dies stellt keinen signifikanten Unterschied zwischen der Haufigkeit des Vorkommens von EHV2 und
EHV5 und von Einschlusskérperchen zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe der erkrankten Pferde dar. Auch war keine Korrelation
zwischen dem Nachweis von EHV2 und EHV5 und dem Vorkommen von Einschlusskérperchen feststellbar.

Pferd, Auge, Keratokonjunktivitis, Konjunktivitis, Equines Herpesvirus 2 (EHV2), Equines Herpesvirus 5 (EHV5),
Einschlusskérperchen, Polymerasekettenreaktion (nPCR)

Schlusselwérter:

Prevalence of EHV2- and EHV5-DNA in horses showing keratoconjunctivitis or conjunctivitis — comparing test results obtained by cytology
and nested polymerase chain reaction (nPCR)

In 15 horses showing a keratoconjunctivitis or conjunctivitis and in 15 horses with no ocular disease ocular swabs were tested by means of a nested
polymerase chain reaction (nPCR) for the presence of equine herpesvirus 2 (EHV2) and equine herpesvirus 5 (EHV5). Besides, a cytology of
conjunctival or corneal scrapings was performed to search for intranuclear inclusion bodies. In the group of horses with ocular disease 3 (20%) were
positive for EHV2, 4 (28,6%) for EHV5 and 4 (26,7%) showed intranuclear inclusion bodies. In the control group there were 1 (6,7%) positive for
EHV2 and 5 (41,7%) positive for EHV5, while 2 (13,3%) showed intranuclear inclusion bodies. The frequency distribution between the two groups
did not differ significantly. No correlation could be found between the results obtained with the nPCR and the presence of intranuclear inclusion

bodies.
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Einleitung

Die Bedeutung von Herpesvirusinfektionen am Auge des Pfer-
des wird in der Literatur sehr kontrovers diskutiert. Wéhrend bei
anderen Spezies das Vorkommen einer Herpesviruskeratitis als
gesichert angesehen wird (Mensch: Herpes corneae simplex,
Katze: Feline Rhinotracheitis, Rind: Infektidse Bovine Rhinotrach-
eitis, Schwein: Aujeszkysche Krankheit), wird dies beim Pferd
nur durch einige Autoren beschrieben.

Am Pferdeauge sollen durch Herpesviren verschiedene Krankheits-
bilder ausgel&st werden. In den meisten Féllen wird der Infektion
mit Herpesviren das klinische Bild einer Keratokonjunkfivitis su-
perficialis in verschiedenen Formen zugeordnet: Keratitis puncta-
ta superficialis, ulzerative Keratitis und Keratitis maculosa (Thein
1976, Thein und Béhm 1976, Thein 1978, Matthews und Hands-
combe 1983, Kellner 1990, Miller et al. 1990, Collinson et al.
1994, Barnett et al. 1995, van Oppen 2000). Auch werden unter-
schiedliche Herpesvirus-Typen als auslésende Ursache beschrie-
ben. Wahrend in einigen Féllen das equine Herpesvirus 1 (EHV1)
isoliert werden konnte (Riis 1981), wiesen die meisten Unter-
sucher (Thein 1976, Thein und Béhm 1976, Thein 1978, Matthews
und Handscombe 1983, Miller et al. 1990, Collinson et al. 1994,
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van Oppen 2000) das equine Herpesvirus 2 (EHV2) nach. Aller-
dings wurde auch die Isolation des equinen Herpesvirus 3 (EHV3)
bei einem Fohlen mit Uveitis beschrieben (Cullinane et al. 1994).
Im Gegensatz dazu kann dem equinen Herpesvirus 5 (EHV5),
welches zusammen mit dem verwandten EHV2 der Gruppe der y-
Herpesviren angehért, noch kein Krankheitsbild zugeordnet wer-
den (Agius et al. 1992, Telford et al. 1993, Agius et al. 1994,
Reubel et al. 1995, Browning und Agius 1996, Borchers et al.
1999).

