Bedeutende virale und bakterielle Atemwegserreger des Pferdes und deren diagnostischer Nachweis

Pferdeheilkunde 22 (2006) 6 (November/Dezember) 746-756

Bedeutende virale und bakterielle Atemwegserreger des
Pterdes und deren diagnostischer Nachweis

Nicole Lorenz!, Matthias Homuth!, Monika Venner? und Katrin Strutzberg-Minder!

Gesellschaft fir Innovative Veterindrdiagnostik mbH, Hannover! und Klinik fur Pferde der Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover?

Zusammenfassung

Bakteriell und viral bedingte Atemwegserkrankungen sind eine héufige Ursache fir hohe wirtschaftliche Verluste in der Pferdepopulation.
Insbesondere fir Saug- und Absetzfohlen stellen virale Erreger wie das Equine Herpesvirus Typ 1 und Typ 4 und das Influenzavirus-Typ A
und bakterielle Erreger wie Streptokokken, Rhodokokken und Aktinobazillen eine grofie Belastung fir das Immunsystem dar. Um eine
genaue ldentifizierung und Differenzierung des Erregers und der vorliegenden Erkrankung vornehmen zu kénnen, bedarf es neben einer
grundlichen klinischen Untersuchung auch einer umfassenden labordiagnostischen Untersuchung. In Abhéngigkeit von der Fragestellung
kann zwischen dem indirekten Erregernachweis und dem direkten Erregernachweis unterschieden werden. Bei den indirekten Methoden
kann aufgrund des Nachweises von Antikérpern, die gegen einen Infektionserreger gebildet wurden, der Immunstatus des Tieres néher
bestimmt werden. Je nach eingesetzter Testmethode und weiteren Informationen Gber mégliche Impfungen kann eine Aussage Uber eine
stattgefundene Infektion getroffen und Impferfolge Uberprift werden. Direkte Nachweismethoden erméglichen neben einer Isolierung eine
genave ldentifizierung und Differenzierung des Erregers in dem Untersuchungsmaterial. Abhéngig von der Epidemiologie des Erregers und
der Lokalisation der Erkrankung sind das Untersuchungsmaterial, der Zeitpunkt und die Durchfihrung der Probenentnahme entscheidend
fur eine gesicherte Diagnostik.

Schlusselwérter: EHV-1/4, Equines Influenzavirus Typ A, Streptococcus equi subsp. equi, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Rho-
dococcus equi, Actinobacillus equuli, Diagnostik

Important viral and bacterial agents of the equine respiratory tract and their diagnostic detection

Bacterial and viral agents are important pathogens of respiratory infections that cause economic losses in horse populations. Exposure to
viral agents like equine herpesvirus types 1 and 4 and equine influenzavirus type A and to bacterial agents like streptococci, rhodococci
and actinobacilli represents a serious challenge to the immune system, particularly in sucklings and weanlings. Both intensive clinical exa-
mination and comprehensive laboratory diagnostic analysis are necessary for the identification and differentiation of the pathogen and the
existing condition. Depending on the diagnostic purpose, it is possible to differentiate between indirect and direct detection of the agents.
Indirect methods facilitate the detection of antibodies against infectious agents and give further information about the immune status of the
horse. Depending on the method of testing and the animal’s vaccination status, conclusions can be drawn about the type of infection and
on the success of vaccination. Direct test methods make possible the identification and differentiation of the agent isolated in the diagno-
stic sample. Diagnosis of viral infections from horses with acute respiratory illness is based either on isolation of the virus in cell culture or
embryonated hens’ eggs (equine influenzavirus type A) or on the detection of specific DNA by polymerase chain reaction techniques. Cul-
ture and biochemical identification remain the gold standard for confirming the presence of bacterial pathogens. The polymerase chain
reaction is an alternative or supplement to culture identification and provides highly specific and sensitive results that can often be obtai-
ned more quickly than by culture. A serological response to infections by viral and bacterial agents can be demonstrated by serological
testing of paired sera to show a rise in antibody titre. Depending on the epidemiology of the pathogen and the site of the disease, impor-
tant factors for a reliable diagnosis are the diagnostic material and the time and technique of sampling.

Keywords: EHV-1/4, equine influenza virus type A, Streptococcus equi subsp. equi, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Rhodococ-
cus equi, Actinobacillus equuli, diagnostics

Einleitung

Atemwegserkrankungen bei Pferden gehéren mit zu den
Hauptursachen in der Schadensursachenstatistik. Neben man-
gelnden Haltungsbedingungen stellen Parasitenbefall und die
Inhalation bakterieller und viraler Erreger Wegbereiter fir
Erkrankungen und eine grofie Belastung fir das Immunsystem
dar. Zu den wichtigsten viralen Erregern, die in Verbindung mit
einer Erkrankung des Atmungsapparates stehen, zéhlt das
Equine Influenzavirus und das Equine Herpesvirus Typ 1 und
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Typ 4. Bedeutende bakterielle Erreger, die urséchlich an einer
Atemwegserkrankung beteiligt sein kénnen, sind Strepfococ-
cus equi subsp. equi als Erreger der Druse, Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus und Rhodococcus equi. Zu den multi-
kausalen Erregern wird im weiteren Actinobacillus equuli
gezdhlt. Die groflen Verluste, die letztendlich auch mit erheb-
lichen wirtschaftlichen EinbuBlen einhergehen, lassen sich
durch die meist zu spéte Erkennung der Erkrankung durch den
Tierbesitzer und die héufig fehlgeschlagene antibiotische
Behandlung erkléren. Um eine Verbesserung der Tiergesund-
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heit zu erméglichen, ist es erstrebenswert neben der Optimie-
rung der Haltungsbedingungen, die Friherkennung von Infek-
tionen durch verschiedene diagnostische Verfahren zu gewdhr-
leisten. Grundséitzlich ist zwischen der Méglichkeit des indirek-
ten und direkten Erregernachweises zu unterscheiden. Das
Untersuchungsmaterial, der Zeitpunkt und die Durchfihrung
der Probenentnahme sind ausschlaggebend fir eine verl@ssli-
che und aussagekréftige Diagnostik.

