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4 Ergebnisse

4.1 Einleitung

Die Ergebnisse meiner Dissertation gliedern sich in die folgenden drei Teile:

1. Erstellung eines Immunstatus von augenkranken und -gesunden Pferden mittels

Durchflusszytometrie und Differentialblutbildanalyse

2. PCR-Untersuchung von diagnostischen Blut- und Tupferproben augenkranker und
augengesunder Pferde auf Doppelinfektionen mit EHV-2 und/oder EHV-5, EAdV-1,
Chlamydien und Mykoplasmen

3. Untersuchung des Gewebe- und Zelltropismus von EHV-2/-5 im Auge mittels nested

PCR und In situ-Hybridisierung

Die ersten beiden Teile dieser Arbeit befassen sich mit EHV-2 und der méglichen Bedeutung
viruseigener, immunsupprimierender Mechanismen sowie viraler und bakterieller Co-
Faktoren bei Keratitiden, Konjunktivitiden bzw. Keratokonjunktivitiden des Pferdes. Der dritte
Teil hingegen geht speziell dem Gewebe- und Zelltropismus von EHV-2 und auch von EHV-5

im Auge nach.

4.2 Erstellung eines Immunstatus von augenkranken und -gesunden Pferden

In der hier vorgestellten Studie wurden zunachst von augenkranken und gesunden Pferden
entnommene Cytobrush- bzw. Augentupfer (3.4) und Blutproben (3.5) mittels nPCR auf
EHV-2-Genom untersucht (3.6.1). Zusatzlich wurden serologische Untersuchungen durchge-
fuhrt (3.8). Parallel zu den virologischen Untersuchungen erstellte das Labor Laboklin in Bad
Kissingen von allen Pferden einen Immunstatus, indem die B-, T-, CD4+-, CD8+-,
CD4+:CD8+-Lymphozytensubpopulationen durchflusszytometrisch bestimmt (3.7.1) und ein
Differentialblutbild (bestehend aus der Gesamtleukozytenanzahl und den prozentualen Antei-
len der neutrophilen, basophilen, eosinophilen Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten,
stabkernigen (jugendlichen) und segmentkernigen (ausgereiften) neutrophilen Granulozyten)
erstellt wurde (3.7.2).

Anhand der nPCR-Ergebnisse wurden die Pferde in die Test- und Kontrollgruppe eingeteilt:
die ,Testgruppe” beinhaltete alle Pferde, bei denen EHV-2-Genom im Auge oder in den PBL
detektiert werden konnte, wahrend die ,Kontrollgruppe® ausschlief3lich aus PCR-negativen
Pferden bestand. In beiden Gruppen befanden sich demnach sowohl augenkranke, als auch
gesunde Pferde, weshalb eine zusatzliche Gruppierung anhand des Merkmals augenkrank/
-gesund vorgenommen wurde (Gruppen 1-4). Durch den Vergleich der Ergebnisse jedes

einzelnen Parameters des Immunstatus mit entsprechenden Normwerten (Tab. 7 bzw.
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Tab. 8) wurde dann die Anzahl der Pferde in jeder Gruppe bestimmt, die Abweichungen auf-
wiesen. Die Haufigkeit des Auftretens von Abweichungen in jeder Gruppe wurde schliellich

miteinander verglichen und auf signifikante Unterschiede hin untersucht (3.10).

4.2.1 Ergebnisse der virologischen Untersuchungen: Einteilung der Test- und Kontroll-
gruppe

In dieser Studie wurden insgesamt 31 Pferde, von denen zehn an einer Keratitis, Konjunktivi-
tis oder Keratokonjunktivitis erkrankt und 21 klinisch unauffallig waren, untersucht. Die Pro-
ben der augenkranken Pferde wurden von verschiedenen Tierarzten und den unterschied-
lichsten Standorten zur Untersuchung eingeschickt, wahrend die Proben der klinisch gesun-
den Pferde Uberwiegend aus einem mit dem Institut kooperierenden Vollblutgestiit stamm-
ten.

Die Gruppe der augenkranken Pferde (LK1-LK10) bestand aus drei Stuten, sechs Wallachen
und einem Hengst, die im Durchschnitt 8,4 Jahre alt waren und Uberwiegend der Rasse
Warmblut angehérten (sechs von zehn). Bei diesen Pferden wurde als Augenerkrankung
eine Keratitis, Konjunktivitis oder Keratokonjunktivitis von den einsendenden Tierarzten diag-
nostiziert. Neun der zehn augenkranken Pferde wiesen eine chronische und zum Teil auch
rezidivierende Erkrankung des Auges auf, wahrend bei einem einwdchigen Fohlen eine aku-
te Keratitis diagnostiziert wurde. Von den neun chronisch kranken Pferden wiesen je drei
Pferde eine Keratitis, Konjunktivitis bzw. Keratokonjunktivitis auf.

Die klinisch gesunden Pferde (LG1-LG21) waren (soweit bekannt) im Durchschnitt 10,8 Jah-
re alt und gehérten Uberwiegend der Rasse Vollblut an (zwdlf von 21). Diese Gruppe be-
stand aus 18 Stuten und zwei Wallachen sowie aus einem weiteren Pferd, bei dem das Ge-
schlecht nicht bekannt war.

Die genauen anamnestischen Daten der Pferde beider Gruppen kénnen der Tabelle 1 (a, b)

im Anhang enthommen werden.

EHV-2-Genom wurde bei Augenkranken und -gesunden sowohl aus Augentupfern als auch
in den PBL nachgewiesen. Die Haufigkeit des Virusnachweises bei augenkranken und
augengesunden Pferden ist in Tab. 9 dargestellt. EHV-2-Genom wurde demnach bei je zwei
augenkranken Pferden in den PBL bzw. Augentupfern detektiert (Nachweisrate bei augen-
kranken Pferden: 40%), wahrend bei den klinisch gesunden Pferden in vier Fallen EHV-2-
Genom in den PBL und in zwei Fallen im Augentupfer nachgewiesen wurde (Nachweisrate
bei gesunden Pferden: 29%). Diese zwischen kranken und gesunden Pferden unterschiedli-
che Nachweisrate von EHV-2 war nicht signifikant (x*> = 0,4). Insgesamt wurde EHV-2-

Genom bei allen 31 untersuchten Pferden mit einer Nachweisrate von 32 Prozent detektiert.
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Tab. 9 Ergebnisse der nPCR-Untersuchung auf EHV-2 von peripheren Blutleuko-
zyten (PBL) und Augentupfern der augenkranken und augengesunden Pferde
Positiver Nachweis von Anzahl Anzahl Anzahl
EHV-2- Genom in: Augenkranker Augengesunder Pferde
Pferde Pferde Gesamt
n*=10 n* =21 n* =31
[% Pferde] [% Pferde] [% Pferde]
Peripheren Blutleukozyten
(PBL) 2 [20] 419] 6 [19]
Augentupfern 2 [20] 21[9,5] 4[13]
PBL und Augentupfern 4 [40] 6 [29] 10 [32]

* = Gesamtzahl der zur jeweiligen Gruppe zahlenden Pferde

In Diagramm 1 ist der Anteil der EHV-2 positiven Pferde unter den Augenkranken und

Augengesunden, der mittels nPCR ermittelt wurde, nochmals graphisch dargestellt.

