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9.1 Fragebogen zur Bedarfsabfrage

Fragebogen zum Wahlpflichtpraktikum ,,Labordiagnose von Viruserkrankungen beim
Pferd?“

Teilnehmer, Alter:

Geschlecht: m[] w ]

Was fir einen Internet-Zugang nutzen Sie?

Internet-Zugang der Universitat (PC-Pool):
Internet-Café

] O

Zugang von zu Hause aus Uber:
Modem

ISDN

DSL

0O

Sonstiger Zugang:

Wie bereiten Sie sich auf Priifungen oder Wahlpflichtveranstaltungen vor?

Vorlesungen (Mitschriften)
Lehrblcher
Fachzeitschriften
Recherchen im Internet

Oddod

CD-ROM-Lernprogramme

Sonstige Quellen:

Haben Sie bereits Erfahrungen mit eLearning-Programmen?

Ja ] Nein ]
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Seite 2 — Fragebogen zur Bedarfsabfrage —

Wenn ja, mit welchem e-Learning-Programm haben Sie bereits gearbeitet?

Was hat Ihnen an dem Programm gut gefallen?

Was hétten Sie dariber hinaus fur sinnvoll gehalten oder was erwarten Sie von eLearning-
Programmen?

Es ist geplant, Tests Uber Inhalte des Praktikums auszuarbeiten und ins Netz zu stellen. Die
Tests sollen der Uberpriifung des eigenen Lernerfolgs dienen und unterliegen keiner
Benotung.

In welchem Zeitraum vor und nach dem Praktikum sollten auf den Kurs vorbereitende

Lehrinhalte und die Tests im Netz verfligbar sein?

2 Wochen vor und 2 Wochen nach dem Praktikum []
Eine Woche vor und eine Woche nach dem Praktikum []
3 Tage vor und 3 Tage nach dem Praktikum ]

Wiirden Sie ein Diskussionsforum tber Inhalte des Wahlpflichtpraktikums im Internet zum

Informationsaustausch der Teilnehmer besuchen?

Ja ]
Nein []

Woirden Sie von der Moglichkeit Gebrauch machen, aufkommende Fragen mit dem Kursleiter/

der Kursleiterin per Email zu kldren?

Ja ]
Nein []
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9.2 Fragebogen zur Bewertung des eLearning-Programms

Fragebogen zum eLearning unterstiitzten Wahlpflichtpraktikum:
»Labordiagnose von Viruserkrankungen beim Pferd“

Teilnehmer, Alter: Geschlecht: m [] w ]

Welche Art von Internet-Zugang nutzen Sie?

[] Internet-Zugang der Universitat (PC-Pool)
[] Internet-Café

Zugang von zu Hause aus Uber:

[ ] Modem(analog) [ ]ISDN

[ ] DSL [] Sonstiger Zugang

Wie bereites Sie sich auf Prifungen und Wahlpflichtveranstaltungen vor?

[] Vorlesungen [] Lehrbiicher
[] Fachzeitschriften [ ] Recherchen im Internet
[ ] CD-ROM-Lernprogramme [ ] Sonstiges:

Haben Sie bereits Erfahrungen mit (anderen) eLearning-Programmen?

[] Ja ] Nein

Wenn ja, mit welchem eLearning-Programm haben Sie bereits gearbeitet?

Fragen zum Programm ,,Respiratorische Erkrankungen beim Pferd*

Wie hat lhnen die Gestaltung des Programms gefallen?

[]... hat mir gut gefallen
[ ] ... hat mir einigermaBen gefallen
[] ...hat mir nicht gefallen

Sind Sie mit der Navigation gut zurecht gekommen?

[ ]Ja, ohne Probleme [] Ja, nach einiger Zeit [] Nein, ich hatte Schwierigkeiten
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Haben Sie die Moglichkeit des Ausdrucks der Lerninhalte im pdf-Format genutzt?

[]Ja

[ ]lch werde sie noch ausdrucken

[ ] Nein

[ ] Ich benétige keine Druckversion

Sehen Sie in einem elLearning-Programm eine sinnvolle Ergdnzung eines Praktikums?

[ ]Ja [ ] Zum Teil
[ ] Neutral ] Nein
Bitte bewerten Sie die folgenden Ich Ich Ich stim- | Ich stim-
Aussagen uUber eLearning-Programme stimme stimme me teil- me
durch Ankreuzen: voll und im weise nicht zu
ganz zu Wesent- zu
lichen zu

eLearning-Programme bieten die Méglichkeit
einer freien Zeiteinteilung

Freie Zeiteinteilung ist fir mich beim Lernen
wichtig.

Ich wirde ein eLearning-Programm auch zu
festen Zeiten nutzen

Die Orts unabhéangige Nutzung ist fir mich
vorteilhaft.

Die Mdglichkeit einer Orts unabhangigen
Nutzung spielt fir mich keine Rolle.

Das Durcharbeiten von eLearning-Programmen
macht mehr SpaB, als das alleinige Lesen von
Lehrbuchern.

Ich habe mich aufgrund des elLearning-
Programms mehr mit dem Stoff beschéaftigt.

In meinen Augen wird der Nutzen von
eLearning-Programmen Gberschatzt.

Ein Ausdruck der Lerninhalte in Papierform
ist fir mich ausreichend.

Ich wiirde die Entwicklung weiterer eLearning-
Programme im Bereich Virologie beflrworten.

Soll das Programm zur Prifungsvorbereitung (Staatsexamen) zur Verfligung stehen?