Virale Erreger

Equines Influenzavirus Typ A

Die Equine Influenza, auch als Pferdegrippe oder Hoppegar-
tener Husten bezeichnet, ist eine akute, hochkontagi¢se
Erkrankung der oberen und unteren Atemwege des Pferdes,
hervorgerufen durch das Equine Influenzavirus Typ A. Das
Equine Influenzavirus gehort zu der Familie der Orthomyxovi-
ren, Typ A und ist ein einstréngiges 80-120 nm grofles RNA-
Virus. Aufgrund der unterschiedlichen antigenen Eigenschaf-
ten der Glykoproteine Hamagglutinin (H) und Neuraminidase
(N), die in Form von Spikes die Virusoberflache charakterisie-
ren, wird das Influenzavirus Typ A beim Pferd in zwei verschie-
dene Subtypen (H7N7 [Subtyp 1] und H3N8 [Subtyp 2]) unter-
teilt. Ein wichtiges Charakteristikum des Influenzavirus ist die
hohe antigene Variabilitdt, die zum Entstehen neuer Feld-
stammvarianten fohrt. Eine Akkumulation von Punktmutatio-
nen verursacht antigenetische Unterschiede innerhalb eines
Subtyps, der sogenannten ,Antigen-Drift”. Bei dem ,Antigen-
Shift” kommt es zu einem Austausch genetischer Information
zweier Viruspartikel, z.B. zwischen equinen und porcinen,
humanen bzw. avigren Influenzaviren, die zu einer Bildung von
Subtypen mit einer véllig neuen H- und N- Konfiguration fih-
ren kann. Der Subtyp 1, erstmals 1956 in Osteuropa entdeck
und beschrieben, zeigte sich in der Vergangenheit als relativ
stabil hinsichtlich der antigenen Variabilitét, er verursacht im
Gegensatz zu dem Subtyp 2 eher milde Erkrankungen (Sovi-
nova et al. 1958). Durch den Subtyp 1 hervorgerufene Erkran-
kungen treten nur noch sporadisch auf. Equine Influenza
Stamme H7N7 wurden seit 1979 nicht mehr isoliert, in nicht
geimpften Pferden konnten lediglich Antikérper gegen diesen
Stamm detektiert werden, was einen Hinweis darauf gibt, dass
dieser Stamm in subklinischer Form in der Pferdepopulation
zirkuliert (Madic et al. 1996, Mumford 1990). Der Subtyp 2,
erstmalig 1963 in Miami isoliert, fGhrt durch eine hohe anti-
gene Variabilitét zur Entstehung neuer Varianten; er verursacht
spontane, seuchenhafte Influenza-Ausbriiche mit schwerem
klinischem Verlauf (Wadell et al. 1963). Das klinische Bild der
Influenza ist abhdngig vom Immunstatus der Tiere und von der
Virulenz und der antigenetischen Verwandtschaft des Feld-
stammes mit dem Impfstamm (Chambers et al. 1995 q, b,
Mumford 1994 a, b). Der Erreger wird primér aerogen durch
das Husten der Tiere Gbertragen, doch ist eine indirekte Uber-
tragung Uber Personen und Gegenstéinde ebenso moglich
(Wilson 1993). Nach einer Inkubationszeit von 2-4 Tagen tre-
ten charakteristische Symptome wie intermittierende Fieber-
phasen (Temperatur bis zu 41°C), wéssrig-seréser Nasenaus-
fluss, trockener Husten, Inappetenz und Apathie auf (Wilson
1993). Die Erkrankung heilt ohne Einfluss von Sekundérerre-
gern nach 1-2 Wochen ab. Erst nach Besiedlung durch Sekun-
darerreger verwandelt sich das Nasensekret in mukdsen bis
mukopurulenten Ausfluss. Die mandibuléren Lymphknoten
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und die Trachea erweisen sich in den ersten Stunden der
Erkrankung als sehr druckempfindlich, eine milde Form der
Laryngitis zeichnet sich ab. Die Hauptlokalisation der Influen-
za-Infektion ist der Bronchialbaum; héufig manifestieren sich
eine Bronchitis, eine Bronchiolitis oder gar eine Viruspneumo-
nie. Neben Inappetenz zeigen einige Pferde auch leichte
Muskelschwéche und einen steifen Gang. Bei Hochleistungs-
pferden und alten Tieren sind héufig auch eine Myokarditis
und eine Myokardinsuffizienz erkennbar. Vakzinierte Pferde
weisen zum Teil keine oder nur abgeschwdchte klinischen
Symptome wie lediglich leichtes Fieber auf (Morley et al.
1999). Die Morbiditat ist insbesondere in ungeimpften Pferde-
bestdnden sehr grof3, die Mortalitét im Allgemeinen niedrig,
nur alte oder sehr junge sowie bereits kranke Tiere sind
besonders gefshrdet. Aufgrund der grofien Ausbreitungsge-
schwindigkeit der Erkrankung und dem charakferistischen
trockenen Husten kann bereits klinisch eine Verdachtsdiagno-
se gestellt werden, doch mit Hilfe serologischer Untersuchun-
gen kann eine Aussage Uber den Erregerkontakt getroffen und
mit Hilfe virologischer oder molekularbiologischer Methoden
eine genauere Differenzierung des Erregers durchgefihrt wer-
den. Geimpfte Pferde zeigen, abhéngig von der Ubereinstim-
mung des Impf- mit dem Feldstamm, nur eine teilweise Immu-
nitéit; in Abwesenheit klinischer Symptome vermégen sie trotz-
dem Virus auszuscheiden. Diese Tiere stellen durch die Ver-
breitung des Erregers eine grole Gefahr fir den Bestand dar,
sodass diagnostischen Verfahren zum Nachweis subklinischer
Infektionen eine besondere Bedeutung zukommt. Erstmalig
infizierte Pferde scheiden 7-10 Tage post infectionem (p.i.) den
Erreger Uber die nasopharyngealen Sekrete aus, wéhrend
immunisierte, infizierte Pferde den Erreger meist nur transient
ausscheiden. Aufgrund dessen ist es ratsam nasopharyngeale
Tupfer innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Auftreten
von Fieber zu entnehmen und in gekihltem Transportmedium
innerhalb der nédchsten 24 Stunden dem Labor zur weiteren
Untersuchung zuzusenden.

Der direkte Nachweis des equinen Influenzavirus akut erkrank-
ter Pferde basiert auf der Isolierung von infektidsem Virus in
embryonierten Hihnereiern oder in Zellkulturen; das Vorhan-
densein des hémagglutinierenden Influenzavirus kann Gber
den Hamagglutinationshemmtest (HAH) bestétigt werden. Die
kulturelle Virusanzucht benétigt ca. 2-3 Tage, abhdngig von
der Anzahl der notwendigen Passagen verldngert sich die Zeit
zum Teil erheblich. Weitere in der Routinediagnostik eingesetz-
te Methoden zum Virusnachweis in der akuten Phase der Infek-
tion sind Immunoassays und ELISA (Abk. fir engl.: Enzyme Lin-
ked Immunosorbent Assay), zum Antigennachweis. Ein aus der
Humanmedizin stammendes kommerzielles Kit zum Nachweis
von Influenza-A-Antigen aus nasopharyngealen Sekreten zeigt
gegeniber der Virusisolierung eine Sensitivitét von 83% und
eine Spezifitét von 78%. Aufgrund der schnellen und einfachen
Durchfuhrung ist diese Methode aber gut in der Routinediag-
nostik zum Screening von Pferdepopulationen einsetzbar
(Chambers et al. 1994). Tests zum Antigennachweis sind zwar
im Stande infizierte Tiere auf dem H&hepunkt ihrer Infektion zu
detektieren, doch besitzen diese Testverfahren bei einer gerin-
gen Virusausscheidung eine zu geringe Sensitivitét. Aufgrund
der antigenen Variabilitét des Influenzavirus ist eine Charakte-
risierung der Virusstdmme von grofier Bedeutung.

Als eine Alternative zur Virusisolierung wurde in den letzten
Jahren vermehrt die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR; engl.:
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Polymerase-Chain-Reaction) mit méglicher nachfolgender
Sequenzierung in der Routinediagnostik zur Identifizierung
des Virus aus diagnostischem Probenmaterial eingesetzt
(Donofrio et al. 1994, Fouchier et al. 2000, Oxburg und
Hagstrom 1999). Die PCR dient zum Nachweis von Abschnit-
ten Erreger spezifischer Erbsubstanz. Diese sehr sensitive und
spezifische Methode ist weniger zeitintensiv und aufwéndig
als die Erregeranzucht und bedarf zum Nachweis von RNA
keines lebens- bzw. vermehrungsfshigen Erregers.