Diagramm 1 Anteil der nPCR-EHV-2 positiven augenkranken und klinisch gesunden Pferde
50
45 b r n.s.—|
40
35 1
3 @ Augenkranke
3 30 Pferde (n=10)
% 25 H O Augengesunde
q-) -
.Oo 20 | Pferde (n=21)
o) B Pferde Gesamt
15 H (n=31)
10 H
5 4
0
EHV-2-nPCR positiv
nPCR: mittels nPCR-Untersuchung von Augentupfern und PBL ermittelte Nachweisrate von EHV-2

n.s.: nicht signifikanter Unterschied zwischen augenkranken und augengesunden Pferden

Mittels der serologischen Untersuchungen konnte ein vorausgegangener Kontakt mit EHV-2
bei allen untersuchten Pferden aufgezeigt werden, da diese Antikérper im IFT oder NT auf-
wiesen. Demnach waren alle Pferde EHV-2 seropositiv und damit moglicherweise latente
Virustrager. Serologisch auffallige, auf eine akute EHV-2 Infektion hinweisende Titer (im NT
> 1:10 bzw. IFT > 1:5120) wiesen jedoch von den insgesamt 29 untersuchten Pferden (bei

zwei augenkranken Pferden konnte aufgrund des limitierten Probenvolumens keine serolo-
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gische Untersuchung durchgefuhrt werden) nur zwei augenkranke sowie sechs gesunde

Pferde auf.
In Diagramm 2 ist die prozentuale Verteilung der NT- bzw. IFT-Titer in der Gruppe der

augenkranken und der gesunden Pferde graphisch dargestellt.

Diagramm 2 Prozentuale Haufigkeitsverteilung der NT- und IFT-Titer gegen EHV-2
bei augenkranken und gesunden Pferden
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n: Anzahl der untersuchten Pferde

Da bei allen Pferden ein vorausgegangener Kontakt mit EHV-2 mittels der Serologie aufge-
zeigt wurde, erschien diese Methode nicht zur Unterteilung der Pferde in zwei Gruppen
(EHV-2 positiv/negativ) geeignet. Deshalb wurde die Einteilung anhand der Untersuchungs-
ergebnisse der nPCR durchgefiihrt, so dass insgesamt zehn EHV-2 positive Pferde, bei
denen das Virusgenom in den PBL oder Augentupfern detektiert wurde, der Testgruppe zu-
geordnet wurden, von denen vier Pferde augenkrank (Gruppe 1) und sechs augengesund
(Gruppe 2) waren. Die 21 EHV-2-nPCR negativen Pferde, davon sechs augenkranke (Grup-
pe 3) und 15 augengesunde (Gruppe 4), wurden hingegen der Kontrollgruppe zugerechnet.

Eine gruppenweise Auflistung der Pferde einschlieRlich deren anamnestischer Daten und
virologischen Eingruppierungskriterien (Ergebnisse der nPCR) ist in Tabelle 1c im Anhang

dargestellt.
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4.2.2 Korrelation der nPCR-Ergebnisse mit denen der Durchflusszytometrie und des Diffe-
rentialblutbildes

Um die Frage zu klaren, ob bei EHV-2-infizierten Pferden ein abweichender Immunstatus
festgestellt werden kann, wurde zunéchst fir jeden Parameter des Immunstatus die Anzahl
der Pferde in jeder der oben beschriebenen vier Gruppen ermittelt, die eine Abweichung von
der Norm aufwiesen. Anschliefiend wurde die Haufigkeit des Auftretens von Normabwei-
chungen in jeder Gruppe miteinander verglichen und auf signifikante Unterschiede hin unter-
sucht.

In Kapitel 4.2.2.1 werden zunéachst die Ergebnisse des Gruppenvergleichs der mittels Durch-
flusszytometrie ermittelten Parameter beschrieben. In Kapitel 4.2.2.2 folgt dann das Ergebnis
des Vergleichs der Parameter des Differentialblutbildes. Die jeweiligen Einzelergebnisse der
zehn augenkranken und 21 klinisch gesunden Pferde sind detailliert in der Tabelle 2 (a und

b) im Anhang aufgelistet.

4.2.21 Ergebnisse der Durchflusszytometrie bei EHV-2-nPCR positiven und negativen

kranken und gesunden Pferden

In Tab. 10 ist die jeweilige Anzahl der Pferde pro Gruppe dargestellt, die erhdhte bzw. er-
niedrigte relative B-, T-, CD4"- und CD8"-Lymphozytenanteile und/oder CD4":CD8"-Ratio
aufwiesen.

In der aus vier Pferden bestehenden Gruppe der augenkranken Testtiere (Gruppe 1) wies
demnach ein Pferd erhdhte und kein Pferd erniedrigte B-Zellanteile auf, wahrend die Anteile
der T-Zellen bei einem Pferd erhéht und bei keinem Pferd erniedrigt waren. Bei den CD4"*-T-
Zellen wies kein Pferd einen erhéhten und zwei Pferde einen erniedrigten Anteil auf. Die
CD8"-T-Zellen wiederum waren bei zwei bzw. einem Pferd(en) dieser Gruppe erhdht bzw.
erniedrigt. Eine veranderte CD4":CD8"-Ratio wurde schlieRlich bei drei Pferden und nur in
Form einer Erniedrigung festgestellt.

In Gruppe 2 wurden bei keinem Pferd erhéhte und bei vier Pferden erniedrigte B-Zellanteile
sowie bei zwei Pferden erhohte Anteile der T-Zellen ermittelt. Ein Pferd wies hingegen er-
hohte CD4"-Zellanteile auf, wahrend ein erniedrigter Anteil an CD4"-Zellen bei keinem Pferd
ermittelt wurde. Ebenfalls wies in dieser Gruppe kein Pferd einen erhéhten CD8"-Zellanteil
auf, wohingegen bei zwei Pferden ein erniedrigter Anteil an CD8"-Zellen ermittelt wurde. Die
CD4":CD8*-Ratio schlieBlich war bei zwei bzw. einem Pferd(en) erhéht bzw. erniedrigt.

