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Einleitung

1. Einleitung

Die Equiden Herpesviren 1 und 4 (EHV-1 und EHV-#)dsder Familie der
Herpesviridag der Subfamilie der Alphaherpesvirinae und dem Genus
Varizellovirus zugeordnet. Sie gehtéren zu den wichtigsten viralen
Krankheitserregern bei Pferden und kommen weltweitootisch vor. Sowohl
Infektionen mit EHV-1 als auch mit EHV-4 verlaufeégufig subklinisch, kénnen
aber auch respiratorische Symptome verursachen. alem durch EHV-1-
Infektionen kann es zu Aborten im letzten Drittet dréchtigkeit und in selteneren
Fallen auch zu Myeloenzephalopathien kommen. Imsitkse als Aborterreger
nimmt EHV-1 in der Pferdezucht weltweit eine wiggtiStellung ein und ist in
Deutschland die haufigste infektiose Abortursache.

Eine einfache, schnelle und zuverlassige Methodeirologischen Diagnostik ist
insbesondere nach Aborten oder Auftreten zentrahiser Ausfallserscheinungen
in einem Bestand sehr wichtig. Zusatzlich ist faidemiologische Untersuchungen
und fur Verlaufskontrollen eine quantitative Bestiomg der Viruslast in Proben
eines Einzeltieres oder eines Bestandes ein weshtitjlfsmittel.

Da die klinischen Bilder nach Infektionen mit EHV+iicht von denen nach
Infektion mit EHV-4 zu unterscheiden sind und alappelinfektionen mit EHV-
1 und —4 nicht auszuschliessen sind, war es Zielvddiegenden Arbeit eine
Multiplex real-time PCR zur Detektion und Differenzierung von EHV--dUEHV-

4 zu etablieren. Als interne Kontrolle und um eiQuantifizierung von
Virusgenomen relativ zur Kopienanzahl des Pferdegenzu ermdglichen, sollte
die gleichzeitige Amplifizierung von Sequenzen deguinen B2m-Gens
herangezogen werden.

Die neu etablierte Methode sollte anhand von arettean und aktuellen Proben
getestet und die Ergebnisse mit denen einer etasli&konventionellen EHV-1/4
PCR verglichen werden. Durch die eingehende Bemmbund begleitende
klinische Evaluierung der Tiere eines suddeutsdhatblutgestiits im Laufe eines
Abortausbruches sollten zudem neue Informationemn dbn Verlauf einer EHV-1-

Infektion mit multipler Abortfolge erarbeitet wenale
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2. Schrifttum

2.1 Die Equiden Herpesviren Typ 1 (EHV-1) und Typ 4EHV-4)

2.1.1 Die Klassifizierung von EHV-1 und EHV-4

Innerhalb der Familie ddderpesviridaeexistieren drei Subfamilien, dilpha-, Beta-,und
Gammabherpesvirinadiese Subfamilien werden nochmals in verschiedesige@a unterteilt.
EHV-1 und EHV-4 werden zur Subfamilie d&tphaherpesvirinaggezahlt, die sich unter
anderem durch ein relativ variables Wirtsspektrumd gute Vermehrung in der Zellkultur
auszeichnen. Innerhalb dieser Subfamilie werden HHMYNnd EHV-4 in das Genus
Varizelloviruseingeordnet (FAUQUET et al., 2005).

2.1.2 Die Struktur der Viruspartikel

Die Virionen aller Herpesviren bestehen aus Cowrgpdd, Tegument und Hulle. Das Virus-
Core im Inneren enthalt die doppelstréngige, liedaNA in Form eines Torus (BRUNNER
et al., 1998; FAUQUET et al., 2005). Das Genom wind einer partikularen Proteinstruktur,
dem Kapsid umgeben. Dies besteht aus 162 Kapsornactkbesitzt icosaedrale Struktur mit
einem Durchmesser von ca. 100 nm. Als Verbindungdven Membranhille und Kapsid
dient das Tegument, welches als amorphe Proteimmaaschrieben wird, da es sich im
Elektronenmikroskop ungleichméRig verteilt darstelDie Virushille besteht aus
modifizierten zellularen Membranen mit verschiedeneiralen, haufig glykolisierten
Membranproteinen (ROIZMANN und KNIPE, 2001).

