Inhaltsverzeichnis
Y o1 L4 g Vo = o 7
1 EINIGIUNG ..o ———————— 10
1.1 Die Familie der Herpesviridae ...........coooiiiioiiiiieeee e 10
1.1.1 Morphologische Gemeinsamkeiten der Familie der Herpesviridae........................ 10
1.1.2 Biologische Gemeinsamkeiten der Familie der Herpesviridae.............ccccocueeeenee. 10
1.1.3 Klassifizierung der Herpesviridag ... 12
1.2 Die Unterfamilie der y-HerpesVirinae...........ooocuuiiiiiiiiiiiiii e 12
1.2.1 BIOIOGIE ...t 12
LI o oo (=10 01 o] (oo [T PP PPPPPPPPPPPPPPPPPPIN 13
1.2.3 Latenz voNn Y-HEIPESVIIEN ......cooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee ettt 13
1.3 EQUINE HEIPESVIFEN....ccoeieeee e 14
1.3.1 EQUINE O-HEIPESVIIEN ...ttt eeeeeeeenneeenes 14
1.3.1.1 Das Equine Herpesvirus Typ 1 und das Equine Herpesvirus Typ 4 ................ 14
1.3.1.2 Das Equine Herpesvirus TYP 3 ..o 16
1.3.2 EQUINE Y-HEIPESVIFEN ...ttt n e e e eeeeeeees 16
1.3.2.1 Das Equine Herpesvirus TYP 2 ... 17
1.3.2.2 Das Equine Herpesvirus TYP 5 ..o 17
1.4 Das EQUINe HErPESVIrUS TYP 2......uiiiiiiieieiiiiie ettt 17
1,41 BIOIOGIE ...t e e 17
1.4.2 EPIAEMIOIOQIE ....ceeeeeieee ettt 18
1.4.3 Immunantwort auf EHV-2 InfeKtionen............ooo e 20
1.4.4 KliNISChE REIEVANZ.........eeiiiiiiiee e 21
P A (= £=T= {1 | Vo 26
3 Material und MethOden ... 27
3.1 Chemikalien-, Gebrauchsmaterialien- und Geratenachweis ............cccccocveeeeiniiieeennee 27
3.1.1 ChemikalieNNaChWEIS .........ccooiuiiiiiiiiee e 27
3.1.2 Gebrauchsmaterialien- und GeratenaChweis ... 27
K2 T (o £ 0] o] 0= o F PP 29
B.3 VIreN UNA ZEIIEN ...ttt e e e e e e e e e e e e eas 29
B.301 ZEIKURUIEIN ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e nnnes 30
3.3.2 VIrUSVEIMENIUNG. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e annnnes 31
RO G V1 4013 ()= o] o DU PPPPR 31
3.3.4 Isolierung und Reinigung von DNA aus Virionen..........cc.ueeeieieiiiiiiiiieeeee e 32
3.4 SerologiSChE TESES. ...eiiiiiiiiie e 34

3.4.1 NeutralisationStest (NT) ..cooiiiiieeee e 34



3.4.2 Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT).......ooouieiiiiiiii e 35
3.5 Gewinnung und Bearbeitung von mononukledren Zellen des peripheren Blutes

(=117 L PR PPPOTPRPN 36
3.5.1 Isolierung von equinen PBMC...........uiiiiiiiiiie e 36
3.5.2 DNA-Isolierung aus PBMC..........cooiiiiiiiiiiie e 36

3.6 Gewinnung und Bearbeitung von Tupferproben ... 37
3.6.1 Gewinnung vON TUPFEIPrODEN.......coiiiiiii i 37
3.6.2 Isolierung von DNA aus Tupferproben ... 37

3.7 Gewinnung und Bearbeitung von post-mortem-Geweben ............cccccceveeiiiiiciiiieenenn. 38
3.7.1 Gewinnung von post-mortem-GeWEDEN ............occuuiiiiiiiieie e 38
3.7.2 Isolierung von DNA aus post-mortem-Geweben ............cccceeeeiiiiiiiiiiiiiieeee s 38
3.7.3 Aufarbeitung von Kammerwasserproben ............coiiiiiiiiiiiiieieee e 39

3.8 Virusnachweis in Tupferproben, PBMC und Geweben............ccooooeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 39
3.8.1 Kokultivierung von PBMC und Cytobrushproben ... 39
3.8.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR) .....cooooiiiiiiiie e 40

3.8.2.1 B-Aktin-PCR zur Uberpriifung der DNA-QUAlItAL .........c.oveveveveerreeeeeeeeeeeeeennee. 41
3.8.2.2 IL-10-nPCR zum Nachweis von EHV-2..........ooiiii 42
3.8.2.3 gB-nPCR und gB-PCR zum Nachweis von EHV-2 und EHV-5 ....................... 43

3.9 VIrUS-SPEZIfIKALION ....eeiiiiiiiiie e 43
3.9.1 Restriktionsenzymanalyse (REA) ... 43
3.9.2 Analytische GeleleKtrophorese.........cuuvvi i 43