Mit Hilfe serologischer Verfahren wie beispielsweise dem ELI-
SA, dem Hamagglutinationshemmtest (HAH), der ,Single
Radial Hemolysis” (SRH) und dem Virusneutralisationstest
(VNT) kénnen Infektionen anhand gepaarter Serumproben
(im Abstand von 2 Wochen) in Form eines Anstieg des Anti-
kérperspiegels detektiert werden (Livesay et al. 1993, Morley
et al. 1995).

Hamagglutinin und Neuraminidase sind wichtige antigene
Determinanten des Influenzavirus, gegen welche, insbeson-
dere gegen das Hémagglutinin, neutralisierende Antikérper
gebildet werden. Diese Antikérper macht man sich im
Hamagglutinationshemmtest (HAH) und der ,Single Radial
Hemolysis” (SRH) zunutze. Die HAH kann zwischen den ver-
schiedenen Subtypen (H7N7 und H3N8) unterscheiden und
somit Aufschluss Gber eine stattgefundene Infektion des Tieres
und eine im Tier gebildete Antikérperantwort geben. Sowohl
die HAH als auch die SRH sind effiziente und weit verbreitete
Testmethoden zum indirekien Erregernachweis (OIE-Manual
2004). Bislang wurden verschiedene ELISA zum Nachweis
von Influenza spezifischen Antikérpern aus Blutserum eta-
bliert. Auf der Basis des Nicht-Strukturproteins (NS1) des
equinen Influenzavirus Typ A wurde ein ELISA entwickelt, der
zwischen infizierten und geimpften Tieren differenziert. Wah-
rend bei einer natirlichen Infektion im Wirt Antikérper gegen
das NS1 gebildet werden, bleibt eine Antikérperantwort
gegen das NS1 bei der Applikation inaktivierter Impfstoffe
aus. Aufgrund der Einfihrung aftenuierter Influenza-Impfstof-
fe in den USA verliert dieser Differenzierungs-ELISA dort
zunehmend an Bedeutung (Birch-Machin et al. 1997, Daly et
al. 2004, Ozaki et al. 2001). Da jedoch in Deutschland kein
Lebendimpfstoff zugelassen ist, ist dieser ELISA fir den dia-
gnostischen Einsatz zur Differenzierung von infizierten und
geimpften Tieren nutzbar. Zusammenfassend zeigt sich, dass
Methoden zum direkten Nachweis von Influenzavirus Typ A
sinnvolle Kontrollméglichkeiten zur Erkennung Virus ausschei-
dender Pferde sind und nach einer anschlieBenden Isolierung
der so identifizierten, betroffenen Tiere zu einer Senkung des
Infektionsdruckes beitragen. Ein weiterer wesentlicher Vorteil
ist die Differenzierung und Charakterisierung des Virusstam-
mes im Untersuchungsmaterial. Mit Hilfe serologischer Nach-
weisverfahren kénnen anhand der Héhe des Antikérpertiters
gepaarter Serumproben Impferfolge Gberprift und Aussagen
Uber den Immunstatus eines einzelnen Tieres oder in Form
einer Screening-Untersuchung eines ganzen Tierbestandes
beziglich einer Influenza-A-Infektion getroffen werden.

Equines Herpesvirus Typ 1 und Typ 4
Die Equine Rhinopneumonitis ist eine hochkontagiése Erkran-

kung von Equiden, hervorgerufen durch zwei Mitglieder der
Familie der Herpesviridae, Subfamilie Alphaherpesvirinae,
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Genus Varicellovirus: dem Equinen Herpesvirus Typ 1 (kurz:
EHV-1) und dem Equinen Herpesvirus Typ 4 (kurz: EHV-4).
Beide Viren gehdéren zu den doppelstréngigen behillten
DNA-Viren. EHV-1, auch als ,Abortvirus” bezeichnet, verur-
sacht neben Aborten auch respiratorische und neurologische
Symptome. EHV-4, auch ,Rhinopneumonitisvirus” genannt,
verursacht vorwiegend Erkrankungen des oberen Respiration-
straktes (Patel 2005, Van Maanen 2002). EHV-1/4 ist welt-
weit verbreitet und tritt in vielen Léndern mit einer hohen
Seroprévalenz auf (Crabb 1993). EHV-4 ist ganzjdhrig bei
Pferden jeder Altersstufe aus dem Respirationstrakt isolierbar,
EHV-1 hauptsachlich in den Wintermonaten (Matsumura et
al. 1992). Wéhrend die Infektion mit EHV-4 bei élteren Tie-
ren héufig klinisch inapparent verlauft, stellt das Virus ein
hohes Infektionsrisiko insbesondere fir Saugfohlen und Foh-
len im Absetzalter dar (Allen und Bryans 1986, Van Maanen
2002). Das Equine Herpesvirus persistiert in Zellen des
Immunsystems wie zum Beispiel in Lymphozyten, Monozyten,
Makrophagen, Plasmazellen und auch in Ganglienzellen
(Edington et al. 1994 a und b, Welch et al. 1992). Ein ein-
mal infiziertes Tier scheidet als latent infizierter Virustréiger
lebenslang intermittierend Virus aus und beginstigt somit das
Entstehen von Enzootien. Durch verschiedene Faktoren wie
Stress, Krankheit usw. kann das Virus jederzeit reaktiviert wer-
den (Welch et al. 1992). In den meisten Populationen verléuft
die Erkrankung endemisch (Edingfon et al. 1994 a). Bei Pfer-
den im Alter unter drei Jahren stellt sich die Equine Rhinop-
neumonitis insbesondere hervorgerufen durch EHV-4 klinisch
in Form einer akuten, fiebrigen Erkrankung des Respiration-
straktes dar. Das Equine Herpesvirus tritt sowohl aerogen als
auch direkt durch Nasensekret in den Respirationstrakt ein,
nach einer Inkubationszeit von 2-10 Tagen zeichnen sich
erste klinische Symptome wie Fieber, seréser bis mukopuru-
lenter Nasenausfluss, feuchter Husten, geschwollene Mandi-
bularlymphknoten, Pharyngotracheitis, Inappetenz und Apa-
thie ab. Die Tiere weisen eine Leukopenie mit einer fir 5-12
Tage andauernden Neutrophilendepression auf, die Lympho-
zytenwerte sind fir kurze Zeit erniedrigt. Altere Tiere verhalten
sich meist klinisch inapparent. Das Equine Herpesvirus ver-
mehrt sich in den Epithelien der Nase, des Pharynx, der Tra-
chea und der Bronchien und sireut in die regionalen Lymph-
knoten. Junge Fohlen entwickeln zum Teil in den muké&sen
Bereichen des oberen Respirationstraktes Herpes typische
L&sionen. Eine Reinfektion mit EHV ist innerhalb von 4 bis 5
Monaten méglich, jedoch verléuft diese meist subklinisch. Bei
der manifesten Form der Krankheit entstehen haufig Sekun-
darinfektionen mit Streptokokken, die sich bei jungen Fohlen
in Bronchopneumonien &uBern (Allen und Bryans 1986).

