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1 Einleitung

Die Kontagitse Equine Metritis (CEM, Contagious Equine Metritis) ist eine bei Pferden weit verbreitete
Deckseuche, die durch das Bakterium Taylorella equigenitalis (T. equigenitalis) ausgelost wird
(Timoney 2011). Mit T. equigenitalis infizierte Hengste sind immer symptomlose Trager des Erregers
und eine immunologische Reaktion konnte nicht nachgewiesen werden (Schliiter et al. 1991). Eine
Infektion mit T. equigenitalis bei Stuten kann eine Entziindungsreaktion des Reproduktionstraktes in
Form einer Vaginitis, Zervizitis, Endometritis und Salpingitis auslésen und vorriibergehend die Fertilitat
reduzieren (Acland und Kenney 1983; Timoney 2011). Betroffene Stuten kdnnen Symptome wie
vaginalen Ausfluss, intrauterine Flissigkeitsansammlung oder einen verkirzten Didstrus zeigen
(Crowhurst 1977; Timoney et al. 1977; Timoney 2011). Taylorella equigenitalis ist auch als
Abortausloser beschrieben (Nakashiro et al. 1981). Eine Trachtigkeit von T. equigenitalis-positiven
Stuten und die Geburt vitaler Fohlen sind aber ebenfalls moglich. Diese Fohlen kénnen T. equigenitalis-
positiv sein (Timoney et al. 1978c). Inapparente Verlaufe sind auch bei Stuten moglich, ebenso wie das

Auftreten von symptomlosen Tragerstuten nach einer Erkrankung (Timoney 2011).

Die Deckseuche wird durch T. equigenitalis ausgel6st, einem gram-negativen, mikroaerophilen
Bakterium (Platt et al. 1977; Jacob 2022). Es besiedelt die Genitalschleimhaute und kann dort Gber
Jahre bestehen bleiben (Timoney 1996). Unterschiede in der Pathogenitat sind fiir verschiedene
Stamme von T. equigenitalis bekannt (Bleumink-Pluym et al. 1996; Timoney 2011). Ein ldangeres
Uberleben von T. equigenitalis in der Umwelt ist derzeit nicht nachgewiesen (Timoney et al. 1978a;
Jacob 2022). Der Erreger kann durch direkten Kontakt der Genitalschleimhaute tbertragen werden
und das Infektionsrisiko wahrend des Geschlechtsaktes wird als hoch angesehen (Timoney 2011). Auch
durch indirekten Kontakt zwischen den Genitalschleimh&uten ist eine Ubertragung méglich (Timoney
2011). Mangelnde Hygiene bei der Zucht sowie eine Ubertragung iiber kontaminierte Gegenstiande
wurden bereits sehr friih als Ubertragungsweg beschrieben (Crowhurst 1977; Swerczek 1978a). Eine
intrauterine oder peripartale Ubertragung wird ebenfalls vermutet (Timoney und Powell 1982). Durch
die asymptomatischen, T. equigenitalis-positiven Hengste und durch das Auftreten von
asymptomatischen Stuten ist eine Identifizierung von T. equigenitalis-positiven Tieren erschwert und
somit die Einddmmung des Erregers aufwendig (Timoney 2011). Dieser Zustand zusammen mit einem
internationalen Austausch von Zuchttieren und Sperma beglinstigen die Verbreitung des Erregers
(Timoney 2011; Schulman et al. 2013). Eine Ubertragung von T. equigenitalis (iber Sperma (Versand-
oder Tiefkihlsperma) wird als moglich erachtet, auch wenn durch die hadufige Verwendung von
Antibiotika in Spermaverdiinner das Risiko als geringer angesehen wird als eine Ubertragung im

Natursprung (Timoney 2011; Klein et al. 2012).



Taylorella equigenitalis wurde seit seiner Entdeckung im Jahr 1977 (Crowhurst 1977) in zahlreichen
Landern nachgewiesen (Timoney 2011). In Deutschland sind von 2018 bis 2022 zwischen 25 bis 61 Fille
(Mittelwert 41,4) pro Jahr gemeldet worden (FLI 2023). Es wird ebenfalls ein endemisches Auftreten
in Teilen der deutschen Pferdepopulation vermutet (Sting et al. 2016). Aufgrund entgangener
Decktaxen, der Reduktion der Fertilitat und Bekampfungsmallnahmen haben Infektionen mit T.
equigenitalis das Potential hohe finanzielle EinbuRen zu bewirken (Timoney 2011). Diese EinbuRen
wurden fiir Ausbriiche in der Vollblutpferdezucht im Millionenbereich geschatzt (Holden 1978; Kristula
und Smith 2004; Luddy und Kutzler 2010; Timoney 2011). Deshalb gelten in manchen Landern und
Zuchtverbianden strenge Regeln fiir den Erregernachweis, um eine Ubertragung zu verhindern
(Timoney 2011). So missen in Europa und entsprechend in Deutschland Hengste vor der Frisch- und
Tiefgefrier-Spermaherstellung auf CEM getestet werden. Die Delegierte Verordnung (Commission
Delegated Regulation (EU) 2020/686; Annex II; Part 4; Chapter I) schreibt jedoch keine Testung von
Hengsten vor, die im Natursprung decken. In der Vollblutzucht ist eine Untersuchung auf CEM
verpflichtend fir Pferde, die in der Zucht eingesetzt werden (HBLB 2023). Dadurch konnte in der
Vollblutpferdezucht das erneute Auftreten von T. equigenitalis weitestgehend verhindert werden
(Schulman et al. 2013). Demgegeniber wird die CEM in Zentraleuropa als endemisch in der Nicht-
Vollblutpferdepopulation gesehen (Timoney 2011; Schulman et al. 2013). Die Bedeutung und die
Auswirkungen der CEM auf die Pferdezucht werden unterschiedlich eingeschatzt. Neben den
beschriebenen potentiell groBen Gefahren fiir die Zucht vermuten Parlevliet et al. (1997) ein
endemisches Auftreten von T. equigenitalis in der Pferdepopulation und das Auftreten von

unterschiedlich pathogenen Stammen.

Aufgrund vermehrter Anfragen von Islandpferdeziichtern und -besitzern hinsichtlich CEM-
Erkrankungen, Ubertragungswege und Therapiemethoden, erwuchs der Verdacht auf eine méogliche
CEM-Problematik in der deutschen lIslandpferdzucht. Aus einer derartigen Problematik mit T.
equigenitalis-positiven Tieren wirden sich weitergehende Fragen ergeben: Handelt es sich um ein
zunehmendes Auftreten von T. equigenitalis? Welche Auswirkungen ergeben sich daraus fur die
Islandpferdezucht? Konnten positive Islandpferde eine potentielle Gefahr fiir die Zuchttiere anderer
Pferderassen darstellen? Dieser Verdacht eines vermehrten Auftretens von T. equigenitalis war der
Anlass die nachfolgende Studie durchzufiihren, mit dem Ziel in einer ersten Untersuchung die
Pravalenz von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten im Vergleich zu Hengsten von Rassen, die
ahnliche Zuchtmethoden anwenden, besser einschatzen zu kénnen. Aus diesem Grund wurden fiir die
Vergleichsgruppe Haflingerpferde- und Kaltblutpferdehengste ausgewahlt. In der Zucht von
Islandpferden, Haflingerpferden und Kaltblutpferden war der Natursprung, in den von uns
untersuchten Bestdanden, weit verbreitet. Fiir Pferde, die im Natursprung decken, ist keine Testung auf

CEM nach européischem (Commission Delegated Regulation (EU) 2020/686; Annex II; Part 4; Chapter



I) oder nationalem deutschem Recht vorgeschrieben. In dieser Untersuchung wurde das Vorkommen
von T. equigenitalis bei Islandpferde-, Haflingerpferde- und Kaltblutpferdehengsten in Stiddeutschland
und Osterreich untersucht. Die Hypothese war, dass T. equigenitalis vermehrt bei

Islandpferdehengsten im Vergleich zu Haflingerpferde- und Kaltblutpferdehengsten auftritt.






2 Literatur

2.1 Kontagiose Equine Metritis

Die CEM ist eine ansteckende Deckseuche, die direkt aber auch indirekt zwischen Hengsten und Stuten
Ubertragen wird (Timoney 2011). Hengste sind symptomlose Trager des Erregers (Schliter et al. 1991),
wahrend bei Stuten eine Infektion zu einer Erkrankung des Reproduktionstraktes und einer
vorribergehenden verringerten Fertilitat flihren kann (Timoney 2011). Ausgeldst wird die Erkrankung
durch das Bakterium T. equigenitalis (Platt et al. 1977; Sugimoto et al. 1983). Der Erregernachweis
erfolgt derzeit meist Gber Anzucht und Identifizierung einer Bakterienkultur oder (ber eine PCR-
basierte Nachweismethode (OIE 2022). Die Erkrankung konnte weltweit in zahlreichen Landern und
Pferderassen nachgewiesen werden (Timoney 2011; OIE 2022). Eine Therapie ist moglich, jedoch mit
einem relativ groRen Aufwand verbunden und teilweise langwierig (Luddy und Kutzler 2010). In den

nachfolgenden Kapiteln wird auf die einzelnen Punkte im Detail eingegangen.

2.1.1 Erkrankung und Symptomatik

Bei Hengsten fiihrt eine Infektion mit T. equigenitalis zu keiner Symptomatik (Schliiter et al. 1991;
Timoney 2011). Eine Erkrankung konnte weder durch klinische Anzeichen noch durch eine
immunologische Reaktion im Blutbild oder anhand von serologischen Untersuchungen gezeigt werden
(Schliter et al. 1991). Der Erreger besiedelt die Genitalschleimhdute und kann dort (iber Jahre
bestehen bleiben (Timoney 1996). Bleumink-Pluym et al. (1996) konnte in der Zellkultur mit equinen
Hautzellen zeigen, dass zwischen verschiedenen T. equigenitalis Stimmen Unterschiede bei der
Invasions- und Replikationsfahigkeit bestehen. Ein Zusammenhang zwischen der Zellinvasion und der
intrazelluldren Replikation wurde nicht festgestellt. Zusammen mit dem relativ hdaufigen Vorkommen
von T. equigenitalis auch bei gesunden Pferden (35% (68/191)) werden auch kommensale T.
equigenitalis Stamme abhangig von der Virulenz vermutet (Bleumink-Pluym et al. 1994; Bleumink-
Pluym et al. 1996). Dies stimmt mit Beobachtungen von Ausbriichen Giberein, bei denen Unterschiede
der auftretenden Symptome mit Unterschieden in den T. equigenitalis Stammen begrindet wurde
(Timoney 2011). Eine Abweichung im Mikrobiom der Genitalschleimhaut bei einem T. equigenitalis-
positiven Hengst wurde von Quifiones-Pérez et al. (2020) beschrieben. Ein vermehrtes Vorkommen
von Actinobacteria phylum wurde durch Next-Generation-Sequencing (NGS) nachgewiesen und wird
teilweise mit einer erhéhten Caspase-Aktivitat in Verbindung gebracht. Dass prinzipiell eine Anderung
der mikrobiellen Flora das Wachstum von Pathogenen begiinstigen kann, wurde fiir den

Gastrointestinaltrakt bei Pferden nachgewiesen und wird fiir den Genitaltrakt vermutet (Quifiones-



Pérez et al. 2020). Histopathologische Untersuchungen von Endometriumsbiopsien, durchgefiihrt von
Ricketts et al. (1977), zeigten fokale, luminale Hyperplasien des Epithels und degenerative
Verdanderungen. Neben den (iblichen Lokalisationen fanden Schliiter et al. (1991) T. equigenitalis
verdachtige Kulturen bei der postmortalen, bakteriologischen Untersuchung eines infizierten Hengstes
ebenfalls im Hoden, Nebenhoden und der Samenleiterampulle. Dabei handelt es sich um einen
einzelnen Bericht, der allerdings bedeuten wiirde, dass T. equigenitalis zu einer aufsteigenden

Infektion fihren konnte (Timoney 2011).

Bei Stuten kann eine Infektion sowohl einen subklinischen Verlauf als auch eine geringgradige bis
hochgradige Vaginitis, Zervizitis, Endometritis und Salpingitis zur Folge haben, fiihrt aber fir
gewohnlich zu keiner lebensbedrohlichen Erkrankung (Acland und Kenney 1983; Timoney 2011).
Symptomatisch zeigt sich eine Erkrankung haufig durch unterschiedlich starken, mukopurulenten bis
eitrigen, vaginalen Ausfluss und intrauterine Flissigkeitsansammlung (Crowhurst 1977; Timoney et al.
1977; Timoney 2011). In Infektionsversuchen wurden 12 bis 48 Stunden nach der Infektion eine
Symptomatik beobachtet (Platt et al. 1977; Ricketts et al. 1977). Bereits 12 Stunden nach der Infektion
wurden von Ricketts et al. (1977) Entziindungsanzeichen (Vaginitis, Zervizitis) beobachtet und nach 36
Stunden zeigten die Stuten vaginalen Ausfluss. Des Weiteren wurde bei infizierten Stuten zudem ein
verkirzter Diostrus festgestellt. Timoney et al. (1977) beschreiben das Einsetzen der Rosse bereits
nach drei bis 12 Tagen. In pathologischen Untersuchungen infizierter Stuten von Acland und Kenney
(1983) werden mittelschwere, diffuse, akute Endometritiden beschrieben, welche bis Tag 14
zunehmen und danach wieder abnehmen. Milde Endometritiden bestanden bis zu 116 Tagen. Die
Entfernung der Klitoris, die ein Reservoir fir T. equigenitalis darstellt, hatte keinen Einfluss auf die
Schwere oder Linge der Erkrankung (Acland und Kenney 1983). Auch eine milde, multifokale
Salpingitis wurde in Gber 60% der untersuchten positiven Stuten diagnostiziert (Acland und Kenney
1983). In derselben Studie konnte in zwei Fillen (2/23) Verdnderungen an den Ovarien festgestellt
werden, wobei auch andere Ursachen fiir die Veranderungen als moglich erachtet wurden. Bei Stuten
|6st die CEM eine Reaktion des Immunsystems aus. Benson et al. (1978) zeigten eine serologische
Immunreaktion durch T. equigenitalis mit Hilfe eines Agglutinations- und eines Antiglobulintests von
bekannt erkrankten Stuten im Gegensatz zu Stuten mit unbekanntem Infektionsstatus. Des Weiteren
konnten Croxton-Smith et al. (1978) mit Hilfe eines Komplementbindungstests ebenfalls T.

equigenitalis nachweisen und zeigen, dass dies bis zu 6 Monate nach Infektion moglich ist.

Eine Reinfektion und erneute Erkrankung an CEM bei Stuten konnte in einem Infektionsversuch von
Timoney et al. (1979b) nach 4 bis 5 und 12 bis 14 Monaten nachgewiesen werden. Dabei erkrankten

alle Stuten erneut, hatten aber mildere Symptome als bei der Erstinfektion und nur wenige Stuten



wurden Tragerstuten. Eine natirliche Elimination von T. equigenitalis bei der Stute scheint moglich zu
sein (Luddy und Kutzler 2010). Aber auch asymptomatische Trager-Stuten, in denen T. equigenitalis
Uber Jahre persistiert, kdnnen entstehen (Timoney 1996). Unterschiede in der Empfanglichkeit fiir T.

equigenitalis zwischen GroRpferde- und Ponystuten sind nicht bekannt (Timoney 2011).

Eine Infektion mit der CEM schlieRt eine Trachtigkeit und die Geburt eines gesunden Fohlens nicht aus.
Timoney et al. (1978c) berichten, dass bei einer Stute, die gerade ein gesundes Fohlen zur Welt
gebracht hatte und vermutlich ein asymptomatischer Trager war, CEM nachgewiesen werden konnte.
Vereinzelt kann T. equigenitalis aber wahrscheinlich auch Aborte auslésen. Nakashiro et al. (1981)

identifizierten in einem Fall den Erreger als Abortursache.

2.1.2 Taylorella equigenitalis

Der auslosende Erreger der CEM ist das Bakterium T. equigenitalis, erstmal beschrieben von Platt et
al. 1977 als ein gramnegatives, mikroaerophiles Bakterium. Dieses ist nicht motil, hat keine Flagellen
und kommt haufig in kokkoider Form vor. Reaktionen mit Oxidase, Katalase und Phosphatase sind
positiv (Platt et al. 1977; Sugimoto et al. 1983; Jacob 2022). Die GroRe liegt in etwa bei 0,8x5-6um, die
Wandstruktur besteht aus Lipopolysacchariden sowie Proteinen und ist von einer Kapsel umgeben
(Jacob 2022). Diese Proteine ahneln Porin-Proteinen von Bordetella pertussi und Neisseria Spezien

(Jacob 2022).