Der Nachweis der Herpesviren kann auf verschiedene Arten
erfolgen: Die Virusisolierung durch Anziichtung in der Zellkul-
tur weist in den meisten Fallen nach 12-16tégiger Inkubation
zytopathische Erscheinungen mit Bildung nukleérer Einschluss-
kérperchen vom Typ Cowdry A auf (Thein 1976, Thein und Bshm
1976, Thein 1978, Miller et al. 1990, Rolle und Mayr 1993,
Collinson et al. 1994, Browning und Agius 1996). Auch der
indirekte Nachweis Uber die serologische Untersuchung mit
Bestimmung des Antikérpertiters im Blut wird héufig durchge-
fhrt (Thein 1976, Thein und Béhm 1976, Thein 1978, Bor-
chers et al. 1997, Borchers et al. 1999).
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Der neuerdings zur Verfigung stehende Nested-Polymerase-
Kettenreaktion-Test (n\PCR) fir das EHV2 und EHV5 erlaubt
einen 1000fach sensitiveren Nachweis im Vergleich zur Virus-
isolierung in der Zellkultur (Reubel et al. 1995). Im Gegen-
satz dazu stellt der Nachweis von typischen nukledren Ein-
schluss-kérperchen in von Herpesvirus befallenen Zellen im
Ausstrichprdparat nur ein indirektes Verfahren dar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bei Pferden mit Keratokon-
junktivitiden in unserem Patientengut die dtiologische Diagno-
se einer méglichen Herpesvirusinfektion mittels exfoliativer Zy-
tologie an Abstrichen mit denen durch den nPCR-Nachweis von
EHV2 und EHV5 zu vergleichen.

Material und Methode

Zur Untersuchung standen Patienten aus dem Patientengut
unserer Klinik im Zeitraum von April bis Dezember 2000 zur
Verfigung. Die Probenentnahme erfolgte an 15 klinisch kran-
ken Pferden (Gruppe 1) und an 15 klinisch gesunden Pferden
als Kontrollgruppe (Gruppe 2). In die Gruppe der erkrankten
Pferde wurden Pferde mit folgender klinischer Diagnose ge-
ordnet: Zum einen Pferde mit rezidivierender, therapieresisten-
ter seromukéser Konjunktivitis, zum anderen Pferde mit einer
Keratokonjunktivitis superficialis, welche entweder der von Barnett
et al. 1995 beschriebenen Keratitis punctata superficialis oder der
Keratitis maculosa éhnelten (Abbildung 1). Die klinischen Sym-
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ptome sind in Tabelle 1 dargestellt. Die 15 Pferde waren zwi-
schen 4 und 19 Jahre alt (Durchschnitt 10,5 Jahre), gehérten
verschiedenen Rassen an (93% Warmbliter) und kamen aus
verschiedenen Bestdnden.

Die 15 Pferde in der Kontrollgruppe waren bei der ophthal-
mo-skopischen Untersuchung ohne krankhafte Befunde. Sie
waren zwischen 2 und 23 Jahren alt (Durchschnitt 11,3 Jah-
re) und gehérten verschiedenen Bestdnden und Rassen (100%
Warmbliter) an.

Die Pferde wurden einer klinischen Allgemeinuntersuchung, einer
kurzen neurologischen Untersuchung der Kopfnerven und einer
anschlieBenden ophthalmoskopischen Untersuchung unterzogen.
Die Probenentnahme erfolgte entweder am sedierten oder mit
einer Nasenbremse fixierten Pferd. Nach Eintréufeln des Lokalan-
gsthetikums Oxybuprocainhydrochlorid (Benoxinat SE Thilot, Dr.
Thilo GmbH, Freiburg) wurde mindestens 3 Minuten bis zum Wir-
kungseintritt gewartet. Mittels eines sterilen Tupfers wurden ent-
weder aus dem Bereich des ventralen Konjunktivalsackes oder
von dem betroffenen Korneabereich Abstriche fir die nPCR ent-
nommen. Die Tupfer wurden in sterile Réhrchen (Venoject blood
collection tubes, Fa. Terumo, Belgien) verpackt und kihl (unter 9
Grad Celsius) versandt. Fir die zytologische Diagnostik wurden
an denselben Stellen mit Abstrichbirsten (Cyto-Brush, Fa. San-
top, Wiesbaden) Material entnommen, auf Objekttrégern abge-
rollt, luftgetrocknet und in diesem Zustand versandt.