[ ] Ja, ich wirde es nutzen
[] Ja, ich wiirde es evtl. nutzen

[] Nein, ich wiirde es nicht nutzen

Welche Verbesserungsvorschlage haben Sie fur zuklnftige Programme?
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9.3 Abkirzungsverzeichnis

ATF

Blended Learning

bpt

CBT

CD
CeDiS
CERN
CMS
CPE

DSL

DVD

EAV
EHV1, EHV-4
EKG
eLearning

FCS

FKS

FU Berlin
FUelL
HA

HRK
Html
Lectora

LMS

LMU
MDCK-Zellen

Netz

Akademie fUr tierarztliche Fortbildung

Kombination von Prasenzlehre und PC- und internetbasiertem
Lernen, frGher auch als hybrides Lernen bezeichnet
Bundesverband praktizierender Tierarzte

Computer Based Training

Compact Disc

Center fur Digitale Systeme der FU Berlin

Europaisches Forschungszentrum fir Kernphysik

Content Management System

Cythopathologischer Effekt

Digital Subscriber Line

Digital Versatile Disc, versatile = vielseitig

Equines Arteritis Virus

Equines Herpesvirus 1 und 4

Elektrokardiogramm

elektronisches Lernen, softwareunterstltztes Lernen oder
Lernen mithilfe elektronischer Medien

Fetal calf serum, Fotales Kéalberserum

Fotales Kélberserum

Freie Universitat Berlin

FU elLearning

Hamagglutinin

Hochschulrektorenkonferenz

Hypertext Markup Language, Hypertext Auszeichnungssprache
Lectora International Publishing Suite,

Eine Software der Firma Trivantis zur Erstellung von eLearning-
Programmen

Learning Management System, entspricht dem deutschen Begriff
fur Lernplattform — eine Software —
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Madin-Darby-Canine-Kidney Zellen, epitheliale Zellen aus der
Niere des Hundes

Internet
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PBS

PC

WBT

Web

www oder W3
ZEDAT

Phospate bufferd saline, phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Personal Computer

Web Based Training

Internet

World Wide Web

Zentraleinrichtung fir Datenverarbeitung,

das Hochschulrechenzentrum der Freien Universitat Berlin
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9.4 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:

Abbildung 3a:

Abbildung 3b:

Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:
Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:

Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:
Abbildung 20
Abbildung 21:
Abbildung 22:

Abbildung 23:

Darstellung der spontanen Merkfahigkeit
Einstiegsseite von www.selfhtml.org/

Zwei Entwirfe des Bildschirmaufbaus mit horizontaler Trennung

zwischen Text und Navigationselementen, schematische Darstellung

Zwei Entwirfe des Bildschirmaufbaus mit vertikaler Trennung zwischen

Text und Navigationselementen, schematische Darstellung
Beispiel eines mit html erstellten Layouts
Geschlechterverteilung der Teilnehmer

Altersverteilung der Teilnehmer

Internetzugang der Teilnehmer

Art der Prifungsvorbereitung

Erfahrungen mit eLearning-Programmen

Zeit fUr die Bereitstellung der Kursunterlagen Uber ,Blackboard*
Bereitschaft zur Teilnahme an einem Diskussionsforum
Wunsch nach einer Kontaktmdglichkeit zum Kursleiter per Email
Anmeldemaske der Lernplattform ,Blackboard*

Startseite von ,Blackboard“ mit einer Auflistung aller Kurse (rechte
Bildschirmseite), fur die ein Teilnehmer angemeldet ist.

Darstellung des Kursmendis im linken Seitenbereich
Auswahl des Ordners ,Lernprogramm®
Startseite des eLearning-Programms

Darstellung der Einstiegsseite, Navigationselemente am linken
Bildrand, Einsicht in das Untermen(

Startseite innerhalb der Familie der Herpesviridae

Verlinktes Symbol zum Erreichen der Seite mit den Virusabbildungen
Darstellung der durchgéangigen Navigationsleiste

Symbol fir ,home* zum Erreichen der Startseite

Navigationssymbol fur ,Beenden®
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Abbildung 24:

Abbildung 25:
Abbildung 26:
Abbildung 27:

Abbildung 28:

Abbildung 29:
Abbildung 30:
Abbildung 31:
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Abbildung 33:
Abbildung 34:

Abbildung 35:

Abbildung 36:
Abbildung 37:
Abbildung 38:
Abbildung 39:

Abbildung 40:

Abbildung 41:

Abbildung 42:

Abbildung 43:

Abbildung 44:

Pfeiltasten zum Vor- und Ruckblattern (eine Seite vorwarts bzw.

rickwarts)
Symbol zum Erreichen der Startseite
Schematische Darstellung der Virusabbildungen

Seite der Virusabbildungen mit Darstellung der Navigations-
maoglichkeiten

Beispiel der farblichen Gestaltung der Startseiten der Adenoviren und
EAV

Darstellung einer interaktiv gestalteten Beispielseite

Darstellung einer Feedback-Seite

Ausschnitt aus dem Multiple-Choice-Test zum Thema Adenoviren
Bestatigung des erfolgreichen Sendens eines Tests

Beispiel eines Tests mit einer richtigen und zwei falschen Antworten
Ausschnitt aus dem ,,Blackboard“-Notenbuch

Symbol fir einen begonnenen aber noch nicht vollstandig bearbeiteten
Test

Symbol fur einen noch nicht bearbeiteten Test
Erreichte Punktzahlen
Gesamtsumme der zu erreichenden Punkte

Einsicht in die Verfugbarkeit der Kursunterlagen Uber das
Steuerungsfenster

Ergebnis des Hamadsorptionstests, dargestellt in der 20fachen
VergréBerung

Hamadsorptionstest, Ergebnis nach 24stiindiger Inkubation, dargestellt
in 40facher VergréBerung

Ausschnitt aus Abbildung 41, manuell vergréBert: Mit equiner Influenza
infizierte MDCK-Zelle, an deren Oberflache zahlreiche Erythrozyten in
Form einer Rosette adsorbiert haben.