Bei den sechs augenkranken Kontrolltieren der Gruppe 3 wies ein Pferd erhdhte B- bzw.
zwei Pferde erhdhte T-Lymphozytenanteile auf, wahrend bei keinem Pferd erniedrigte B- und
T-Zellanteile festgestellt wurden. Die CD4"- und auch die CD8"-T-Zellen waren bei jeweils
einem Pferd dieser Gruppe erhoht. Ein erniedrigter CD4*-Zellanteil wurde hingegen bei kei-

nem und ein erniedrigter CD8"-Zellanteil bei zwei Pferd(en) festgestellt. Abweichungen der
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CD4":CD8*-Ratio wiederum zeigten sich in Form einer Erhéhung bei zwei und in Form einer
Erniedrigung bei einem Pferd(en).

In Gruppe 4 schlieRlich wurden bei keinem Pferd erhéhte und bei zwei Pferden erniedrigte B-
Zellanteile ermittelt, wahrend vier bzw. ein Pferd(e) erhohte bzw. erniedrigte relative Anteile
an T-Lymphozyten aufwiesen. Die CD4*-T-Zellen waren ebenfalls bei vier Pferden erhoht
und bei einem Pferd erniedrigt. Bei jeweils zwei Pferden wurde ein erhdhter CD8'-T-
Zellanteil bzw. eine erniedrigte CD4":CD8"-Ratio festgestellt, wahrend jeweils sieben Pferde

einen erniedrigten CD8"-T-Zellanteil bzw. eine erhdhte CD4":CD8"-Ratio aufwiesen.

Tab. 10 Vergleich der Haufigkeiten von erhéhten bzw. erniedrigten Anteilen der B-, T-,
CD4'-, CD8"-Lymphozyten und der CD4":CD8"-Ratio bei augenkranken und
augengesunden Test- und Kontrolltieren

Relativen Anteile der Zel-  Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
len erhoht Pferde Pferde Pferde Pferde
bzw. erniedrigt: Gruppe1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
n=4 n=06 n=06 n=15
| B-Zellen erhoht | 11[25] L 01[0] L 1[17] | 0[0]
| B-Zellen emiedrigt 010 | 4167] 1 01[0] | 2[13]
[ T-Zellen erhoht 1 [25] | 233] | 2[33] | 4127]
| T-Zellen emiedrigt o1o] L0 1[0] 1 0[0] 1[7]
| CD4"-T-Zellen erhoht 1 0[0] 1 1[17] 117 | 4[27]
| CD4"-T-Zellen erniedrigt | 2 [50] | 0[0] | 0[0] L 1[7]
| CD8"-T-Zellen erhoht [ 2[50] [ 00] 1[17] | 2[13]
| CD8'-T-Zellen erniedrigt | 1 [25] | 2[33] | 2[33] | 7[47]
| CD4":CD8" Ratio erhéht [ 0[0] | 2[33] | 2[33] | 7[47]
| CD4":CD8" Ratio erniedrigt | 3 [75] | 1[17] | 1[17] | 2[13]

Gruppe 1: beinhaltet augenkranke Pferde, bei denen EHV-2 in Augentupfern (AT) oder peripheren
Blutleukozyten (PBL) per nPCR festgestellt wurde

Gruppe 2: beinhaltet augengesunde Pferde, bei denen EHV-2 in AT oder PBL per nPCR festgestellt
wurde

Gruppe 3: beinhaltet augenkranke Pferde, bei denen EHV-2 weder in PBL noch in AT per nPCR
detektiert werden konnte

Gruppe 4: beinhaltet augengesunde Pferde, bei denen EHV-2 weder in PBL noch in AT per nPCR
nachgewiesen wurde

n: Gesamtzahl der untersuchten Pferde der jeweiligen Gruppe

[1: Anteil der Pferde der jeweiligen Gruppe mit der entsprechenden Abweichung in Prozent
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Die Haufigkeit des Vorkommens von erhohten bzw. erniedrigten T-, CD4*- und CD8'-
Lymphozytenanteilen war demnach zwischen den vier Gruppen nicht signifikant unterschied-
lich. Das gleiche trifft fir die Haufigkeit des Auftretens einer erhdhten bzw. erniedrigten
CD4":CD8"-Ratio zwischen den vier Gruppen zu. Bei den B-Lymphozytenzahlen wurden
hingegen einige signifikante Unterschiede festgestellt; so zeigten augengesunde Testtiere
(Gruppe 2) signifikant haufiger erniedrigte relative Anteile an B-Lymphozyten als augenkran-
ke (Gruppe 3) bzw. augengesunde Kontrolltiere (Gruppe 4) (p = 0,0303 bzw. 0,0307). Die
Haufigkeit des Vorkommens von erhdhten B-Lymphozytenanteilen war zwischen den vier
Gruppen hingegen nicht signifikant unterschiedlich, wenngleich EHV-2-nPCR positive au-
genkranke Pferde (Gruppe 1) etwas haufiger erhdhte B-Lymphozytenzahlen aufwiesen, als
EHV-2-nPCR negative gesunde Pferde (Gruppe 4).

4.2.2.2 Ergebnisse des Differentialblutbildes bei EHV-2-nPCR positiven und negativen

kranken und gesunden Pferden

Wie in Tab. 11 dargestellt, wurden beim Differentialblutbild insgesamt nur wenige Abwei-
chungen bei den Pferden der vier Gruppen festgestellt. So wiesen alle vier augenkranken
EHV-2-nPCR positiven Pferde der Gruppe 1 ein in der Norm liegendes Differentialblutbild
auf.

Bei den Pferden der Gruppe 2 wies jeweils ein Pferd eine erhdhte Gesamtleukozytenzahl,
einen erhdhten bzw. erniedrigten Anteil an segmentkernigen neutrophilen Granulozyten, ei-
nen erhdéhten Lymphozytenanteil sowie eine Basophilie auf. Alle anderen Zellpopulationen
lagen im Normbereich.

In Gruppe 3 wies(en) ein Pferd eine erhéhte Gesamtleukozytenzahl, drei Pferde einen erhéh-
ten Anteil an segmentkernigen neutrophilen Granulozyten sowie wiederum ein Pferd eine
Eosinophilie auf. Aulerdem wurde bei einem Pferd dieser Gruppe ein erniedrigter Lympho-
zytenanteil festgestellt.

Bei den 15 augengesunden EHV-2-nPCR negativen Pferden (Gruppe 4) wurden die folgen-
den Abweichungen festgestellt: ein Pferd wies eine Basophilie auf, wahrend jeweils zwei
Pferde eine erhdohte Gesamtleukozytenzahl bzw. eine Monozytose aufwiesen. Bei jeweils
funf Pferden war wiederum der Anteil der segmentkernigen neutrophilen Granulozyten er-
niedrigt bzw. der Lymphozytenanteil erhéht. Schliellich wiesen drei Pferde eine Eosinophilie

auf.