Das Bakterium wurde von Taylor et al. (1978, zitiert nach Sugimoto et al. 1983) als Haemophilus
equigenitalis bezeichnet und der Name in Veroffentlichungen verwendet. Unter Nutzung
phénotypischer Charakterisierung, DNA Basen Komposition und DNA-DNA Hybridisierung wurde durch
Sugimoto et al. (1983) eine taxonomische Neueinordnung vorgenommen. Das Bakterium wurde in T.
equigenitalis umbenannt, die noch heute verwendete Bezeichnung. Taxonomisch eingeordnet wird

das Bakterium wie folgt (Schoch et al. 2020):

Stamm: Pseudomonadota,
Klasse: Betaproteobacteria
Ordnung: Burkholderiales
Familie: Alcaligenacea
Gattung:Taylorella

Spezies: Taylorella equigenitalis



Eine vollstdndige Sequenzierung des Genoms erfolgte erstmals durch Hébert et al. (2011) fur den

Stamm MCE9 und kann in der Datenbank GenBank unter der Nummer CP002456 eingesehen werden.

Taylorella equigenitalis besiedelt die Genitalschleimhaute von Pferden, welche als die natirlichen
Wirte und als Reservoire des Bakteriums gelten (Timoney 2011; Jacob 2022). Unterschiede der
Invasions- und Replikationsfahigkeit in equinen Hautzellen konnten fiir unterschiedliche T.
equigenitalis-Stamme in Zellkulturversuchen nachgewiesen werden (Bleumink-Pluym et al. 1996). Ein
Bestehen des Bakteriums lber Jahre konnte bei Hengsten und Stuten nachgewiesen werden (Timoney
1996). Das Bakterium wird durch gewdhnliche Desinfektionsmittel, UV Strahlung, hohe Temperaturen
und reduzierte Feuchtigkeit abgetotet (Timoney 2011). Ein langeres Bestehen von T. equigenitalis in
der Umwelt ist bis jetzt nicht beschrieben (Timoney et al. 1978a; Jacob 2022). Jedoch konnten
Allombert et al. (2014) in der Zellkultur nachweisen, dass T. equigenitalis in Amoben (Acanthamoeba
castellanii) 7 Tage Uberleben kann. Dies wurde von den Autoren als Moglichkeit fur T. equigenitalis in

Betracht gezogen in der Umwelt zu Gberleben.

Anhand der Sensibilitdt gegeniiber Antibiotika erfolgt ebenfalls eine Unterscheidung in Streptomycin
sensitive und resistente Varianten (Swerczek 1978a; Jacob 2022). Luddy und Kutzler (2010)
schlussfolgerten zusammenfassend, dass T. equigenitalis gegen viele Antibiotika Sensibel ist. Bereits
Platt et al. (1977) zeigten eine Sensibilitdit gegenliber Benzylpenicilin, Penicillin, Ampicillin,
Trimethoprim, Sulphamethoxazole, Clindamycin, Streptomycin, Erythromycin Gentamicin,
Tobramycin, Amikacin, Neomycin, Kanamycin, Chloramphenicol, Polymyxin B, Fusidic
acid/Fusidinsdure jedoch eine Resistenz gegen Metronidazole. Eine Verdnderung in der
Empfindlichkeit von T. equigenitalis wurde, Gber die letzten Jahre, nicht beobachtet (Timoney 2011).
Jedoch berichten Schliter et al. (1991) bei der langen und aufwandigen Behandlung eines Hengstes
mit verschiedenen Antibiotika (systemisch und lokal) von Resistenzbildungen gegen Penicillin,

Streptomycin und Nitrofurantoin. Zu Beginn der Behandlung lagen keine derartigen Resistenzen vor.

Eine Infektion von Eselstuten mit T. equigenitalis (Haemophilus equigenitalis) war moglich und es
zeigten sich dhnliche Symptome wie bei Pferdestuten (Timoney et al. 1985a). Alle Eselstuten zeigten
eine spontane Genesung und das Bakterium konnte nicht mehr nachgewiesen werden. Bei Eseln
konnte die Spezies Taylorella asinigenitalis (T. asinigenitalis), wie im nachfolgenden Kapitel ndher
beschrieben, nachgewiesen werden (Jang et al. 2001). Ebenfalls konnte von Timoney et al. (1985b) T.
equigenitalis bei Infektionsversuchen auf Mause Ubertragen werden. Keine der Mause zeigte
klinischen Anzeichen einer Erkrankung, allerdings konnte das Bakterium teilweise noch 19 Wochen
nach Infektion nachgewiesen werden. Eine venerische Ubertragung von positiven weiblichen auf
mannliche Tiere war nicht moglich (Timoney et al. 1985b). Bei Infektionsversuchen mit Rindern,

Schafen und Schweinen von Timoney et al. (1978b) konnte durch das Ubertragen des Erregers,



wahrend der kiinstlichen Besamung, keine Symptomatik oder Erkrankung, die auf eine Infektion mit T.
equigenitalis zurlickzufliihren war, beobachtet werden. Auch in anschlieBenden, bakteriologischen
Untersuchungen war T. equigenitalis nicht nachweisbar. Fiir eine Ubertragbarkeit von T. equigenitalis

auf den Menschen gibt es keine Hinweise (Timoney 2011).

2.1.2.1 Taylorella asinigenitalis

In der Gattung Taylorella gibt es neben der Spezies T. equigenitalis auch T. asinigenitalis (Jang et al.
2001). Dieses Bakterium wurde bei Eselhengsten nachgewiesen und zeigt ein langsameres Wachstum
bei der Anzucht verglichen mit T. equigenitalis (Katz et al. 2000; Jang et al. 2001). Bei infizierten
Eselhengsten konnten keine klinischen Symptome beobachtet aber Antikdrper nachgewiesen werden,
die mit T. equigenitalis Antigenen reagierten (Katz et al. 2000; Jang et al. 2001). Anhand von
phanotypischen Unterschieden und DNA-DNA Hybridisierungsunterschieden kamen Jang et al. (2001)
zu dem Schluss, dass es sich bei diesen Isolaten von Eseln um eine neue Spezies handelt und benannten
diese T. asinigenitalis. Katz et al. (2000) konnten bei Infektionsversuchen mit T. asinigenitalis zeigen,
dass sich Pferdestuten mit dem Kentucky-Stamm infizieren kdnnen, nicht aber mit dem California-
Stamm. Auch bei einem dreijahrigen Pferdehengst konnte T. asinigenitalis bei der Routine CEM

Diagnostik detektiert werden (Baverud et al. 2006).

2.1.3 Infektionswege

Fiir das Bakterium T. equigenitalis ist sowohl eine direkte als auch eine indirekte Ubertragung zwischen
Hengsten und Stuten nachgewiesen (Timoney 2011). Die direkte Ubertragung von T. equigenitalis
wiahrend des Deckaktes ebenso wie die indirekte Ubertragung aufgrund mangelnder Hygiene wurden
bereits von Crowhurst (1977) beschrieben. Weitere Berichte (Swerczek 1978a) sowie die
Ubertragungen der Erkrankung durch das Verbringen vaginalen Ausflusses einer erkrankten Stute auf
eine Maidenstute durch Ricketts et al. (1977) bestétigten diese Ubertragungswege. Das Risiko einer
Ubertragung durch direkten Kontakt der Genitalschleimhiute und somit die Ubertragung im
Natursprung wird als relativ hoch eingeschitzt (Timoney 2011). Aber auch die indirekte Ubertragung
Uber kontaminierte Gegenstinde wie zum Beispiel Spekula, Besamungsequipment ist moglich
(Timoney 1996).Eine Infektion liber kontaminiertes Versand- oder Tiefgefriersperma und Embryonen
ist ebenfalls moglich und wird von Schulman et al. (2013) als ein héaufiger auftretender
Ubertragungsweg beschrieben. Dieser sieht nicht nur eine Gefahr in der weitreichenden
geographischen Verbreitung, sondern auch in der zeitlichen Verschleppung durch die Konservierung
in Tiefgefriersperma. Von Timoney (1996) werden positive Animierhengste ebenfalls als potentielle

Ubertrager gesehen, auch wenn die Bedeutung dieser Art der Ubertragung nicht nachgewiesen ist.
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Neben der horizontalen Ubertragung wird aber auch eine vertikale Ubertragung von Mutterstuten auf
Fohlen vermutet. Timoney und Powell (1982) schlussfolgerten in einer retrospektiven Studie, in der 15
Hengstfohlen und zwei Stutfohlen untersucht wurden, dass auch eine intrauterine, peripartale oder

postnatale Infektion, zum Beispiel wahrend der Saugperiode, méglich ist.

2.1.4 Erregernachweis

Fir den Nachweis von T. equigenitalis wird von der Européischen Union (EU) die Probenentnahme
beim Hengst von dem Penisschaft, der Urethra und der Fossa Glandis, vorgeschrieben, wenn von
diesem Sperma gewonnen und weiterverarbeitet werden soll (Commission Delegated Regulation (EU)
2020/686; Annex II; Part 4; Chapter I). Die Tupferprobenentnahme beim Hengst ist in den Abbildungen
1 bis 3 dargestellt. Bei der Stute ist die Probenentnahme von den Schleimhauten der Fossa clitoridis
und dem Sinus clitoridis vorgeschrieben, wenn Eizellen oder Embryonen entnommen werden sollen
(Commission Delegated Regulation (EU) 2020/686; Annex II; Part 4; Chapter I). Eine Probenentnahme
von diesen Lokalisationen wird in den Abbildungen 4 bis 7 gezeigt. Von der World Organisation for
Animal Health (WOAH; friiher als Office International des Epizooties (OIE) bezeichnet (WOAH 2023))
werden dieselben und weitere Lokalisationen als Reservoire fiir T. equigenitalis beschrieben und fir
die Probenentnahme als geeignet angesehen (Hengst: urethral fossa, urethral sinus, terminal urethra
and penile sheath; Stute: clitoral fossa, clitoral sinuses and uterus) (OIE 2022). Timoney und Powell
(1982) weisen darauf hin, dass wegen falsch-negativen Bakterienkultur-Ergebnissen teilweise mehr als
einmal Proben genommen werden mussten. Zudem konnte gezeigt werden, dass nicht immer alle
Lokalisationen gleichzeitig positiv sind. Am haufigsten konnte T. equigenitalis in der Fossa glandis

nachgewiesen werden (Timoney und Powell 1982).

Abbildung 1: Tupferprobenentnahme beim Hengst aus Abbildung 2: Tupferprobenentnahme beim Hengst aus
der Urethra der Fossa glandis
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Abbildung 3: Tupferprobenentnahme beim Hengst an
der Umschlagstelle des Praputiums

Abbildung 4: Tupferprobenentnahme bei der Stute aus Abbildung 5: Tupferprobenentnahme bei der Stute aus
der Fossa clitoridis dem Sinus clitoridis medialis
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Abbildung 6: Tupferprobenentnahme beim der Stute Abbildung 7: Tupferprobenentnahme beim der Stute
aus dem Sinus clitoridis lateralis aus dem Sinus clitoridis lateralis

Der erste Nachweis des Erregers erfolgte von Platt et al. (1977) durch Anzucht des Bakteriums und der
Differenzierung aufgrund seiner Eigenschaften. Auch heute ist die Isolierung und Identifikation des
Bakteriums eine giangige Nachweismethode und zahlt zu den von der WOAH empfohlenen Methoden
(OIE 2022). Fir die Anzucht wird von der OIE (2022) empfohlen bei der Probenentnahme den Tupfer
in ein Amies-Kohle Medium zu geben. Durch das spezielle Amies-Kohle Medium werden
Nebenprodukte des Bakterienmetabolismus gebunden, die einen hemmenden Einfluss haben
(Swerczek 1978a; OIE 2022). Der Transport sollte kiihl erfolgen und die Anzucht innerhalb von 48 h
starten. Bei hoheren Temperaturen sind weniger T. equigenitalis Bakterien anzlichtbar (Sahu et al.
1979, zitiert nach OIE 2022). Die Anzucht erfolgt auf Kochblutagar, wobei der Zusatz von Antibiotika
bei der Anzucht helfen kann, um das Wachstum von anderen Bakterien zu hemmen (Swerczek 1978b;
OIE 2022). Die WOAH beschreibt die Verwendung von Trimethoprim (1ug/ml), Clindaymycin (5ug/ml)
und Amphotericin B (5-15 pg/ml), wie es von Timoney et al. (1982) bereits publiziert wurde (OIE 2022).
Um die Moglichkeit auszuschlieBen, dass durch die angewendeten Substanzen auch Stamme von T.
equigenitalis gechemmt werden, wird empfohlen eine weitere Bakterienkultur auf Kochblutagar (5%)
reich an Pepton und versetzt mit Cystein (0,83 mM), Natriumsulfit (1,59 mM) und Amphotericin B (5-
15 pug/ml) anzuzichten (OIE 2022). Die Inkubation erfolgt bei 35 bis 37C° bei einem 5 bis 10%igem CO»-
Gehalt tGber einen Zeitraum von gewoéhnlich 72 Stunden und sollte mindestens 7 Tage lang erfolgen
(OIE 2022). Ward et al. (1984) beschreiben in ihrer Studie, dass 39% der Proben langer als 6 Tage
bendtigten bevor Kolonien sichtbar waren, dass es aber auch bis zu 14 Tagen dauern kann. Kolonien

von T. equigenitalis sind glatt, glanzend, gelbgrau, konnen einen Durchmesser von 2-3mm und einen
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Rand aufweisen (OIE 2022; Jacob 2022). In der Abbildung 8 sind nachfolgend angeziichtete T.

equigenitalis Kolonien abgebildet.

Abbildung 8: Taylorella equigenitalis Kultur angeziichtet auf Kochblutagar

Die Testbelegung einer Stute kann als eine weitere Nachweismethode ergdnzend eingesetzt werden.
Geringe Konzentrationen von T. equigenitalis, die in der Anzucht nicht nachweisbar sind, kdnnen so

teilweise nachgewiesen werden (OIE 2022).

Die Identifizierung von T. equigenitalis Kolonien kann durch Serotypisierung unter Verwendung von
Agglutinationstests, direkter oder indirekter Immunfluoreszenz Methoden erfolgen (OIE 2022). Breuil
et al. (2010) beschreiben eine Nachweismethode mit indirekter Immunfluoreszenz fiir den Nachweis
aus einer Bakterienkultur oder einem Tupfer. Fiir den positiven Nachweis aus Tupfern wird aufgrund
einer geringeren Spezifitdt eine anschlieBende Testung mittels PCR oder bakterieller Anzucht
empfohlen. Von der WOAH wird der Immuno Fluorescence Antibody Test (IFAT) als nur bedingt

geeignete Nachweismethode eingestuft (OIE 2022).

Als eine weitere Methode zur Identifizierung von T. equigenitalis Kolonien steht die Matrixunterstiitzte
Laser Desorption lonisation Flugzeit Massenspektrometrie (Matrix-assisted laser desorption ionisation
time-of-flight mass spectometry (MALDI-TOF MS)) zur Verfigung (OIE 2022). Petry et al. (2019)
konnten zeigen, dass dies eine schnelle und zuverldssige Methode ist, um T. equigenitalis und

Taylorella asinigenitalis zu identifizieren.
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Eine weitere von der WOAH empfohlene Nachweismethode von T. equigenitalis ist die real-time PCR
(OIE 2022). Hiermit kann T. equigenitalis von Tupfern direkt oder auch von Kolonien aus der
Bakterienanzucht nachgewiesen werden (OIE 2022). Die folgenden Vorteile einer PCR gegenliber dem
Nachweis durch Anzucht werden von der WOAH (OIE 2022) aufgelistet: geringere Beeinflussung durch
kontaminierende Bakterienfloren; eine kirzere Durchflihrungszeit; geringere Anspriiche an den
Transport der Proben, weil lediglich DNA nachgewiesen wird; Differenzierung zwischen T. equigenitalis
und T. asinigenitalis (OIE 2022). Von der WOAH wird die Verwendung der real-time PCR von Wakeley
et al. (2006) und die real-time PCR von Nadin-Davis et al. (2015) empfohlen (OIE 2022). Erstere PCR

wurde auch in der vorliegenden Studie angewendet.