Der Nachweis von EHV-1 und EHV-4 erfolgt Gber die Virus-
anzucht in equinen Zellkulturen aus wéhrend der Fieberpha-
se entnommenen nasopharyngealen Tupfern von Pferden.
Die Tupfer sollten in gekihltem Transportmedium dem Labor
zur weiteren Untersuchung schnellstmaglich zugesandt wer-
den. Auch der Einsatz der aus dem Blut von akut erkrankten
Tieren gewonnenen Leukozytenfraktion ist zur Virusanzucht
méglich. Die Virusisolierung ist jedoch aufgrund der hohen
Sensibilitét des Virus und der kurzen und zum Teil geringen
Virusausscheidung haufig nicht erfolgreich. Nach der Virusi-
solierung erfolgt mit Hilfe Typ spezifischer monoklonaler Anti-
kérper in Form von Immunfluoreszenztests oder mit Antigen-
detektierenden ELISA die weitere |dentifizierung des Virus
(Allen und Bryans 1986, Crabb und Studert 1995).
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Die PCR (siehe Abbildung 1) zum Nachweis EHV spezifischer
DNA stellt eine gute Alternative zur aufwéndigen Virusisolie-
rung dar (Lawrence et al. 1994, Osterrieder et al. 1994,
Wagner et al. 1992). Bei einem Einsatz von Nasentupfern ist
die PCR sensitiver als die Virusisolierung (Van Maanen et al.
2002). Der Nachweis der Virusausscheidung ist mit Hilfe der
PCR ber einen léngeren Zeitraum méglich, sodass die Ent-
nahme des in der PCR zu untersuchenden Probenmaterials
nicht unbedingt in der akuten Phase der Erkrankung erfolgen
muss.

1 2 345 6 78 91011

Abb 1 Produkte der EHV-1-PCR im Agarosegel dargestellt: Gro-
Benstandard (1), Wildtypstamm-positive Proben (2, 4, 6), interne
Amplifikationskontrollen (3, 5, 7), negative Préparationskontrolle (8),
negative PCR-Kontrolle (9), positive PCR-Kontrolle (Impfstamm) (10),
positive PCR-Kontrolle (Wildtypstamm) (11).

Agarose gel electrophoresis of EHV-1-PCR products: DNA-ladder (1),
wild-type strain positive samples (2, 4, 6), internal amplification con-
trols (3, 5, 7), negative preparation control (8), negative PCR control
(9), positive PCR control (modified live vaccine strain) (10), positive
PCR control (wild-type strain) (11).

Bei einer EHV-Infektion sind neutralisierende Antikérper ab
der 2. Woche bis zu einem halben Jahr nachweisbar und
haben ihren maximalen Spiegel in der 3.-5. Woche erreicht.
Bei latent infizierten Virustréigern gibt es jedoch Phasen, in
denen die neutralisierenden Antikérper unter die Nachweis-
grenze fallen und somit serologisch nicht erfasst werden kén-
nen. Aufgrund der hohen Seroprévalenz von EHV-4 und der
in einigen Testverfahren vorliegenden Kreuzreaktion der EHV-
1- und EHV-4-Antikérper, ist eine Interpretation des vorlie-
genden Immunstatus des Tieres nur Uber eine gepaarte
Serumprobe (im Abstand von 2 bis 4 Wochen) méglich. In
der Routinediagnostik sind neben dem Virusneutralisationstest
(VNT), die Komplement-Bindungs-Reaktion (KBR) zum Nach-
weis von komplementbindenden Antikérpern, die jedoch nur
bis zu einem Monat p.i. nachweisbar sind und der ELISA die
am haufigsten eingesetzten Verfahren zum indirekten Erreger-
nachweis. Die Messung des Antikérperspiegels mit Hilfe des
Virusneutralisationstests ergibt bei frihen Infektionen meist
nur eine schwache oder sogar gar keine Antwort (McCartan
et al. 1995). Bei einer beginnenden Infektion mit EHV-4 tre-
ten Kreuzreaktionen mit Antikérpern gegen EHV-1 auf, die
insbesondere in der KBR und im VNT detektiert werden. Auf-
grund dieser Eigenschaft sind diese Nachweismethoden fur
eine Typ-spezifische serologische Untersuchung nicht geeig-
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net (McCartan et al. 1995). Der bereits in der Routinediag-
nostik erfolgreich eingesetzte Differenzierungs-ELISA (siehe
Abbildung 2) zum Nachweis von Antikérpern gegen Epitope
immundominanter Strukturproteine (Glykoprotein G) erlaubt
anhand von gepaarten Serumproben eine Typ-spezifische
Unterscheidung zwischen EHV-1 und EHV-4 (Crabb et al.
1993, 1995).

Zur EHV-Diagnostik lasst sich zusammenfassend feststellen,
dass die PCR aufgrund der besseren Sensitivitéit, der Schnel-
ligkeit der Methode und dem méaglichen Nachweis des Virus
Uber einen ldngeren Zeitraum nach Infektion der Virusisolie-
rung gegeniber Gberlegen ist. Als serologisches Nachweis-
verfahren wird der Differenzierungs-ELISA zur Unterscheidung
von EHV-1 und EHV-4-Antikérpern aus gepaarten Serumpro-
ben in der Routinediagnostik erfolgreich eingesetzt (Crabb et
al. 1995, Drummer et al. 1995).

1 2 3

I A T P
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v

Abb 2 EHV-1/4-Antikérper-ELISA: EHV-1-Antigen (Spalte 1), EHV-
4-Antigen (Spalte 2), Kontrollantigen (Spalte 3), EHV-1/4-Positivkon-
trollserum (Reihe A), EHV-1/4-Negativkontrollserum (Reihe B), EHV-
4-Positivkontrollserum (Reihe C), diagnostische Serumproben (Reihe
D-H).

EHV-1/4-Antibody-ELISA: EHV-1-Antigen (column 1), EHV-4-Antigen
(column 2), control antigen (column 3), EHV1/4 positive control
serum (line A), EHV-1/4 negative control serum (line B), EHV-4 posi-
tive control serum (line C), diagnostic serum samples (line D-H).

Bakterielle Erreger

Streptokokken

Streptokokken sind grampositive, B-hémolysierende Bakte-
rien, die als Erreger eitriger Entzindungen bei Mensch und
Tier von klinischer Bedeutung sind.