Signifikante Unterschiede bei der Haufigkeit des Auftretens von Abweichungen beim Diffe-

rentialblutbild wurden zwischen den vier Gruppen nicht festgestellt.
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Tab. 11 Vergleich der Haufigkeiten des Vorkommens von erhdhten und erniedrigten
Gesamtleukozytenzahlen bzw. Anteilen der einzelnen Zellarten des Differen-
tialblutbildes bei augenkranken und augengesunden Test- und Kontrolltieren

Anteile(*) der Zellen erhoht Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl

bzw. erniedrigt: Pferde Pferde Pferde Pferde
Gruppe1 Gruppe2 Gruppe3 Gruppe 4
n=4 n=6 n=6 n=15

| Leukozyten erhoht 0 1 [17] 1 [17] | 2[13]

| Leukozyten erniedrigt 0 0 0 0

| Sgmtk. neutr. Granulos erhéht | 0 | 1[17] | 3 [50] | 0

| Sgmtk. neutr. Granulos erniedrigt | 0 ' 1[17] 0 | 5[33]

| Stabk. neutr. Granulos erhoht 0 0 0 i)

| Stabk. neutr. Granulos erniedrigt | 0 0 0 0

| Eosinophile erhéht (Eosinophilie) | 0 0 | 1[17] | 3[20]

| Eosinophile erniedrigt 0 0 0 i)

| Basophile erhéht (Basophilie) 0 ' 1[17] 0 L 11[7]

| Basophile erniedrigt 0 0 0 0

| Monozyten erhoht (Monozytose) | O 0 0 | 2[13]

| Monozyten erniedrigt 0 0 0 0

| Lymphozyten erhoht 0 L 1[17] 0 | 5[33]

| Lymphozyten erniedrigt 0 0 ' 1[17] 0

*):
Gruppe 1:

Gruppe 2:

Gruppe 3:

Gruppe 4:

n:
I
sgmtk.:
neutr.:
Granulos:
Stabk.:

bei der Gesamtleukozytenzahl wurde die absolute Zahl beriicksichtigt

beinhaltet augenkranke Pferde, bei denen EHV-2 in Augentupfern (AT) oder peripheren
Blutleukozyten (PBL) per PCR festgestellt wurde

beinhaltet augengesunde Pferde, bei denen EHV-2 in AT oder PBL per PCR festgestellt
wurde

beinhaltet augenkranke Pferde, bei denen EHV-2 weder in PBL noch in AT per PCR
detektiert werden konnte

beinhaltet augengesunde Pferde, bei denen EHV-2 weder in PBL noch in AT per PCR
nachgewiesen wurde

Gesamtzahl der untersuchten Pferde der jeweiligen Gruppe

Anteil der Pferde der jeweiligen Gruppe mit der entsprechenden Abweichung in Prozent
segmentkernige

neutrophile

Granulozyten

stabkernige
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4.3 PCR-Untersuchung von diagnostischen Blut- und Tupferproben augenkranker
und augengesunder Pferde auf Doppelinfektionen mit EHV-2 und/oder EHV-5,
EAdV-1, Chlamydien und Mykoplasmen

Da eine atiologische Beteiligung von EHV-2 bei diversen Augenentziindungen des Pferdes in
mehreren Vorarbeiten des Instituts aufgezeigt werden konnte, wurden im Rahmen der klini-
schen Diagnostik erneut Tupfer- und Cytobrushproben aus dem Auge sowie aus Blutproben
isolierte PBL von erkrankten und gesunden Pferden mittels nested PCR auf EHV-2-Genom
untersucht. Zusatzlich wurde eine PCR-Untersuchung bei einigen dieser Proben auf EHV-5
und anhand von Stichproben auch auf EAdV-1, Chlamydien und Mykoplasmen durchgefihrt
um die Frage zu klaren, ob bakterielle und virale Co-Faktoren eine Rolle bei Augenentzin-
dungen des Pferdes spielen.

In Tabelle 3 des Anhangs sind alle Detailergebnisse der verschiedenen nPCRs separat fir

augenkranke und gesunde Pferde aufgelistet.

4.3.1 Untersuchungen auf EHV-2
Innerhalb des Zeitraums August 2003 bis April 2005 wurden 93 Cytobrush- bzw. Augen-

tupferproben von 68 augenkranken Pferden (T1-T68) sowie von zwdlf dieser Pferde zusatz-
lich Blutproben zur Untersuchung der peripheren Blutleukozyten auf EHV-2 eingeschickt.
Vorberichtlich waren die Pferde an einer Keratitis, Konjunktivitis oder Keratokonjunktivitis
erkrankt. Die Proben wurden sowohl von akut, als auch von chronisch rezidivierend erkrank-
ten Pferden entnommen, ausfihrliche anamnestische Daten standen jedoch nicht in jedem
Fall zur Verfugung.

Weiterhin wurden 44 Tupfer- bzw. Cytobrushproben aus dem Auge sowie 26 Blutproben von
26 der insgesamt beprobten 32 klinisch gesunden Pferde (K1-K32) auf EHV-2 untersucht.
Die Probenentnahme wurde von aus unterschiedlichen Standorten stammenden Pferden,

durch verschiedene Tierarzte vorgenommen.

Entsprechend ihres Vorberichtes wurden die Pferde in die folgenden 2 Gruppen eingeteilt:

1. augenkranke Pferde, die zum Zeitpunkt der Probennahme an einer Keratitis, Kon-
junktivitis oder Keratokonjunktivitis erkrankt waren (T1-T68)
2. klinisch gesunde Pferde (K1-K32)

Eine Ubersicht iber die Anzahl der positiven EHV-2-nPCR-Nachweise im Auge bzw. in den

PBL bei den beiden Gruppen ist in Tab. 12 dargestellt.
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Tab. 12 Nachweisrate von EHV2-Genom in Augen- bzw. Cytobrushtupfern und PBL
bei augenkranken und klinisch gesunden Pferden

Untersuchte EHV-2 Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl

Gruppe Unter- auf EHV-2 EHV-2- auf EHV-2 EHV-2-
suchung unter- nPCR unter- nPCR
bei [n] suchter positiver suchter positiver
Pferden Tupfer Tupfer PBL PBL

Gruppe 1:

Augenkranke 68 93 13 12 3

Pferde (T1-T68)

Gruppe 2:

Klinisch gesunde 26* 44 8 26 5

Pferde (K1-K32)

Summe: 94 137 21 38 8

*

6 klinisch gesunde Pferde wurden ausschlieRlich auf EHV-5 untersucht (4.3.2)

Aus Tab. 12 geht hervor, dass insgesamt 137 Tupferproben aus den Augen von 94 Pferden
entnommen, entsprechend aufgearbeitet (3.4.1) und auf EHV-2-Genom mittels nPCR unter-
sucht wurden (3.6.1). Bei jeder durchgeflihrten PCR wurden interne Praparations- und Sub-
stanzkontrollen zur Vermeidung falsch positiver/negativer Ergebnisse mitgefuhrt.