2.1.3 Das Virusgenom

Das Genom von EHV-1 besteht aus 150,2 kbp, dass¥n-4 aus 145,6 kbp (TELFORD et
al. 1998). Bei den Herpesviren finden sich einmabgkommende,(nique“) und repetitive
(,repeat) Sequenzabschnitte, die bei den jeweiligen Genbrav. Virusgruppen in
unterschiedlichen Mustern angeordnet sind. Das fBether Varicelloviren besteht aus einer
,unique Long“ (U)- und einer ,Unique Short* (§)-Region. Zwischen diesen beiden liegt
eine ,Internal Repeat” (IR)-Region. Diese iterativeequenzen wiederholen sich am 3'-Ende
des Genoms als ,Terminal Repeat” (TR)-Region (ROAMWuUNd KNIPE, 2001).
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2.1.4 Das Glykoprotein D

Die Genome von EHV-1 und EHV-4 kodieren jeweils fiimdestens 76 virale Proteine.
Hierbei handelt es sich zum einen um Strukturpnetedie in das Virion eingebaut werden
und zum anderen um Nichstrukturproteine, die hawdgulatorische Funktionen wéahrend der
Replikation erfullen. Die Strukturproteine werdemjach Lokalisation als Hull-, Kapsid- oder
Tegumentproteine bezeichnet.

Bei EHV-1 sind 12 Glykoproteine in der Hille nachgesen (gB, gC, gD, gE-gl, gH-gL,
gM, UL49.5 und gp2), die entscheidend am Infekippagess beteiligt sind (OSTERRIEDER
et al., 1999). Zu EHV-4 liegen noch deutlich wemnigBaten vor, aufgrund der
Sequenzhomologien kann aber angenommen werdenadelshier eine gleiche Anzahl an
Glykoproteinen mit &hnlichen Funktionen vorhandgr(TELFORD et al., 1998).

Das Glykoprotein D ist essentiell fur die Viruspgagon und die direkte Ausbreitung der
Infektion von Zelle zu Zelle (,cell-to-cell-spread(CSELLNER et al., 2000). Glykoproteine
von EHV-1 und EHV-4 sind relativ hochkonservieriih.des sind auch wenig Veranderungen
in der Nukleotidabfolge dieser Gene zwischen veestdnen Stdmmen zu erwarten. Somit
eignen sich Glykoprotein-Gene wie das Glykopro@#Gen gut zum Nachweis von EHV-1
und EHV-4. Die gD-Gene von EHV-1 und EHV-4 enthalteudem ausreichend
unterschiedliche Sequenzen fir eine Differenzier{iig.FORD et al., 1998; CSELLNER et
al., 2000).

2.1.5 Die latente Infektion der equinen Herpesviren

Zu den besonderen Eigenschaften der Herpesvireraudd der equinen Herpesviren zahit
die Etablierung latenter Infektionen, die in densten Féllen lebenslang bestehen (PATEL et
al., 1992; KYDD et al., 1994; SLATER et al., 1994atente EHV-1 Virusgenome wurden in
Ganglienzellen, wie z.B. in den Trigeminalganglnd vor allem in T-Lymphozyten des
lymphatischen Gewebes des oberen Respirationsdrakie den Lymphonodi mandibulares
oder retropharyngeales nachgewiesen (PATEL ell@82; KYDD et al., 1994; SLATER et
al., 1994). In der Latenz liegt die virale DNS imenrdplasma der Zellen als
extrachromosomales Episom in unterschiedlicher &wmahl vor. Hier wird sie zusammen
mit dem Zellgenom durch die zellulare DNS-Polymeraspliziert und an Tochterzellen
weitergegeben. Unterschiedliche Mechanismen uniekeén in dieser Phase die Produktion