Streptococcus equi subsp. equi

Streptococcus equi subsp. equi (kurz: Streptococcus equi)
gehért zu den primdér pathogenen Erregern von Atemwegs-
erkrankungen bei Pferden. Insbesondere Tiere in einem Alter
von 1-5 Jahren sind fir eine Streptococcus equi-Infektion
pradisponiert. Er verursacht beim Pferd vor allem das spezi-
fische Krankheitsbild der Druse. Streptococcus equi gilt als
Ursache fur Septikémien bei Fohlen (Proctor 1969) und in
seltenen Féllen auch als Aborterreger bei Stuten. Streptococ-
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cus equi kann in der direkten Umgebung des Pferdes Tage
bis Wochen tberleben (Jorm 1991). Die Ubertragung des
Erregers verlauft direkt Gber eine Tropfcheninfektion oder
indirekt durch kontaminierte Trénkeeimer, Futtergeschirre
usw. Die Aufnahme des Keimes erfolgt Uber die Schleimhéu-
te des Nasen-Rachenraumes. Nach einer Inkubationszeit von
ca. 4-8 Tagen treten erste Krankheitserscheinungen in Form
von Fressunlust, Apathie, Fieber (bis zu 41°C), ein- oder
beidseitigem seromukésen bis purulentem Nasenausfluss,
Schwellung der Mandibularlymphknoten, Husten, Druck-
empfindlichkeit des Kehlkopfes und eine gestreckte Kopf-
und Halshaltung auf. Die ,schwere Form” der Druse geht mit
mukopurulentem Nasenausfluss, eitriger Lymphadenitis mit
abszedierenden, durch die Haut durchbrechenden Lymph-
knoten im Hals-, Kopfbereich und anderen Kérperregionen
einher. Durch Einengung des Pharynx kommt es zu einer
lebensbedrohlichen Dyspnoe und Dysphagie. 5 Tage p.i. ist
eine deutliche Leukozytose festzustellen. Nach Vermehrung
des Erregers Uber die Lymph- und Blutbahnen, schlieien sich
hochgradige Lymphadenitiden mit Abszedierung der Kopf-
und Halslymphknoten und Metastasierungen in anderen
Kérperlymphknoten insbesondere der Gekrésewurzel an.
Durch Besiedlung der Axillar- und Buglymphknoten sind
Lahmheitserscheinungen die Folge. Die nasale Ausschei-
dung des Erregers beginnt 2-3 Tage nach dem Auftreten von
Fieber und hélt fir 2-3 Wochen, in einigen Féllen bis zu 6
Wochen nach dem Abklingen klinischer Symptome an
(Chanter et al. 1998, Newton et al. 1997, Timoney 1987).
Bei diesen Tieren, die subklinische Ubertréger darstellen, ist
der Erreger am ehesten in den Tonsillen und am weichen
Gaumen nachweisbar (Wood et al. 1993). 75 % der
erkrankten Tiere entwickeln nach Uberstandener Infektion
eine stabile und lang anhaltende Immunitét gegen Strepto-
coccus equi. Altere Pferde mit einer Residualimmunitét ent-
wickeln eine milde katarrhalische Form der Druse, die durch
Nasenausfluss, Husten und leichtes Fieber charakterisiert ist.
In seltenen Fdallen treten kleine Lymphknotenabszesse auf
(Sweeney 2005, Timoney 1993). Séugende Fohlen rekonva-
leszenter Stuten sind bis ins Absetzalter vor einer Infektion mit
Streptococcus equi durch die Aufnahme von IgG und IgA-
haltigem Kolostrum innerhalb der ersten 24 Stunden post
partum (p.p.) geschitzt (Sweeney et al. 2005).

Der direkte Nachweis von Streptococcus equi aus Eiter-,
Abszessmaterial, Nasen- und Tracheobronchialsekret erfolgt
routinediagnostisch mit Hilfe der bakteriologischen Untersu-
chung und biochemischer Differenzierung. Die kulturelle
Untersuchung gilt als sogenannter ,Goldstandard” fur die
Detektion von Streptococcus equi (Sweeney et al. 2005). Das
Auftreten anderer B-hdmolysierenden Streptokokken wie
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus erschwert héufig
die Interpretation der kulturellen Untersuchung, sodass eine
biochemische Differenzierung unumgénglich ist (Timoney und
Artiushin 1997). Die kulturelle Untersuchung kann sich wéh-
rend der Inkubationszeit und der frihen klinischen Phase
erfolglos darstellen, denn Streptococcus equi ist gewdhnlich
wéhrend der ersten 24-48 Stunden nach Ausbruch der Fie-
berphase auf der Mukosa nicht gegenwartig. Durch tégliches
Messen der Rektaltemperatur kann der Ausbruch einer
Erkrankung frih erkannt und somit betroffene Tiere auch frih
isoliert werden (Sweeney et al. 2005, Timoney 2003). Der
Einsatz von Nasenspilflussigkeiten (50 ml warmer Kochsalz-
|6sung) zeigt aufgrund des gréBeren beprobten Schleimhaut-
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bereichs gegeniiber dem Einsatz von Nasentupfern in der kul-
turellen Untersuchung Ergebnisse héherer Sensitivitat (Galdn
et al. 1986, Timoney und Arfiushin 1997). Untersuchungen
zeigten, dass bei Pferden, bei denen vorrangig die Lympho-
nodii retfropharyngeales mediales durch die Druse betroffen
sind, Streptococcus equi aus Nasentupfern oder Nasenspl-
proben Uber mehrere Monate kulturell nicht nachweisbar ist.
Die Ausscheidung des Erregers beginnt erst sehr spét und ver-
l&uft sporadisch. Nur durch eine endoskopische Untersu-
chung der Luftséicke und Probenentnahme gelingt die kultu-
relle Isolierung des Erregers (Newton et al. 1997). Als eine
gute Alternative bzw. Ergénzung zum kulturellen Nachweis
wird die PCR als eine Methode mit hoher Spezifitét und Sen-
sitivitdt zum Nachweis von Streptococcus equi spezifischer
DNA eingesetzt (Newton et al. 2000, Timoney und Artiushin
1987). Der Vorteil der PCR gegeniber der Kultur ist die bes-
sere Nachweisgrenze. Der Nachteil der PCR liegt in dem
moglichen Vorliegen von Inhibitoren in dem diagnostischen
Material insbesondere in Nasentupfern und Tracheobronchi-
alsekret, die méglicherweise negative PCR-Ergebnisse zur
Folge haben. Studien zeigen, dass die PCR kombiniert mit der
kulturellen Untersuchung aus Nasentupfern bzw. -spilflussig-
keiten die Nachweisrate von Streptococcus equi aus Plerden,
deren Luftsack erkrankt ist, deutlich erhéht. Noch Monate
nachdem Streptococcus equi kulturell nicht mehr nachweisbar
ist, ist ein positiver Nachweis mit Hilfe der PCR méglich (New-
ton et al. 1997, Timoney und Artiushin 1997). Bei rekonva-
leszenten Tieren jedoch ist aufgrund der schnellen mukozilia-
ren Clearance des Nasenrachenraumes der direkte Erreger-
nachweis mittels PCR erfolglos (Newton et al. 1997, Timoney
und Artiushin 1997).

Der Einsatz einer Multiplex-PCR zur Differenzierung von Strep-
tococcus equi subsp. equi und Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus auf der Basis des Superoxid-Dismutase-Gens
und zweier nur bei Streptococcus equi subsp. equi vorkom-
menden Exotoxin-Genen erméglicht eine einfache und
schnelle Identifizierung dieser beiden eng verwandten Spezies
in der Routinediagnostik (Alber et al. 2004). Geeignete
Untersuchungsmaterialien sind, abhéngig vom Krankheitsge-
schehen, neben Organmaterialien wie Lunge und Lymphkno-
ten, Nasentupfer und Nasenspilflissigkeiten, Tracheobron-
chialsekret und im Falle von Abszedierungen Abszessmaterial
und Eiter. Eine Vorinkubation in Néhrmedium kann eine
Anreicherung des Erregers erzielen und somit eine Erhdhung
der Sensitivitét beim Nachweis mittels PCR bewirken.