3.10 Statistische MethOdeN .........ooueiiii e 44
3.10.1 ¢*-Vierfeldertest auf UnabhAngigKeit............c.ooveureveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 44
3.10.2 MCNEMAI-TESE ... e e e e e 45

L o 1T o LT 46

4.1 Systematische Untersuchungen von augenkranken und gesunden Equiden aus der

Klinik fr Pferde (TIHOHA) ....oooii i 47
4T BINIBIUNG ..o 47
4.1.2 Zusammensetzung der Test- und Kontrollgruppe.........coooovviiiiiiiieeee 48

41.3 Ergebnisse der klinischen  Allgemeinuntersuchungen  und  der
ophthalmologischen Untersuchungen...........cccooiii 48
4.1.4 Nachweis von EHV-2 in den verschiedenen Tupferproben und in PBMC mittels

4.1.4.1 Ergebnisse der EHV-2-nPCR-Untersuchungen von Cytobrush- und
Wattetupferproben bei Test- und Kontrollgruppe zur Erst- und
ZWEIUNTEISUCNUNG ... 49



4.1.4.2 Vergleich der Nachweishaufigkeit von EHV-2 in Wattetupfer- und

CytobrushprobeN. .......cooiiii e 54
4.1.4.3 Ergebnisse der EHV-2-nPCR-Untersuchungen von Nasentupfern und
PBMC bei Test- und Kontrollgruppe zur Erst- und Zweituntersuchung......... 57
4.1.4.4 Nachweis von EHV-2 im Auge bei EHV-2-positiver Nasentupferprobe ........... 60
4.1.4.5 Vergleich der unterschiedlich groBen nPCR-Amplifikate (Teil-Genom-
VErgIBICN) ... 60
4.1.5 Isolierung von EHV-2 aus Cytobrushproben und PBMC ..........ccccooiiiiiiiiiieiiiee 62
4.1.5.1 Ergebnisse der KOKUIIVIEIUNG .......cceuiiiiiiiiiiiiie e 63
4.1.5.2 Spezifizierung und weitere Untersuchung der Isolate.............cccccooviieiiininenn. 64
4.1.5.2.1 Biologische Untersuchungen der Isolate.............ccovviiiiiiiiii, 65
4.1.5.2.2 Molekularbiologische Untersuchungen der Isolate...........cccccevvviiiiinnnnnnnn. 65
4.1.6 Serologischer Nachweis von EHV-2-spezifischen Antikdrpern.........cccccceeiiiiiis 68
4.2 Untersuchungen zum Gewebetropismus von EHV-2...........ccccociiiiiiiiii e, 70
421 BINIBIUNG ..o 70
4.2.2 Ergebnisse der Untersuchungen mittels NPCR ... 70
ES I T (T == o o 74
5.1 Untersuchungen auf EHV-2 bei augenkranken und gesunden Equiden ...................... 74
5.1.1 Durch Herpesviren verursachte Augenerkrankungen...........ccccccvvvviiiiiiiiiininnnenenen, 74
5.1.2 Test- und KONtrollQrUuPPE. ......coooeeiiiie ettt e e 75
5.1.83 ProbDENNGNME ... e 76
5.1.4 Untersuchungen beziglich des Zusammenhanges zwischen EHV-2-Nachweis
mittels nPCR in den verschiedenen Proben und einer Augenerkrankung ........ 77
5.1.5 Vergleich der Nachweishaufigkeit von EHV-2 mittels nPCR in Cytobrush- und
Wattetupferproben ... 81
5.1.6 Vergleich der Nachweishaufigkeit von EHV-2 mittels nPCR in den einzelnen
Proben bei Erst- und Zweituntersuchung ... 82
5.1.7 Ergebnisse der Kokultivierung von EHV-2 ... 83
5.1.8 Ergebnisse der serologischen Untersuchungen auf EHV-2-spezifische
ANTKOIPET .. 88
5.1.9 Genetische Heterogenitat von EHV-2 ... 88
5.2 Untersuchungen von post-mortem-Geweben auf EHV-2............ccoooiiiiiiiiiiiiieee, 91
5.8 AUSDIICK ..ttt et e et e e e e e e e e e be e e e e e bt e e e e e anreeaeaan 93
6@ ZUSAMMENTASSUNG ... ciiiirsnmererrrrrasssssssnssss s rrrssassssss s s s s e e e e s s s sm s s e e r e e e aaa s nmn s e e e e e nnnnnnnnnns 95
L5 o ST U4 Ty 97
7 LiteraturverzeiChnis .......ccceeeeeiiiiinisise s s e annnnes 99

230 Y 1 1T 3T 122



8.1 Detaillierte Zusammenstellung der Untersuchungsergebnisse ..........ccccoeeeeeiiieeeeeeenn. 123

8.2 Liste der eigenen Verdffentlichungen ............ooeeeiiiiiiiiiiee e 130
8.3 LeDENSIAUS ... 131
8.4 DaNKSAGUNGEN ... .ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e 132

8.5 SelbstandigKeitSEerkIArUNG ..........eii i 134