Bei der real-time PCR von Wakeley et al. (2006) erfolgt die Vervielfaltigung der DNA mittels der Primer
Tay377for: CCGCGTGTGCGATTGA und Tay488rev: TTTGCCGGTGCTTATTCTTCA. Der Nachweis von T.
equigenitalis erfolgt Gber eine TagMan Sonde TequiFAM:
AAAGGTTTGTGTTAATACCATGGACTGCTGACGG. Folgendes Temperaturprotokoll ist fir die
Durchfiihrung der PCR angegeben (Wakeley et al. 2006):

e Initiale Denaturierung bei 94°C fur 2 Minuten.
e Gefolgt von 40 Zyklen bestehend aus:
o Denaturierung bei 94°C fiir 5 Sekunden
o Primer Bindung bei 60°C fiir 10 Sekunden und Verlangerung

o Datenerfassung bei 72°C fiir 15 Sekunden.

Die PCR wurde anhand von 1090 Proben evaluiert und eine Sensitivitdt von 83,3% sowie eine Spezifitat

von 99,7% kalkuliert (Wakeley et al. 2006).

2.1.5 Epidemiologie

Fir die Verbreitung von T. equigenitalis, dem auslésenden Erreger der CEM, gibt es verschiedene
Einflussfaktoren. Beschriebene Faktoren sind der Tragerstatus bei Hengsten und Stuten, direkte und
indirekte Ubertragungswege, Unterschiede in der Pathogenitit zwischen den T. equigenitalis Stimmen

und der internationale Zuchtverkehr (Timoney 1996, 2011).

Der Tragerstatus bei Hengsten und auch bei Stuten ist ein entscheidender Faktor in der Verbreitung
(Timoney 1996). Nach einer Infektion kdnnen Hengste, aber auch Stuten, zu asymptomatischen
Tragertieren werden und somit unerkannt den Erreger verbreiten (Timoney 1996). Dieser Faktor
gepaart mit den unterschiedlichen Sensitivitaten von T. equigenitalis Nachweisen macht das

Verhindern einer Ubertragung schwierig und aufwéndig (Luddy und Kutzler 2010; Timoney 2011).
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Die Ubertragung des Erregers erfolgt durch direkten und indirekten Schleimhautkontakt des
Genitaltraktes (Timoney 2011). Eine Ubertragung im Natursprung bei direktem Kontakt der
Schleimhdute ist sehr wahrscheinlich (Timoney 2011). Die Ubertragung kann aber auch in der
kiinstlichen Besamung durch kontaminierten Samen oder kontaminierte Gegenstdnde erfolgen
(Timoney 2011). Eine indirekte Ubertragung durch kontaminierte Gegenstiande wie Spekula, kiinstliche
Scheiden oder Phantome wurden in Ausbriichen als Ubertragungsursachen identifiziert (Timoney

2011). Somit ist die Gefahr einer Ubertragung durch die Zucht und bei Zuchttieren immer présent.

Beobachtungen von Ausbriichen haben gezeigt, dass unterschiedliche Stamme von T. equigenitalis in
dem Verdacht stehen eine unterschiedliche Pathogenitat zu besitzen (Timoney 2011). Unterschiede in
der Virulenz konnten von Bleumink-Pluym et al. (1996) in Zellkulturmodellen nachgewiesen werden.
Somit stellt der auftretende Stamm wahrscheinlich einen wesentlichen Faktor fur die
epidemiologische Verbreitung dar und koénnte je nach Stamm grofle Unterschiede zwischen den

Ausbriichen bewirken (Timoney 2011).

Der Zuchtverkehr und somit der internationale Austausch von Zuchthengsten und Zuchtstuten spielen
eine bedeutende Rolle in der Verbreitung von T. equigenitalis (Timoney 2011). Neben der Verbringung
von positiven Tieren stellt auch der Versand von gekiihltem oder gefrorenem Sperma einen moglichen
Ubertragungsweg dar (Timoney 2011). Dadurch besteht die Mdoglichkeit positives Sperma eines
Hengstes weltweit zu verbreiten. Anhand eines Ausbruchs der CEM 2008 in den USA wurde die
Reichweite und Verschleppung dieser Erkrankung mit den heute (iblichen Zuchtmethoden und
Reiseaktivitaten der Zuchttiere von Timoney (2011) dargestellt. Bei der Untersuchung des Ausbruches
wurden 28 Tragertiere identifiziert. Weitere 722 Stuten und 255 Hengste, verteilt Gber 48 Staaten der

USA, wurden als potentiell infiziert angesehen (Timoney 2011).

Neben diesen haufig beschriebenen Verbreitungsfaktoren, denen jeweils eine malgebliche
Beteiligung bei Ausbriichen zugeordnet wurde, gibt es noch weitere Faktoren. Eine peripartale
Ubertragung von T. equigenitalis von Mutterstuten auf ihre Fohlen wird vermutet (Timoney und Powell
1982; Timoney 2011). Dabei ist nicht geklart, ob eine Ubertragung intrauterin, wihrend der Geburt
oder erst nach der Geburt stattfindet. Fiir eine Ubertragung des Erregers durch die Umwelt konnte

aber aktuell noch kein Nachweis erbracht werden (Jacob 2022).

Das Auftreten der CEM wurde erstmals in England 1977 von Crowhurst (1977) beschrieben. Nach dem
Ausbruch der CEM in der Vollblutpferdepopulation von Newmarket hatte die Erkrankung einen
negativen Einfluss auf die Abfohlraten und verursachte einen erheblichen finanziellen Schaden (Luddy

und Kutzler 2010). Allein in dieser Zuchtsaison waren iber 29 Betriebe in dieser Gegend betroffen und
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23 Hengste sowie etwa 200 Stuten infiziert. Als Ursprung fir diesen Ausbruch wird vermutet, dass T.
equigenitalis durch Stuten aus Irland nach England eingeschleppt wurde (Luddy und Kutzler 2010).
Andere Autoren sehen auch Hinweise anhand von retrospektiven klinischen und epidemiologischen
Daten dafiir, dass die CEM schon ein und zwei Jahre zuvor in Irland unbemerkt aufgetreten ist (Timoney
2011; Timoney und Powell 1982). Es wird allerdings vermutet, dass Stuten aus Frankreich urspriinglich
die CEM verbreitet haben (Luddy und Kutzler 2010). Wo und wann sich T. equigenitalis urspriinglich

entwickelt hat, konnte nicht abschliefend geklart werden.

Die CEM wurde nach ihrer ersten Beschreibung in zahlreichen weiteren Landern nachgewiesen, wie
von Matsuda und Moore (2003) zusammengefasst und dargestellt. So gab es im selben Jahr noch
Nachweise aus Irland, Frankreich und Australien (Matsuda und Moore 2003). Im Februar 1978 wurden
in den USA Stuten mit CEM von Hengsten angesteckt, die aus Frankreich importiert wurden (Swerczek
1978a). Im selben Jahr wurde die CEM auch in Deutschland und Belgien erkannt (Matsuda und Moore
2003). Viele Lander versuchten sich durch Vorschriften vor einer Einschleppung von T. equigenitalis zu
schitzen (Timoney 2011). Taylorella equigenitalis wurde mittlerweile weltweit beschrieben (Timoney
2011). So gibt es Berichte von grofReren und kleineren Ausbriichen aus mehreren Landern Europas
(Parlevliet et al. 1997; Rocha 2016; Stritof et al. 2017), den Vereinigten Staaten von Amerika (Luddy
und Kutzler 2010), Japan (Anzai et al. 2012), Agypten (Sobhy et al. 2019) oder auch Siid Korea (Jeoung
et al. 2016).

In Europa wird die CEM von einigen Autoren als endemisch in der Nicht-Vollblutpferdepopulation
angesehen (Timoney 2011; Schulman et al. 2013). In der Vollblutpferdezucht gibt es strenge Regeln
und alle Zuchttiere missen vor dem Deckeinsatz auf CEM getestet werden (HBLB 2023). Damit hat es
die Vollblutzucht geschafft Ausbriiche von CEM effektiv zu verhindern (Schulman et al. 2013). Generell
sind in der EU Tests auf T. equigenitalis ebenfalls fiir Hengste, deren Sperma fir die kiinstliche
Besamung gewonnen wird, vorgeschrieben (Commission Delegated Regulation (EU) 2020/686; Annex
IIl; Part 4; Chapter I). Allerdings gibt es in der EU keine offiziellen Vorschriften fiir Hengste oder Stuten,

die im Natursprung eingesetzt werden. Dies gilt entsprechend auch in Deutschland.

2.1.6 Behandlung

Die grundsatzliche Behandlung von T. equigenitalis-positiven Tieren besteht aus der topischen
Anwendung von desinfizierenden und antimikrobiellen Substanzen (Kristula und Smith 2004; Luddy
und Kutzler 2010; Schulman et al. 2013). In vielen dieser Protokolle wird die lokale Behandlung durch
eine systemische antibiotische Behandlung ergdnzt. Eine Beprobung auf T. equigenitalis darf nach der
europdischen Gesetzgebung frithestens 7 Tage nach systemischer Behandlung oder 21 Tage nach

lokaler Behandlung durchgefiihrt werden (Commission Delegated Regulation (EU) 2020/686; Annex II;
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Part 4; Chapter 1). Eine Impfung gegen T. equigenitalis ist derzeit nicht moglich (OIE 2022). Eine
natlrliche Elimination von T. equigenitalis kann erfolgen (Luddy und Kutzler 2010). Die Behandlung
von Hengsten und Stuten wird in zahlreichen Publikationen und Lehrbiichern dhnlich beschrieben und
ist nachfolgend zusammengefasst (Timoney 1996; Kristula und Smith 2004; Luddy und Kutzler 2010;
Schulman et al. 2013).

Bei der Behandlung von T. equigenitalis-positiven Hengsten muss ein grindliches Waschen und
Saubern der Genitalschleimhé&ute erfolgen (Luddy und Kutzler 2010). Dafiir wird die Verwendung von
Chlorhexidin-Lésung (2-4%) empfohlen. Der Hengst muss bei dieser Behandlung vollstandig
ausschachten, um eine griindliche Waschung gewahrleisten zu kénnen. Nach dem Waschen sollten die
Schleimhdute zuerst abgetrocknet werden und anschlieBend mit nitrofurazonhaltiger (0,2%),
silbersulfadiazinhaltiger (1%) oder gentamicinhaltiger Salbe versorgt werden (Schulman et al. 2013).
Diese Prozedur wird taglich ber 5 bis 10 Tage durchgefiihrt. Eine systemische antibiotische
Behandlung (Sulfadiazin-Trimethoprim) ist ebenfalls beschrieben und wird als hilfreich bei der
Behandlung von Lokalisationen erachtet, die nicht durch die topische Therapie erreicht werden, wie
die distale Urethra oder der Sinus Urethralis (Kristula und Smith 2004). Eine intraurethrale und
vesiculdre Applikation eines Breitspektrumantibiokums tber 3 bis 5 Tage ist von Schliter et al. (1991)
beschrieben. Dieser empfiehlt zudem durch Bewegung des Patienten ein sofortiges Ausschwemmen
durch Harnabsatz zu verhindern. Zusatzlich zu den vorgeschriebenen Tests wird eine dritte Testung
nach 35 Tagen teilweise empfohlen (Kristula und Smith 2004). Der Behandlungserfolg und die -dauer
kdnnen sehr unterschiedlich ausfallen. So wurde von Schliiter et al. (1991) bei der Behandlung von drei
positiven Hengsten berichtet, dass zwei der Hengste nach jeweils 5-tdgiger Behandlung im Abstand
von 14 Tagen T. equigenitalis-negativ waren. Bei einem dritten Hengst waren 8 Behandlungszyklen

notwendig, bis der Hengst negativ auf T. equigenitalis getestet wurde.

Die Behandlung T. equigenitalis-positiver Stuten besteht ebenfalls aus dem Waschen der
Genitalschleimhdute. Die Vulva, die Klitoris einschlieBlich des Sinus clitoridis und das Vestibulum
vaginae werden mit chlorhexidinhaltigen 4% Losungen gewaschen und gesaubert (Luddy und Kutzler
2010; Schulman et al. 2013). Zudem kann der Uterus durch Lavagen gereinigt werden (Schulman et al.
2013). Nach dem Trocknen der Genitalschleimhdute werden diese mit nitrofurazonhaltiger (0,2%),
silbersulfadiazinhaltiger (1%) oder gentamicinhaltiger Salbe abgedeckt (Schulman et al. 2013). Diese
Behandlung wird taglich Gber 5 Tage durchgefiihrt (Luddy und Kutzler 2010). Wenn eine mehrfache
Behandlung nicht erfolgreich war, wurde auch die chirurgische Entfernung der clitoralen Sinusse

beschrieben (Timoney 1996). Allerdings hatte eine Entfernung der Klitoris keinen Einfluss auf die
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Schwere oder Liange der Erkrankung (Acland und Kenney 1983). Eine derartige Behandlung findet

heutzutage keine Anwendung mehr (Luddy und Kutzler 2010).

Auch eine antibiotische Behandlung von T. equigenitalis-positivem Sperma wurde untersucht und kann
die Anzahl von koloniebildenden Einheiten signifikant reduzieren und dadurch das Risiko einer
Ubertragung verringern (Klein et al. 2012). Dies wurde von Klein et al. (2012) fiir Samenverdiinner, der
Amikacinsulfat (1g/L) und Penicillin G Potassium (0,63g/L) enthalt, gezeigt. Keine der besamten Stuten
zeigte anschlieRend klinische Anzeichen von CEM. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits von Timoney et
al. (1979aq, zitiert nach Klein et al. 2012) publiziert. Auch Olivieri et al. (2011) untersuchten, ob eine
Ubertragung von T. equigenitalis durch antibiotikahaltige Spermaverdiinner verhindert werden kann.
Diese konnten ebenfalls zeigen, dass durch die Beimengung von Antibiotika das Vorhandensein von T.

equigenitalis reduziert wurde.

2.2 Untersuchte Pferderassen
In dieser Arbeit wurde das Auftreten von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten und einer
Vergleichsgruppe aus Haflingerpferde- und Kaltblutpferdehengsten untersucht. In den untersuchten

Betrieben deckten die Hengste dieser Rassen liberwiegend im Natursprung.

2.2.1 Islandpferde

Die Rasse der Islandpferde hat ihren Ursprung in Island und nur Islandpferde, deren Abstammung bis
nach Island nachvollziehbar ist, gelten als reinrassig (FEIF 2023). Eine internationale Datenbank aller
reinrassigen Islandpferde, bezeichnet als WorldFengur, ermoglicht eine Rickverfolgung der

Abstammung (IPZV e.V. 2011).

In Deutschland ist der Islandpferde- Reiter- und Ziichterverband (IPVZ) als Fachverband fiir die Zucht
der Islandpferde zustéandig (IPZV e.V. 2011). In der Zuchtordnung des IPVZ wird bei der Definition des
Standard-Islandpferdes und den Zuchtzielen auf den internationalen Verband International Federation
of Icelandic Horse Association (FEIF) und seine Vorgaben verwiesen (IPZV e.V. 2023). In den General
Rules and Regulations and Breeding Rules and Regulations (FEIF 2023) wird das Islandpferd mit einem
eindeutigen Ursprung aus Island und einer dort weit zuriick reichenden Reinzucht beschrieben. Die
GroRe wird zwischen 125 und 145cm mit einem Gewicht von 300 bis 400kg angegeben. Als dominante
Fellfarben werden Kastanie, Schwarz, Lorbeer, Grau, Tobiano und zahlreiche Farbvarianten

angegeben. Das Exterieur wird als rechteckig und kompakt beschrieben. Eine abfallende Kruppe, lange
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und dichte Mahne sowie ein schiitzendes Fell sind typisch. Es wird als vielseitiges Reitpferd, mit einer
langen Lebenserwartung sowie einer guten Gesundheit und Fruchtbarkeit beschrieben. Neben den
Grundgangarten Schritt, Trab und Galopp beherrschen viele Islandpferde auch das Télten (FEIF 2023).
Die Zuchtziele verfolgen die Erhaltung und Verbesserung der Pferderasse (FEIF 2023). Es sollen
gesunde, fertile und ausdauernde Reitpferde, die vielfdltig eingesetzt werden kdnnen, gezlichtet
werden. Die Farbvielfalt und die GréRe sollen erhalten bleiben (FEIF 2023). Es wird empfohlen nur mit
Tieren zu ziichten, die einen liberdurchschnittlichen Zuchtwert entsprechend einem vorgegebenen
Bewertungssystem aufweisen. In einigen Fallen wird auch eine DNA-Analyse fiir den Nachweis der
Reinrassigkeit gefordert (FEIF 2023). Ausgeschlossen sind geklonte und genmanipulierte Nachkommen

(FEIF 2023).