Als indirektes Testverfahren wird in den USA ein ELISA zum
Nachweis von Streptococcus equi-spezifischen Antikérpern
aus Blutserum eingesetzt, der jedoch in Deutschland bislang
nicht zugelassen ist (Sheoran et al. 1997, Sweeney et al.
2005, Timoney 1997). Uber 15 verschiedene an der Ober-
flache exprimierte Proteine von Streptococcus equi fihren
wéhrend der Infektion zu einer starken Antikérperantwort im
Serum (Timoney et al. 1985). Insbesondere die Immunant-
wort gegeniber dem SeM-Protein, dem wichtigsten Virulenz-
faktor und protektivem Immunogen von Streptococcus equi
(Sheoran et al. 2002, Sweeney et al. 2005, Timoney 2004),
kann in diesem ELISA quantitativ bestimmt werden. Diese
Testmethode erlaubt keine Differenzierung zwischen Impf-
und Infektionsantikérpern, doch liefern Antikérpertiter
gepaarter Serumproben und zusétzliche Informationen Uber
mogliche Impfungen einen genaueren Anhaltspunkt Gber den
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Infektionsstatus. In den USA durchgefihrte Studien zeigten,
dass nach einer Infektion die gebildeten Antikérper fur 6
Monate im Serum verbleiben, wobei bereits der Héhepunkt
des Antikérperspiegels bei einer Infektion nach 5 Wochen
erreicht ist; kommerzielle Extrakt-Vakzinen zeigten ebenfalls
fir 6 Monate einen Antikdrperspiegel im Serum, wobei
bereits der Héhepunkt des Antikérperspiegels bei einer Imp-
fung nach 2 Wochen erreicht wurde (Sheoran et al. 1997).
Der ELISA kann somit in den USA erfolgreich zur Detektion fri-
scher Infektionen und zur Uberprisfung eines eventuell erfor-
derlichen Impfstoffeinsatzes genutzt werden (Timoney et al.
1997). In Deutschland gibt es bisher nur einen zugelassenen
intramukosal zu verabreichenden Lebendimpfstoff und keine
Extrakt-Vakzine. Die Differenzierung zwischen Impf- und Infek-
tionsantikérper wurde bei intframukosal verabreichten Impf-
stoffen mittels ELISA auf SeM-Basis nach bisherigem Kennt-
nisstand noch nicht Gberprift.

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (kurz: Streptococ-
cus zooepidemicus) ist ein natirlicher Besiedler der Maul-
hohle des Pferdes (Baily und Love 1991, Woolcock 1975).
Auch bei gesunden Pferden kann dieser Erreger als ubiqui-
térer Keim auf den Tonsillen und dem oberen Respiration-
strakt isoliert werden. Streptococcus zooepidemicus spielt als
Infektionserreger bei Nabelinfektionen und Wundinfektionen
eine bedeutende Rolle (Selbitz 1992). Vor allem bei Fohlen
und Jungpferden zeigen sich Infektionen durch Streptococcus
zooepidemicus héufig als respiratorische Erkrankungen, der
sogenannten Streptokokken-Pharyngitis, aber auch als eitri-
ge Bronchopneumonien und in Form der Fohlenspatléhme
(klassische Fohlenléhme). Streptococcus zooepidemicus ist
das am héufigsten aus dem Atmungstrakt des Pferdes iso-
lierte Bakterium (Hirsh und Jang 1987, Lavoie et al. 1994,
Wood et al. 1993). Haufig bleibt jedoch unklar ob der Keim
primér pathogen oder als Begleiterreger an dem Krankheits-
geschehen beteiligt ist. Bei der Streptokokken-Pharyngitis
handelt es sich um eine friher recht haufig, heute eher sel-
ten aufiretende Erkrankung junger Pferde. Abhdngig von der
Keimbelastung breitet sich der Erreger bei einer Infektion der
Tonsillen bis in die ventralen Lungenregionen aus (Oikawa et
al. 1994). Insbesondere Stresssituationen, wie hohe Besatz-
dichten, stéindig wechselnde Pferdepopulationen, hohe Tem-
peraturen, Parasitenbefall und das Absetzen der Fohlen
beginstigen das Entstehen von Streptococcus zooepidemicus
bedingten Erkrankungen (Timoney 1991). Die Verbreitung
des Erregers erfolgt aerogen oder indirekt Gber kontaminier-
tes Futter, Tranken oder Stélle. Die Pharyngitis stellt haufig
eine Folge von Virusinfektionen insbesondere von EHV-4-
Infektionen dar; sie wird begleitet von einer Rhinitis, Sinusitis
und einer eitrigen Bronchitis bis Bronchopneumonie (Swee-
ney et al. 1991). Klinisch ist die Infektion mit Streptococcus
zooepidemicus kaum von einer Infektion mit Streptococcus
equi zu unterscheiden. Die Pferde zeigen Fieber bis zu 41°C,
eitrigen und mit Futterpartikeln vermischten Nasenausfluss,
feuchten Husten, Lymphknotenschwellungen, eine ge-
streckte Kopf- und Halshaltung, Speicheln und Schluckbe-
schwerden. Bei einer Beteiligung von Streptococcus equi
kann sich eine Abszedierung der Kehlgangslymphknoten
anschlieBen. Blutuntersuchungen diagnostizieren eine
geringgradige Andmie mit einer Leukozytose, Granulozytose
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und einer Hyperfibrinogenémie (Lavoie et al. 1994). Ohne
antibiotische Behandlung dauert die Erkrankung ein bis zwei
Wochen an. Die als Fohlenspatldhme bezeichnete Strepto-
kokken-Infektion der neugeborenen Fohlen wird durch Strep-
tococcus zooepidemicus hervorgerufen. In den meisten Fal-
len werden die Fohlen gesund geboren und erkranken bei
mangelnder Kolostrumaufnahme aufgrund eines geringen
IgG-Spiegels im Serum in der Regel nach dem 5. Lebenstag
mit hohem Fieber, Saugunlust, Mattigkeit, Anorexie und aus-
gepragter Lahmbheit. Prépartal wird der Erreger intrauterin
und omphalogen Ubertragen, postpartal gelten der Nabel-
stumpf, die nasale oder orale Aufnahme des Erregers und
die Aufnahme des Erregers Uber die Schleimhaute der Augen
als Ubertragungsweg (Bostedt 1999). Bei einer Vielzahl der
Fohlen manifestiert sich die Erkrankung in Form einer eitri-
gen Bronchopneumonie. Bei dlteren Saugfohlen, Absetzern
und dlteren Pferden &uflert sich die Streptokokken-Besied-
lung meist in einer Infektion der tiefen Atemwege, die durch
mukds bis mukopurulenten Nasenausfluss und durch Sché-
digungen der Spitzenlappen charakterisiert ist (Viel und Hoff-
mann 1995). Bei adulten Tieren kann Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus insbesondere nach Ubertragung des
Keimes Gber den Deckakt zu Endometritiden und Aborten
fohren (Giles et al. 1993).

