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Zusammenfassung

Nicht alle als viral betrachteten Keratitiden lassen sich mittels PCR auf EVH-2 oder EHV-5 zuriickfohren. Ziel der Untersuchung war des-
halb der Vergleich der Prévalenz von EHV-2 und EHV-5 mittels PCR bei Pferden mit Keratokonjunktivitis und augengesunden Pferden. Zyto-
logische Hornhautproben von 131 Pferden mit einer vermuteten viralen Keratokonjunktivitis zwischen 2001 und 2010, sowie von 163
augengesunden Pferden von 3 verschiedenen Bestdnden wurden mittels PCR auf EHV-2 und EHV-5 untersucht. Die Prévalenz von EHV-2
und 5 unterscheidet sich nicht signifikant bei augengesunden Pferden und solchen mit Keratokonjunktivitis. Es konnten keine spezifischen
ophthalmologischen Symptome dem einen oder anderen Virustyp zugeordnet werden. Das klinische Bild einer Keratitis punctata, welches
als typisch fur virale Keratitiden betrachtet wird, wurde bei beiden Virustypen beobachtet. Es scheint als ob Infektionen mit EHV-5 nur mil-
de Symptome verursacht, verglichen mit Infektionen mit EHV-2. Die schwersten klinischen Symptome traten bei Doppelinfektionen mit EHV-
2 und 5 auf. In dieser Untersuchung konnte kein signifikanter Prévalenzunterschied von EHV-2 und 5 zwischen beiden Gruppen festgestellt
werden. Die Pathogenitat von EHV-2 und 5 bleibt unklar, ist jedoch sicher nicht als hochgradig einzustufen.
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The prevalence of DNA of EHV-2 and EHV-5 in horses with keratokonjunctivitis and clinically normal horses in Switzerland

Not all viral keratoconjunctivitis can be detected by PCR as caused by EHV-2 and 5. The authors therefore compared the prevalence of
EHV-2 and 5 by PCR in horses with keratoconjunctivitis and healthy horses. Conjunctival cytobrush samples of 131 horses with suspected
viral keratoconjunctivitis between 2001 and 2010 and of 163 healthy horses from three different stables were tested by PCR for the pre-
sence of EHV-2 and EHV-5. The prevalence of EHV-2 and 5 is not significantly different in healthy horses and horses with keratoconjunc-
tivitis. No specific ophthalmic signs could be aftributed to either EVH-2 or EHV-5. The punctate pattern on the corneal surface, which is
considered typical for a viral keratitis, was found in horses infected with EHV-2 or EHV-5. It appears, that an EHV-5-infection causes only
mild clinical signs compared to horses testing positive for EHV-2. The most severe clinical signs were seen in horse testing positive for EHV-
2 and 5. In this investigation the prevalence of EHV-2 and EHV-5 was similar in healthy horses and horses with keratoconjunctivitis. No sta-

tistically significant differences were found. The pathogenicity of EHV-2 and 5 is not clear or very weak.
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Einleitung

Beim Pferd sind bisher neun verschiedene Herpesviren
bekannt (EHV-1 bis 9). Die wichtigsten Krankheitserreger beim
Pferd gehéren zu den a- und  y- Herpesvirinae (Telford et al.
1993, Davison et al. 2009, Fortier et al. 2009). Die y-Her-
pesviren EHV-2 und EHV-5 werden mit Augenerkrankungen in
Zusammenhang gebracht (Thein und Bohm 1976, Borchers
1998, Kershaw 2001, Besthorn 2002, von Borstel 2003). Es
wurden 4 verschiedene Formen der viralen Keratitis beim Pferd
beschrieben, wobei unklar blieb, ob es sich um verschiedene
Krankheitsbilder handelt oder um unterschiedliche Stadien
derselben Erkrankung (Thein und Bohm 1976, Matthews
1983, Barnett 1998). Die Keratitis punctata wird allgemein als
viralen Ursprungs beschrieben (Matthews 1983, Kellner 1990,
Miller et al. 1990, Barnett 1998, Besthorn 2002).

Nicht alle als viral betrachteten Keratitiden lassen sich aber
mittels PCR auf EVH-2 oder EHV-5 zurickfhren. Es galt
darum in der vorliegenden Arbeit die Prévalenz von EHV-2
und EHV-5 mittels PCR bei Pferden mit vermuteter viraler
Keratokonjunktivitis zu ermitteln und sie der Prévalenz bei
augengesunden Pferden gegeniber zu stellen.
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Tiere, Material und Methoden

Es wurden 131 Pferde beprobt, welche zwischen Mérz 2001
und Mai 2010 an unserer Klinik mit Symptomen einer ver-
mutlich viralen Keratokonjunktivitis vorgestellt wurden. Ausge-
schlossen wurden Pferde mit Verletzungen, Ulzerationen der
Hornhaut und solche mit Pilzinfektionen. Diese Patienten-
gruppe bestand aus Pferden zwischen 6 Monaten und 29
Jahren (Durschnittsalter 11,5 Jahre). Davon waren 53 Stuten,
68 Wallache und 9 Hengste. Bei einem Pferd wurde das
Geschlecht nicht festgehalten. Mit 102 Tieren waren Warm-
bliter in der Patientengruppe Ubervertreten. Die Gbrigen Pfer-
de verteilten sich auf 9 Vollbliter, 7 Kaltbliter, 9 Ponys, 3 Tra-
ber und ein Pferd unbekannter Rasse.