Alter der Teilnehmer des Wahlpflichtkurses WS 2006/2007

Geschlechterverteilung der Kursteilnehmer
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Abbildung 45:
Abbildung 46:
Abbildung 47:
Abbildung 48:
Abbildung 49:
Abbildung 50:

Abbildung 51

Abbildung 52:

Abbildung 53:

Abbildung 54:
Abbildung 55:
Abbildung 56:
Abbildung 57:
Abbildung 58:
Abbildung 59:
Abbildung 60:

Art des Internetzugangs

Art der Vorbereitung auf Prifungen
Erfahrung mit eLearning-Programmen
Bewertung der Programmgestaltung
Beurteilung der Navigation

Beurteilung des Bedarfs an Druckversionen

Beurteilung der Eignung von eLearning-Programmen als Ergénzung

einer Wabhlpflichtveranstaltung
Bewertung der Mdglichkeit der freien Zeiteinteilung

Einschatzung der Relevanz der freien Zeiteinteilung durch die

Teilnehmer

Bereitschaft zur Nutzung eines eLearning-Programms zu festen Zeiten
Einschatzung der Orts unabhangigen Nutzung

Einfluss des eLearning-Programms auf die Lernmotivation
Mehrbeschaftigung mit dem Stoff aufgrund des eLearning-Programms
Beantwortung der Frage: ,Wird eLearning allgemein Uberschatzt?*
Weitere Entwicklung von eLearning-Programmen

Bereitschaft zur Verwendung des elLearning-Programms zur

Priafungsvorbereitung
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9.5 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9a:
Tabelle 9b:
Tabelle 10:
Tabelle 11:
Tabelle 12:
Tabelle 13:

Tabelle 14:

Studiendesign zur Untersuchung der Wirksamkeit von Tests (nach
CHAN, et al., 2006)

~Blackboard®-Nutzung durch Studierende (http://www.cms.fu-berlin.de
/Ims/allgemein/Semesterstatistiken/index.html)

,Blackboard®-Nutzung durch Lehrende (http://www.cms.fu-berlin.de
/Ims/allgemein/Semesterstatistiken/index.html)

Anzahl der insgesamt angebotenen ,Blackboard“-Kurse
(http://www.cms.fu-Berlin.de/Ims/allgemein/ Semesterstatisktiken
/index.html)

Kursteilnehmer am Fachbereich Veterindrmedizin (http://www.cms.fu-
berlin.de/Ims/allgemein/Semesterstatistiken/Wintersemester
_2006_2007/index.html)

Lehrende am Fachbereich Veterindrmedizin, die ,Blackboard” in der
Lehre einsetzen (http://www.cms.fu-Berlin.de/Ims/allgemein/
Semesterstatistiken /Wintersemester _2006_2007/index.html)

Anzahl der am Fachbereich Veterindrmedizin angebotenen ,Blackboard*-
Kurse (http://www.cms.fu-Berlin.de/Ims/allgemein/Semesterstatistiken
/Wintersemester_2006_2007/index.html)

Beispiele fir verwendeten html Quellcode mit jeweiliger Bedeutung
Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Gerate

Verwendete Zellen

Eingesetzte Virusstdmme

Verwendete Erythrozyten

Darstellung der Ergebnisse der jeweiligen Inkubationszeiten

Testweise eingesetzte Erythrozytenkonzentrationen
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9.6 Exemplarische Darstellung zweier Virusfamilien -
Ausgearbeitete pdf-Versionen zum Ausdrucken

Far alle 6 Virusfamilien, die im eLearning-Programm behandelt worden sind, wurden pdf-
Versionen erstellt, die von den Kursteilnehmern bei Bedarf ausgedruckt werden konnten. An
dieser Stelle werden zwei die Kurzlberblicke Uber Herpes- und Influenzaviren beispielhaft

dargestellt.

9.6.1 Herpesviren

Herpesviren

Equine Herpesviren

Allgemeines

Bei respiratorischen Erkrankungen des Pferdes spielen die zwei Spezies EHV-1 und EHV-4
eine Rolle. Sie gehdren der Familie der Herpesviridae, der Subfamilie a-Herpesvirinae und
dem Genus Varicellovirus an.

Familie Herpesviridae
Subfamilie a-Herpesvirinae
Genus Varicellovirus
Spezies EHV-1 und EHV-4

Herpesviren gehdren zur Gruppe der DNA-Viren. Die mit einer linearen, doppelstrangigen
DNA ausgestatteten Virionen haben einen @ von ca. 120 - 180 nm. Sie besitzen ein aus
162 Kapsomeren bestehendes Kapsid. Herpesviren sind behiillt, zwischen der mit Spikes
besetzten Virushiille und dem Kapsid befindet sich eine proteinreiche Schicht, die als Te-
gument bezeichnet wird. Die Replikation des Virus vollzieht sich im Zellkern, die Reifung
findet an der inneren Kernmembran statt.
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Kurziiberblick der Charakteristika

Genom Einzelmolekil dsDNA, linear
GroBe 120 - 180 nm

Virion behullt, Hulle lipidhaltig mit Spikes
Kapsid aus 162 Kapsomeren bestehend

Kurziiberblick der Charakteristika

Form des Kapsids | lkosaedrisch

Tegument proteinreiche Schicht zwischen Kapsid u. Hiille

Ort der Replikation |im Zellkern

Reifung an der inneren Kernmembran

Tenazitat gering

Aufgrund der Behallung sind Herpesviren hitze- und saurelabil, auBerdem weisen sie eine
Empfindlichkeit gegeniber Lipidlosungsmitteln auf. Eine schnelle Inaktivierung erfolgt
unterhalb von pH 4 und oberhalb von pH 10.

Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist die Tenazitat der Herpesviren temperaturabhangig.