Die Untersuchung der zytologischen Préparate wurde von Dr.
med. vet. S. J. Kellner, Frauenfeld, Schweiz, durchgefihrt. Die

Tab. 1: Darstellung der klinischen Symptome bei den erkrankten Pferden (Gruppe 1)

Clinical signs in the group of horses with ocular disease (group 1)

Nr. Klinische Diagnose Lokalisation | Rezidiv Avaehr- Fluoreszein- HoEnhaui- O})erfldchliche Epiiheliale
trias Probe tribung Gefaf3einsprossung| Blaschen
1 Keratokonjunktivitis beidseitig | ventrotemporal + + + + _
2 Keratokonjunktivitis einseitig | dorsotemporal + + + + +
3 Keratokonjunktivitis einseitig | dorsotemporal + + + + +
4 Keratokonjunktivitis beidseitig | ventrotemporal + + + + +
5 Keratokonjunktivitis einseitig | ventrotemporal + + + - -
6 Keratokonjunktivitis einseitig | ventrotemporal + + - _
7 Keratokonjunktivitis einseitig | ventrotemporal + + + + -
8 Keratokonjunktivitis einseitig dorsal + + + + _
9 Konjunktivitis beidseitig + +
10 Konijunktivitis beidseitig + +
11 Konjunktivitis beidseitig + +
12 Konjunktivitis einseitig + +
13 Konijunktivitis beidseitig + +
14 Konjunktivitis beidseitig + +
15 Konjunktivitis beidseitig + +
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Ausstriche wurden nach Giemsa geférbt und lichtmikroskopisch
untersucht. Dabei wurde besonders auf das Vorhandensein von
intranukledren Einschlusskérperchen und auf die Haufigkeit des
Avuftretens von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten

Abb. 1: Hornhautverénderungen bei Patient Nr. 1.

Corneal alterations in horse No. 1

geachtet. Die Haufigkeit wurde semiquantitativ in die Gruppen
Jkeine”, ,wenig”, ,viele” und ,sehr viele” eingestuft.

Die Untersuchung auf das Equine Herpesvirus 2 und 5 mittels
Polymerasekettenreaktion erfolgte im Vet Med Labor, Ludwigs-
burg nach der von Reubel et al. 1995 beschriebenen Methode
mittels nested PCR.

Die Nachweishaufigkeiten von EHV2 und EHV5 und Einschluss-
kérperchen in der gesunden und kranken Gruppe wurden mit-
tels des Fisher-Exact-Testes statistisch verglichen. Die Berech-
nungen erfolgten mit dem Statistikprogramm ,C-Stat for Win-
dows 1,0 (Cherwell Scientific Publishing, Oxford, 1992). Fol-
gende Signifikanzniveaus wurden verwendet:

ns.= p > 0,05 > 5% Irfumswahrscheinlichkeit nicht signifikant

* = p = 0,05 =< 5% Irrtumswahrscheinlichkeit signifikant

Nachweishiiufigkeit von EHV2- und EHV5-
Nukleinsiiure und EinschluBkirperchen in Prozent
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Abb. 2: Nachweishgufigkeit von EHV2- und EHV5-Nukleinséure und

Einschlusskérperchen in Prozent [%)]

Prevalence of EHV2- and EHV5-DNA and intranuclear inclusion
bodies

Gruppe 1 = kranke Gruppe

Gruppe 2 = gesunde Gruppe

PCR = Polymerase Chain Reaction
EHV2 = Equines Herpesvirus 2

EHV5 = Equines Herpesvirus 5

EK = intranukledre Einschlusskérperchen
n.s. = nicht signifikant
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Ergebnisse

Die zusammenfassende Darstellung der Untersuchungsergeb-

nisse in der kranken und gesunden Gruppe erfolgt in Tabelle
2,3, 4 und 5 und Abbildung 2.