Die Kontrollgruppe bestand aus 163 augengesunden Pferden
des Schweizerischen Nationalgestits in Avenches, des natio-
nalen Pferdezentrums in Bern und des Kompetenzzentrums fir
Veteringrdienst und Armeetiere der Kaserne Sand bei Bern. Es
handelt sich um 61 Stuten, 81 Wallache und 21 Hengste im
Alter zwischen 3 und 27 Jahren (Durchschnittsalter 9,3 Jah-
re). Davon waren 82 Warmbliter, 52 Kaltbliter, 11 Traber, 10
Halbbliter, 6 Vollbliter und 2 Maultiere.
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Die Prévalenz von EHV-2 und EHV-5 bei Pferden mit Keratokonjunktivitis und augengesunden Pferden in der Schweiz

Alle Pferde wurden in einem abgedunkelten Raum untersucht.
Nach der Reflexprifung wurde auf Blepharospasmus und
Augenausfluss geachtet. Die vorderen Augenabschnitte wur-
den mit einer Handspaltlampe (Kowa- SL-15, Provet, Lyssach,
Schweiz) untersucht. Bei Verdacht auf eine Hornhautverénde-
rung wurde eine Fluoreszeinprobe durchgefihrt. Der Fundus
wurde mit einem direktem Ophthalmoskop (Heine Beta 200,
Provet, Lyssach, Schweiz) untersucht. In der Kontrollgruppe
wurden Pferde mit Anzeichen von Konjunktivitis, Keratitis,
Hornhautverénderungen jeder Art, Katarakten und Verdacht
auf Mondblindheit ausgeschlossen.

Die Probenentnahme erfolgte in der Kontrollgruppe jeweils an
einem durch einen Zufallsgenerator (Excel) bestimmten Auge,
links oder rechts. In der Patientengruppe wurden die verén-
derten Augen beprobt, nicht aber die gesunden Partnerau-
gen.

Die Gewinnung der Konjunktivalabstriche fand nach vorheri-
ger lokaler Anésthesie der Augenoberfléche durch 0,4% Oxy-
buprocaine (Novesin®, OmniVision AG, Neuhausen,
Schweiz) oder 0,5% Proxymetacaine (Alcaine®, OmniVision
AG, Neuhausen, Schweiz) mittels Abstrichbirste (Cytobrush®,
Henry Schein Vet GmbH, Hamburg, Deutschland) statt. Hier-
for wurde die Abstrichbirste in den Bindehautsack eingefihrt
und einige Male rotiert. Die Nickhaut befand sich dabei zwi-
schen Zytobirstchen und Hornhaut und verhinderte somit
eine Verletzung der Cornea durch die feinen Borsten.
Anschliefend wurden die Spitzen der Birstchen in ein steriles
Blutrshrchen ohne Zusatz verbracht und bis zum Transport ins
Labor kihl gelagert.

Zur Verarbeitung wurden die Proben in das IDEXX VetMed
Labor nach Ludwigsburg gesandt. Dort wurden sie in 500 |
PBS (Phosphate buffered Saline) ausgeschittelt und anschlie-
fend 200 | dieses Lysats fir die DNA-Extraktion mittels
QIAmMp® DNA Mini Kits (QUIAGEN Hilden) eingesetzt. Das
Volumen des Lysats verringerte sich dadurch auf 50 |.

Die darauffolgende Polymerasekettenreaktion zum Nachweis
der viralen DNA erfolgte als nested PCR, wie sie von Reubel
et al. (1995) beschrieben wurde. Unter einer Monoinfektion
wird eine Infektion mit EHV-2 oder EHV-5 verstanden; unter
einer Doppelinfektion eine Infektion mit beiden Viren. Zudem
wird der Begriff EHV-negativ fir Pferde verwendet, bei wel-
chen weder DNA von EHV-2 noch von EHV-5 nachgewiesen
wurde.

Die statistischen Vergleiche der einzelnen Gruppen erfolgten
mittels 2- und Fisher’s-Exact-Test (wenn der Stichprobenum-
fang n <5 war) und die Analyse kontinuierlicher Daten mittels
t-Test. Als signifikant wurden p-Werte n < 0.05 bezeichnet, als
nicht signifikant solche >0.05.

Die Resultate wurden nur auf den -Fehler, nicht aber auf den
-Fehler (Power) getestet. Es handelt sich hierbei also nur um
eindeutige und nicht etwa um eineindeutige Resultate.

For diese Berechnungen sowie fir die Bestimmung des néti-
gen Stichprobenumfangs der Kontrollgruppe wurde das Stati-
stikprogramm ,STATA” verwendet (StataCorp., 2009; STATA
Statistical Software: Release 11.0; College Station, TX, USA:
StataCorp LP).
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Resultate

Von den 131 Pferden mit Keratokonjunktivitis der Patienten-
gruppe waren 68 (51.9%) EHV-negativ, 6 (4.6%) nur fur EHV-
2 positiv, 41 (31.3%) nur EHV-5 positiv und 16 (12.2%)

waren fur beide Viren positiv.