EHV-2 Genom wurde in 21 der 137 Cytobrush- bzw. Augentupferproben detektiert, wobei 13
positive Tupfer von augenkranken und acht positive Tupfer von klinisch gesunden Pferden
stammten. Bei den augenkranken Pferden (Gruppe 1) wurde EHV-2-Genom demnach mit
einer Nachweisrate von 14% aus 93 untersuchten Cytobrush- bzw. Augentupferproben
detektiert, wahrend die Nachweisrate in der 2. Gruppe 18% betrug, da sich acht der 44 un-
tersuchten Tupferproben aus dem Auge als EHV-2-nPCR positiv erwiesen. Diese unter-
schiedliche Nachweisrate von EHV-2 war zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant
(x*= 0,44).

Von 38 der 94 Pferde standen zusatzlich Blutproben zur Isolierung (3.5.1) und EHV-2-nPCR-
Untersuchung (Kapitel 3.6.1) der PBL zur Verfigung.

Die Detektion von EHV-2-Genom in den peripheren Blutleukozyten erfolgte bei drei der zwolf
untersuchten augenkranken Pferde und bei funf von 26 untersuchten klinisch gesunden
Pferden. Somit betrug die Nachweisrate von EHV-2 in PBL bei augenkranken Pferden
(Gruppe 1) 25% und 19% bei den klinisch gesunden Pferden der Gruppe 2. Auch diese

unterschiedliche Nachweishaufigkeit von EHV-2 erwies sich als nicht signifikant (y?= 0,16).
Wie aus den Ergebnissen der Untersuchungen auf EHV-2 hervorgeht, wurden zwischen
augenkranken und klinisch gesunden Pferden nur marginal unterschiedliche Nachweisraten

von EHV-2-Genom im Auge festgestellt. Auch der haufige Virusgenomnachweis im gesun-
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den Auge deutet auf eine mehr pradisponierende Wirkung des EHV-2, unter Umstanden
unter der Beteiligung von Co-Faktoren hin, oder aber EHV-2 wirkt selbst als Co-Faktor an-
derer Viren und/oder Bakterien. Inwieweit an der Entstehung der equinen Keratokonjunktivi-
tis auch EHV-5, EAdV-1, Chlamydien oder Mykoplasmen beteiligt sind, wurde daher im Fol-

genden untersucht.
4.3.2 Untersuchungen auf Doppelinfektionen von EHV-2 und EHV-5

Aufgrund der engen Verwandtschaft des equinen Herpesvirus Typ 5 mit EHV-2, des zum Tell
relativ haufig erfolgten EHV-5-Nachweises im Auge beim Pferd (Kridewagen et al., 2001;
Besthorn, 2002) und der Hinweise von Besthorn (2002) auf Doppelinfektionen von EHV-2
und EHV-5 im Auge wurden 40 der zuvor schon auf EHV-2 untersuchten Cytobrush- bzw.
Augentupferproben, die von 33 der 68 augenkranken Pferde stammten, mittels EHV-5-nPCR
untersucht (3.6.1). Vergleichend wurden von finf der 26 zuvor schon auf EHV-2 unter-
suchten klinisch gesunden Pferde (Tab. 12) zehn aus dem Auge enthommene Tupferproben
auf EHV-5-Genom untersucht. Zusatzlich standen von funf klinisch gesunden Pferden funf
weitere Cytobrushtupfer aus dem Auge zur Verfigung, die ausschliel8lich auf EHV-5 unter-
sucht wurden.

SchlieRlich wurden die aus Blutproben isolierten PBL von fiinf der 68 augenkranken und von
13 Klinisch gesunden Pferden mit der EHV-5-nPCR untersucht. Die Gewinnung und Aufar-

beitung der Proben erfolgte wie in den Kapiteln 3.4 und 3.5 beschrieben.

In Tab. 13 ist eine Ubersicht (iber die Anzahl der positiven EHV-5-nPCR-Nachweise im Auge

bzw. in den PBL bei augenkranken und gesunden Pferden dargestellt.
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Tab. 13 Anzahl der positiven EHV-5-DNA-nPCR-Nachweise in Augentupfern und PBL
bei augenkranken und klinisch gesunden Pferden

Untersuchte Gruppe EHV-5 Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Unter- auf EHV-5 EHV-5- auf EHV-5 EHV-5-
suchung unter- nPCR unter- nPCR
bei [n] suchter positiver suchter positiver
Pferden Tupfer Tupfer PBL PBL

Gruppe 1:

Augenkranke Pfer- 33 40 10 5 1

de (T1-T68)

Gruppe 2:

Klinisch gesunde 10 15 3 13 3

Pferde (K1-K32)

Summe: 43 55 13 18 4

Tab. 13 zeigt auf, dass in 13 der 55 aus dem Auge entnommenen Tupferproben EHV-5-
Genom detektiert wurde. Bei den Pferden der Gruppe 1 erwiesen sich zehn von 40 Tupfern
(Nachweisrate 25%) als EHV-5-nPCR positiv, wahrend in der Gruppe 2 bei drei von 15 Tup-
fern (Nachweisrate 20%) EHV-5-Genom nachgewiesen wurde.

In den peripheren Blutleukozyten wurde der Nachweis von EHV-5- Genom insgesamt bei
vier Pferden geflhrt: bei einem augenkranken und bei drei klinisch gesunden Pferd(en). In
Gruppe 1 betrug der Anteil der PBL EHV-5-nPCR positiven Pferde somit 20% (Nachweis von
EHV-5-Genom in PBL bei einem von finf Pferden) und 23% in Gruppe 2 (drei von 13). In
Abb. 2 sind beispielhaft EHV-5-spezifische nPCR-Produkte in PBL und Tupfern bei Pferden
der beiden Gruppen dargestellt.

Bei der Anwendung des x> Tests (3.10) ergab sich weder bei Cytobrush- bzw. Augentup-
fern, noch bei den PBL ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den Merkmalen

»=augengesund“ und ,augenkrank® und dem Nachweis von EHV-5-DNA.
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Abb. 2 Nachweis von EHV-5 mittels nPCR in Tupfern und PBL von Pferden der
Gruppe 1 und 2

TR TV O Ot W wfwt Oz » 10..11"M

492 bp

Die Amplifikate der EHV-5-nPCR wurden auf einem 1,5%igen Agarosegel aufgetrennt und unter UV-
Licht durch Ethidiumbromidzugabe sichtbar gemacht.