Tab. 2: Nachweishdufigkeiten von EHV2- und EHV5-Nukleinsgure
und Einschlusskérperchen

Frequencies of EHV2- and EHV5-DNA and intranuclear inclusion

bodies
Gruppe 1 Gruppe 2 Beide Gruppen
[n=15] [n=15] [n = 30]
3 (20%) 1(6,7%) 4 (13,3%)
PCR EHV2 [n=15] [h=15] [h=30]
4 (28,6%) 5 (41,7%) 9 (34,6%)
PCR EHVS5 [n=14] [n=12] [h=26]
Einschluss- 4(26,7%) 2 (13,3%) 4 (13,3%)
kérperchen [n=15] [n=15] [n=30]

Gruppe 1 = kranke Gruppe
Gruppe 2 = gesunde Gruppe
PCR = Polymerase Chain Reaction
EHV2 = Equines Herpesvirus 2
EHV5 = Equines Herpesvirus 5

Insgesamt wurde bei 13,3% der dreiflig Pferde EHV2-Nuklein-
sdure und bei 31,6% der Pferde EHV5-Nukleinsdéure mittels
PCR nachgewiesen, wéhrend im Ausstrichpréparat 13,3% der
Pferde Einschlusskérperchen aufwiesen.

In der Gruppe der erkrankten Pferde waren vier Pferde Ein-
schlusskérperchen-positiv, das entspricht einem Prozentsatz von
26,7%. Der EHV2-Nachweis mittels PCR ergab drei positive
Pferde (20%), wahrend vier Pferde (28,6%) EHV5-positiv wa-
ren. Dabei waren jeweils unterschiedliche Pferde positiv, das
heift es lag mit Ausnahme von Pferd Nr. 15 keine Korrelation
zwischen dem EHV2- und EHV5-Nachweis mittels PCR und dem
Nachweis von Einschlusskérperchen vor.

Auch in der Gruppe der gesunden Pferde waren bei zwei Pfer-
den (13,3%) Einschlusskérperchen nachzuweisen, wobei dies
keinen statistisch signifikanten Unterschied zur Gruppe der er-
krankten Pferde darstellt (0=0,24). Mittels PCR wurden bei ei-
nem Pferd (6,7%) EHV2-Nukleinséuren und bei finf Pferden
(41,7%) EHV5-Nukleinséuren nachgewiesen. Diese Befunde
stellen keine statistisch signifikanten Unterschiede zur Gruppe
der erkrankten Pferde dar (p=0,25 und p=0,25).

Bei den Einschlusskérperchen-positiven Pferden wurden sowohl
in der Gruppe der erkrankten als auch in der Gruppe der ge-
sunden Pferde im Durchschnitt semiquantitativ mehr Lymphozy-
ten nachgewiesen als bei den EHV2- und EHV5-positiven Pfer-
den (Tabelle 5). Dies ist aber statistisch nicht signifikant.

Diskussion

Die klinische Bedeutung von Herpesvirusinfektionen des Pferde-
auges bleibt, trotz verschiedener Untersuchungen (Thein 1976,
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Tab. 3: Darstellung der Untersuchungsergebnisse bei den erkrankten Pferden (Gruppe 1)

Test results in the group of horses with ocular disease (group 1)

PCR PCR Ausstrich Ausstrich Austrich

Nr. EHV2 EHV5 EK Lymphozyten Neutrophile Therapie Verlauf

1 - - 3 1

2 - ¥ 2 1 Virostatikum -+ Kortison Heilung nach 5 Wochen

3 - I+ 1 1 Virostatikum + Kortison F\)Vecllsl'?egnnsicdl:ei Wochen, Rezidiv 6
4 - - 0 1

5 4 - 0 1

6 - I 3 1 Spontanheilung nach 5 Tagen

7 ¥ - - 1 1 Virostatikum + Kortison Heilung nach 4 Wochen

8 - - 1 1

9 4 - 0 0

10 - - 2 1

11 + - - 2 1 Virostatikum + Kortison ée\ggrcuh:; r?g?:]eg \E\}ifﬁ::iv’ keine
12 - - - 3 1