Der diagnostische Erregernachweis von Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus erfolgt dhnlich wie bei Streptococcus
equi subsp. equi sowohl Gber die bakteriologische Untersu-
chung mit anschlieBender biochemischer Differenzierung als
auch Uber den Nachweis spezifischer DNA mit Hilfe der PCR.
Ahnlich wie bei Streptococcus equi subsp. equi gilt die kultu-
relle Untersuchung als ,Goldstandard”. Doch erschweren
die im Probenmaterial vorliegende Begleitflora und das Auf-
treten anderer B-hédmolysierender Streptokokken den kultu-
rellen Nachweis des Erregers, sodass erst eine biochemische
Untersuchung eine genaue Identifizierung des Keimes
ermdglicht.

Der Einsatz der bereits unter Streptococcus equi subsp. equi
beschriebenen Multiplex-PCR zur Differenzierung von Strepto-
coccus equi und Streptococcus zooepidemicus erméglicht
eine einfache und schnelle Identifizierung dieser beiden Erre-
ger in der Routinediagnostik (Alber et al. 2004).

Rhodococcus equi

Rhodococcus equi, ein grampositives pleomorphes Stébchen,
ist ein weltweit verbreiteter Infektionserreger und eine der
wichtigsten Ursachen fior Atemwegserkrankungen von ein bis
sechs Monate alten Fohlen. Die Erkrankung ist vornehmlich
durch eitrige Bronchopneumonien mit ausgedehnter Abszess-
bildung und Lymphadenitis charakterisiert. Rhodococcus equi
ist ein ubiquitér vorkommender Bodensaprophyt, der sowohl
aus dem Kot von Herbivoren wie auch aus dem Kot von
Omnivoren isoliert werden kann (Rao et al. 1982, Roberts
1957). Ein Auftreten dieses Erregers wird zunehmend bei
immunsuppressiven Menschen beschrieben (Magnani et al.
1992, Scoft et al. 1995). Als Hauptibertragungswege gelten
die Inhalation und die Aufnahme des Erregers Gber den Ver-
dauungstrakt (Johnsen et al. 1983, Martens et al. 1982), wie
sekundér auch der omphalogene und intrauterine Weg und
die Ubertragung durch wandernde Parasitenlarven (Barton
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und Hughes 1980). Rhodococcus equi bedingte Erkrankun-
gen verlaufen in einigen Pferdebetrieben endemisch in ande-
ren wiederum nur sporadisch, abhéngig von den unter-
schiedlichen Umweltbedingungen und der vorliegenden Viru-
lenz des Erregers, wobei von einer Morbiditat von 80% und
von einer Mortalitét von 5-17% berichtet wird (Prescott 1987,
Takai et al. 1991). Der Nachweis dieses koprophilen Erregers
erfolgt vermehrt in heiflen, trockenen und windigen Sommer-
monaten (Hughes und Sulaiman 1987, Prescott et al. 1984,
Prescott 1987). Rhodococcus equi ist ein fakultativ intrazellu-
larer Erreger, der die Fahigkeit besitzt in Makrophagen (Alve-
olarmakrophagen) zu persistieren. Ergebnisse friher Untersu-
chungen zeigten, dass der Schutz der Fohlen durch die humo-
rale Immunitét eher geringfigig ausgeprégt ist. Daraus wird
geschlossen, dass die Immunitat primér auf zellvermittelten
Mechanismen beruht (Woolcock et al. 1987). Die Rhodokok-
kose ist charakterisiert durch Fieber bis zu 41,5°C, Tachypnoe
und Dyspnoe mit verstérkter Bauchatmung, Rasseln bei der
Auskultation der Trachea und der Lunge, eitrig-granulomaté-
sen Bronchopneumonien mit starker Abszessbildung und Lym-
phadenitiden (Zink et al. 1986). Ca. 50% der an Pneumonie
erkrankten Fohlen weisen auch eine intestinale Infektion auf,
die jedoch selten mit klinischen Symptomen wie Kolik, Aszites
oder Diarrhoe einhergeht. Desweiteren sind nicht-septische
Polysynovitiden bevorzugt im Tibiotarsal und den steifen
Gelenken, septische Arthritiden und Osteomyelitiden durch-
aus diagnostizierbar. Erkrankungen erwachsener Pferde sind
jedoch auferst selten.

Um die klinische Verdachtsdiagnose der Rhodokokkose zu
untermavern, wird héufig die bakteriologische Untersuchung
kombiniert mit der zytologischen Untersuchung des Tracheo-
bronchialsekretes zur Klérung einer Infektion als sogenannter
,Goldstandard” eingesetzt (Giguére und Prescott 1997, Pre-
scoft 1991). Da jedoch Rhodococcus equi fakultativ intrazel-
lulér lebt und nur periodisch ausgeschieden wird, ist dieser
Keim nur bedingt kulturell nachweisbar (Martens et al. 1982).
Weitere empfohlene diagnostische Tests sind Blutuntersu-
chungen, Fibrinogenmessung, réntgenologische und sono-
graphische Untersuchungen (Althaus 2004, Giguére und Pre-
scott 1997). Bei Uber 3 Monate alten Fohlen muss bei knoti-
gen Verdnderungen und Lymphadenopathien Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus in der réntgenologischen Unter-
suchung als Differentialdiagnose beriicksichtigt werden (Lavo-
ie et al. 1994). Bei Fohlen mit einer durch Rhodococcus equi
verursachten Pneumonie liegt meist eine Hyperfibrinogend-
mie, wie auch eine neutrophile Leukozytose und Monozytose
vor (Sweeney et al. 1987). Ein weiteres Charakteristikum fur
eine Rhodococcus equi-Infektion ist der erhdhte Gehalt an
Thrombozyten (Leadon et al. 1988).

Als haufig eingesetzter direkter Erregernachweis gilt nach wie
vor, gemeinsam mit der zytologischen, die bakteriologische
Untersuchung von Tracheobronchialsekret (TBS), jedoch vari-
ieren die Ergebnisse hinsichtlich der Sensitivitét der Kultur
stark. Die im Untersuchungsmaterial vorherrschenden inhibi-
torischen Stoffe und die vorliegende Begleitflora kénnen das
Wachstum der Rhodokokken hemmen und somit zu falsch
negativen Ergebnissen fihren (Meyer-Hamme 2004).

Mit Hilfe der PCR kann der Nachweis von Rhodococcus equi-

DNA aus Blut, Kot, Nasentupfern und Tracheobronchialsekret
(TBS) erfolgen, wobei sich mediumhaltige Nasentupfer gegen-
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Uber trockenen Nasentupfern als geeigneteres Material erwei-
sen (Lorenz 2005). Studien zeigten jedoch, dass die Sensitivitéit
der PCR und auch der kulturellen Untersuchung aus TBS deut-
lich héher als aus Nasentupfern ist (Meyer-Hamme 2004) und
ferner auch hinsichtlich der klinischen Bedeutung der Erreger-
nachweis aus TBS eine stérkere Aussagekraft besitzt. Neben
dem geringen Zeit- und Kostenaufwand vermag die PCR Rho-
dococcus equi-spezifische DNA zu amplifizieren, die durch
den Nachweis von auf dem Virulenz assoziierten Plasmid loka-
lisierten Sequenzen (z.B. das vapA) zugleich Auskunft Gber die
Virulenzeigenschaft des Erregers gibt (Haites et al. 1997, Sel-
lon et al. 1997, Takai et al. 1995). Aufgrund des méglichen
Verlustes des Plasmids sind verschiedene PCRs auf chromoso-
maler Ebene fir den routinediagnostischen Einsatz etabliert
worden, die zusammen mit einer PCR zum Nachweis des Viru-
splasmids (Sellon et al. 1997) in Form einer Multiplex-PCR
zum Nachweis von Rhodococcus equi-spezifischer DNA
Anwendung finden (Lorenz 2005).