Auch wenn andere Zuchtmethoden, wie eine kiinstliche Besamung, zulassig sind, wurden die in der

vorliegenden Studie untersuchten Hengste iberwiegend im Natursprung eingesetzt.

2.2.2 Haflingerpferd

Haflingerpferde sind eine Reit- und Kutschpferderasse mit ihrem Ursprung in Stdtirol (ltalien) (LVBP
2022). Der Landesverband Bayerischer Pferdeziichter (LVBP) ist fiir das Zuchtprogramm zustandig und
flhrt ein Filialzuchtbuch. Es werden die Grundsatze der italienischen Ursprungszuchtorganisation
Associazione Nazionale Allevatori Cavallo Razza Haflinger Italia (A.N.A.C.R.HA.l.) eingehalten (LVBP
2022).

Durch den LVBP wird das Haflingerpferd als mittelgro mit einer GroRRe zwischen 144-152cm, einem
fuchsfarbenen Deckhaar und einem hellen Langhaar beschrieben (LVBP 2022). Es wird als edel,
gutmditig, leistungsbereit, aber auch genligsam beschrieben. In der Beschreibung des Exterieurs wird
der Haflinger unter anderem mit einem Rechteckformat, einem ausgepragten Widerrist und gut
bemuskelter Kruppe beschrieben (LVBP 2022). Als Zuchtziel ist die Verbesserung der Rasse
vorgegeben. Der Haflinger soll ein edles, gutmiitiges, leistungsbereites und geniigsames Reit- und

Fahrpferd fur Erwachsene und Kinder sein (LVBP 2022).

Der Haflinger wird in Reinzucht gezlichtet und das Zuchtbuch ist geschlossen (LVBP 2022). Der Einsatz
von kinstlicher Besamung und Embryonentransfer ist unter Umstanden erlaubt. Das Klonen von

Tieren ist nicht zulassig (LVBP 2022).

Neben dem Haflinger ist auch der Edelbluthaflinger ein vielseitiges Kleinpferd (LVBP 2019). Das

Zuchtprogramm wird ebenfalls durch den LVBP wie nachfolgend beschrieben festgelegt (LVBP 2019).
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Der Edelbluthaflinger hat eine Grofe von 142-152cm, ein fuchsfarbenes Deckhaar und ein helles
Langhaar (LVBP 2019). Es wird ein Vollblutanteil zwischen 1,57 bis 25 % angestrebt. Im
Erscheinungsbild ist es ein elegantes, grol3liniges und harmonisches Kleinpferd. Vom Exterieur besitzt
es ein Langrechteckformat und gute Korperbemuskelung. Neben den Grundgangarten ist ein
geschicktes Springen ausdriicklich erwiinscht und unterstreicht die Zielsetzung eines vielseitigen Reit-
und Kutschpferdes. Es handelt sich bei der Pferderasse um ein leistungsfahiges, unkompliziertes und
nervenstarkes Kleinpferd mit einem ausgeglichenen Charakter (LVBP 2019). Als Zuchtziel wird die
Verbesserung der Eigenschaften der Rasse angegeben und ein edles, vielseitig nutzbares, robustes und
leistungsfahiges Klein- und Freizeitpferd angestrebt (LVBP 2019). Die verwendete Zuchtpopulation ist
offen und es diirfen auch Haflinger Pferde oder Arabische Vollbllter in der Zucht Verwendung finden.
Reproduktionstechniken wie kiinstliche Besamung und Embryonentransfer sind im Gegensatz zum

Klonen von Tieren zugelassen (LVBP 2019).

In der durchgefiihrten Studie wurden Haflinger und Edelbluthaflingerhengste beprobt. Beide wurden
zusammengefasst als Haflingerpferdehengste bezeichnet. Die (iberwiegend verwendete

Zuchtmethode der beprobten Hengste war der Natursprung.

2.2.3 Kaltblutpferd

Kaltblutpferde sind eine Pferderasse, die fiir das Fahren, Ziehen, aber auch Reiten genutzt wird (LVBP
2020). Fur die Rasse des Suddeutschen Kaltblutes ist der LVBP zustandig. Dieser beschreibt im
Zuchtprogramm fir die Zucht der Rasse Siuddeutsches Kaltblut des Landesverbands Bayerischer
Pferdezlichter e.V. (LVBP 2020) das Siiddeutsche Kaltblut mit einer GréRe von ca. 160-167cm und
einem Réhrbeinumfang von ca. 22-25cm. Bei den Fellfarben tiberwiegen Flichse und Braune, aber auch
Rappen, Schimmel und Tiger kommen ebenfalls vor. Es wird als ein kraftiges, harmonisches Pferd
beschrieben, das einen gewissen Adel ausstrahlt. Neben einer starken und guten Bemuskelung besitzt
das Suddeutsche Kaltblutpferd ein korrektes und stabiles Fundament. Der Charakter ist ruhig,
umganglich, leistungsbereit und ausdauernd mit kontrollierbarem Temperament (LVBP 2020). Als
Zuchtziel wird der Erhalt der Rassemerkmale und die Beibehaltung der genetischen Vielfalt angegeben,
sowie eine weitere Selektion und Verbesserung der Rasse (LVBP 2020). Es soll ein mittelschweres,
vielseitig einsetzbares Pferd gezlichtet werden. Ein korrektes Fundament, ausgeglichenes
Temperament und gute Fruchtbarkeit werden ebenfalls als Zuchtziele angegeben. Es wird eine
Reinzucht angestrebt. Das Zuchtbuch ist offen, so dass auch Hengste und Stuten anderer Rassen fir
die Zucht verwendet werden dirfen (LVBP 2020). Reproduktionstechniken wie kiinstliche Besamung

und Embryonentransfer sind erlaubt. Das Klonen von Tieren ist nicht zuladssig (LVBP 2020).
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Wie bei den bereits beschriebenen Rassen ist die Verwendung von kinstlichen
Reproduktionstechniken auch bei dieser Rasse erlaubt. Die von uns untersuchten Hengste wurden

jedoch iberwiegend im Natursprung eingesetzt.



22



23

3 Eigene Untersuchungen

3.1 Zielsetzung
Die CEM ist eine weltweit auftretende Deckseuche mit dem Potential hohe finanzielle Verluste in der
Pferdezucht zu verursachen (Timoney 2011). Durch vermehrte Besitzeranfragen entstand der Verdacht

einer CEM Problematik in der deutschen Islandpferdepopulation.

Ziel dieser Studie war die Pravalenz von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten zu untersuchen und
mit der Pravalenz von Hengsten zu vergleichen, die dhnliche Zuchtmethoden verwenden wie die
untersuchten Islandpferdehengste. Als Vergleichsgruppe wurden deshalb Haflinger- und
Kaltbluthengste gewahlt. Die Hypothese war, dass T. equigenitalis haufiger bei Islandpferdehengsten

als bei Hengsten der Vergleichsgruppe vorkommt.

Proben wurden bei Hengsten der drei Rassen in Siiddeutschland und Osterreich genommen und T.
equigenitalis durch eine gPCR nachgewiesen. Die Pravalenz von T. equigenitalis in den untersuchten

Gruppen wurde ermittelt und statistisch ausgewertet.

3.2 Veroffentlichung

Die durchgeflihrte Studie wurde im Equine Veterinary Journal am 16. Marz 2024 veroffentlicht. Die
Veroffentlichung ist in der Wiley online Bibliothek zugédnglich und nachfolgend eingefligt (Grabatin et
al. 2024):
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Abstract

Background: Contagious equine metritis (CEM) is caused by Taylorella equigenitalis. It
is a venereal disease that is detected in some breeds more than others and can cause
temporary infertility with substantial costs for regular testing, sanitation and retest-
ing. There was a perceived increase in T. equigenitalis-positive cases in Icelandic intact
males where natural cover is common.

Objectives: We aimed to investigate the prevalence of T. equigenitalis in Icelandic
intact males and compare to draught horse and Haflinger intact males. We hypothe-
sised that prevalence of T. equigenitalis is higher in Icelandic compared with draught
and Haflinger intact males.

Study design: Cross sectional.

Methods: Swabs from 76 Icelandic, 35 Haflinger, and 51 draught horse intact males
were collected on 38 different farms and analysed by gPCR. Animals were further
stratified into active breeding and non-breeding animals and age groups (1.5-7.0 and
8.0-26.0 years). Fisher's exact tests and mixed effect logistic regression with ‘farm’
as random effect were used to estimate differences in odds for T. equigenitalis-
positive test results.

Results: The overall prevalence of T. equigenitalis in included intact males was 16.7%
(27/162). The odds for T. equigenitalis-positive intact males were significantly higher
in Icelandic compared with draught and Haflinger intact males (Odds ratio
[OR] = 6.42, 95% confidence interval (Cl)= 1.43-28.8, p =0.02). Odds for
T. equigenitalis-positive intact males were significantly lower in active breeding
compared with non-breeding animals (OR = 0.09, 95% Cl = 0.01-0.54, p = 0.009).
Age had no significant influence on test results.

Main limitations: Convenience sampling with regional restrictions to Southern
Germany and Austria, small sample size.

Conclusions: Significantly higher odds for T. equigenitalis-positive intact males were
found within Icelandic over draught and Haflinger and within non-breeding animals
compared with active breeding animals. Findings suggest that non-breeding animals

could be a reservoir for T. equigenitalis. Testing for CEM should therefore be routinely

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,

provided the original work is properly cited.

© 2024 The Author(s). Equine Veterinary Journal published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of EVJ Ltd.
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performed in Icelandic horses prior to breeding and investigations into epidemiology

and reservoirs on affected farms should be initiated.

KEYWORDS

contagious equine metritis (CEM), epidemiology, prevalence, stallion

1 | INTRODUCTION

Contagious equine metritis (CEM) is a widespread equine disease with
recurring outbreaks worldwide since its first description in 1977.%2
The causative agent of CEM is Taylorella equigenitalis, a gram negative,
non-motile coccobacillus.®>* The transmission is usually venereal, but
can also be iatrogenic due to poor breeding hygiene.? Foals born to
infected mares are thought to become chronic carriers,>® and fomite
transmission may occur.®> However, persistence of the organism in
the environment over time has not been proven.>? Stallions can be
subclinical carriers of T. equigenitalis on their external genitalia,”
while in mares, a clinical infection might cause severe inflammation of
the reproductive tract, associated with short-term infertility.? Clinical
signs in mares differ and range from mild to severe endometritis, cer-
vicitis, and vaginitis with purulent vaginal discharge.>® In rare cases,
T. equigenitalis might cause abortion.” However, the course of disease
can also be subclinical with a chronic and persistent subclinical carrier
state.® Pre-breeding sampling is commonly conducted in stallions and
mares as recommended by Horserace Betting Levy Board (HBLB)
International Codes of Practice.® Testing is currently performed via
culture or PCR assay from swabs collected from urethral fossa, ure-
thra, and penile sheath in stallions and from clitoral fossa and sinuses
in mares.**12

Infections or outbreaks can cause high economic losses due to
reduced pregnancy rates, labour-intensive treatments and enforced
sexual rest. This was especially true for the Thoroughbred breeding
industry during large outbreaks in 1977 and 1978 (United Kingdom,
Ireland and United States).'®>'* Because of mandatory natural cover
and low stallion-to-mares ratio, Thoroughbred breeding associations
worldwide have implemented strict testing rules within the breed
(including ‘teaser’ stallions and mares).**® With this regime, the man-
ifestation of the classical venereal transmitted disease has been nearly
eradicated from the global Thoroughbred population.>* However,
CEM has been reported in various other breeds worldwide including
Europe and was assumed to be endemic in some non-Thoroughbred
populations.*** Taylorella equigenitalis isolates from Germany have
been held responsible for CEM outbreaks in the United States.'”
Within the European Union (EU), T. equigenitalis transmission via fresh
or frozen semen in any breed is prevented by rigorous CEM testing
before semen collection from breeding stallions according to EU regu-
lations.*? However, naturally covering stallions are exempt from test-
ing. Sporadic cases of T. equigenitalis-positive horses have been
reported in Germany in recent years.'®

While pasture breeding without mandatory and standardised

T. equigenitalis testing is common among Icelandic horses, there has

also been a perceived increase in T. equigenitalis-positive cases and
clinical impact of CEM within this breed. Furthermore, Denmark
reported a major outbreak among Icelandic horses in 2020 raising
awareness of the disease in this breed.?

Aim of this study was to investigate the prevalence of
T. equigenitalis in Icelandic intact males (Icelandic) and compare find-
ings to a comparison group of intact male Haflinger and draught
horses (draught and Haflinger). We chose to compare these breeds
because their mares are usually covered at pasture or in-hand by nat-
ural cover and neither breeding association specifies mandatory test-
ing prior to breeding. We hypothesised a higher prevalence of
T. equigenitalis in Icelandic over draught and Haflinger. To the author's
knowledge, this is the first investigation into T. equigenitalis preva-
lence in these breeds in a region spanning Southern Germany and
parts of Austria.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Animals
Between January 2020 and March 2021, we collected samples from a
total of 162 intact male horses on 38 individual farms (76 Icelandic on
10 farms, and 86 draught and Haflinger on 28 farms, see Table 1).
Study participants were acquired by contacting owners of intact males
out of the Equine Clinic (LMU Munich) records pool or approaching
animal owners of hospitalised animals following a convenience sam-
pling strategy. Horses were included by breed (Icelandic horses,
Haflinger, draught horses) and sex (intact male). It was not always pos-
sible to test every intact male on each farm due to different owner-
ship. Most farms were in a 200 km radius around Munich (Germany),
which includes parts of Austria. Only a single animal was tested from
central Germany which was a referred case to the Equine clinic
(LMU Munich) for purposes unrelated to male reproduction. We
obtained a breeding history and age of all included intact males prior
to sampling. Additional information was obtained via a retrospective
telephone survey 2 years later. Information on husbandry, herd health,
infectious diseases and treatments prior to testing were obtained
(see Questionnaire S1).

Icelandic intact males were compared with draught and Haflinger,
a combined group of draught horse and Haflinger intact males. In both
groups, intact males were further divided into active (or previously
used for) breeding (ABA), and non-breeding (never have been, or
not yet) animals (NBA) as well as two age groups of 1.5-7.0 and 8.0-
26.0 years.
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TABLE 1  Total numbers of intact males in individual groups and total numbers of included farms.
Icelandic intact male (n = 76) COM (n = 86)
Total (draught horse Positive (draught horse Negative (draught horse

intact male/Haflinger

intact male/Haflinger intact male/Haflinger

Total Positive Negative intact male) intact male) intact male)
Total 76 23 53 86 (51/35) 4 (4/0) 82 (47/35)
Active breeding animal 28 3 25 54 (24/30) 0 (0/0) 54 (24/30)
Non-breeding animal 48 20 28 32 (27/5) 4 (4/0) 28 (23/5)
Farms 10 4 6 28 (14/12/2%) 2(2/0) 26 (12/12/2%)

Note: A farm was defined positive as soon as one intact male was tested T. equigenitalis-positive. The asterisk (*) indicates farms where both, Haflinger and

draught horse intact males, were tested.

2.2 | Sampling procedure

In most cases, sample collection was performed at the home farm.
In 13 cases (Icelandic n = 3, draught horses n = 8, Haflinger n = 2),
sample collection was performed at the Equine clinic (LMU Munich)
because of a hospital stay unrelated to male reproduction. Preferably,
intact males were stimulated by a mare for penile let down. If that
was not possible, they were sedated orally with detomidine hydro-
chloride (Domosedan-Gel, Orion Corporation) to induce penile extru-
sion. Samples were collected from the urethral fossa, urethra, and
penile sheath with a sterile polyester swab (Copan lItalia S.p.A.) as
described by EU regulation EU2020/686 and by the HBLB Interna-
tional Codes of Practice.’®'? Swabs from the three locations were
stored separately in 1.5 mL tubes (Eppendorf SE) containing 400 pL
NaCl 0.9% (Ecotainer, B. Braun Melsungen AG). Samples were imme-
diately put on ice, transported to the laboratory of the Equine Clinic
and stored there at —80°C until further investigation.