Auftragung:

M: Marker, Hyperladder Bioline M: Marker, Hyperladder Bioline
1: PBL Nr. K 6 7 Cytobrush links Nr. K 14

2: PBL Nr. K 10 8: Cytobrush Nr. K 28

3: PBL Nr. K 11 9: Cytobrush Nr. K 29

4: PBL Nr. T 28 10: Negativkontrolle

5: Negativkontrolle 11: p 48 (EHV-5 Positivkontrolle)
6: p48 (EHV-5 Positivkontrolle) M: Marker, Hyperladder Bioline

Eine vergleichende Darstellung der Nachweisraten von EHV-2 bzw. EHV-5 in Tupfern bei
augenkranken und klinisch gesunden Pferden entsprechend der Ergebnisse in den Tab. 12

und Tab. 13 wird nochmals graphisch in Diagramm 3 gezeigt.
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Diagramm 3 Nachweisrate von EHV-2 und EHV-5 in Cytobrush- bzw. Augentupfern bei
augenkranken und klinisch gesunden Pferden in Prozent

30
rn.s.n
25
r n.s.-|
20 -
g O Gruppe 1
5 (n=93)
= 15 i
3 O Gruppe 2
X (n=55)
10
5 -
0
EHV-2 nPCR positiv EHV-5 nPCR positiv
Gruppe 1: augenkranke Pferde
Gruppe 2: augengesunde Pferde
n.s.: nicht signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1 und 2
n: Gesamtzahl der in der jeweiligen Gruppe untersuchten Cytobrush- bzw. Augentupfer

Insgesamt wurden 50 aus dem Auge entnommene Tupfer von 35 Pferden mittels nPCR pa-
rallel auf EHV-2 und EHV-5 untersucht (s. Tab. 14). In Gruppe 1 wurde nur bei einem von 40
Tupfern (Cytobrush links Nr. T 55) sowohl EHV-2-, als auch EHV-5-Genom detektiert, wah-
rend eine Doppeldetektion beider Viren bei den Pferden der Gruppe 2 ebenfalls in einem von
10 untersuchten Tupfern (Cytobrush links Nr. K 14) erfolgte.

Bei der Doppeluntersuchung auf EHV-2 und -5 von bei finf augenkranken und zwolf klinisch

gesunden Pferden isolierten PBL (Daten nicht gezeigt) wurden die beiden Viren hingegen

nicht gleichzeitig nachgewiesen.

65



Ergebnisse

Tab. 14 Anzahl der Cytobrush- bzw. Augentupfer von augenkranken und klinisch ge-
sunden Pferden in denen EHV-2- und EHV-5-Genom detektiert wurde

Untersuchte EHV-2 und EHV-5  Anzahl auf EHV-2 und EHV-5
Gruppe Untersuchung EHV-2 und EHV-5 Nachweis
bei [n] Pferden untersuchter Cy- bei [n] Cytobrush-

tobrush- bzw. Au- bzw. Augentupfern
gentupfer

Gruppe 1:

Augenkranke Pfer- | 30 40 1

de (T1-T68)

Gruppe 2:

Klinisch gesunde S 10 1

Pferde (K1-K32)

Summe: 35 50 2

4.3.3 Ergebnisse der Untersuchungen von Pferden mit und ohne Augenerkrankung auf
EAdV-1

4.3.3.1 Aufbau einer nested PCR zum Nachweis des equinen Adenovirus Typ 1 (EAdV-1)

Die nested PCR zum Nachweis des equinen Adenovirus Typ 1 (EAdV-1) wurde im Rahmen
dieser Arbeit etabliert. Zunachst erfolgte die Primerauswahl anhand der auf der Homepage
des ,National Center for Biotechnology Information® gefundenen Genbank mit der Nummer
AAB 88062. Dieses so genannte ,Hexon-Gen“ des EAdV-1 wurde zuerst von Reubel und
Studdert (1997) beschrieben. Anhand des ,MacVektor-Programms*® flir Macintosh wurden
schlieBlich die in Kapitel 3.6.1 beschriebenen Externen und Internen Primer ausgewahlt.
Nach Verdunnen der lyophilisierten Primer und deren photometrischer Vermessung mit an-
schlielendem Ansetzen der Primer-Stocklésungen wurden so lange Versuchsreihen durch-
geflihrt, bis die optimalen PCR-Bedingungen definiert werden konnten (3.6.1). AnschlieRend
wurde von einer photometrisch bestimmten Ausgangskonzentration einer gereinigten Virus-
DNA des EAdV-1 eine Verdiinnungsreihe angelegt und die Sensitivitatsgrenze der nPCR
bestimmt, die bei 2 fg/ul liegt (25 aquivalente Genome des EAdV-1). Da gereinigte Virus-
DNA von EHV-1, -2, -4 und -5 in der nPCR nicht amplifiziert wurde, konnte eine Kreuz-

reaktion der eingesetzten Primer mit diesen equinen Herpesviren ausgeschlossen werden.

4.3.3.2 Untersuchungen auf EAdV-1

Wie in der Einleitung dargestellt, werden beim Menschen Adenoviren fir klinische Verande-
rungen der Hornhaut in Form einer Keratitis punctata verantwortlich gemacht (Sundmacher
et al., 2001). Auch wenn bisher beim Pferd Adenoviren eher im Zusammenhang mit respira-
torischen Erkrankungen beschrieben wurden (Rolle und Mayr, 2002), sollte eine mogliche

atiologische Beteiligung dieses Virus bei Pferden mit einer Augenentzindung naher unter-
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sucht werden. Aufgrund der limitierten Probenmenge wurden jedoch zunachst nur Stichpro-
benanalysen vorgenommen. Falls sich daraus Hinweise einer Beteiligung dieses Virus erge-
ben hatten, sollten diese Untersuchungen auf eine gréRere Tieranzahl und auch auf klinisch

gesunde Kontrolltiere ausgedehnt werden.

Insgesamt wurden von 15 der zuvor schon auf EHV-2 untersuchten augenkranken Pferde
der Gruppe 1 (T1-T68) 19 Cytobrush- bzw. Augentupferproben mittels der im Rahmen dieser
Arbeit etablierten nested PCR (3.6.1 und 4.3.3.1) auf das Vorkommen von EAdV-1-Genom
untersucht. Bei drei der 19 auf EAdV-1 untersuchten Tupfer war zuvor schon EHV-2-Genom
detektiert worden. EAdV-1 wurde jedoch mittels nPCR in keinem der Tupfer nachgewiesen
(siehe Tabelle 3 (a, b) im Anhang).

Anhaltspunkte, die auf eine mdgliche Beteiligung des EAdV-1 an der equinen Keratokonjunk-
tivitis hindeuten wiirden ergaben sich somit nicht, weshalb auf umfangreichere Untersuchun-

gen verzichtet wurde.