Temperaturbereich | Infektiositat
56 °C 5-10 Minuten
20-40 °C einige Tage
22-35 °C bis zu 48 Tage
4 °C bis zu 7 Monate

Atiologie

EHV-1 ruft Aborte (Spéataborte im letzten Drittel der Trachtigkeit), zentralnervése sowie res-
piratorische Erkrankungen hervor und wird als Ursache des Virusaborts angesehen.
EHV-4 verursacht respiratorische Symptome und wird als Erreger der Rhinopneumonitis
bezeichnet.
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Epidemiologie

Alle Pferde sind empfénglich fir EHV-1 und EHV-4. Die Ubertragung von EHV-4 verlauft
hauptsachlich Uber Nasensekrete und kann sowohl Uber direkten Kontakt als auch tber
Tropfcheninfektion, z. B. beim Husten, erfolgen. Die Eintrittspforte der Infektion ist der
Respirationstrakt. Die Seropravalenz fur Pferde in Deutschland betragt tiber 80%,

70% der Pferde setzen sich bis zu ihrem dritten Lebensjahr mit Herpesviren auseinander.

Die Infektion gelangt meist Gber klinisch inapparent infizierte Tiere in virusfreie Bestande.
Aufgrund der hohen Kontagiositat von EHV-4 und EHV-1 durchseuchen die Bestande inner-
halb kurzer Zeit.

Fohlen sind flr eine Ansteckung besonders im Absetzalter gefédhrdet, empfanglich sind je-
doch grundséatzlich Tiere aller Altersstufen. Der enge Kontakt der Fohlen untereinander
trégt zu einer schnellen Verbreitung unter den Jungtieren bei. Die Morbiditat kann bis zu
100% betragen.

Eine Besonderheit der Herpesvirusinfektion stellt die latente Infektion dar. Mit EHV-1 oder
EHV-4 infizierte Pferde kénnen phasenweise vollig symptomfrei sein; Reaktivierungen,
bedingt durch Stress (Transporte, Umstallungen, Trachtigkeiten etc.), sind jedoch wiederholt
maoglich. Auch die Applikation von Kortikosteroiden kann eine Reaktivierung ausldsen.

In Latenzphasen liegen EHV-1 und EHV-4 in nicht integrierter Form als Episom vor und ex-
primieren keine Proteine. Beide Viren ziehen sich in Nervenzellen regionarer, sensorischer
Ganglien (z. B. Trigeminalganglion) zurick. EHV-1 ist darliber hinaus auch in peripheren
Blutleukozyten latent. Auf diese Weise entziehen sich Herpesviren sowohl dem Immun-
system des Wirtstieres als auch einigen diagnostischen Nachweismethoden.

Pathogenese, Pathologie

EHV-4 dringt Giber den Respirationstrakt in den Wirtsorganismus ein und vermehrt
sich primér im Nasopharynx, dort ruft das Virus milde katarrhalische Entziindungen
(Nasenausfluss) hervor. EHV-4 bleibt zumeist auf den oberen Respirationstrakt beschrankt,
EHV-1 ruft hingegen eine leukozytengebundene primére Viramie hervor.
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Klinik

Junge Pferde zeigen bei Infektionen mit EHV-4 plétzlich einsetzende Katarrhe mit mono-
phasischem Fieberverlauf. Die Inkubationszeit kann stark variieren. Je nach Schwere der
Symptome kdnnen diese einige Wochen andauern.

Haufig treten bedingt durch bakterielle Sekundérinfektionen mukopurulente Rhinitiden,
Pharyngitiden und chronischer Husten auf. Erkrankte Tiere sollten unbedingt geschont
werden, um die Entwicklung einer Pneumonie und Pleuritis zu vermeiden. Im Allgemeinen
kommt es zu einer relativ schnellen Erholung, nur in wenigen sehr hartnackigen Féllen wer-

den chronisch respiratorische Prozesse mit Follikulitis beobachtet.

Bei alteren Pferden verlauft die Rhinopneumonitis iiberwiegend klinisch inapparent, ob-
wohl kurzzeitiges Fieber auftreten kann. Komplikationen sind jedoch wie bei jungen Pferden
in Abhangigkeit vom Alter und Immunstatus der Tiere moglich.

Unterschiede in der Auspragung klinischer Symptome im Vergleich:

EHV-1
Erreger des Virusaborts, Spataborte (8.-10. Monat)

Geburt lebensschwacher Fohlen

gehauft im Winter auftretend (Abfohlzeit)

ZNS-Symptomatik, (Ataxien, Paresen, Paralysen)

Respiratorische Symptome

EHV-4

Respiratorische Erkrankungen, Rhinopneumonitis

Ganzjahrig auftretend

Haufung in den Sommermonaten

(Aborte, Paresen)
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Diagnose

Bei der Probennahme muss sowohl die korrekte Durchflhrung als auch der richtige Ent-
nahmezeitpunkt beriicksichtigt werden. Da Herpesviren bis etwa eine Woche nach Beginn
der Symptome mit Sekreten aus Auge und Nase ausgeschieden werden, sind Augen- und
Nasentupfer, (mdglichst tiefes Einfihren) fir den Nachweis von EHV-1 und EHV-4 gut ge-
eignet. Die Tupfer sollten umgehend in ein geeignetes flissiges Transportmedium verbracht
und an das Labor versandt werden. Wichtig flr eine zielgerichtete Diagnostik ist ein ausge-
flllter Anamnesebogen (siehe Kursskript).

Infektionen mit equinen Herpesviren kénnen direkt oder indirekt nachgewiesen werden. Beim
direkten Nachweis weist man das Virus oder seine Bestandteile (Antigen, Nukleinsaure)
und beim indirekten Nachweis gegen das Virus gerichtete Antikérper nach.