2.3 | DNA extraction and quantitative PCR

A volume of 25 uL from each sample per animal was combined for
pooled DNA extraction using the DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen) according to the manufacturer's instruction.?’ For quantita-
tive PCR (qPCR), the SensiFAST Probe Lo-ROX Kit (Meridian Biosci-
ence) was used. A slightly modified gPCR protocol for T. equigenitalis
detection previously described by Wakeley et al. was used.?* The
thermal profile of the qPCR was set at: 95°C for 5 min, and 42 cycles
of 94°C for 15s and 60°C for 60 s. AriaMx real-time qPCR system
(Agilent) and its Aria 1.8 software were used for analysis. Negative
and positive controls were added to each run. Results with a Ct-value

of <35.0 were regarded as positive samples.

2.4 | Data analysis
Statistical analyses were conducted using R version 4.3.1. (The R
Foundation for Statistical Computing). Additionally, mean, median,

standard deviation (SD) and interquartile range (IQR) values as well as

percentages were calculated using Microsoft® Excel for Mac (Version
16.76, 2023).

The age of all included animals was investigated for normal dis-
tribution using the Shapiro-Wilk test. The relationship between
T. equigenitalis-positivity and ‘breed’ as well as ‘breeding use’ was
assessed using the univariate Fisher's exact test (fisher. test stats
version 3.6.2.). Differences in prevalence of T. equigenitalis-positive
intact males were further evaluated by multivariable mixed effect
logistic regression with ‘farm’ as random effect (glmer
(Ime4_1.1-35.1)). The odds for a T. equigenitalis-positive qPCR
result among intact males were assessed by estimated marginal
means. Two age groups were used in the logistic regression ana-
lyses. The age groups were as evenly distributed as possible and
contained at least one positive animal in each group (1.5-7.0 years
and 8.0-26.0 years, respectively). Results with a p-value <0.05
were considered statistically significant.

3 | RESULTS

3.1 | Animals
In total, 162 intact males between 1.5 and 26 years (median:
5.0 years; IQR: 6.0 (3.0-9.0) years) were included in this study. Penile
swab samples from all 3 locations were collected from all tested intact
males. There were slightly more draught and Haflinger (53.1%,
86/162) than Icelandic horses (46.9%, 76/162) and within the com-
parison group, there were 41% (35/86) Haflinger, and 59% (51/86)
draught horse intact males (Table 1). Overall, 51% (82/162) actively
breeding and 49% (80/162) non-active intact males were tested
(Table 1).

The age of tested intact males was not normally distributed
(p < 0.001). The number of intact males in each age group was similar
between breed groups (Icelandic 1.5-7.0 years, n = 56; draught and
Haflinger 1.5-7.0 years, n= 56; Icelandic 8.0-26.0 years, n = 20;
draught and Haflinger 8.0-26.0 years, n = 30; see Table 2). A higher
number of non-active intact males was found between 1.5 and
7.0 years (non-active n = 73, active 39), in contrast to intact males

between 8.0 and 26.0 years (non-active n = 7, active n = 43).
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TABLE 2 Numbers of T. equigenitalis-positive intact males and total numbers of all included intact males in both age groups divided into
Icelandic intact male, comparison group, active breeding animal and non-breeding animal.

Age: 1.5-7.0 years

Age: 8.0-26.0 years

Active breeding animal

Icelandic intact male 3/9 19/47
Comparison group 0/30 1/26
Total 3/39 20/73

Number of tested intact males per farm varied: Icelandic stallions
were distributed over 10 different farms with an age distribution from
1.5 to 26.0 years (median: 4.0 years; IQR: 5.0 (3.0-8.0) years). Draft
and Haflinger intact males were distributed on 28 different farms with
an age distribution of 2.0-18.0 years (median: 6.0 years; IQR: 6.8
(3.0-9.8) years). In general, breeds were housed separately on individ-
ual farms except on two farms where draught horses and Haflinger
intact males were housed together. In the Icelandic group, 37%
(28/76) of the intact males were actively breeding and in draught and
Haflinger, 63% (54/86) of the intact males were actively breeding
(Table 1).

Additional farm information that could not be obtained during the
sample collection visit was obtained by retrospective questionnaire in
November 2023; however, only 63% (24/38) of the contacted owners
responded. All Icelandic farms (n = 7) stated that they used group
housing; however, 6 of 7 Icelandic farms also reported using single
boxes with access to pasture. All draught and Haflinger farms (n = 17)
reported single box housing with access to pasture. Four of 17 draught
and Haflinger farms had additional group housing. Prior to or at the
time of sampling, none of the included farms reported an infectious
disease outbreak or consecutive treatment with antibiotics of a large
proportion of the farm population. Therefore, we assume that antibi-
otic treatment did not influence our results. Further results of the

telephone survey are presented as Table S1.

3.2 | Quantitative PCR results

3.21 | Quantitative PCR results regarding breed
Overall, T. equigenitalis could be detected in 16.7% (27/162) of all
tested intact males (n = 162) included in the study with Ct-values
between 14.77 and 34.04 (median = 18.54, IQR = 5.72). Within the
Icelandic group (n = 76), 30% (23/76) and within the draught and
Haflinger group (n =86) 5% (4/86) were T. equigenitalis-positive;
however, T. equigenitalis-positive gPCR results were exclusively
detected in draught horse intact males (Table 1).

The odds for T. equigenitalis-positive intact males were signifi-
cantly increased for Icelandic compared with draught and Haflinger
(Fischer's exact, Icelandic vs. draught and Haflinger odds ratio (OR)
= 8.78, 95% confidence interval (Cl): 2.78-36, p < 0.001). Separating
draught and Haflinger into Haflinger and draught horse intact males,

significantly higher odds were detected in Icelandic compared with

Non-breeding animal

Active breeding animal Non-breeding animal

0/19 1/1
0/24 3/6
0/43 4/7

draught horse intact males only (Fischer's exact, Icelandic vs. draught
OR = 5.04, 95% Cl: 1.56-21.5, p = 0.004). When we excluded one
Icelandic farm (I1) because it had a high prevalence (15 positives of
34 intact males), the odds for T. equigenitalis-positive intact males
were still higher for Icelandic compared with draught and Haflinger
(Fischer's exact, Icelandic without farm 11 vs. draught and
Haflinger OR = 4.75, 95% Cl: 1.18-23.06, p = 0.02). Analysing the
odds for T. equigenitalis-positive intact males in Icelandic compared
with draught and Haflinger using logistic regression taking ‘farm’ as
random effect, significantly higher odds for T. equigenitalis-positive
intact males were found in Icelandic compared with draught and
Haflinger (logistic regression Icelandic vs. draught and Haflinger
OR = 6.42,95% Cl: 1.43-28.8, p = 0.02).

3.2.2 | Quantitative PCR results regarding
breeding use

Within the Icelandic group, 11% (3/28) active breeding animals and
42% (20/48) non-breeding animals had a T. equigenitalis-positive
gPCR result. In draught and Haflinger group, 13% (4/32)
T. equigenitalis-positive intact males were detected in the group of
non-breeding animals and none in the group of active breeding ani-
mals. Combining tested intact males of all breeds, the odds for
T. equigenitalis-positive intact males were significantly lower in
actively breeding compared with non-active males (Fischer's exact
active vs. non-active OR = 0.09, 95% Cl: 0.02-0.32, p < 0.001). Using
logistic regression with ‘farm’ as random effect, the odds for
T. equigenitalis-positive intact males were also lower in actively breed-
ing compared with non-active animals (logistic regression active
vs. non-active OR = 0.09, Cl: 0.01-0.54, p = 0.009).

3.2.3 | Quantitative PCR results regarding age

The age distribution of all T. equigenitalis-positive intact males was
between 1.5 and 12.0 years (median: 4.0 years; IQR: 1.5 (3.0-4.5) years).
The age distribution in the different breeds split into intact males with
T. equigenitalis-positive and T. equigenitalis-negative qPCR results is shown
in Figure 1. No significant difference in odds for a T. equigenitalis-positive
intact male was detected between the age groups using logistic regres-
sion with ‘farm’ as random effect (logistic regression 1.5-7.0 years
vs. 8.0-26.0 years OR = 0.51, 95% Cl: 0.09-2.83,p = 04).
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FIGURE 1 Agedistributions in Icelandic, Haflinger and draught
horse intact males differentiated according to T. equigenitalis-positive
and negative qPCR results. Draught horse, draught horse intact male;
Haflinger, Haflinger intact male; ICE, Icelandic intact male; negative,
Taylorella equigenitalis-negative intact males; positive, Taylorella
equigenitalis-positive intact males.

3.24 | Quantitative PCR results regarding farm

All intact males were distributed over 38 different and independent
farms (Table 1). In Icelandic, 40% (4/10) and in draught and Haflinger,
7% (2/28) of the farms were detected with at least one
T. equigenitalis-positive intact male and the farm was therefore
regarded as positive. In T. equigenitalis-positive Icelandic farms, one
farm housed 45% (34/76) of all tested Icelandic and 65% (15/23) of
all T. equigenitalis-positive Icelandic. In two draught and Haflinger
farms, both, draught horse and Haflinger intact males, were housed
and tested. In these farms, all tested intact males were T. equigenitalis-

negative (Table 1).

4 | DISCUSSION

This study shows increased risk of T. equigenitalis-positive in Icelandic
compared with draught and Haflinger intact males. We compared
Icelandic to a combined group of Haflinger and draught horse intact
males because of similar breeding requirements using mostly natural
cover with no mandatory testing. Higher odds for T. equigenitalis-posi-
tive intact males were also shown in non-breeding compared with

actively breeding animals, regardless of breed.

According to the information we received from farms answer-
ing the retrospective telephone survey, 100% of the Icelandic farms
and only 24% of draught and Haflinger farms used group housing.
This corresponds to common practices in housing of breeding ani-
mals and bachelor stallions in Iceland and typical housing condi-
tions of Icelandic horses in European Nordic countries, where
extensive group housing is the predominant husbandry form.2223
Breeding practice in Icelandic horses often involves pasture breed-
ing where a group of mares is combined with a stallion for several
weeks during breeding season. This contrasts with Haflinger and
draught horses, where in hand breeding is more common. Further-
more, it is not uncommon for Icelandic horses to have yearling
horses on pasture as bachelor herds accompanied by one of the
older stallions.

Initial analysis showed significantly higher odds for T. equigenitalis-
positive in Icelandic compared with draught and Haflinger intact males.
One of the 10 included Icelandic farms (1) housed 45% (34/76) of all
Icelandic animals and 65% (15/23) of the T. equigenitalis-positive
Icelandic animals found in this study. This stable performed regular
T. equigenitalis tests and had already recognised positive cases prior to
this study. However, excluding this farm from the analysis, also
showed the odds of positive results in Icelandic intact males were
higher compared with draught and Haflinger. In total, T. equigenitalis-
positive intact males were detected on 6 farms. On 5 of these farms
between 40% and 50% of the intact males were T. equigenitalis-
positive. These results suggested a possible farm effect due to cross
infection or other influencing factors between tested horses on one
farm. Therefore, a farm had to be regarded as a cluster and the clus-
tering effect was taken into account using logistic regression with
‘farm’ as a random effect and with this analysis method, odds for
T. equigenitalis-positive intact males remained higher for Icelandic
compared with draught and Haflinger animals. Our finding of an
increased prevalence of T. equigenitalis among tested Icelandic is sup-
ported by observations made during a major CEM outbreak in
Denmark reported by the Danish Statens Serum Institute in 2020:
in 700 samples from 269 horses of different breeds, 104 Icelandic
horses (14 intact males and approximately 90 mares) were found
T. equigenitalis-positive.'? In the Netherlands, T. equigenitalis-positive
horses of various breed and age (6/13 maiden mares, 48/94 bred
mares), were detected by Parlevliet et al. in 1995.24 During their
investigation of these 107 mares with no clinical signs of CEM, 49%
were T. equigenitalis-positive in a PCR-assay. Moreover, in the same
study, 29.2% (7/24) of mares imported from Iceland were found to be
T. equigenitalis-positive before contact to horses in continental
Europe, suggesting that T. equigenitalis has been present within the
Icelandic horse population in Iceland without apparent clinical signs or
detectionn.?* The statement that CEM may be an endemic disease in
central Europe has been made by other observers studying other non-
Thoroughbred breeds.>42°

In our study, the group of Haflinger intact males stands out as
there were no T. equigenitalis-positive test results. This finding should
be regarded with caution as it could be due to the convenience sam-
pling method and study design we used and this is an important limi-

tation which could have introduced bias across the whole study
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population. A further limitation is our deviation from test recommen-
dations: The HBLB code of practice for breeders recommends taking
additional samples of pre-ejaculate fluid if possible’® and this was not
performed in the current study. Furthermore, the included stallions
were sampled only once and therefore, the testing methods did not
comply with the regulations according to EU law or HBLB recommen-
dations, where two samples at intervals of 7 days are prescribed.'*?
Due to this deviation from the official recommendations, it is conceiv-
able, albeit unlikely, that a number of intact males were false nega-
tives in our study. Nevertheless, the single sample approach used in
the current study did not differ between groups and therefore, any
error should occur to a similar extent in all included horses.

Another reason that Haflinger intact males were T. equigenitalis-
negative might be there was a high number of actively breeding ani-
mals within this group. In general, to avoid breeding failure by CEM, it
can be assumed that actively breeding animals are tested more often
and more closely monitored than non-breeding animals. However, we
obtained in feedback from 71% (10/14) of the farms housing Haflin-
ger intact males and none of these stables had carried out CEM tests
prior to our study (see Table S1). Another possible explanation for a
lack of T. equigenitalis-positive Haflinger intact males might be the low
number of non-breeding Haflingers which were tested (n = 5) com-
pared with other breeds (lcelandic non-breeding: n = 48, draught
horse non-breeding: n = 27). All (4/4) of the T. equigenitalis-positive
draught horse intact males and 87% (20/23) of the positive Icelandics
were found in non-breeding animals. However, significantly higher
odds for T. equigenitalis-positive intact males in Icelandic compared
with only draught horse intact males was also shown albeit with large
confidence intervals due to the small number of tested horses.

A further notable result is the significantly higher prevalence of
T. equigenitalis-positive results in non-breeding compared with actively
breeding. This observation was unexpected given that natural cover is
the main source of infection. Therefore, other routes of transmission
must be taken into consideration. Intrauterine or periparturient infection
of foals born to infected mares were proposed by Timoney and Powel
based on the history of positive colts and fillies and their parents.® In
our cases, this route of transmission might be possible because we
detected T. equigenitalis in very young Icelandics never used for breed-
ing. However, age had no influence on the odds of T. equigenitalis-
positive test results in our study (Figure 1). Sampling of foals and dams
immediately after birth until the age of yearlings would be necessary to
provide more information regarding a possible intrauterine or peripar-
turient infection. latrogenic transmission or poor hygiene standards at
semen collection can play a role in transmission.??® However, that route
of transmission is likely to be negligible in non-breeding animals in the
current study due to absence of breeding related activities. As extensive
group housing is common on Icelandic horse farms, environmental
transmission or transmission from direct contact in group housing can-
not be ruled out. However, until now, there is no evidence for persis-
tence of T. equigenitalis in an environmental reservoir for an extended
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time or its transmission afterwards.® Allombert et a
T. equigenitalis is able to survive under laboratory conditions for at least
7 days in an amoeba (Acanthamoeba castellanii) and proposed this as a

possible mechanism for T. equigenitalis to survive in the environment.?”

There is a need for further investigations and knowledge on possible
further ways of transmission and environmental sampling to help in
understanding and preventing transmission.

In Germany, T. equigenitalis is a legally notifiable pathogen.?®??
Between 2018 and 2022, increased numbers of annual infections were
documented compared with the previous years with up to 61 animals
(mean: 41.4) officially reported as T. equigenitalis-positive per year in
Germany.'® We assume that officially reported T. equigenitalis-positive
cases are predominantly breeding animals, because subclinical carriers not
used for breeding are commonly not tested. Therefore, based on our
observations of relatively high numbers of T. equigenitalis-positive in non-
actively breeding animals, the number of T. equigenitalis-positive horses
may be greater than the officially reported numbers. It is likely that the
current testing and treatment strategies and notification requirements are
not sufficient to prevent further outbreaks.