4.3.4 Ergebnisse der Untersuchungen von Augentupfern auf Chlamydien und Mykoplas-
men

Ob eine atiologische Beteiligung von Chlamydien und Mykoplasmen, wie sie bereits beim
Menschen, bei der Katze und beim Rind im Zusammenhang mit Augenentzindungen disku-
tiert und dabei teilweise auch als Doppelinfektion mit einem Herpesvirus beschrieben werden
(siehe einleitendes Kapitel 1.6.2) auch bei Pferden mit equiner Keratokonjunktivitis besteht,

sollte ebenfalls bei augenkranken und klinisch gesunden Pferden untersucht werden.

Aus diesem Grunde wurden in Kooperation mit dem Institut flir Mikrobiologie und Tierseu-
chen der FU Berlin anhand von Stichproben (20 Augen- bzw. Cytobrushtupfer), die wieder-
um von sechs augenkranken Pferden der Gruppe 1 (T1-T68) und von sechs klinisch gesun-
den Pferden der Gruppe 2 (K1-K32) stammten, mittels PCR untersucht. EHV-2-Genom war
zuvor in zwei der von neun bei Pferden der Gruppe 1 sowie in vier von elf bei Pferden der
Gruppe 2 aus dem Auge entnommenen Tupfern nachgewiesen worden.

Hinweise auf eine Beteiligung von Chlamydien und Mykoplasmen bei Augenentziindungen
des Pferdes ergaben sich nicht, da die beiden Erreger in keinem der 20 Tupferproben detek-

tiert werden konnten (siehe Tabelle 3 (a, b) im Anhang).
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4.4 Ergebnisse der Untersuchungen zum Gewebetropismus von EHV-2 und EHV-5
im Auge

Der Nachweis von EHV-2 gelang bisher nicht nur in Augentupferproben, sondern auch in
diversen Augengeweben, die von augengesunden Pferden stammten (Kershaw, 2002; Ebert
et al., 2003). Untersuchungen zur Prasenz des EHV-5 im Augengewebe sind in der Literatur
hingegen bis dato noch nicht beschrieben. Durch die Kooperation mit einem Pferdeschlacht-
hof in Genthin war es im Rahmen dieser Arbeit mdglich geworden, Gewebeproben aus dem
Auge von 14 frisch geschlachteten, klinisch gesunden Pferden zu entnehmen und mittels
nPCR auf EHV-2- und teilweise auch auf EHV-5-Genom zu untersuchen. Von neun dieser
Pferde wurden vor Herausnahme der Gewebe- zusatzlich Cytobrushtupferproben beidseitig
aus dem Auge entnommen und untersucht (siehe 4.4.1). Bei EHV-2-nPCR positiven Gewe-
ben sollte anschlieRend der Versuch unternommen werden, eine In situ-Hybridisierung mit
einer Digoxigenin-markierten EHV-2-Sonde durchzuflhren (3.9.6), um das Virus direkt im
Augengewebe nachzuweisen. Diese Studien zum Gewebe- und Zelltropismus beider Viren
sollten einen weiteren Beitrag zum Verstandnis der Pathogenese der equinen Keratokon-
junktivitis liefern und insbesondere aufzeigen, dass EHV-2 im Augengewebe bei gesunden

Pferden vorliegt und dort mdglicherweise in Latenz geht.

4.4.1 Ergebnisse der einzelnen Gewebe- und Tupferproben mittels der Polymeraseketten-
reaktion

Zunachst wurden die Proben entsprechend der Beschreibung im Kapitel 3.5.3 bzw. 3.4.1
aufgearbeitet. Von insgesamt 14 verschiedenen Pferden wurden jeweils die folgenden
Gewebe aus beiden Augen entnommen und mittels nested PCR (3.6.1) auf EHV-2 unter-
sucht: 28 Konjunktivalproben, jeweils zehn Korneal- und Retinalproben sowie zehn Proben
des Nervus opticus. Zusatzlich wurden 18 Cytobrushtupferproben von neun der 14 Pferde
entnommen und analog aufgearbeitet und auf EHV-2-Genom untersucht. Die nPCR-
Untersuchung auf EHV-5-Genom erfolgte bei zwolf der 14 Pferde wie folgt: 24 Konjunktival-
proben, jeweils sechs Korneal- und Retinalproben, sechs Proben des Nervus opticus sowie
18 Cytobrushtupferproben.

Eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse kann Tabelle 4 im Anhang enthommen werden.

Der Nachweis von EHV-2-DNA konnte bei zwei von 28 Konjunktivalgewebeproben, die beide
von einem Pferd stammten (S 9) sowie bei zwei von 18 Cytobrushtupferproben eines weite-
ren Pferdes (S 6) geflhrt werden. Somit betrug die Nachweisrate von EHV-2-Genom 7,1%
im Konjunktivalgewebe respektive 11% in Cytobrushtupfern. Bei allen anderen Proben und
Geweben der 14 Pferde konnte EHV-2 hingegen nicht nachgewiesen werden (Daten nicht

gezeigt).

68



Ergebnisse

Auch die Nachweisrate von EHV-5-Genom war gering: In zwei von 18 Cytobrushtupfern so-
wie zwei von 24 auf EHV-5 mittels nPCR untersuchten Konjunktivalgeweben wurde Virusge-
nom beidseitig bei einem Pferd (S 6) detektiert. Dies entsprach einer 11%igen bzw.
8,3%igen Nachweisrate von EHV-5 in Cytobrushtupfern bzw. Konjunktivalgewebe. Interes-
santerweise handelte es sich bei diesem Pferd (S 6) um dasselbe Pferd, bei dem sich zuvor
schon beide Cytobrushtupfer als EHV-2-nPCR positiv erwiesen hatten.

In Abb. 3 sind beispielhaft EHV-5-spezifische nPCR-Produkte des Pferdes S 6 auf einem

1,5%igen Agarosegel aufgetragen und unter UV-Licht sichtbar gemacht.

Abb. 3 Nachweis von EHV-5 mittels nPCR in Cytobrushtupfern und Konjunktival-
gewebe bei dem Schlachthofpferd S 6

M4 203 4 5.6

Die Amplifikate der EHV-5-nPCR wurden auf einem
1,5%igen Agarosegel aufgetrennt und unter UV- Licht
durch Ethidiumbromidzugabe sichtbar gemacht.