13 + n.b. - 0 3 Virostatikum + Kortison Keine Besserung nach 5 Wochen
14 + - 1 3

15 - i - 2 2 Virostatikum Heilung nach 5 Wochen

PCR = Polymerase Chain Reaction;
EK = intranukledre Einschlusskérperchen;

Thein und Bshm 1976, Thein 1978, Riis 1981, Miller et al. 1990,
Collinson et al. 1994, Cullinane et al. 1994), nicht vollstandig
geklart. Es werden in der Literatur verschiedene klinische Bilder,
verschiedene auslésende Herpestypen und verschiedene Nach-
weismethoden genannt. Als durch Herpesviren ausgeléste Krank-
heitshilder werden die Keratitis punctata superficialis, die ulze-
rative Viruskeratitis und die Keratitis maculosa (Thein 1976, Thein
und Béhm 1976, Thein 1978, Matthews und Handscombe 1983,
Kellner 1990, Miller et al. 1990, Collinson et al. 1994, Barnett
etal. 1995, von Oppen 2000) angesehen, wobei die Beschrei-
bungen der klinischen Bilder unterschiedlich sind. Dabei ist nicht
geklért, ob es sich um verschiedene Krankheiten oder nur um
verschiedene Phasen einer Krankheit handelt. Von Oppen (2000)
konnte den EHV2-positiven Pferden kein spezifisches klinisches
Bild einer Keratitis zuordnen. Bei den in unserem Patientengut
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EHV2 = Equines Herpesvirus 2;
Neutrophile = neutrophile Granulozyten;

EHV5 = Equines Herpesvirus 5; n.b. = nicht bestimmt
0 = keine, 1 = wenig, 2 = viele, 3 = sehr viele

zum Zeitpunkt der Untersuchung vorliegenden Formen handel-
te es sich um eine Keratitis punctata superficialis, welche aller-
dings oft GeféBeinsprossungen aufwies, um eine Keratitis ma-
culosa und um intraepitheliale Bldschenbildungen. Bei zwei der
Patienten (Nr. 2 und 11) lag zwischenzeitlich eine ulzerative Form
vor. Ein weiteres klinisches Bild der Herpesvirusinfektion ist eine
Konjunktivitis ohne Korneabeteiligung, wobei diese meist im Zu-
sammenhang mit einer systemischen Infektion steht (Gleeson
und Studdert 1977, Collinson et al. 1994, Cullinane et al. 1994,
Barnett 1995). Bei den in unserer Untersuchung vorliegenden
Fallen von Konjuktivitis waren beide Augen betroffen, ohne dass
erkennbare Anzeichen einer systemischen Infektion vorlagen. Bei
zwei der sieben Pferde mit Konjunktivitis konnte mittels PCR EHV2
nachgewiesen werden, in drei Fallen EHV5 und in einem Fall
Einschlusskarperchen.

Pferdeheilkunde 17



Tab. 4: Darstellung der Untersuchungsergebnisse bei den gesunden
Pferden (Gruppe 2)

Test results in the group of horses with no ocular disease (group 2)

Per | per | Gt | e | e

N | erva | Ervs EK LY:,:’e':“o' N:;’iflreo' Kommentar
1 . n.b. - 0 ]

2 | - + - ] 0

3 N 0 0

4 - 0 ]

5 + ] 0

6 + 0 ]

7 ; 4 1 1 Eil:r)i;ifehkefg
8 - 0 ]

9 i + 1 1 aikr):!;i]fehket;
| + | + 0 ]

11 - 0 ]

12 - 0 ]

13 + 0 !

14 - n.b. - 1 !

15 - n.b. - 0 !