Aus dem isolierten Probenmaterial erfolgt die Virusanzucht. EHV-1 und EHV-4 lassen sich
in permissiven Zellkulturen mit cytopathogenen Effekt (CPE) anzlchten. Beide wachsen
auf equinen Dermalzellen, sog. ED-Zellen. EHV-1 wéchst dartber hinaus auch auf RK13-

Zellen (Kaninchenierenzellen). Diese Eigenschaft kann zur Differenzierung herangezogen
werden; wachst ein Virus auf ED-Zellen, nicht jedoch auf RK13-Zellen, dann kann es sich
demnach nicht um EHV-1 handeln.

AuBerdem eignet sich die Polymerasekettenreaktion (PCR) zum direkten Nachweis. In der
PCR werden virusspezifische Gensequenzen amplifiziert. Die drei wesentlichen Schritte der
PCR sind bei den Adenoviren unter Diagnose beschrieben.

Zum indirekten Nachweis eignet sich der Neutralisationstest (NT), der indirekte ELISA-
Test oder der indirekte Immunfluoreszenztest (IFT).

Der Neutralisationstest (NT), der dem Nachweis neutralisierender Antikorper dient, ist
ebenfalls eingehend bei den Adenoviren unter Diagnose beschrieben.

Im Enzym-linked immunosorbent assay (ELISA) oder dem Immunfluoreszenztest (IFT),
der eine Sonderform des ELISA darstellt, wird Patientenserum mit virusspezifischem An-
tigen inkubiert. Sind im Patientenserum Spezies spezifische Antikdrper enthalten, erfolgt
eine Antigen-Antikorper-Reaktion. Diese Reaktion wird im ELISA durch einen zweiten En-
zym-gekoppelten Antikdrper, den sog. Anti-Spezies-Antikorper, mittels Farbreaktion durch
Zusatz eines geeigneten Substrats, sichtbar gemacht. Die Anderung der Extinktion korre-
liert mit der Antikérperkonzentration des Patientenserums. Beim Immunfluoreszenztest
(IFT) ist der Anti-Spezies-Antikorper nicht an ein Enzym, sondern an einen Fluoreszenz-
farbstoff (z. B. Fluorescein-Isothiocyanat - FITC) gekoppelt. Im Fluoreszenzmikroskop
leuchtet der Farbstoff aufgrund UV-induzierter Anregung, wodurch auch hier die Antigen-
Antikodrper-Reaktion sichtbar wird.
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Bekampfung

Die Bekampfung der Rhinopneumonitis erfordert, neben seuchenhygienischen MaBnahmen
eine konsequente Immunprophylaxe in Pferdebestédnden. So sollten z. B. nur geimpfte Tiere

neu eingestallt und ein zu hoher Besatz im Stall vermieden werden.

Impfstoffe sind kommerziell verfligbar und sollten konsequent nach den Angaben der Her-
steller eingesetzt werden. Wichtig ist es auch, den vorgegebenen Abstand der einzelnen
Impfungen einzuhalten. Leider ist es nicht méglich, mit einer Imfpung einen protektiven Titer
zu erzielen, d.h. eine Impfung verhindert nicht die Erkrankung, reduziert jedoch die Aus-
scheidung des Virus. Die Impfung mildert zudem auftretende Symptome.

In Deutschland sind ein attenuierter Lebendimpfstoff und mehrere Totimpfstoffe verfug-
bar. Lebendimpfstoffe haben gegenlber Totimpfstoffen den Vorteil, neben der humoralen
auch die zellulare Komponente des Immunsystems zu stimulieren (v. a. cytotoxische
T-Zellen).

Die auf dem Markt verfigbaren Impfstoffe sind hdufig Kombinationsimpfstoffe, d.h. sie
beinhalten gleichzeitig mehrere Virusstamme. Haufig wird mit equinen Influenza-Stammen
kombiniert. Folgende Impfstoffe sind in Deutschland verfugbar:

Cavallon IR ist ein Totimpfstoff, der den Stamm Kentucky von EHV-1 und die Influenza-
stdmme A/equi/Prag/1/56 und A/equi/2/Newmarket/2/93 beinhaltet.

Auch Duvaxyn® EHV 1,4 ist ein Totimpfstoff, der den EHV-1-Stamm 438/77 und den
EHV-4-Stamm 405/76 enthalt.

Prevaccinol® ist ein attenuierter Lebendimpfstoff, der nur EHV-1 vom Stamm RAC-H
enthalt.

Resequin NN Plus® ist ein Totimpfstoff, der sowohl Stamme von EHV-1 und EHV-4 als
auch Influenzastdamme enthélt. EHV-1 (Stamm RAC-H), EHV-4 (Stamm 2252), Influenza
Newmarket 2/93 (Europaischer Typ) und Newmarket 1/93 (Amerikanischer Typ).
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9.6.2 Influenzaviren

Influenzaviren

Equine Influenzaviren

Allgemeines

Influenzaviren gehéren zur Familie der Orthomyxoviridae. Es gibt zwei Genera, von denen in
der Veterindrmedizin nur das Genus Influenza A eine Rolle spielt.

Familie Orthomyxoviridae
Genus Influenza A
Spezies Influenza A/equi

Orthomyxoviren sind behullt und haben einen @ von 80-120 nm. Das Nukleokapsid ist heli-
kal symmetrisch. Die pleomorphen (vielgestaltigen) Virionen enthalten eine segmentierte
einstrangige RNA aus 8 Segmenten mit negativer Polaritéat. Sie kodieren flr 7 Struktur-
proteine und 3 nicht strukturelle Proteine. Ihre Hiille besteht aus einer Lipiddoppelmem-
bran, unter der das Matrixprotein (M-Antigen) als typspezifisches Antigen lokalisiert ist.
Das Matrixprotein bestimmt zusammen mit dem Nukleoprotein die Zugehérigkeit zum
Genus.