infektioser Partikel, wobei die molekularen Vorgéngnd Regulationsprozesse der Latenz
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und vor allem der erneuten Reaktivierung noch lawetrs diskutiert werden. Eine
Reaktivierung des Virus scheint jederzeit mogliGiBSON, 1992a; VAN MAANEN, 2002)

und kommt insbesondere bei Phasen von Immunsujppmessurch Kortikosteroid-

Verabreichungen oder Stress, wie bei Transporteaichiigkeit, Laktation, Absetzen oder
Stallwechsel vor (EDINGTON et al.,, 1985; VAN MAANEN2002). Bei einer solchen
Reaktivierung wird wieder Virus ausgeschieden, regeh aber haufig keine Kklinischen
Symptome auf (SLATER et al., 1994).

2.1.6 Die Pathogenese der EHV-1 und EHV-4-Infektican

Infektionen mit EHV-1 und 4 erfolgen meist durchrettiten Kontakt oder aerogen uber
Tropfcheninfektion. Die Ausscheidung der Viren &gfovor allem tUber das Nasensekret und
in Abortfallen Gber die Frucht, das Fruchtwasseat die Plazenta. Als Eintrittspforte gilt vor
allem der obere Respirationstrakt (ALLEN und BRYANSS86; ALLEN et al., 1999).

Die Inkubationszeit wird in der Literatur mit zwieis acht Tagen angegeben (GIBSON et al.,
1992b; KYDD et al., 1994; ALLEN et al., 1999). Ddaran anschliel3ende Virusausscheidung
kann vor allem bei erstmals infizierten Pferdenhalitger als 14 Tage dauern, wobei die
Ausscheidung innerhalb der ersten Tage nach Bed@snNasenausflusses am starksten ist
(GIBSON et al., 1992b; KYDD et al., 1994).

Die aufgenommenen Viruspartikel adsorbieren anZgilen des respiratorischen Epithels
(VAN MAANEN, 2002). Es folgt eine schnelle Virusiémtion in den Epithelzellen der
oberen Atemwege und die Ausbreitung der infektiddanhkommenviren von Zelle zu Zelle.
Im weiteren Verlauf der Infektion kommt es zu clkeaistischen Veranderungen des
nasopharyngealen Epithels mit fokaler, zytolytischestruktion und Exfoliation bis hin zur
Basalmembran. Aul3erdem zeigt sich eine starke B@krder respiratorischen Driisen und
eine inflammatorische Reaktion, wobei im histosoffien Bild eine Infiltration der Lamina
propria unterhalb der zerstérten Epithelzellen minonukleéren Zellen auffallt (GIBSON et
al., 1992b; KYDD et al., 1994).

Das Virus gelangt nach subepithelialer Invasiorhanaie lokalen Lymphknoten (KYDD et
al., 1994). Dort kommt es vor allem bei EHV-1 zoegilnfektion mononuklearer Leukozyten
und damit zu einer Leukozyten-assoziierten Virandie, flr einige Tage bestehen bleibt
(ALLEN et al., 1999), wohingegen eine Infektion raitlVV-4 meist auf den Respirationstrakt
beschrankt bleibt (GIBSON et al., 1992b). Die Pgdrese einiger EHV-1 Aborte l&sst sich

durch die besonders endotheliotropen Eigenschafégnjeweiligen Virusstamme erklaren.
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Das Virus gelangt durch die zellassoziierte Viraeieh in das Endothel der Blutgefalie des
Endometriums. Dort kommt es infolge der InfektiomduReplikation in Endothelzellen zu
einer Entzindung mit Thrombosen und ischamischefarkien im Endometrium
(EDINGTON et al.,, 1991). Das Virus kann aufgrundnse hohen Affinitat zu fetalem
Gewebe diaplazentar, entweder Uber aufsteigene&tiohen tUber die NabelgefalRe oder mit
migrierenden mononukledren Blutzellen zum Fetusarggdn, wobei auch andere
Mechanismen diskutiert werden (ALLEN et al., 1999).