PCR = Polymerase Chain Reaction

EHV2 = Equines Herpesvirus 2

EHV5 = Equines Herpesvirus 5

n.b. = nicht bestimmt

EK = intranukledre Einschlusskérperchen
Neutrophile = neutrophile Granulozyten

0 = keine, 1 = wenig, 2 = viele, 3 = sehr viele

Der Nachweis von Herpesviren bei Keratokonjunktivitiden wurde
meist nur in Einzelféllen von verschiedenen Autoren beschrie-
ben. Thein (1976) wies bei einem Fohlen mit Keratitis in Kor-
neabiopsien EHV2 mittels Virusanzichtung in der Zellkultur und
mittels positivem Antikérpertiter im Blut nach. Bei zwdlf Pler-
den mit Keratokonjunktivitis konnte Thein (1978) in zwei Fal-
len aus Korneabiopsien und TréinenflUssigkeit EHV2 in der Zell-
kultur anzichten und in allen Féllen im Blut héhere Antikér-
pertiter als bei gesunden Pferden feststellen. Miller et al. (1990)
wiesen EHV2 bei einem Pferd mit Keratitis aus einem Horn-
hautgeschabsel mittels Anziichtung in der Zellkultur nach, konn-
ten in einem zytologischen Préparat aber keine Einschlusskér-
perchen nachweisen. Collinson et al. (1994) wiesen bei drei
von funf Fohlen mit Keratokonjunktivitis aus Korneabstrichen
EHV2 in der Zellkultur nach, konnten aber keine Einschluss-
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korperchen feststellen. Die PCR als Nachweismethode wurde
von Von Oppen (2000) bei einer Gruppe von finfzig Pferden
verwendet. Bei der Untersuchung von Augentupfern aus dem
Konjunktivalsack stellte er bei 41,4% der erkrankten Pferde
(n = 29), aber nur bei 9,5% der gesunden Kontrollgruppe
(n = 21) EHV2-Nukleinsgure fest, welches einen statistisch
signifikanten Unterschied darstellte. Antikérpertiter gegen EHV2
waren bei allen Tieren im Blut vorhanden, aber nicht statistisch
signifikant verschieden zwischen den gesunden und kranken
Tieren. Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Ergebnissen
von Thein (1978), der bei 12 augenkranken Pferden im Blut
héhere Antikérpertiter als bei gesunden Pferden feststellen konn-
te.

Allerdings ist EHV2 in einem grofien Anteil gesunder Pferde
nachweisbar. Von 19 gesunden Pferden konnten bei allen posi-
tive Antikérpertiter nachgewiesen werden und in Blutleukozyten
waren 11% bzw. 16% mit der PCR bzw. Kultur positiv (Borchers
et al. 1997). Auch bei Von Oppen (2000) wiesen 47,6% der
gesunden Pferde (n = 21) EHV2-Nukleinséure in Blutleukozy-
ten auf und 100% waren Antikérper-positiv. Auch Edington et
al. (1994) konnten in fast allen von vierzig Schlachtpferden
EHV2-Nukleinsdure in verschiedenen Kérperlymphknoten, Milz,
Trigeminusganglion und Lungenmakrophagen mittels PCR nach-
weisen. Rolle und Mayr (1993) sprechen von einem Durchseu-
chungsgrad zwischen 45 und 85%.

Epidemiologische Daten Uber das Vorkommen von EHV5 und
seine klinische Bedeutung sind rar (Browning und Agius 1996).
Der Nachweis des mit dem EHV2 genetisch verwandten EHV5
gelang Reubel et al. (1995) mittels nPCR in Blutleukozyten bei
38 gesunden Pferden. Dabei waren 16% der Proben EHV5-
positiv und 8% sowohl EHV2- und EHV5-positiv. Borchers et al.
(1999) wiesen bei 55 Wildequiden in 93% der Blutproben so-
wohl EHV2- als auch EHV5-Antikérper nach und in den Blut-
leukozyten von 16 Proben konnte mittels PCR EHV2 nachge-
wiesen werden. Aus den Blutleukozyten von 7 Proben wurde
EHV2 und in einem Fall auch EHV5 kultiviert. In den von uns
untersuchten Augentupfern konnte bei den erkrankten Pferden
in 28,6% und bei den gesunden Pferden in 41,7% aller Féalle
mittels nPCR EHV5-Nukleinsdure nachgewiesen werden, wo-
bei im Gegensatz zu Borchers et al. (1999) kein gleichzeitiger
Nachweis von EHV2 gelang. Insgesamt waren in unserer Un-