Auf der Lipidmembran befinden sich die transmembranen Glykoproteine Hamagglutinin
(H oder HA) und Neuraminidase (N oder NA) in Form von Spikes. Basierend auf der
Antigenitat dieser Glykoproteine werden Influenza A-Viren z. Zt. in 16 H (H1-H16) und

9 N (N1-N9) Subtypen eingeteilt. Das Hamagglutinin dient der Bindung an die Wirtszelle
und die Neuraminidase ermdglicht neu synthetisierten Viren den Austritt aus der
infizierten Zelle.

Als behdllte Viren sind Influenzaviren empfindlich gegeniiber denaturierenden Agenzien
und Hitze. Desinfektionsmittel auf der Basis von Formalin oder Jodverbindungen,
inaktivieren das Virus problemlos. Bei Temperaturen von 56 °C erfolgt eine Inaktivierung
innerhalb von 3 Stunden und bei 60 °C innerhalb von 30 Minuten. Bei niedrigeren
Temperaturen Uberleben Influenzaviren hingegen deutlich l&nger, so z. B. 6 Tage bei 37 °C
und 35 Tage bei 4 °C. Im Bereich zwischen pH 5,5 und 8 sind Influenzaviren stabil.
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Kurziiberblick der Charakteristika:
Genom Segmentierte ssRNA, 8 Segmente
kodierend fiir 7 Strukturprotein und
3 Nicht-Strukturproteine
GroBe 80— 120 nm
Form pleomorph (vielgestaltig, kugelig bis langlich)
Virion Lipiddoppelmembran, mit den transmembranen
Glykoproteinen H und N
Typspezifische Matrixprotein  (M-Antigen) unter der Hille
Antigene und Nukleoprotein
Subtypspezifische | Himagglutinin (H oder HA), z. Zt. 16 bekannt
Antigene Neuraminidase (N oder NA), z. Zt. 9 bekannt
Replikation Im Zytoplasma
Freisetzung durch Budding
Tenazitat temperaturabhangig,
Hitzeempflindlichkeit,
relative Kéltetoleranz

Die Nomenklatur der Influenzaviren setzt sich zusammen aus dem Virustyp, der Herkunfts-
spezies bei Tierisolaten, dem geografischen Ort der Isolierung, dem Jahr der Isolierung
sowie dem Subtyp, der in Klammern angegeben wird.

Typ Herkunfts- | Ort der Subtyp | Jahr der H/N Subtyp
spezies Isolierung Isolierung

Influenza A/ | Equi/ Prag/ 1/ 56/ (H7N7)

Influenza A/ | Equi/ Miami/ 2/ 63/ (H3NS8)

Beim Pferd sind als Erreger der equinen Influenza bisher die beiden Subtypen Influenza
A/equi/Prag/1/56 (H7N7) und Influenza A/equi/Miami/2/63/ (H3N8) nachgewiesen worden.

Der Prag-Stamm vom Subtyp 1 ist seit 1980 nicht mehr isoliert worden, er dient in der
Vakzine zur Unterscheidung von Impf- und Infektionstiter, seither kursiert der Subtyp
A/equi 2, der 1963 erstmals isoliert wurde.

Alle neueren Varianten haben sich durch Antigendrift aus dem Miami-Stamm entwickelt
(z. B. Newmarket: 1993; Schweden: 1994; Berlin:1994). Beim Antigendrift fihren mehrere
Punktmutationen in den Epitopen stufenweise zur Veranderung der Oberflachen-Antigene
des Hamagglutinin und/oder der Neuraminidase, so dass neue Varianten (u. U. mit veran-
derter Virulenz und der Gefahr einer Epidemie) innerhalb eines Subtyps entstehen.

148



9 Anhang

Im Gegensatz dazu fuhrt der Antigenshift aufgrund von genetischem Reassortment zu
umfangreicheren Veranderungen. Dabei erfolgt zwischen zwei Genomen unterschiedlicher
Subtypen ein Austausch von funktionell homologen RNA-Segmenten, wobei neue Sub-
typen gebildet werden. Die beiden beteiligten Influenza-Subtypen miissen dabei nicht von
einer Tierart stammen; so kann das Schwein z. B. durch aviare und humane Influenzaviren
infiziert werden und fungiert gewissermaBen als MischgefaB. Aber auch wildlebende Zug-
vOgel fungieren als Virusreservoir. Derartige neue Subtypen waren in der Vergangenheit fir
groBe Influenza-Pandemien verantwortlich (z. B. die Spanische Grippe von 1918). Ahnliche
Beflirchtungen bestehen auch bei Infektionen mit dem aviaren Influenzavirus vom Subtyp
H5N1, der in Asien bereits Todesopfer gefordert hat.

Bei equinen Influenzaviren steht der Antigendrift im Vordergrund, so dass seit der Erstisolie-
rung des Subtyp 2 im Jahr 1963 keine weiteren Subtypen aufgetreten sind. Daher missen
die Impfstoffe gegen Infektionen mit equinen Influenzaviren nicht jahrlich angepasst werden,
wie dies bei Impfstoffen gegen humanen Influenzaviren der Fall ist.

Atiologie
Empfanglich fur die equine Influenza sind alle Equiden. Fir die weltweit vorkommende
Pferdeinfluenza gibt es zahlreiche Synonyme:

*Seuchenhafter Husten
*Hoppegartender Husten
*Pferdegrippe

*Epizootischer Kehlkopfréhrenkatarrh
+Infektiése Tracheo-Bronchitis
*Equine Influenza oder

*Epizootic cough in horses.

Die Auspragung der klinischen Symptome ist abh&ngig vom Immunstatus der Tiere und der
Virulenz des Erregers. Impfungen und vorangegangene natlrliche Infektionen haben Ein-
fluss auf den Verlauf. Vor allem der Zeitpunkt der letzten Impfung sowie die antigenetische
Verwandtschaft von Feldvirus und Impfstamm spielen eine Rolle. Es gibt auch klinisch inap-
parente Verlaufsformen.