Hauptmanifestationsort im infizierten Fetus sindb&e Lunge und Milz, daher eignen sich
diese Organe auch sehr gut fir einen Erregernashwédhrend Uterus und Eihaute nach
einem Abort in der Regel ohne besonderen pathalbgis Befund sind, ist das pathologische
Bild der Feten gekennzeichnet durch eine HyperdereSchleimhaute, Ergusse in Thorax
und Bauchhohle, interstitielle Lungenddeme, teisgeiFibrinausgiisse in Bronchien und
Trachea, miliare, weil3liche Nekroseherde in derdeumind Leber und eine hochgradige
follikulare Hyperplasie der Milz. Histologisch fah neben den schon erwdhnten miliaren
Nekrosen vor allem eosinophile intranukleéare Eihss$korperchen in Lunge, Leber, Milz
und Thymus auf, die als pathognostisch angesehettewdFREY et al., 1990). Allerdings
kommt es nicht bei allen Aborten zu einer Infektidas Fetus. So wurden auch Falle
beschrieben, bei denen die Feten virologisch negatren und nur die Plazenta infiziert war
(SMITH et al., 1992), daher ist es sinnvoll bei Atfdlen auch die Plazenta zu untersuchen.
Vor kurzer Zeit wurde ein als pulmonale vaskulo&ofHV-1-Infektion bezeichnetes
Syndrom beschrieben, welches bei jungen erwachsBfenden auf eine EHV-1-bedingte
Erkrankung des Respirationstraktes folgt (ALLEN,02p Dieses Krankheitsbild wurde
bisher aber nur in wenigen Fallen beschrieben (DHERO und WILKINS, 2001).
Pathologisch zeigt sich eine multisystemische VEiskuvor allem im Bereich der kleinen
BlutgefalRe der Lunge mit Hamorrhagien, Odemen ubdrFin der Lunge (DEL PIERO und
WILKINS, 2001; ALLEN, 2002). EHV-1 ist sowohl in Eothelzellen als auch in Monozyten
nachweisbar (DEL PIERO und WILKINS, 2001).

Noch nicht vollstandig geklart ist die Pathogenesearologischer Erkrankungen. Hier wird
ein ahnlicher Verlauf wie beim Abortgeschehen vdetuwobei infektioses Virus Uber die
zellassoziierte Viramie in Endothelzellen von Bkftifien des zentralen Nervensystems
gelangt. In der Folge kommt es zu Gewebsschadigungach einer thrombotisch,
ischamischen Vaskulitis von Arteriolen und Venoleor allem im Rickenmark. Diese
Theorie wird durch die Beobachtung histopatholdggscVeranderungen wie Vaskulitis,

Thrombosen und petechiale Blutungen v. a. im Ruclek und daraus resultierender
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hypoxischer Degeneration im benachbarten neuroradevebe unterstitzt. Aber auch andere
Theorien werden diskutiert, so auch eine direktekiton von neuronalen Zellen oder ein rein
immunkomplex-bedingter Prozess, so dass hier nocscRungsbedarf besteht (JACKSON et
al., 1977; EDINGTON et al, 1986; SCHMIDT et al.,994; WILSON, 1997;
STIERSTORFER et al., 2002).

In diesem Zusammenhang muss noch einmal betonewedass bei den meisten Fallen von
Myeloencephalopathie nur EHV-1 nachgewiesen wekdemte, so dass man EHV-4 kaum
mit diesem Krankheitsbild in Verbindung bringt (KQIHet al., 1987; VAN MAANEN et al.,
2001).