Tab. 5: Durchschnittliche Nachweishéufigkeit der semiquantitativ be-
stimmten Lymphozytenmenge bei den PCR- und Einschlusskérperchen-
positiven Pferden

Mean prevalence of the semiquantitative amount of lymphocytes in
horses positive for EHV2- and EHV5-DNA and positive for intranuclear
inclusion bodies

PCR EHV2 PCR EHV5 | Einschlusskérperchen
positiv positiv positiv
Gruppe 1 1 0,75 2
Gruppe 2 0 0,4 1

Gruppe 2 = gesunde Gruppe
2 = viele 3 = sehr viele

Gruppe 1 = kranke Gruppe
0 = keine 1 = wenig
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tersuchung mehr Proben EHV5-positiv (34,6% aller getesteten
Pferde) als EHV2-positiv (13,3%).

Der direkte Virusnachweis in der Zellkultur stellt mit 7—14tagi-
ger Dauer eine sehr zeitintensive Nachweismethode dar, wéh-
rend der PCR zum Nachweis von Virusnukleinséure innerhalb
von 2 Tagen zu einem Ergebnis fohrt. Die exfoliative Zytologie
zum Nachweis von Herpeseinschlusskérperchen kann hinge-
gen zur schnellen Diagnostik herangezogen werden. Im gesun-
den Ausstrich finden sich Konjunktival- und Kornealzellen, we-
nig Bakterien und keine oder wenig Lymphozyten, Neutrophile,
Monozyten und Plasmazellen. Als Herpesviruseinschlusskérper-
chen bezeichnet man eosinophile, von der Umgebung gut ab-
gesetzte und mit dem Lichtmikroskop gut sichtbare, 1 bis 20
um grofe zellfremde Bezirke im Zellkern (Einschlusskérperchen
vom Typ Cowdry A), die nach Fixierung und Férbung deutlich
werden (Cowdry 1934, Posbischil 1981, Freeman et al. 1985).
Sie bestehen aus Viruspartikeln, Virusmatrix, virusspezifischer
Nukleinsgure und Proteinen und neugebildetem Zellmaterial.
Durch die histologischen Verfahren entsteht durch Schrump-
fung der Zellmatrix ein leerer Hof (Halo) um das Einschlusskér-
perchen (Rolle und Mayr 1993). In Zellkulturen treten meist nach
10-14tagiger Inkubation mit Herpesviren zytopathische Effekte
mit Bildung nukledrer Einschlusskérperchen auf (Rolle und Mayr
1984, Browning und Studdert 1988, Collinson et al. 1994). In
den von uns untersuchten Proben waren sowohl 4 der erkrank-
ten Pferde als auch 2 der gesunden Pferde Einschlusskérper-
chen-positiv, wobei dies keinen statistisch signifikanten Unter-
schied darstellte. Des weiteren bestand mit Ausnahme von ei-
nem Pferd auch keine Korrelation zwischen Einschlusskérper-
chen-positiven und EHV2- und EHV5-positiven Pferden. Im
Ausstrichpréparat sind aufBerdem neben Einschlusskérperchen
in virusbefallenen Zellen auch eine vermehrte Anzahl von Lym-
phozyten, bei sekundérer bakterieller Infektion auch vermehrt
Neutrophile zu finden. In unseren Untersuchungen konnten bei
den erkrankten und gesunden Pferden mit Einschlusskérperchen
im Durchschnitt semiquantitativ mehr Lymphozyten nachgewie-
sen werden als bei den EHV2- und EHV5-positiven Pferden,
was aber nicht statistisch signifikant war. Der Nachweis von Lym-
phozyten im Ausstrich kann daher bei der Entscheidung behilf-
lich sein, ob es sich bei den mittels PCR nachgewiesenen Her-
pesviren um einen klinisch relevanten Nachweis handelt oder
nur um einen Zufallsbefund.