Bei den 163 augengesunden Pferden der Kontrollgruppe
waren von 163 Tieren 94 (57.7%) EHV-negativ, 10 (6.1%)
EHV-2 positiv, 46 (28.2%) EHV-5 positiv und 13 (8.0%) waren
sowohl EHV-2 als auch EHV-5 positiv (Abb. 1).

Bei den erkrankien Pferden konnten keine Symptome identifi-
ziert werden, welche entweder auf EHV-2 oder EHV-5 hinwie-
sen. Das typische klinische Bild der Keratitis punctata konnte
sowohl bei EHV-2, wie auch bei EHV-5 positiven Pferden
beobachtet werden.
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Abb. 1 Vergleich der Prévalenzen von EHV-2 und EHV-5 bei

augenkranken (Patientengruppe) und augengesunden (Kontrollgrup-
pe) Pferden.

Comparison of the prevalence of EHV-2 and EHV-5 in horses with kera-
toconjunctivitis (Augenkranke) and healthy horses (Augengesunde)

EVH-positive erkrankte Pferde zeigten signifikant mehr Tré-
nenfluss als EHV-negative erkrankte Pferde. EHV-2 positive
erkrankte Pferde zeigte signifikant mehr Trénenfluss als EHV-
5 positive erkrankte Pferde. Erkrankte Pferde mit Doppelin-
fektionen zeigten deutlich mehr Blepharospasmus, als
erkrankte Pferde welche alleine mit EHV-2 oder EHV-5 infiziert
waren.

Diskussion

In dieser Studie wurde eine positive PCR als Nachweis von
equinen Herpesviren betrachtet, obschon streng genommen
nur die DNA der Viren nachgewiesen wird. Es gibt keinen sig-
nifikanten Unterschied in der Prévalenz equiner Herpesviren
zwischen augengesunden und augenkranken Pferden
(p=0.51). Es muss also in Betracht gezogen werden, dass es
sich beim Nachweis der beiden fraglichen — Herpesviren
um einen reinen Zufallsbefund handeln kénnte und diese bei-
den Viren nichts mit der Atiopathogenese von Keratokonjunk-
tivitiden beim Pferd zu tun haben. Dies wirde die fast identi-
sche Verteilung der beiden Viren in der Patienten- und Kon-
trollgruppe erkléren und auch die Resultate friherer Studien
bestatigen (Kridewagen 2001, Besthorn 2002, von Borstel
2003, Fetsch 2007). Der Grund, warum DNA dieser beiden
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Viren regelméBig sowohl in augengesunden, als auch in
augenkranken Pferden nachgewiesen werden kénnen, bleibt
weiterhin unklar. Méglicherweise sind EHV-2 und EHV-5 nicht
als Primérerreger von Keratokonjunkfivitiden anzusehen, son-
dern viel mehr als initiale, immunsupprimierende Erreger, die
nur zusammen mit anderen belebten oder unbelebten Fakto-
ren zu Horn- und Bindehautentzindungen fihren, wie das

schon postuliert wurde (Ebert 2006, Fetsch 2007).

Andere Studien von Browning und Suddert (1987), bzw. Bell
et al. (2006) vermuten, dass die beiden fraglichen Herpesvi-
ren aufgrund ihrer genetischen Heterogenitét auch Unter-
schiede in der Virulenz aufweisen und so je nach Virusstamm
entweder zu entzindlichen Augenveréinderungen fihren kén-
nen oder eben nicht. Zudem ist zu bericksichtigen, dass die
Konjunktiven womaéglich als Latenzort von EHV-2 und EHV-5
dienen (Borchers et al. 2006, Ebert 2006, Richter 2008).
Dies kénnte bedeuten, dass man in den Cytobrush-Proben
von den augenkranken sowie den augengesunden Pferden
kein aktives, sondern nur latent vorhandenes Virus nachge-
wiesen hat, da mittels PCR nicht zwischen latentem und akti-
vem Virus unterschieden werden kann. Vielleicht verursacht
die oben erwdhnte genetische Heterogenitét auch unter-
schiedliche Préferenzen was den Latenzort anbelangt. Dies
wirde erkléren, weshalb man bei einigen Pferden diese laten-
ten Viren findet und bei anderen nicht.

Die eigene klinische Erfahrung zeigt, dass eine virustatische
Behandlung alleine mit Aciclovir, Ganciclovir oder Trifluoro-
thymidin auch bei EVH-positiven Pferden keine Verbesserung
der Symptomatik mit sich bringt. Erst der Einsatz von lokalen
Entzindungshemmern wie Dexamethason, Prednisolonazetat
oder Ciclosporin bringt den gewiinschten Erfolg. Diese Beob-
achtung unterstitzt die Hypothese, dass die als typisch viral
betrachtete Keratitis punctata beim Pferd eine immunvermit-
telte Erkrankung ist (Matthews and Gilger 2009).
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