2.1.7 Die Kklinische Symptomatik der EHV-1 und EHV-4Infektionen

Die klinische Symptomatik einer Infektion mit EHV-Ioder EHV-4 reicht von
respiratorischen Erkrankungen und Aborten bei &tbts hin zu zentralnervésen Stérungen.
Vor allem bei jungen Pferden im Alter von bis zuetwahre kann es durch eine primare
Infektion vor allem mit EHV-4 zu akuten und fiebaeften Erkrankungen der oberen
Atemwege kommen (VAN MAANEN, 2002). Die typische mgytomatik besteht in einer
akuten Rhinitis mit beidseitigem Nasenausfluss,inleler Regel zu Beginn rein serds ist und
haufig Ubersehen wird. In diesem Sekret finden bighe Titer an infektiosem Virus, daher
stellen solche Tiere eine Hauptansteckungsquetlaridere Pferde dar. Nach einigen Tagen
bildet sich ein eher mukoses Sekret von weilli¢tegbe, welches vor allem Leukozyten und
desquamierte respiratorische Epithelzellen entlv@ltiesem Stadium besteht vor allem bei
jungen oder immunsupprimierten Tieren die Gefalktdageller Sekundarinfektionen, so dass
es zu gelblichem, mukopurulenten Nasenausfluss kemkann (ALLEN, 2002). Zusatzlich
kann es zu einer monophasischen Temperaturerhékemgnen und zu einer Pharyngitis
bzw. Laryngitis mit Husten als typischem Symptomwigo zum Anschwellen der
Mandibularlymphknoten. Vor allem bei jungen Pferdéesteht die Madoglichkeit der
Ausbreitung in tiefere Atemwege, wobei sich je n&@asdehnung eine Tracheobronchitis,
Bronchiolitis, schwere Pneumonie oder Pleuritismcieln kann (ALLEN und BRYANS,
1986; KYDD et al., 1994; SUTTON et al., 1998).

Bei schweren neurologischen Verlaufen von EHV-EHktibnen bei Jungtieren kann es zu
Erkrankungen des Auges kommen, die sich als Uvetllisr Chorioretinitis manifestieren

(SLATER et al., 1992). Hierbei kann es in besondmbwerwiegenden Féllen zu einer
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vollstandigen Zerstérung der Retina kommen, dieBlurdheit der betroffenen Pferde flhrt
(McCARTAN et al., 1995).

Wahrend Infektionen mit EHV-4 meist auf den Resjpinstrakt beschrankt bleiben und nur
in Einzelféllen Aborte oder eine neurologische Sionmatik hervorrufen, konnen bei
Infektionen mit EHV-1 auch andere Organsystemeoffeln sein. Aborte nach EHV-1-
Infektionen sind eine der Hauptursachen fiur vifaddalenverluste in den USA (BRYANS et
ALLEN, 1989). Haufig verlauft die vorangegangene eitvegsinfektion der Stute
asymptomatisch und es kommt nach einer Inkubat@nson zwei Wochen bis zu vier
Monaten zum pl6tzlichen Abort (VAN MAANEN, 2002).i&e Aborte sind in der Regel
Spataborte, d.h. sie erfolgen nicht vor dem funftgichtigkeitsmonat, sondern zu etwa 65 %
wahrend des achten und zu etwa 35 % im neuntenzetd@ten Trachtigkeitsmonat (ALLEN
et al., 1999).

Falls es in einem spéteren Stadium der Trachtigieitinfektion des Fetus kommt, kdnnen
diese Fohlen lebend geboren werden, sie sind jeeiovteder lebensschwach oder erkranken
in den ersten Lebenstagen und sterben meist (VAMNMEN, 2002).