Die Mortalitat einer reinen Influenza ist gering, fihrt jedoch bei alten, sehr jungen oder an der
Lunge vorgeschéadigten Tieren unter Umstéanden zu Todesfallen. Die Morbiditét kann bis zu
100% betragen, die Letalitat liegt hingegen bei unter 1%.
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Epidemiologie

Die Aufnahme des equinen Influenzavirus erfolgt tiber den Respirationstrakt. Die Verbrei-
tung innerhalb einer Herde in Form von Aerosolen verlauft aufgrund des starken Hustens
sehr schnell. Hierbei kdnnen groBe Distanzen Uberwunden werden.

Neben der Trépfcheninfektion ist auch die Ubertragung durch direkten Kontakt méglich.
Indirekte Ubertragungen durch belebte und unbelebte Vektoren, wie z. B. Stallutensilien
kommen vor, spielen aber nur eine untergeordnete Rolle.

Ein infiziertes Pferd ist wahrend der gesamten Inkubationszeit und fur bis zu 5 Tage nach
Beginn der ersten klinischen Symptome infektios.

Pathogenese, Pathologie

Orthomyxoviren rufen bei Pferden zyklische Allgemeininfektionen mit Fieber und Manifes-
tationen im oberen Respirationstrakt mit Hauptlokalisation im Bronchialbaum hervor. Nach
der Aufnahme des Virus Uber den Respirationstrakt repliziert das Virus in respiratorischen
Epithelzellen und ruft dort eine katarrhalische Entziindung hervor. Folge ist zu-meist eine
Bronchiolitis, die haufig von einer ausgepragten diffusen Bronchitis begleitet wird. Es kommt
zu Schadigungen des Tracheal- und Bronchialepithels einschlieBlich Zilien-besatz. Dies
fOhrt zur Beeintrachtigung der mukozilaren Clearance. Die Zilien nehmen eine wichtige
Funktion beim Abtransport eingedrungener Erreger ein. Da das respiratorische Epithel etwa
3 Wochen zur Regeneration benétigt, sind infizierte Tiere innerhalb dieser Zeit besonders
anfallig fir Sekundarinfektionen. Bei diesen kann der serése Ausfluss zunehmend mukds bis
muko-purulent werden.

Klinik

Die klinischen Bilder variieren sehr stark. Wichtigstes Symptom beim Pferd ist ein bereits
nach wenigen Stunden auftretender trockener, lauter und kraftiger Husten. Anfangs ist
der Husten nicht produktiv, im Verlauf nimmt seine Haufigkeit ab und es kommt zur Bildung
von Bronchialschleim, der ausgehustet wird. Hinzu kommt Fieber und Rhinitis bedingter
Nasenausfluss. Bei unkomplizierten Verlaufen ist die Infektion nach ein bis drei Wochen
Uberstanden.

Zu Beginn der Erkrankung ist Mudigkeit, Mattigkeit, Inappetenz, hohes Fieber bis 41 °C,
flache Atmung und eine Steigerung der Pulsfrequenz zu verzeichnen. Des Weiteren kann
eine geringgradige Rhinitis, selten begleitet von Lymphknotenédemem, und eine leichte
Laryngitis auftreten.
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Ubersicht {iber die wichtigsten Symptome:

trockener, anfangs unproduktiver Husten

abrupt einsetzendes Fieber bis 41°C

seroser Nasenausfluss

bei Sekundarinfektionen mukds bis mukopurulent

Flache Atmung

Allgemeine Schwéache, Mudigkeit

Gefahrlich sind Infektionen mit neuen Varianten, die zu schwereren Verlaufen flihren. Bei
Vernachlassigung der Vakzination werden sehr hohe Morbiditatsraten beobachtet.

Bei Nichtbeachtung der Ruhigstellung kann es durch bakterielle Sekundarinfektionen zu
schweren Spatschaden kommen, die Uber Leistungsabfall bis zur Dampfigkeit fihren.

Bei Tieren, die immunologisch nicht durch Impfungen geschitzt sind, kommt es zu inter-
mittierendem Fieber, das tber 40 °C, in seltenen Fallen sogar tber 41 °C ansteigen kann.

Diagnose

Der Verdacht einer Infektion mit equinen Influenzaviren stltzt sich auf die schnelle
Verbreitung innerhalb einer Herde, den typisch frequenten Husten und die Lokalisation in
den oberen Atemwegen. Daher ist ein gut ausgeflllter Anamnesebogen sehr hilfreich.

Dartber hinaus sind der Entnahmezeitpunkt, die Art der Probe und ihre umgehende Einbet-
tung in ein geeignetes Transportmedium sowie der schnelle geklhlte Versand an das Labor
wichtig.

Zunachst muss das Virus aus einer geeigneten Probe isoliert werden. Zur Isolation von
equinen Influenzaviren sind Nasopharyngealtupfer gut geeignet, die am besten zu Beginn
der klinischen Symptome genommen werden sollten.

Equine Influenzaviren kénnen direkt durch Anzucht im embryonierten Hilhnerei und in der
RT-PCR (Nachweis des viralen Genoms) oder indirekt im HAH nachgewiesen werden. Beim
direkten Nachweis weist man das Antigen (Virus, immunogene Bestandteile, Nukleinsaure)
und beim indirekten Nachweis gegen das Virus gerichtete Antikdrper nach.

FUr die Anzucht des equinen Influenzavirus verwendet man embryonierte, 10 Tage bebri-
tete Hiuhnereier. Sie bieten dem Virus einerseits alle zur Vermehrung notwendigen Stoffe
und sind steril. Nach Inokulation des Virus werden die Eier 2-3 Tage bebrtitet, wobei mittels
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Schierlampe die Vitalitdt der Embryonen Uberprift wird. Nach dem Absterben der Embryo-
nen, einem Anzeichen fir eine Infektion, wird die Allantoisfliissigkeit zur weiteren Quanti-
fizierung und Typisierung entnommen.