Zu den indirekten Testmethoden, Rhodococcus equi-spezifi-
sche Antikérper aus Blutserum nachzuweisen, zdhlen zum
einen die Agar-Gel-Immundiffusion (AGID) (Hietala et al.
1985, Nakazawe 1987) und die synergistische Hamolyse-
hemmung (SHI) (Skalka 1987), wobei Antikérper gegen die
von Rhodococcus equi gebildeten membranolytischen Exoen-
zyme detektiert werden (Prescott et al. 1982, 1984).

Die in der Routinediagnostik gebréuchlichste und aussage-
kraftigste serologische Nachweismethode ist jedoch der ELI-
SA. Verschiedene auf unterschiedlichen Antigenen basierende
ELISA-Tests, wurden zur Bestimmung der humoralen Immu-
nantwort in Serum- wie auch in Milchproben entwickelt (Hie-
tala et al. 1985, Prescott et al. 1996, Takai et al. 1985, Tri-
skatis 2004).

Im Zusammenhang mit den zuvor genannten Fohlenerkran-
kungen werden auch ELISA zur quantitativen Analyse von IgG
im Blutserum und im Kolostrum von Pferden (Luft 2000, Mar-
kus 2005) wie auch ein kommerziell erhaltlicher semiquanti-
tativer 1gG-Schnelltest auf ELISA-Basis zur Anwendung in
Serum-, Plasma- oder Vollblut mittlerweile routinediagno-
stisch eingesetzt und erlauben zugleich ein Quantifizierung
der im Blut bzw. im Kolostrum vorliegenden IgGs.

Actinobacillus equuli

Actinobacillus equuli ist ein gramnegatives Stdbchen und
gehért zu der Familie der Pasteurellaceae. Phénotypisch zeigt
diese Art eine hohe Variabilitat hinsichtlich der hémolysieren-
den Eigenschaft auf. Hamolysierende Stémme von Actinoba-
cillus equuli, auch als Actinobacillus equuli subsp. hédmolyti-
cus bezeichnet, gehéren zwar zur Normalflora der Pferde-
maulhéhle, doch kénnen sie héufig auch aus Trachealspil-
proben oder anderen respiratorischen Sekreten isoliert wer-
den, was eine deutliche Préferenz zum Respirationstrakt
erkennen lésst (Jang et al. 1987). Actinobacillus equuli subsp.
hémolyticus stellt einen opportunistischen Krankheitserreger
dar. Bei Infektionen des Respirationstraktes, Septikémien,
Metritiden, Mastitiden, Arthritiden, Endokarditiden, Meningiti-
den und Totgeburten konnte der Keim nachgewiesen werden
(Bisgaard 1993, Sternberg et al. 1999). Nicht hamolysieren-
de Stdmme von Actinobacillus equuli, auch als Actinobacillus
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equuli subsp. equuli bezeichnet, kénnen aus der Maulhéhle
und dem Verdauungstrakt gesunder Pferde isoliert werden.
Insbesondere bei jungen Fohlen gelten diese Erreger als
fakultativ pathogen. Actinobacillus equuli ist ein besonders in
groBen Zuchtbestdnden weit verbreiteter Infektionserreger bei
jungen Fohlen. Nach Streptococcus equi subsp. zooepidemi-
cus ist er der zweithaufigste potentiell pathogene Erreger der
bei Atemwegsinfektionen des unteren Respirationstraktes iso-
liert wird (Gerber et al. 1995). Der Erreger wird primér
omphalogen, intrauterin oder p.p. auf das Fohlen Ubertra-
gen, demzufolge lebensschwache Fohlen oder Fohlen mit
septikéimischen Krankheitserscheinungen wie Polyarthritis und
Glomerulonephritis, der sogenannten Fohlenfrihlahme
geboren werden. Die Fohlen versterben in den ersten 24
Stunden. Bei einem langsamen Verlauf zeigen die Tiere neben
einer Kérpertemperatur von ber 40°C, Apathie, Durchfdlle,
Koliken, Schléfrigkeit bis hin zu komatésen Zusténden (,slee-
py foal disease”). Bei dlteren Fohlen werden gelegentlich
Pneumonien und Polyarthritiden beobachtet. Schwere eitrige
Pneumonien bei Saugfohlen lassen sich meist auf eine Misch-
infektion mit Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
zuriickfhren. Ohne antibiotische Behandlung verlauft die
durch Actinobacillus equuli hervorgerufene Erkrankung bei
Saugfohlen meist tédlich. Auch die Prognose bei dlteren an
Pneumonie erkrankten Fohlen ist abhéngig vom Zeitpunkt der
therapeutischen Behandlung. Der routinediagnostische
Nachweis erfolgt mit Hilfe der bakteriologischen Untersu-
chung und weiterfGhrender biochemischer Differenzierung
der beiden Stémme. Das Untersuchungsmaterial ist abhéngig
vom Krankheitsgeschehen. Bei respiratorischen Symptomen
eignen sich insbesondere in Transportmedium aufgenomme-
ne respiratorische Sekrete wie auch Nasopharyngealtupfer
zum direkten Erregernachweis. Bei der ,sleepy foal disease”
sichert die bakteriologische Untersuchung des Harns die kli-
nische Verdachtsdiagnose ab.

Die PCR als direkte Nachweismethode ermdglicht eine
schnelle Differenzierung der beiden Stémme. Der fir den
hamolysierenden Phénotyp des Actinobacillus equuli-verant-
wortliche Faktor wird als Agx-Protein, ein Mitglied der RTX
(,repeats in toxin“) -Toxin-Familie, beschrieben (Berthoud et
al. 2002, Kuhnert et al. 2003). Das fir das Agx-Protein
kodierende agx-Gen ist spezifisch fir Actinobacillus equuli
subsp. hdmolyticus. Mittels PCR kann auf Basis des agx-Gens
so eine Differenzierung von Actinobacillus equuli erzielt wer-
den.

Abschlieflende Bemerkung

Eine Erreger bestimmende Diagnose ist bei den zuvor
beschriebenen Infektionskrankheiten und ihren mannigfalti-
gen Ausprégungen allein durch die klinischen Untersuchun-
gen nur schwer oder nicht zu erreichen. Eine gezielte Thera-
pie ist jedoch nur anhand des urséchlich infektidsen Agens
auszurichten, und der unnétige Einsatz von Antiinfektiva soll-
te im Hinblick auf die Resistenzentwicklung unbedingt ver-
mieden werden. Daher sollten vermehrt die zur Verfigung ste-
henden labordiagnostischen Methoden genutzt werden. Auch
wenn jede Methode fir sich nicht 100%ige Sicherheit
gewdhrt, kénnen viele Untersuchungsergebnisse letztendlich
zu einer umfassenden und verl@sslichen Diagnose fihren und
damit ihren Beitrag zur Pferdegesundheit beitragen.
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