Eine andere weniger haufige, aber auch schwerwikgé&olge einer EHV-1-Infektion stellt
die zentralnervise Storung, bedingt durch eine dmrtephalopathie dar (WILSON 1997).
Die Zeitspanne zwischen der initialen Infektion et neurologischen Symptomatik betragt
etwa sechs bis zehn Tage (ALLEN, 2002). Die betregh Tiere erkranken in der Regel
zunachst auch mit fieberhaften Allgemeinsymptomaeterorespiratorischen Symptomen
(EDINGTON et al., 1986; McCARTAN et al., 1995). Dieurologische Symptomatik reicht
von leichten Paresen bis hin zu schweren Paralgserrestliegen der Tiere. Ein haufiges
Bild sind Ataxien der Hintergliedmal3en, zusammen birin- und Kotabsatzstérungen
(VERTER et al., 1999; VAN MAANEN, 2002).

2.1.8 Die Epidemiologie der EHV-1 und EHV-4-Infektonen

Equine Herpesviren sind weltweit in der Pferdepopulatiomdeamisch verbreitet (VAN
MAANEN, 2002). Aus Deutschland existieren untersdiiche Studien Uber Antikdrper-
Pravalenzen, wobei die ermittelten Werte fur EH¥wlischen 50 und 70 % liegen und fur
EHV-4 zwischen 80 und 90 % (WOLFINGER, 1998). Zwwes EHV-1 und EHV-4 besteht
allerdings eine Kreuzimmunitat, weshalb mit denstex serologischen Tests nicht zwischen
EHV-1- und EHV-4-Antikérpern unterschieden werdemk (VAN MAANEN, 2000). Auch

eine Unterscheidung zwischen Impftiter und nathirlerworbener Immunitat erfolgte in
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keiner der Untersuchungen uber Antikérper-Pravaena)ber klinisch manifeste und mit
Aborten verlaufende Ausbriiche liegen aus unterdiibfeen Landern Berichte vBURKI

et al., 1984; FRANK, 1989; MATSUMURA et al., 1992). Deutschland wurden zwischen
1972 und 1993 bei fast 50 % der untersuchten Alite-1 nachgewiesen, wobei in dieser
Studie eine anamnestische Vorselektion stattfa®d\BEN et al., 1993).

Fur die Verbreitung der Viren innerhalb eines Bedé&s ist neben der Ausscheidung lber das
Nasensekret auch die Ubertragung von EHV-1 tber\Wagnalsekret, Nachgeburten und
Abortmaterial von Bedeutung (VAN MAANEN, 2002). inekte Ubertragungswege diirften
aufgrund der geringen Tenazitat der Viren eine wilisé geringere Rolle spielen.

Fur die Epidemiologie von besonderer Bedeutung satdnt infizierte Tiere, die unter
Stresseinwirkungen bzw. Immunsuppression wiedeYirmusausscheidern werden und somit
das Erregerreservoir fir die Infektion anderer @fedarstellen (ALLEN und BRYANS,
1986).

2.1.9 Die Bekampfung und Prophylaxe

Equine Herpesviren vollstandig aus ganzen Bestamdezliminieren ist aufgrund der weiten
Verbreitung praktisch unmoglich. Um jedoch Infeksfolgen wie Aborte oder
zentralnervose Erscheinungen zu vermeiden und dgs&heidung von Virus einzugrenzen,
sind die besten Strategien die prophylaktische ®&ohpfung und praventive
Managementmalinahmen.

Zur Zeit sind in Deutschland sowohl mehrere inaktie als auch eine Lebendvakzine gegen
EHV-1 und EHV-4 zugelassen, die als Einzelimpf&tofider als Kombinationsimpfstoffe
verwendet werden (Liste des PAUL-EHRLICH-INSTITUV&mM 31.07.2006) .

Bei Fohlen ist der Impfbeginn so zu wahlen, dashrmgem Abfall der maternalen Antikdrper
sechs bis acht Wochen nach der Geburt wieder exinmader Schutz besteht, da gerade bei
jungen Pferden haufig Stresssituationen durch p@ms, Absetzen, neue Lebensrdume oder
beginnendes Training vorkommen (ALLEN, 2002). Ttigh Stuten sollten nach den
Impfempfehlungen der Herstellerfirmen rechtzeitigdwft genug geimpft werden, um das
Abortrisiko zu senken und einen moglichst hohene@gi an maternalen Antikérpern zu
erreichen (ALLEN und BRYANS, 1986).