Far den direkten Nachweis eignet sich auBerdem die Polymerasekettenreaktion (PCR), mit
der virusspezifische Gensequenzen amplifiziert werden. In diesem Fall wird die sog. RT-PCR
eingesetzt, da equine Influenzaviren zu den RNA-Viren gehdren und in einem vorgeschalte-
ten Schritt die Reverse Transkriptase (RT) zunachst die RNA in DNA umschreiben muss.
Nach diesem Schritt kann die PCR wie gewohnt durchgefiihrt werden. Die PCR ist bei den
Adenoviren unter Diagnostik beschrieben.

Zum indirekten Nachweis kann der Hamagglutinationshemmtest (HAH) durchgeflhrt wer-
den. Beim (HAH) macht man sich die Fahigkeit der Influenzaviren zur Agglutination von
Erythrozyten zu nutze. Gibt man Erythrozyten in ein Reagenzglas, sedimentieren diese
nach kurzer Zeit und bilden eine knopfartige Ansammlung am Rundboden des Glases.
Durch Zusatz hamagglutinierender Viren unterbleibt die Knopfbildung, da die Erythro-
zyten durch die Viren agglutiniert (vernetzt) werden. Wird durch Zugabe eines zu untersuch-
enden Serums (oder spezifischer Antikdrper) die Agglutination gehemmt, ist der Nachweis
gefuhrt, dass Virus (Antigen) und Antikérper eine spezifische Bindung eingegangen sind. Die
Knopfbildung erfolgt, wenn der Nachweis von Antikdrpern postiv ausfallt. Durch Einsatz
monoklonaler Antikdrper kénnen die Virustypen spezifiziert werden (Subtypisierung).

Im Praktikum wird auf eine 96-Lochplatte die Allantoisflissigkeit, der am ersten Kurstag
infizierten Eier in einer Verdlinnungsreihe aufgetragen und mit einer konstanten Erythro-
zytenmenge inkubiert. Nach einer Stunde kann der HA-Titer berechnet werden. Man zieht
dazu die letzte Verdiinnungsstufe mit vollstandiger Hamagglutination heran, in dieser
befindet sich definitionsgeman eine hamagglutinierende Einheit (HAE). Der HA-Titer der
Ausgangssuspension (im Praktikum der Allantoisflissigkeit) entspricht dem reziproken
Wert der Verdiinnungsstufe.

Bekampfung

Wichtig ist die Ruhigstellung infizierter Tiere und eine gute Stallhygiene mit Vermeidung von
Feinstauben. Bei Anzeichen einer Sekundarinfektion ist eine Behandlung mit Penicillin, Peni-
cillin-Streptomycin oder Gentamicin sowie Sulfonamiden angezeigt.
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In Deutschland sind zur Prophylaxe folgende Impfstoffe verfigbar:

Cavallon® IR ist ein Totimpfstoff, der den Kentucky-Stamm des equinen Herpesvirus
EHV-1 und der equinen Influenzaviren A/equi/Prag/1/56, A/equi/2/Newmarket/2/93
beinhaltet.

Duvaxyn® IE Plus und in Kombination mit Tetanustoxoid Duvaxyn® IE T Plus; Duvaxyn ist
ein trivalenter Totimpfstoff, der die Stamme A/equi-1/Prag/56, A/equi-2/Miami/63 und A/equi-
2/Suffolk/89 beinhaltet.

Equilis® Influenza NN ist ein trivalenter Totimpfstoff flir Pferde und Ponys, der die Stam-
me A/equi/Prag/1/56, A/equi/2/Newmarket/1/93, A/equi/2/Newmarket/2/92 enthalt. Equilis ist
auch als Equilis® Influenza NNT in Kombination mit Tetanustoxoid erhéltlich.

Dartber hinaus gibt es Vakzinen, die sog. ISCOM, das sind immunstimulierende Komple-
xe mit Adjuvansfunktion. Die ISCOM sind Mizellen, die aus Saponinen, Cholesterol und Lipi-
den bestehen. Sie hillen die Antigene der Viren (Proteine und Peptide) ein und geben diese
verzdgert, wie aus einem Depot frei. ISCOM verstarken aufgrund der Iangeren Verweildauer
der antigenen Bestandteile die Immunantwort und erméglichen den Transport der Peptide
und Proteine (des Virus) in das Zytoplasma Antigen prasentierender Zellen (APC). Durch
Prasentation auf deren Oberflache werden zytotoxische T-Zellen aktiviert. Eine natirliche
Virusinfektion mit Aktivierung der humoralen (Antikorper) und zellularen Abwehr
(T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen) wird somit bestmdglich nachgeahmt. Ein
ISCOM enthaltender Impfstoff ist unter dem Namen Equip® F auf dem Markt, der neben
Influenza-Stammen des Subtyps 1 (Newmarket 77) und 2 (Borlange 91, Kentucky 98) das
sog. Quil A enhélt. Der Impfstoff ist auch in Verbindung mit Tetanustoxoid als Equip® FT
erhaltlich. Quil A ist ein Komplex aus Cholesterol, Lipiden und Saponinen. Andere Firmen
entwickeln derzeit ebenfalls Impfstoffe auf der Basis von ISCOM.

Resequin NN Plus® ist ein Kombinationsimpfstoff, es handelt sich um einen Totimpfstoff,
der zusatzlich zu den beiden aktuellen Influenza-Stammen Newmarket 2/93 (Europaischer
Typ) und Newmarket 1/93 (Amerikanischer Typ) die Stamme von EHV-1 (Stamm RAC-H)
und EHV-4 (Stamm 2252) enthalt.

Neuraminidasehemmer, wie das in der Humanmedizin eingesetzte (Tamiflu®), sind in fur

den Einsatz in der Veterinarmedizin noch nicht verfugbar.
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