In the current study, a high number of T. equigenitalis-positive intact
males of younger age in Icelandic was noted (Figure 1) but no statistically
significant influence of age on odds for a T. equigenitalis-positive gPCR
result was shown in this relatively small study. Nonetheless, our data sug-
gest that other non-venereal transmission routes as proposed by Timoney
and Powell,®> might exist. In Icelandic farms, bachelor herds of yearlings are
often accompanied by one of the older stallions. Contact infection
between those intact males due to physical contact between genital or
even nasal mucosa and a possible environmental contamination, which has
not been described for T. equigenitalis yet, should be explored further.®

A main limitation of this study was the convenience sampling due
to testing participants through a call for study participation and
patients of the Equine Clinic (LMU Munich). This led to bias regarding
the study population and limits the ability to draw a conclusion on the
total Icelandic horse population. Further studies examining a repre-
sentative sample of an entire local population are necessary to defini-
tively determine the prevalence of T. equigenitalis in the investigated
horse breeds. Another limitation was insufficient information about
the relationships between intact males. We attempted to address this
through additional information gathering by a retrospective telephone
survey. However, a failure to collect complete data from all farms pre-
vented this, which might be due to the time lag of 2 years between
sampling and survey. Therefore, further studies investigating the total
population of exposed farms together with investigation of the CEM
status of newborn foals and their dams could gain further insights into
other routes of transmission. Studies examining different
T. equigenitalis strains in the investigated breeds could help to give a
better understanding about differences on DNA-level of
T. equigenitalis in different breeds. Of 124 field isolates from Germany
and Austria, Sting et al. found the majority of T. equigenitalis isolates
in Lipizzaner, Icelandic horses and draught horses, whereupon the
Icelandic isolates differed partially from those of other breeds.?
Bleumink-Pluym et al. could show differences between strains in the
ability to invade and replicate in equine cells in culture. Therefore,
they suggested a different virulence between those T. equigenitalis
strains.%° Further studies investigating the underlying strains in differ-
ent breeds would be of great interest as proposed by Sting et al.?®
Evaluation of fertility according to T. equigenitalis strains and horse

breeds could provide further information.
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.ed should only occur if
ditionally, our results sug-
1 in non-breeding animals
Vithin the current EU reg-
ulations, natural cover is exempt from testing and eradication of CEM
is therefore not possible in all breeds.*? In order to gain a CEM-free
status, a control system compatible with the HBLB codes of practice
for breeders should be established for all breeds using natural cover.'®
However, within the Icelandic horse population, this is likely to be

hard to achieve for economic reasons.

5 | CONCLUSION

The prevalence of T. equigenitalis was investigated in breeds using
mainly natural cover. The pathogen responsible for CEM was detected
in Icelandic horses with higher odds compared with Haflinger and
draught horse intact males. Although the venereal transmission is gen-
erally thought to be the main source of infection, we found the odds
of a T. equigenitalis-positive result was significantly higher in non-
actively breeding compared with actively breeding animals. Testing
and outbreak control for T. equigenitalis should therefore always be
considered in breeding horses regardless of the breeding method
used. Further studies analysing the genotype of the underlying bacte-
rial strain as well as sampling the whole population of affected farms
including their environment could help to gather more epidemiological

data and to better understand possible transmission routes.
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3.3 Erganzende Informationen

Zusatzliche Informationen wurden zusammen mit der Veréffentlichung publiziert (Grabatin et al.

2024):
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Questionnaire S1:

Questionnaire home stables (telephone call)

Type of farm: [1: breeding farms / [J: riding farm / [J: other farms
Number of horses / Equids:
[d: <50 horses / [:50-100 horses / [1:> 100 horses
Number of stallions:
O: <5 stallions / [O: 5-20 stallion / O: > 20 stallion
Number of mares:
O:<5mares / [:5-20 mares / O: >20 mares
Number of geldings:
[J: <5 geldings / [J: 5-20 geldings / O: > 20 geldings
Horse breeds:
[: Icelandic / O: Haflinger / O: Draft horse / [: other breeds
Contact between horse breeds:
O:Yes / O:No
Husbandry: [J: box housing with pasture / [J: group housing
Contact between the stallions [:Yes / [:No (Odirect/ Oindirect)*
Contact between stallions and geldings [J: Yes / [O: No (Odirect/ Oindirect)*
Contact between stallions and mares [J: Yes / [O: No (Odirect/ Oindirect /O breeding)*
CEM outbreaks at the farm:
O:Yes / O:No (O:1 /7 0:1-3 / O:>3)
Treatment of CEM:
O:Yes / O:No (O: Every time / [I: Differently / [J: None )

Testing for CEM routinely:

O:Yes / O:No
Other disease outbreaks? O:Yes / O:No
Treatment: O:Yes / O:No

* direct contact: The animals had physical contact with each other; indirect contact: The animals used
the same stables, pastures or facilities at different times.
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4 Erweiterte Diskussion

Kontagiose Equine Metritis verursacht von T. equigenitalis ist eine venerische Erkrankung und kann
eine vorribergehende Infertilitdt bei Stuten bewirken (Timoney 2011). Aufgrund der hohen
kontagiosen Eigenschaft, besonders bei direktem Schleimhautkontakt wahrend des Deckaktes, wird
CEM als eine potentielle Gefahr insbesondere in der Vollblutzucht gesehen, auch weil diese nur den
Natursprung als zuldssige Zuchtmethode erlaubt (Holden 1978; Kristula und Smith 2004; Luddy und
Kutzler 2010; Timoney 2011; Deutscher Galopp e.V.). Die Erkennung von subklinischen T.
equigenitalis—positiven Tragertieren ist entscheidend, um eine unkontrollierte Verbreitung zu
verhindern (Timoney 2011). Besonders in der Vollblutzucht besteht aufgrund von Erfahrungen mit
CEM-Ausbriichen die Sorge vor grolRen finanziellen Verlusten durch weitere Ausbriiche (Holden 1978;
Kristula und Smith 2004; Luddy und Kutzler 2010; Timoney 2011). Aus diesem Grund sind Tests auf T.
equigenitalis durch den Zuchtverband vorgeschrieben und Ausbriiche in dieser Population seitdem
selten (Schulman et al. 2013; HBLB 2023). Nach der européischen Gesetzgebung ist bei der Zucht im
Natursprung kein Test auf T. equigenitalis erforderlich (VO (EU) 2020/686). Fur Zentraleuropa wird die
CEM als endemisch in der Nicht-Vollblutpferdepopulation angesehen (Timoney 2011; Schulman et al.
2013). Die Bedeutung der CEM wird aber unterschiedlich bewertet. So haben zum Beispiel Parlevliet
et al. (1997) die von der CEM ausgehende Gefahr, abhéngig von der Pathogenitat des T. equigenitalis-
Stammes, teilweise in Frage gestellt. Unterschiede in der Pathogenitit der T. equigenitalis-
Bakterienstamme wurden von Bleumink-Pluym et al. (1996) in Zellkulturversuchen gezeigt. Es wird
davon ausgegangen, dass alle Pferde empfanglich gegeniber T. equigenitalis sind (Parlevliet et al.
1997). Der subjektive Eindruck eines vermehrten Auftretens der CEM bei Islandpferden war Anlass
diese Studie durchzufiihren. Das Ziel war die Prdvalenz von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten
im Vergleich zu Haflingerpferde- und Kaltblutpferdehengsten fiir die untersuchten Gruppen
festzustellen. Die Vergleichsgruppe wurde aufgrund &hnlicher Zuchtmethoden ausgewahlt. Die
untersuchten Betriebe verwendeten (berwiegend den Natursprung. Unabhangig von der
Altersverteilung der beprobten, intakten mannlichen Tiere zwischen 1,5 und 26 Jahren, werden diese

als Hengste in der weiteren Arbeit angesprochen.

Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse zeigte sich zum einen ein zahlenmaRiges Ubergewicht
an Islandpferdehengsten auf einem einzelnen Betrieb (Islandpferde-Betrieb 11). Dieser eine Betrieb
von insgesamt 10 untersuchten Islandpferde-Betrieben beherbergte 45% (34/76) aller untersuchten
Islandpferdehengste und 65% (15/23) aller T. equigenitalis-positiven Islandpferdehengste. Zum
anderen zeigte sich bei der Betrachtung der sechs T. equigenitalis-positiven Betriebe, dass in finf der
Betriebe (drei Islandpferde-Betriebe und zwei Vergleichsgruppen-Betriebe) zwischen 40 % und 50%

der getesteten mannlichen Tiere T. equigenitalis-positiv waren. Diese Beobachtung spricht fiir eine
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Ubertragung des Erregers innerhalb eines Betriebes, sodass ein Betrieb als Cluster gesehen werden

kann.

Erste Analysen wurden mit dem Exakten Fisher-Test (FET, Fisher Exact Test) durchgefiihrt und zeigten
hohere Chancen fir ein T. equigenitalis-positives Ergebnis bei den Islandpferdehengste im Vergleich
zur Vergleichsgruppe (FET Islandpferdehengste/Vergleichsgruppe odds ratio (OR)= 8.78, 95%
Konfidenzintervall (Kl): 2.78-36, p<0.001). Um die Ubergewichtung durch den Islandpferde-Betrieb 11
zu beriicksichtigen, wurde die Analyse ohne diesen Stall wiederholt. Hierbei konnten nach wie vor
hohere Chancen fiir ein T. equigenitalis-positives Ergebnis bei Islandpferdehengsten im Vergleich zur
Vergleichsgruppe gezeigt werden (FET Islandpferdehengste ohne 11/Vergleichsgruppe OR= 4.75, 95%
KI: 1.18-23.06, p=0.019). Die durchgefiihrten Analysen gaben einen Hinweis auf ein vermehrtes
Auftreten von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten in der untersuchten Gruppe. Weil bei der FET
Analyse der beschriebenen Problematik des Clustering keine Rechnung getragen wird, wurde eine
Mixed Effekt Logistik Regression (MELR) angewendet, bei der die Betriebe als Random Effekt
eingesetzt wurden und somit das Clustering bericksichtigt wurde. Auch in diesen Analysen konnten
hohere Chancen fir ein T. equigenitalis-positives Ergebnis fiir die Islandpferdehengste im Vergleich zur
Vergleichsgruppe gezeigt werden (MELR Islandpferdehengste/Vergleichsgruppe OR= 6.42, 95% KI:
1.43-28.8, p=0.015). Griinde fiir die Clusterbildung kénnten in der Ubertragung von T. equigenitalis
zwischen Tieren eines Betriebs liegen. So konnte eine direkte, venerische Ubertragung durch
Schleimhautkontakt ebenso wie die indirekte Ubertragung durch Infektionstrdger bei mangelnder
Hygiene Uber Gebrauchsgegenstidnde wie vaginale Spekula, kiinstliche Scheiden oder Phantome,
stattfinden (Timoney 2011). Eine intrauterine oder peripartale Ubertragung wird ebenso vermutet und
kénnte T. equigenitalis auf die nachfolgende Generation libertragen (Timoney und Powell 1982). Aber
auch weitere unbekannte Faktoren, wie zum Beispiel die Herkunft der Tiere, konnten Ursache fiir die
Haufung von positiven T. equigenitalis Ergebnissen in einem Betrieb sein. Nachtraglich wurde eine
Telefonbefragung der Besitzer durchgefihrt, in der unter anderem die Haltungsform und vorherige
Krankheitsausbriiche mit gegebenenfalls erfolgten Behandlungen abgefragt wurden. Es konnten
anhand der Telefonumfrage keine weiteren Griinde flr die Haufung T. equigenitalis-positiver Tiere auf
einzelnen Betrieben gefunden werden. Mit der durchgefiihrten Untersuchung wurde, bei den
getesteten Tieren, ein vermehrtes Auftreten von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten gezeigt. Die
Studie kann somit einen Hinweis auf ein vermehrtes Auftreten von T. equigenitalis in der
Islandpferdepopulation gegeniiber der Vergleichspopulationen in Siiddeutschland und Osterreich
liefern. Um diese Hypothese zu bestatigen, miissten weitergehende Studien mit reprdsentativen

Stichproben fiir die jeweilige Pferderasse durchgefiihrt werden.

Die Wichtigkeit der durchgefiihrten Untersuchung wird durch einen groBen CEM-Ausbruch in

Danemark unterstrichen (Sl 2020). Dabei wurden bei 104 Islandpferden (14 intakte mannliche Tiere
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und 90 Stuten) T. equigenitalis nachgewiesen. Insgesamt waren 700 Proben von 269 Pferden
unterschiedlicher Rassen untersucht worden. Des Weiteren zeigten Parlevliet et al. (1997) in den
Niederlanden bei der Untersuchung von Maidenstuten (6/13) und Zuchtstuten (48/94) verschiedener
Rassen und mit unterschiedlichem Alter, dass T. equigenitalis-positive Tiere vorhanden sind. Es wurde
bei 49% der Stuten T. equigenitalis mit Hilfe einer PCR nachgewiesen. Keine der untersuchten Stuten
zeigte klinische Symptome. In derselben Untersuchung konnte bei 7 von 24 (29,2%) Stuten, die aus
Island importiert und beprobt wurden bevor sie Kontakt zu Pferden in Kontinentaleuropa hatten, T.
equigenitalis nachgewiesen werden. Daraus vermuteten Parlevliet et al. (1997), dass T. equigenitalis
in der Pferdepopulation in Island prasent ist ohne klinische Anzeichen auszulésen. Zudem vermuteten
Parlevliet et al. (1997) ein endemisches Auftreten von T. equigenitalis in der Pferdepopulation
aufgrund der hohen nachgewiesen Inzidenz von T. equigenitalis, dem Auftreten von symptomlosen
Ausbriichen, dem Auftreten von T. equigenitalis ohne klinische Probleme zu bereiten und dem
Auftreten von symptomlosen kongenitalen Ubertragungen. Ein endemisches Vorkommen von T.
equigenitalis in Zentraleuropa wird auch von anderen Autoren vermutet (Timoney 2011; Schulman et
al. 2013). Ebenso wurde eine mogliche Verbreitung von CEM in Frankreich in der Nicht-
Vollblutpferdepopulation von Breuil et al. (2015) vermutet und die Etablierung eines CEM-
Monitoringprogramms fiir die Nicht-Vollblutpferdezucht angeregt, auch wenn in den letzten drei
Jahren vor der Veroffentlichung (in dem Zeitraum zwischen 2012 bis 2015) kein positives Tier mehr
gemeldet wurde. Positive Tiere (3/12) wurden auch in Kroatien nachgewiesen und eine hohe Pravalenz
vermutet (Stritof et al. 2017). Die Ergebnisse wurden in Verbindung gebracht mit niedrigen
Konzeptionsraten bei kroatischen Pferden. Zudem wurde bei zwei der drei positiven Pferde T.
asinigenitalis nachgewiesen. Demgegeniber berichtete Rocha (2016) aus Portugal, dass es zwar 2008
zu einem Ausbruch gekommen war, dieser aber vermutlich durch einen importierten Hengst ausgelost
wurde und lokal begrenzt war. Weitere 2000 durchgefiihrte Tests von Pferden im Zeitraum von 2008
bis 2016 waren dort negativ. Fir Deutschland kann ein konstantes Auftreten der CEM anhand der
offiziell gemeldeten Falle gesehen werden. Es wurden zwischen 2018 und 2022 bis zu 61 Tiere pro Jahr
(Mittelwert: 41,4) offiziell als T. equigenitalis-positiv gemeldet (FLI 2023). Auch Sting et al. (2016)
untersuchten durch Genotypisierung, in Deutschland und Osterreich auftretende, T. equigenitalis und
T. asinigenitalis Isolate und vermuteten ebenfalls ein endemisches Auftreten von T. equigenitalis in

zumindest bestimmten Pferdepopulationen in Deutschland.

Ein Unterschied zwischen der Gruppe der Islandpferdehengste und der Vergleichsgruppe besteht in
den Haltungsbedingungen. Von den Betrieben, die die retrospektive Telefonumfrage beantworteten,
gaben 100% der Islandpferde-Betriebe an Gruppenhaltung zu verwenden, wahrend es bei den
Vergleichsgruppen-Betrieben lediglich 24% waren. Eine lingeres Uberleben des Erregers und die

Ubertragung Uber die Umwelt, wie zum Beispiel durch Ruheplitze und Liegeflichen in
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Laufhaltungsstdllen wurden, soweit bekannt, noch nicht beschrieben (Timoney et al. 1978a; Jacob
2022). Jedoch vermuteten Timoney und Powell (1982), dass eine Ubertragung von T. equigenitalis auch
durch kontaminierte Liegeflachen von positiven Muttertieren auf ihre Fohlen moglich sein konnte. Sie
Vermuteten auBerdem, dass aufgrund der exponierten Lage der Genitalschleimhdute eine
Ubertragung auf Hengstfohlen wahrscheinlicher ist als auf Stutfohlen. Diese Schlussfolgerungen
basieren auf einer retrospektiv durchgefiihrten Studie, bei der auf mégliche Ubertragungswege
riickgeschlossen wurde. Einen méglichen weiteren Ubertragungsweg beschreiben Allombert et al.
(2014). In Untersuchungen unter Laborbedingungen zeigten sie, dass T. equigenitalis in Amdben
(Acanthamoeba castellanii) fahig war einen Zeitraum von 7 Tagen zu (iberleben. Deswegen stellten sie
die Vermutung auf, dass dies eine potentielle Moglichkeit flr T. equigenitalis sein kénnte in der
Umwelt zu Gberleben. Weitere Untersuchungen, ob die Haltungsbedingungen einen Einfluss auf eine

Ubertragung haben, kénnten hilfreiche Informationen fiir eine Einddmmung von Infektionen liefern.