Ein moéglicher Grund fur die Diskrepanzen zwischen PCR-posi-
tiven aber Einschlusskérperchen-negativen Proben kénnte in der
Latenzzeit liegen, bevor Einschlusskérperchen im Ausstrich er-
kennbar sind (Rolle und Mayr 1984, Browning und Studdert
1988, Collinson et al. 1994). Ein weiterer moglicher Grund ist
in der Viruslatenz zu sehen. Als mégliche Orte der Viruslatenz
werden Leukozyten (Browning und Studdert 1987, Reubel et al.
1995, Borchers et al. 1997), Lungenmakrophagen, B-Lympho-
zyten (Drummer et al. 1996) und das Ziliarganglion und Trige-
minusganglion (Edington et al. 1994, Borchers et al. 1997, Riz-
vi et al. 1997) angesehen, von denen aus das Virus durch Im-
munsuppression reakfiviert zu werden scheint. In dieser Zeit ist
zwar Virusgenom nachweisbar, aber es liegen keine klinischen
Erscheinungen vor. Des weiteren ist zu bericksichtigen, dass
das EHV2 in der Pferdepopulation weit verbreitet ist. Bei den
PCR-negativen, aber Einschlusskérperchen-positiven Fallen sind
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mégliche Fehlinterpretationen durch Invaginationen des Zyto-
plasmas in den Zellkern oder durch hyaline Areale im Zytoplas-
ma denkbar (Rolle und Mayr 1995), wie aber auch die Még-
lichkeit, dass noch andere Viren als die getesteten EHV2 und
EHV5 an dem klinischen Bild beteiligt sein kénnen. Auch kénn-
te eine zu geringe Sensitivitét der PCR eine Rolle spielen (Reu-
bel et al. 1995).

Die in der Literatur beschriebenen Therapieerfolge sind sehr
widerspruchlich. Thein (1976) beschreibt eine deutliche Besse-
rung nach 8-14 Tagen mit desoxyuridinhaltiger Augensalbe und
eine Heilung nach weiteren 2—4 Wochen, wahrend die Gabe
von Dexamethason-Augensalben die Bereitschaft von Rezidi-
ven steigerte. Auch Collinson et al. (1994) konnten eine Hei-
lung mit I[doxuridin-Augensalbe innerhalb von 14 Tagen errei-
chen. Im Gegensatz dazu konnten Miller et al. (1990) nach 14
Tagen mit Trifluridin-Augensalbe keine Besserung feststellen.
Auch Von Oppen (2000) stellte nach 3-4 Wochen keine signi-
fikant positiven Therapieerfolge sowohl mit Trifluridin als auch
mit Idoxuridin fest, wobei héufig keine Besserung der klinischen
Befunde auftrat und auch der Virusnachweis weiterhin positiv
war. Auch bei unseren Patienten waren Therapieerfolge mit Triflu-
ridin-Augensalbe erst nach mindestens 4 Wochen festzustellen,
wobei bei zwei Pferden (Nr. 11 und 13) keine Besserung festge-
stellt werden konnte. Als mégliche Ursache fir ein Therapiever-
sagen ist eine Superinfektion einer vorhandenen Herpesvirusin-
fektion mit Bakterien denkbar. Es kénnte sich aber auch um
eine Keratitis superficialis mit unbekannter Atiologie (Barnett et
al. 1990) handeln, bei der zuséitzlich noch Herpesviren entwe-
der als Krankheitserreger oder nur als sekundére Kontaminan-
ten eine Rolle spielen.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass noch viele Fragen be-
ziglich der Beteiligung von EHV2 und EHV5 an der Keratitis
und Keratokonjunktivitis geklért werden missen. Wahrschein-
lich aufgrund des starken Durchseuchungsgrades mit EHV2 und
EHV5 konnten weder der PCR noch die exfoliative Zytologie in
dieser Arbeit eine sichere Diagnose ermdglichen. Der Komplex,
der durch Herpesviren ausgeldsten Keratokonjunktivitiden be-
darf demnach noch weiterer Erforschung.
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