Auftragung:
M: Marker, Hyperladder Bioline
: CB rechts Nr. S 6
CB links Nr. S 6
Konjunktiva rechts Nr. S 6
Konjunktiva links Nr. S 6

2

3:

4:
600 bp_, g Negativkontrolle
M

400 bp —

p48 (EHV-5 Positivkontrolle)

492 bp Marker, Hyperladder Bioline

4.4.2 Ergebnisse der In situ- Hybridisierung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte entsprechend der fir EHV-1/4 etablierten Methode (Smith
und Borchers, 2001) der In situ-Hybridisierung eine EHV-2 spezifische Sonde fiir den direk-
ten Nachweis von EHV-2 im Augengewebe angewendet werden. Hierfir wurden zunachst
von den EHV-2-nPCR positiven Gewebeproben der Konjunktiva des Schlachthofpferdes S 9
Paraffinschnitte hergestellt (3.9.1). Weiterhin wurden von den EHV-2-nPCR negativen Kon-
junktivalgeweben des Pferdes S 7 Paraffinschnitte angefertigt, die als Negativkontrolle dien-
ten. Da auf Objekttrager aufgezogene Gewebe nicht zur Verfugung standen, wurden
zusatzlich Negativ- und Positivkontrollen mittels Zytozentrifugation von nicht-infizierten sowie
mit EHV-2-infizierten Zellen prapariert (3.9.3). SchlieRlich erfolgte noch eine Uberpriifung der
eingebetteten Gewebeproben mittels B-Aktin-PCR wie im Kapitel 3.6.1 beschrieben (Daten
nicht dargestellt), da die eigentliche In situ-Hybridisierung nur bei in ausreichender Menge
vorhandenem Zellmaterial erfolgreich durchgeflihrt werden kann. Als Sonde diente eine mit
Digoxigenin hergestellte (3.9.4) EHV-2-Gesamtgenomsonde (EHV-2-Stamme T16/T400, 200

ng). Die eigentliche In situ-Hybridisierung wurde schliel3lich wie im Kapitel 3.9.6 beschrieben

69



Ergebnisse

durchgefihrt, nachdem zun&chst unterschiedliche Versuchsbedingungen (Dauer und Kon-
zentration der Inkubation mit Proteinase K wurden variiert) getestet wurden (Ergebnisse der
einzelnen Versuche nicht gezeigt). Die Resultate der In situ-Hybridisierung werden im Fol-

genden in Form von mikroskopischen Aufnahmen dargestellt.

Die Fotos der Abb. 4 zeigen zunachst das Ergebnis des erfolgreich durchgefihrten In situ-

Hybridisierungsversuchs mit der Positivkontrolle.

Abb. 4 In situ-Hybridisierung: mit EHV-2 infizierte RK13-Zellen auf Objekttrager zyto-
zentrifugiert (Positivkontrolle)
VergrélRerung 20x10 (a) bzw. 40x10 (b), Sonde: T16/RK13 dig
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Auf beiden Abbildungen sind Uberwiegend einzeln liegende Zellen in maRiger Anzahl und gut
abgegrenzt dargestellt. Die Zellen zeigen deutliche, Uberwiegend vom Zellkern ausgehende

positive Signale (exemplarisch mit Pfeilen markiert).

In Abb. 5 sind Aufnahmen der Hybridisierung der Negativkontrolle dargestellt. Im Vergleich
mit der Abb. 4 zeigen die ebenfalls gut sichtbaren Zellen keine Signale, da die Zellen mit

Ausnahme einzelner unspezifischer Reaktionen nicht angefarbt wurden.

Abb. 5 In situ-Hybridisierung: nicht infizierte RK13-Zellen auf Objekttrager zytozentri-
fugiert (Negativkontrolle)
Vergrélerung 20x10 (a) bzw. 40x10 (b), Sonde: T16/RK13 dig
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Auf den folgenden Seiten soll nun das Ergebnis der am Konjunktivalgewebe der beiden
Pferde S 7 und S 9 durchgeflhrten In situ-Hybridisierung dargestellt werden, deren Interpre-
tation sich am Augengewebe im Vergleich zur Bewertung bei Zellkontrollen deutlich schwie-

riger gestaltete.

In den drei mikroskopischen Aufnahmen der Abb. 6 ist zunachst der Versuch mit dem in der
EHV-2-nPCR positiv getesteten Konjunktivalgewebe des linken Auges von Pferd Nr. S 9
dargestellt, bei dem positive Hybridisierungssignale (in Form von lila gefarbten Zellen) zu

erwarten waren.
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Abb. 6 In situ-Hybridisierung Konjunktiva links Pferd S 9 (EHV-2-nPCR positiv)
Vergrofierung 20x10, Sonde T16/RK13 dig
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Die Aufnahmen wurden von unterschiedlichen Bereichen der Conjunctiva palpebralis ge-
macht. Auf allen Bildern ist ein gut angefarbter, deutlich sichtbarer Zellgewebsverband er-
kennbar, bei dem es sich um die lockere Bindegewebsschicht (Lamina propria) der Con-
junctiva palpebralis handelt. Die Pfeile in der Abb. 6 a und b markieren beispielhaft die Be-
reiche innerhalb dieser Bindegewebsschicht, von denen schwach positive, lilafarbene Signa-
le ausgehen. Um welchen Zelltyp es sich dabei genau handelt, kann ohne die Durchfihrung
von Spezialmethoden (zum Beispiel mittels Immunhistochemie) jedoch nicht ohne weiteres
gesagt werden.

In Abb. 6 ¢ hingegen markieren die Pfeile schwarze Verfarbungen innerhalb der Zellen, bei
denen es sich mdglicherweise um von Melanozyten produzierte Pigmentablagerungen han-
delt. Zusatzlich ist an einer Stelle eine Zelle mit einem schwach positiven, lilafarbenen Signal

erkennbar, die mit einem Blockpfeil gekennzeichnet wurde.

Um das Ergebnis der In situ-Hybridisierung von Pferd Nr. S 9 besser bewerten zu konnen,
sind in Abb. 7 Aufnahmen des Hybridisierungsversuches des EHV-2-nPCR negativen Pfer-
des mit der Nr. S 7 dargestellt.

Abb. 7 In situ-Hybridisierung Konjunktiva rechts Pferd S 7 (kein Nachweis von EHV-
2-Genom mittels nPCR)
Vergrofierung 20x10 (a) bzw. 40x10 (b), Sonde: T16/RK13 dig
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Auch diese beiden Aufnahmen wurden von der Lamina propria der Conjunctiva palpebralis
gemacht, deren Zellgewebsverband gut zu erkennen ist. Aufler einigen unspezifischen
Signalen Uberwiegend am Bildrand (in Abb. 7 b mit uS gekennzeichnet) sind erneut die zuvor
beschriebenen schwarzen Pigmentablagerungen innerhalb der Zellen (siehe Pfeile in Abb. 7
a) erkennbar. Positive Signale, wie bei Pferd S 9 gezeigt, wurden hingegen wie erwartet

nicht nachgewiesen.
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