Unterschiede in der Invasions- und Replikationsfahigkeit verschiedener T. equigenitalis Stamme
wurden von Bleumink-Pluym et al. (1996) fir Untersuchungen in der Zellkultur beschrieben. Ein
unterschiedliches Auftreten von verschiedenen Stammen, mit einer unterschiedlichen Infektiositat bei
verschiedenen Rassen konnte ebenfalls eine Erklarung fiir die spezifischen Pravalenzen bei den
unterschiedlichen Rassen sein. Durch die Genotypisierung von T. equigenitalis lsolaten ist eine
Differenzierung moglich, so dass Ubertragungswege teilweise nachverfolgt werden kdnnen (Sting et
al. 2016; Aalsburg und Erdman 2011). Fiir zahlreiche Ausbriiche weltweit konnte so auf mdogliche
Ursprungsorte riickgeschlossen werden (Sting et al. 2016). Sting et al. (2016) fihrten eine
Untersuchung an lsolaten aus Deutschland und Osterreich durch, wobei die meisten Isolate von
Islandpferden, Siddeutschen Kaltbliitern und Lipizzanern stammten. Aufgrund der hohen Anzahl an
Genotypen, die in Deutschland nachgewiesen werden konnten, schlussfolgerten Sting et al. (2016),
dass T. equigenitalis in manchen Pferdepopulationen endemisch ist. Eine genauere Untersuchung der
Isolate bei den positiven Tieren in der eigens durchgeflihrten Studie wéare ebenfalls von groflem

Interesse.

Abhangig von der Pathogenitat des T. equigenitalis-Stammes, wurde von Parlevliet et al. (1997) die
von der CEM ausgehende Gefahr teilweise in Frage gestellt, beziehungsweise relativiert im Vergleich
zu anderen Infektionserregern wie Streptokokken, Pseudomonaden, Pilzen oder Hefen. Neben einer
unterschiedlichen Pathogenitadt der T. equigenitalis-Stamme (Bleumink-Pluym et al. 1996; Timoney
2011) kommt prinzipiell auch eine unterschiedliche Empfanglichkeit der Wirte gegeniliber dem Erreger
in Betracht. Untersuchungen hierzu sind aktuell nicht bekannt. Parlevliet et al. (1997) gehen von einer
Empfanglichkeit aller Pferderassen gegeniber T. equigenitalis aus. Dies erscheint nachvollziehbar, weil
T. equigenitalis-positive Tiere bei vielen Rassen beschrieben sind, wie zum Beispiel bei:

Vollblutpferden, Islandpferden, Haflingerpferden, Kaltblutpferden, Warmblutpferden (Holsteinern,
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Hannoveranern, Oldenburgern, Trakehnern), Lipizanern, Trabern, Arabische Vollbliter, Quarter
Horses, Przewalski Pferde, Friesen, New Forest und Welsh Ponys (Sting et al. 2016; Parlevliet et al.

1997).

Bei der weiteren Betrachtung der T. equigenitalis-positiven Ergebnisse bei den untersuchten Rassen
fallt auf, dass kein einziger positiver Haflingerpferdehengst nachgewiesen wurde. Eine eindeutige
Erklarung fir dieses Ergebnis liel’ sich nicht finden. Die Gewinnung von Studienteilnehmern durch eine
willkirliche Stichprobe und somit nicht die Verwendung einer randomisierten, reprasentativen
Stichprobenauswahl kénnte einen Einfluss auf das Ergebnis gehabt haben. Die Probenentnahme und
Auswertung wurde standardisiert fiir alle Tiere gleich durchgefiihrt, weshalb dies als Einflussfaktor
ausgeschlossen wird. Eine Auffalligkeit bestand darin, dass ein GroRteil der Haflingerpferdehengste zu
einem Zuchtverband gehorte. Aber auch hier lieR sich keine Erklarung, wie die Verwendung von
routinemaRigen Testregimen, als Ursache ausmachen. Einen Einfluss auf die Ergebnisse konnte die
niedrige Anzahl an Nichtzuchttieren (Tiere, die noch nie in der Zucht eingesetzt worden sind) innerhalb
der Haflingerhengste (n=5) im Vergleich zu Islandpferdehengsten (n=48) und Kaltblutpferdehengsten
sein (n=27). In der Studie wurden die T. equigenitalis-positiven Hengste Uiberwiegend in der Gruppe
der Nichtzuchttiere nachgewiesen. Bei den Kaltblutpferdehengsten waren 100% (4/4) der positiven
Tiere Nichtzuchttiere und bei den Islandpferdehengsten waren es 87% (20/23). Um diese Besonderheit
der Gruppe der Haflingerpferdehengste zu beriicksichtigen, wurde eine Analyse mit dem FET auch
ohne Haflingerpferdehengste durchgefiihrt. Trotzdem zeigten sich signifikant héhere Chancen fiir ein
T. equigenitalis-positives Ergebnis bei den Islandpferdehengsten (FET
Islandpferdehengste/Kaltblutpferdehengste OR=5.04, 95% ClI: 1.56-21.5, p=0.004). Wie im vorherigen
Absatz beschrieben, sind T. equigenitalis-positive Haflinger allerdings méglich und es wird nicht von
einer verringerten Empfanglichkeit von Haflingern gegeniiber T. equigenitalis aufgrund dieser

Ergebnisse ausgegangen.

Ein weiteres Resultat dieser Untersuchung ist das signifikant geringere Auftreten von T. equigenitalis-
positiven Tieren in der Gruppe der Zuchttiere im Vergleich zu den Nichtzuchttieren (MELR
Zuchttiere/Nichtzuchttiere OR= 0.09, Cl: 0.01-0.54, p=0.009). Diese Beobachtung ist erst einmal
unerwartet bei einer venerisch Ubertragbaren Krankheit und kdnnte auch eine grundsatzlich
unterschiedliche Behandlung der Gruppe von Zuchttieren und Nichtzuchttieren durch die Ziichter und
Besitzer widerspiegeln. Die Ursache konnte darin liegen, dass Zuchttiere im Vergleich zu
Nichtzuchttieren vermehrt getestet werden. Ein weiterer Grund kdnnte sein, dass T. equigenitalis-
positive Zuchttiere durch eine verminderte Fertilitdt im Gegensatz zu Nichtzuchttieren auffallen.
Nachfolgende MaRnahmen wie Behandlungen oder der Ausschluss aus der Zucht wiirden somit die
Haufigkeit des Auftretens von T. equigenitalis in den beiden Gruppen beeinflussen und kdonnten die

Ergebnisse erklaren. In der durchgefiihrten Telefonumfrage gaben allerdings von allen Besitzern, die
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an der Umfrage teilgenommen hatten, nur 33,33% an regelmaRige Tests durchzufiihren. Lediglich bei
8,33% der Betriebe ist schon einmal ein T. equigenitalis-positives Tier aufgefallen. Somit kann die
Beeinflussung der Ergebnisse auf Grund von durchgefiihrten Tests oder die Behandlung von positiven
Tieren als gering eingeschatzt werden. Durch die Aufteilung der Tiere in Nichtzuchttiere, die noch nie
in der Zucht eingesetzt wurden, und Zuchttiere, die schon mindestens einmal in der Zucht eingesetzt
wurden, gehen wir davon aus, dass eine Beeinflussung der Ergebnisse durch das Herausnehmen von

T. equigenitalis-positiven Tieren aus der Zucht unwahrscheinlich ist.

Andere Ubertragungswege als der venerische kénnten ebenfalls eine Erklirung fiir das signifikant
vermehrte Auftreten von T. equigenitalis in der Gruppe der Nichtzuchttiere sein. Von Timoney und
Powell (1982) wurde die Vermutung einer intrauterinen oder peripartalen Ubertragung aufgestellt.
Diese basierte auf der Betrachtung des CEM-Status von Stut- und Hengstfohlen sowie deren
Elterntieren. Dieser Ubertragungsweg erscheint denkbar fiir die in der vorliegenden Studie
untersuchten Tiere. Ein groBer Anteil von positiven Tieren in der Untersuchung hatte ein relativ junges
Alter, wie in der Figure 1 (Grabatin et al. 2024) des Kapitels 3.2 Veroffentlichung gesehen werden kann.
Diese Tatsache kénnte mit einer peripartalen Ubertragung einhergehen. Es war nicht méglich und
nicht Ziel der Studie fur die T. equigenitalis-positiven Tiere Informationen Gber den CEM-Status der
Muttertiere zu bekommen, um eine mégliche Ubertragung nachzuvollziehen. Ebenfalls wurde das

Auftreten weniger T. equigenitalis-positiver junger Hengste durch Timoney (2011) beschrieben.

Mangelnde Hygiene oder eine iatrogene Ubertragung sind ebenfalls beschriebene, mégliche
Ubertragungswege. So kann eine Ubertragung mit kontaminierten vaginalen Spekula,
Schweifbandagen und Gegenstidnden, die bei der Untersuchung des weiblichen Reproduktionstrakts
Verwendung finden, kiinstlichen Scheiden, Wascheimern und Phantomen erfolgen (Crowhurst 1977,
Swerczek 1978a; Timoney 2011). Vereinzelt auftretende T. equigenitalis-positive junge Hengste, die
nicht in der Zucht eingesetzt worden waren, nicht in einem Betrieb geboren wurden, der von CEM
betroffen war, oder bekannt positive Mutterstuten gehabt hatten, sind auch von Timoney (2011)
beschrieben. Dieser sieht eine mogliche Erklarung fir ein derartiges Auftreten in dem von Timoney
und Powell (1982) postulierten Ubertragungsweg tiber Schwamme und Waschutensilien. Ein Waschen
der externen Genitalien ist in manchen Trainingsstallen vor dem Einsatz im Rennsport Ublich (Timoney
und Powell 1982). Derartige Ubertragungswege kénnen fiir die positiven Félle in dieser Untersuchung
nicht ausgeschlossen werden. Allerdings erscheint diese Art der Ubertragung relativ unwahrscheinlich,
weil viele der Tiere jiingeren Alters sind und noch nie in der Zucht eingesetzt wurden und die Praxis
von standardméaRigen Waschungen nicht bekannt ist. Bei derartigen Ubertragungswegen als Ursache
ware ein vermehrtes Auftreten von T. equigenitalis bei den Zuchttieren und alteren Tieren zu erwarten,

weil bei diesen Gruppen Uber die Zeit eine hohere Chance einer derartigen Ubertragung zu erwarten
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wiare. Somit ist es unwahrscheinlich, dass eine Ubertragung durch eine Untersuchung oder

Samengewinnung stattgefunden hat.

Ein Ubertragungsweg Uber die Umwelt kdnnte ebenfalls eine Erklarung liefern fiir das vermehrte
Auftreten von T. equigenitalis-positiven Tieren in der Gruppe der Nichtzuchttiere. Wie in einem
vorherigen Abschnitt der Diskussion ausfiihrlich erldutert, ist ein derartiger Ubertragungsweg noch
nicht beschrieben (Timoney et al. 1978a; Jacob 2022). Jedoch wurde von anderen Autoren eine
Ubertragung von T. equigenitalis auf Fohlen durch Kontakt mit kontaminierten Ruheplitzen fiir
potentiell moglich erachtet (Timoney und Powell 1982). Auch die Beobachtung von Allombert et al.
(2014) tber die Uberlebensméglichkeit von T. equigenitalis in Amében (Acanthamoeba castellanii)
wurde bereits in einem vorherigen Abschnitt der Diskussion ausfiihrlich beschrieben und als einen
potentiellen Weg fiir ein Uberleben von T. equigenitalis in der Umwelt diskutiert. Sollte eine derartige
Ubertragung moglich sein, miissten strengere HygienemaRnahmen in den Zuchtbetrieben erfolgen.
Die Betriebe sollten alle Tiere auf T. equigenitalis testen und, wenn positive Tiere nachgewiesen
werden, eine strikte rdumliche Trennung einhalten und/oder eine Behandlung der T. equigenitalis-
positiven Tiere durchfiihren. Wegen dieses erheblichen zeitlichen und finanziellen Mehraufwandes

waren Untersuchungen zu diesem Ubertragungsweg von groRem Interesse.

Die Beobachtung, dass T. equigenitalis-positive Hengste vermehrt in der Gruppe der Nichtzuchttiere
nachgewiesen wurden, sollte bei der epidemiologischen Betrachtung der CEM beriicksichtigt werden.
Geht man fir die in Deutschland gemeldeten Falle davon aus, dass Uberwiegend Zuchttiere aufgrund
von Routine-Tests oder Problemen in der Zucht, wie Unfruchtbarkeit, getestet werden und dem
gegenilber wahrscheinlich haufig keine Notwendigkeit bei symptomlosen Nichtzuchttieren gesehen
wird, konnten die Ergebnisse dieser Untersuchung auf ein haufigeres Auftreten als die offiziellen
Zahlen vermuten lassen hinweisen. Weitere Untersuchungen anderer Ubertragungswege als den
venerischen sowie die Untersuchung von CEM bei Nichtzuchttieren einschlieBlich Maidenstuten und

Wallachen sowie deren mogliche Rolle bei der Verbreitung des Erregers waren von Interesse.

Bei der durchgefiihrten Studie handelt es sich um eine Querschnittsstudie mit dem Ziel die Pravalenz
von T. equigenitalis in den untersuchten Gruppen zu erheben und diese in Abhangigkeit von weiteren
Merkmalen zu untersuchen (Harms 2012). Das angewendete Studiendesign und die
Stichprobenauswahl miissen allerdings bei der Beurteilung der Daten beriicksichtigt werden. Es wurde
eine willkiirliche Stichprobe untersucht, wobei diese nicht notwendigerweise die Gesamtpopulation
reprasentiert. Untersucht wurden Tiere von Besitzern, die sich auf einen Aufruf hin gemeldet hatten,
sowie Tiere aus dem Patientenpool der Klinik fiir Pferde der LMU Miinchen. Tiere, die wegen
Erkrankungen des Reproduktionstraktes vorgestellt wurden, sind nicht getestet worden. Die

untersuchte Gruppe besteht somit aus Pferden von Besitzern, die ein gewisses Interesse an der CEM
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und einer Studienteilnahme haben, sowie aus Pferden von Patientenbesitzern, die ihre Pferde in der
Klinik fiir Pferde der LMU Miinchen aus anderen Griinden vorgestellt haben. Durch diese willkiirliche
Stichprobenauswahl lassen sich nur eingeschrankt Riickschliisse auf die tatsachlichen Populationen
von Islandpferde-, Haflingerpferde- und Kaltblutpferdehengsten ziehen. Weiterfiihrende
Untersuchungen einer reprasentativen Stichprobe der Population von Islandpferde-, Haflingerpferde-
und Kaltblutpferdehengsten im untersuchten Gebiet sind notwendig, um die Beobachtungen dieser

Studie zu bestatigen.

Bei der Auswertung der Daten hat sich eine Konzentration von positiven Tieren auf einzelnen Betrieben
gezeigt. Zusatzliche Informationen Uber die intakten mannlichen Tiere und Betriebsstrukturen waren
fir eine weitergehende epidemiologische Aufarbeitung notig. Durch eine Telefonumfrage wurde
versucht weitere Informationen zu sammeln, um Rickschlisse ziehen zu konnen. Dabei konnte von
63,16% der Stallbetreiber oder Besitzern der Studienteilnehmer Informationen (iber den Betrieb, die
BetriebsgroRe, die gehaltenen Rassen, die Unterbringungsart, tber CEM-Ausbriiche und deren
Behandlungen, CEM-Testungen und weitere Krankheitsausbriiche und deren Behandlungen
(Antibiose) gesammelt werden. Die Qualitdt und Quantitat der erhobenen Informationen variierte sehr
zwischen den Besitzern und Betrieben. Ein zeitlicher Versatz zwischen Probennahme und
Telefonumfrage ist zudem ein zu diskutierender Einflussfaktor auf die gesammelten Informationen.
Somit konnten nur eingeschrankte Riickschliisse aus diesen Informationen gezogen werden.
Reprasentative Untersuchungen von gesamten Betriebspopulationen und der Vergleich von moglichen
Einflussfaktoren, wie Haltungsbedingungen und Betriebsstrukturen, zwischen positiven und negativen
Stallen wadre sehr interessant und konnte praktische Informationen fir die Vermeidung von

Ansteckungen liefern.