Ein konsequentes Impfprogramm kann zu einer Abschwig klinischer Symptome und zur
Minderung der Menge und Dauer der Virusauscheidfifigen (ALLEN, 2002). Einen
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vollstandigen Schutz vor einer Infektion, aber auchderen Folgen kann keine der Vakzinen
gewahrleisten (BURKI et al., 1990; VAN MAANEN, 2002

Als weitere prophylaktische Malinahmen gelten diemé&dung von Stress und insbesondere
in Gestuten oder gréReren Stallen die Unterteildeg Pferde in Gruppen nach Alter,
Gestationsstatus und Nutzung. Insbesondere dasiMgeh neuer Tiere, oder der Kontakt zu
anderen Tieren z.B. bei Turniereinsatzen oder Resialt eine Gefahr zur Einschleppung
des Virus dar. Hier kann eine Quarantane von miedes21 Tagen helfen, die jedoch bei
Turniereinsatzen oder Rennen nur schwer realigiesb@ALLEN, 2002).

Auch das Hygienemanagement vor allem in Gestiteit gine wichtige Rolle. So sollte
nach einem Ausbruch eine grindliche Desinfektiorrclgefihrt werden, samtliches
Abortmaterial und die Einstreu entfernt werden el betroffenen Stuten isoliert werden
(FREY, 1990).

2.1.10 Die Diagnose einer EHV-1 oder EHV-4-Infektio

Da bei einer EHV-1 oder EHV-4-Infektion allein aufgd der klinischen Symptomatik
hochstens eine Verdachtsdiagnose gestellt werdem, kanuss die Diagnose durch
Laboruntersuchungen abgesichert werden. Als Unthusygsmaterial wird meist
Nasensekret, venoses Blut und bei Aborten Orgamrabteerwendet, wobei am besten ein
Organpool des abortierten Fohlens und die Plazentarsucht werden sollte. Bei der
Nasentupferentnahme ist darauf zu achten, dase diasrhalb der ersten 48 Stunden nach
Beginn der Erkrankung erfolgen sollte, wenn derdpainoch Fieber hat. Venoses Blut sollte
zwischen dem vierten und zehnten Tag nach Beginn rdspiratorischen Symptome
genommen werden, da es zu diesem Zeitpunkt bereitsVirusreplikation im oberen
Respirationstrakt und zur Infektion mononukleéreukozyten gekommen ist und somit das
Virus im Blut nachweisbar sein kann (ALLEN, 200E}ir eine serologische Diagnose sind
gepaarte Serumproben im Abstand von 14-21 Tagerlzmen (ALLEN, 2002).

Direkter Virusnachweis:

Der direkte Erregernachweis erfolgt in der Routiagdostik durch Anzichtung in der
Zellkultur und anschlie3ende Beurteilung des cyinipahen Effektes (VERTER et al., 1999).
Hierfir konnen Nasopharyngeal- und Konjunktivalempfoben, Organmaterial des
abortierten Fetus oder Plazenta und bei EHV-1 withrer akuten Infektionsphase auch
Blutproben verwendet werden (ALLEN und BRYANS, 198@orteile der Virusanzucht sind
eine gute Sensitivitat und Spezifitat, Nachteiledsdie lange Dauer und der relativ hohe
Aufwand.
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Ein  Antigennachweis kann durch Anwendung der deekt oder indirekten
Immunfluoreszenz-, Immunperoxidase- und Peroxideasggeroxidase (PAP)-Technik an
formalinfixierten Paraffinschnitten oder Gefrieradten von Organen erfolgen. Auch sind
hiermit retrospektive Studien mdéglich (SCHULTHEI86al., 1993). Ein 1992 entwickelter
ELISA zum Antigennachweis aus Nasentupferprobergteeim Vergleich zur Ubrigen
Zellkulturtechnik nur eine Sensitivitat von 68 %dueine Spezifitat von 100 % (SINCLAIR
und MUMFORD, 1992).