Die durchgefiihrte Studie ldsst ein vermehrtes Auftreten von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten
vermuten. In den untersuchten Gruppen gab es eine signifikant héhere Pravalenz von T. equigenitalis
bei Islandpferdehengsten im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Zudem konnte ein signifikant
vermehrtes Auftreten von T. equigenitalis in der untersuchten Gruppe der Tiere, die noch nie in der
Zucht eingesetzt worden waren, im Gegensatz zu den Tieren, die bereits in der Zucht eingesetzt
worden waren, gezeigt werden. Bemerkenswert ist auch die Beobachtung, dass sich haufig auf T.
equigenitalis-positiven Betrieben zwischen 40% und 50% der getesteten Hengste T. equigenitalis-
positiv waren. Aufgrund dieser Ergebnisse sollte eine Untersuchung auf T. equigenitalis vor jedem
Zuchteinsatz unabhangig von der Zuchtmethode in Betracht gezogen werden. Sogar die Untersuchung
von Tieren, die nicht im Zuchteinsatz sind, aber Kontakt zu Zuchttieren haben, sollte in Erwagung
gezogen werden. Umfassendere Untersuchungen zum Vorkommen von T. equigenitalis in der

Islandpferdepopulation waren von groRem Interesse. Eine Untersuchung und Genotypisierung der
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auftretenden T. equigenitalis Stamme bei verschiedenen Rassen zusammen mit dem Vergleich der

klinischen Symptome kdnnte zudem weitere Informationen liefern.
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5 Zusammenfassung

Die Kontagiose Equine Metritis ist eine Deckseuche, die durch das Bakterium T. equigenitalis
verursacht wird (Platt et al. 1977; Sugimoto et al. 1983). Infizierte Hengste sind symptomlose Trager
und Ubertrager von T. equigenitalis auf Zuchtstuten, die daraufhin klinische Symptome entwickeln
kénnen (Schliter et al. 1991; Timoney 2011). Klinisch unauffallige Tragertiere sind aber auch bei Stuten
beschrieben (Timoney 2011). Der Erreger besiedelt die Schleimhaut des Genitaltraktes und kann dort
zum Teil noch nach Jahren nachgewiesen werden (Timoney 1996). Bei Stuten kann eine Erkrankung zu
subklinischen Verlaufen bis hin zu schweren Entziindungen des Reproduktionstraktes fiihren (Timoney
1996). Dies kann eine voribergehende Infertilitdt zur Folge haben und auch das Auslésen von Aborten
wird vermutet (Nakashiro et al. 1981; Timoney 1996). Die Ubertragung des Erregers kann direkt
wahrend des Deckaktes erfolgen aber auch eine indirekte Ubertragung uber Infektionstrager ist
moglich (Timoney 2011). Eine intrauterine oder peripartale Ubertragung wird ebenfalls vermutet
(Timoney und Powell 1982). Ausbriiche von CEM kdnnen einen hohen finanziellen Schaden anrichten.
(Holden 1978; Timoney 2011). Aufgrund der subjektiven Wahrnehmung einer Haufung von T.
equigenitalis-positiven Islandpferden und Anfragen von Islandpferdeziichtern und -besitzern im
Zusammenhang mit CEM ergab sich die Fragestellung nach der Pravalenz von T. equigenitalis in der

Islandpferdepopulation im siiddeutschen Raum.

In der Studie wurde die Prdvalenz von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten und einer
Vergleichsgruppe bestehend aus Haflingerpferde- und Kaltblutpferdehengsten untersucht. Die
Hypothese war, dass die Pravalenz von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten hoher ist als in der
Vergleichsgruppe. Bei der Probennahme wurden Informationen Uber Zuchteinsatz und Alter der
Hengste gesammelt. In einer nachtraglichen Telefonumfrage wurden weitere Informationen Uber die

untersuchten Hengste und deren Haltungsbedingungen gesammelt.

Es wurden von 76 Islandpferde-, 35 Haflingerpferde- und 51 Kaltblutpferdehengsten Proben von der
Fossa glandis, der Urethra und dem Penisschaft genommen. Die Proben wurden liberwiegend in den
Heimatstdllen gesammelt. Ein kleiner Teil der Proben kam von Hengsten, die in der Klinik fiir Pferde
der LMU Minchen vorstellig waren, ausgenommen aufgrund von Erkrankung des
Reproduktionstraktes. Jeder Tupfer wurde in einem Reaktionsgefall mit 400ul steriler NaCl-Lésung
0,9% aufbewahrt, geklhlt in das Labor der Klinik fir Pferde der LMU Miinchen transportiert und dort
bei -80C° gelagert. Die Extraktion der DNA erfolgte mit dem DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen,
Venlo, Netherlands) entsprechend der Herstellerangaben. Die von Wakeley et al. (2006) entwickelte
gPCR wurde fiur den Nachweis von T. equigenitalis geringfligig modifiziert verwendet. Mittelwerte,
Mediane, Standardabweichungen, Interquartielsabstdande und Prozentsdtze wurden mit Microsoft

Excel (Mac Version 16.76, 2023) errechnet. Mit dem Shapiro-Wilk Test wurde das Alter der Tiere auf
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Normalverteilung geprift. Die Chancen fiir ein positives Ergebnis wurden mit dem FET (fisher.test stats
version 3.6.2.) und der MELR mit den Farmen als Random Effekt (glmer (Ime4_1.1-35.1)) analysiert.
Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm R Version 4.3.1. (The R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria) durchgefiihrt.

Bei den insgesamt 162 in die Studie aufgenommenen Hengsten, konnten signifikant hohere Chancen
flir ein T. equigenitalis-positives gPCR-Ergebnis bei Islandpferdehengsten (n=23) im Vergleich zu der
Vergleichsgruppe (n=4) nachgewiesen werden (MELR Islandpferdehengste/Vergleichsgruppe OR=
6.42, 95% Cl: 1.43-28.8, p=0.015). Es konnten zudem signifikant geringere Chancen fir ein T.
equigenitalis-positives Ergebnis bei der Gruppe der Tiere, die bereits im Zuchteinsatz gewesen sind,
nachgewiesen werden im Vergleich zu den Tieren, die noch nicht im Zuchteinsatz waren (MELR
Zuchttiere/Nichtzuchttiere OR= 0.09, CI: 0.01-0.54, p=0.009). Ein Einfluss des Alters der Tiere auf die
Chancen fur ein positives T. equigenitalis Ergebnis wurde nicht festgestellt (MELR 1.5-7.0 Jahre/8.0-
26.0 Jahre OR=0.51, 95% ClI: 0.09-2.83, p=0.440).

Der subjektive Eindruck, dass die Pravalenz von T. equigenitalis bei Islandpferdehengsten hoher ist als
bei der Vergleichsgruppe, konnte fiir die untersuchten Tiere bestatigt werden. Das Auftreten von T.
equigenitalis bei Islandpferden wurde auch in einer Studie von Parlevliet et al. (1997) beschrieben und
zeigte sich zudem in einem groRen Ausbruch 2020 in Danemark (SIl 2020). Fir die Nicht-
Vollblutpferdepopulation im zentraleuropdischen Raum ist die Vermutung eines endemischen
Vorkommens von T. equigenitalis beschrieben (Schulman et al. 2013; Timoney 2011). Die Zahlen des
Tiergesundheitsjahresberichts (FLI 2023) lassen ebenfalls ein endemisches Auftreten von T.
equigenitalis in Deutschland vermuten. Um mdgliche Ursachen der unterschiedlichen Pravalenzen in
den untersuchten Gruppen und den Betrieben zu untersuchen, wurde eine retrospektive
Telefonumfrage durchgefiihrt. Es wurden Informationen Uiber den Betrieb, die BetriebsgroRe, die
gehaltenen Rassen, die Unterbringungsart, Gber CEM-Ausbriiche und deren Behandlungen, CEM-
Testungen und weitere Krankheitsausbriiche und deren Behandlungen abgefragt. Dabei konnte keine
Erklarung fir die hohe Pravalenz bei den untersuchten Islandpferdehengsten ausgemacht werden.
Mogliche Griinde fiir das unterschiedliche Auftreten von T. equigenitalis zwischen den Pferderassen
kénnten in unterschiedlichen Haltungsbedingungen, aber auch in verschiedenen T. equigenitalis
Stammen liegen. Bleumink-Pluym et al. (1996) konnten Unterschiede in der Infektiositat zwischen den
T. equigenitalis Stammen nachweisen und vermuteten stammspezifische Virulenzen. Weiterfihrende
Studien, die die Unterschiede zwischen den Gruppen untersuchen und eine Genotypisierung der

Stamme in den unterschiedlichen Rassen durchfiihren, waren von Interesse.

Die signifikant niedrigeren Chancen von Hengsten, die bereits in der Zucht eingesetzt wurden im

Vergleich zu Hengsten ohne Zuchteinsatz, T. equigenitalis-positiv zu sein, waren bemerkenswert und
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lassen andere Ubertagungswege als den klassisch venerischen vermuten. In den untersuchten Fallen
standen nicht genug Informationen zur Verfiigung, um den Weg moglicher Ubertragungen
nachzuvollziehen. Es sollten Folgeuntersuchungen der Pravalenz nicht nur bei Hengsten, sondern auch
bei Wallachen und Stuten durchgefiihrt werden. Auch waren weitere Untersuchungen Uber die

Ubertragungswege bei Nichtzuchttieren von Interesse.

Die Akquirierung der untersuchten Tiere durch eine willkiirliche Stichprobenauswahl stellt eine
Einschrankung dieser Untersuchung dar. Weiterfiihrende Studien, die eine reprasentative Stichprobe
der Islandpferdehengste und Hengsten der Vergleichsgruppen testen, sind notwendig, um eine

gesicherte Aussage treffen zu kdnnen.

Aufgrund der Beobachtungen in dieser Studie sollte eine Testung auf T. equigenitalis vor jedem
Zuchteinsatz unabhdngig von der Zuchtmethode erfolgen. Zudem sollte auch die Testung von

Nichtzuchttieren, die Kontakt zu Zuchttieren haben, in Betracht gezogen werden.
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6 Summary

Contagious equine metritis (CEM) is a venereal disease caused by the bacterium Taylorella
equigenitalis (T. equigenitalis) (Platt et al. 1977; Sugimoto et al. 1983). Infected stallions are subclinical
carriers and transmit the disease to brood mares, which then might develop clinical signs (Schliiter et
al. 1991; Timoney 2011). Subclinical carrier animals can also occur in mares (Timoney 2011). Taylorella
equigenitalis colonizes the mucous membrane of the urogenital tract and can be detected up to several
years after infection in some animals (Timoney 1996). In mares, an infection can be subclinical but can
also cause severe inflammation of the reproductive tract, leading to short time infertility and
potentially abortion (Nakashiro et al. 1981; Timoney 1996). Transmission of T. equigenitalis can occur
directly during natural cover, but also indirectly via fomites (Timoney 2011). Intrauterine or peripartal
transmission is also suspected (Timoney und Powell 1982). Outbreaks of CEM can cause high financial
losses in the breeding industry (Holden 1978; Timoney 2011). In recent years, an increase of T.
equigenitalis-positive Icelandic horses especially in Southern Germany could be observed. Additionally,
Icelandic horse breeders and owners had several requests regarding CEM. This sparked interest
regarding the actual prevalence of T. equigenitalis in the Icelandic horse population in Southern

Germany.

In this study, the prevalence of T. equigenitalis in Icelandic horse intact males (ICE) and a comparative
group (COM) consisting of Haflinger- and Draft horse intact males was investigated. Our hypothesis
was that T. equigenitalis has a higher prevalence in ICE compared to COM. Information about breeding
use and age of the tested intact males was recorded. In a retrospective telephone survey further

information about the investigated intact males and their housing conditions were collected.

Samples from 76 ICE, 35 Haflinger- and 51 Draft horse intact males which were taken from urethral
fossa, urethra and penile sheath were usually collected at the home farms. A small part of samples was
collected from intact males upon presentation to the Equine Clinic (LMU Munich) for other purposes
than problems of the reproductive tract. Samples were placed in 400ul sterile NaCl 0,9% and
transported on ice to the laboratory of the Equine Clinic (LMU Munich). There they were stored at
minus 80C° until further analysis. DNA was extracted with the DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen,
Venlo, Netherlands) according to the manufacture’s manual. A gPCR established by Wakeley et al.
(2006) was used for detection of T. equigenitalis. Mean, median, standard deviation, interquartile
range and percentages were calculated by Microsoft Excel (Mac Version 16.76, 2023). The age of the
animals was assessed for normality using the Shapiro-Wilk test. Odds for a T. equigenitalis-positive
result were calculated using the FET (fisher.test stats version 3.6.2.) and the multivariable mixed effect

logistic regression with farms as random effect (MELR) (glmer (Ime4_1.1-35.1)). Statistical analysis was
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carried out using the Program R Version 4.3.1. (The R Foundation for Statistical Computing, Vienna,

Austria).

In total, 162 intact males were included in the study. A significant higher odds of a T. equigenitalis-
positive gPCR result was shown in ICE compared to COM (MELR ICE/COM OR=6.42, 95% Cl: 1.43-28.8,
p=0.015). In addition, significant lower odds of a T. equigenitalis-positive gPCR result were detected
for active breeding animals (ABA, animals that had already been used for breeding) compared to non-
breeding animals (NBA, animals that had never been used for breeding) (MELR ABA/NBA OR=0.09, CI:
0.01-0.54, p=0.009). Age had no influence on the odds for a T. equigenitalis-positive test result (MELR
1.5-7.0 years/8.0-26.0 years OR=0.51, 95% Cl: 0.09-2.83, p=0.440).

The subjective impression of a higher prevalence of T. equigenitalis-positive intact males in ICE
compared to COM could therefore be proven for the investigated animals. The occurrence of T.
equigenitalis in Icelandic horses is also described by a study of Parlevliet et al. (1997) and confirmed in
a major outbreak of CEM 2020 in Denmark (SIl 2020). Taylorella equigenitalis is also assumed to be
endemicin Central Europe in the non-Thoroughbred population (Timoney 2011; Schulman et al. 2013).
The numbers of T. equigenitalis-positive recorded horses at the animal health annual report (FLI 2023)
also suggest an endemic occurrence of T. equigenitalis in Germany. To investigate possible reasons of
the different prevalence in the investigated groups and farms a retrospective telephone survey was
performed. Information about the farm, the size of the farm, the breeds kept at the farm, the type of
animal housing, about earlier CEM outbreaks and treatments, CEM testing and other disease outbreaks
and treatments (antibiotics) was requested. An explanation for the higher prevalence in the
investigated ICE could not be found based on the answers. Possible causes for the different prevalence
of T. equigenitalis in the groups might be caused by their housing conditions but could also be due to
different strains of T. equigenitalis. Bleumink-Pluym et al. (1996) were able to show differences in
infectiousness between T. equigenitalis strains and assumed variations in the virulence. Further
studies, investigating differences between those groups and genotyping the occurring strains would

be of interest.

The significantly lower odds of T. equigenitalis-positive test results in ABA compared to NBA are
surprising due to the commonly suspected venereal transmission. Other ways of transmission could
therefore be discussed for the group of NBA. In the investigated cases there was not enough
information available to trace the way of transmission. Follow up studies should investigate the
prevalence of T. equigenitalis not only in stallions but also in geldings and mares. Further, additional

transmission routes should be investigated, particularly in non-breeding animals.
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A limitation of the study is the recruitment of the investigated animals through convenience sampling.
Further studies investigating a more representative sample for the entire Icelandic population and

comparative groups, are necessary.

Based on the observations in this study, testing for T. equigenitalis should be performed in stallions
and mares before breeding, regardless of the breeding method used. In addition, non-breeding

stallions should also be tested if they have contact with breeding animals.
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