Eine weitere Mdglichkeit des Nachweises von EHV-Ad uEHV-4-Infektionen ist die
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mit der Virus-DiNShgewiesen wird.

Als Proben eignen sich EDTA-Blut, Nasentupfer, @rgaterial von abortierten Feten,
Plazenta oder bei neurologischen Féllen das Ruckdar&in gro3er Vorteil der PCR ist die
Automatisierbarkeit, Geschwindigkeit und die weBehthdhere Sensitivitdt, gegeniber der
Virusisolierung. Zudem ermdglicht sie eine sichergerscheidung von EHV-1 und EHV-4
(HARDT 1992; GILKERSON et al. 1994) oder auch vok\E1l-Feld- und Impfviren
(OSTERRIEDER et al. 1994). Dabei stimmen die Ergsdan gut mit anderen
Untersuchungsmethoden wie Virusisolierung und Rashologie Uberein (HARDT 1994).
Probleme konnen bei der PCR vor allem durch unesalite Kontaminationen auftreten,
aufgrund der hohen Sensitivitdt muss sehr saulmbegiet werden. AulRerdem muss bei der
Interpretation der Ergebnisse beachtet werden, Makkinsauren nachgewiesen werden und
somit nicht immer sicher zwischen latenter und ekurifektion unterschieden werden kann.
Als eine Weiterentwicklung der herkdmmlichen PCRdsmittlerweile auch verschiedene
real-timePCR-Protokolle als Nachweisverfahren sowohl fir EH\Als auch fur EHV-4
etabliert (DIALLO et al., 2005; ELIA G. et al., 260PUSTERLA et al., 2005; GOODMAN
et al., 2006; HUSSEY et al., 2006; DIALLO et al00Z).

Die real-timePCR bietet alle Vorteile der konventionellen PCReidnzeitig aber eine
nochmals hohere Sensitivitat und Spezifitdt derkiea durch die Verwendung spezifischer
Fluoreszenzsonden (MACKAY, 2002). So konnten beiVEHselbst Virusmengen von 6
Genomkopien noch nachgewiesen werden (HUSSEY eR@06). Bei andereneal-time
PCR Protokollen konnten weniger als eine T&lon EHV-1 und 0,15 pg EHV-1-DNA
nachgewiesen werden (DIALLO et al.,, 2005) bzw. earken noch 10 Genomkopien des
Virus nachgewiesen werden (ELIA et al., 2005).

Die Spezifitéat dereal-timePCR fur EHV-1 lag in allen Fallen bei 100 %, soWahdere
Typen von equinen Herpesviren (EHV-2,-3 und —4)aaish verschiedene Bakterienstamme
zeigten G-Werte vergleichbar mit negativen Proben (DIALLCagt 2005).
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Zusatzlich lasst sich mit Hilfe deeal-timePCR nicht nur eine qualitative Aussage treffen,
sondern auch eine genaue Bestimmung der Virusmengeiner Probe vornehmen.
Gegentuber der konventionellen PCR ist der Wegfatl @elelektrophorese wichtig. Damit
sind weniger Arbeitsschritte notig, der Umgang mdtentiell kanzerogenen Stoffen wie
Ethidiumbromid entfallt, man erhalt schneller eingébnis und das Kontaminationsrisiko
sinkt deutlich. Zuséatzlich kann man die Viruslast Patienten Uber einen bestimmten
Zeitraum verfolgen, und somit eine Aussage Ubervadee Replikation und damit Gber den
Verlauf der Erkrankung oder auch die Wirksamkeiteei Therapie machen (SCHUTTEN,
2001).

Indirekter Virusnachweis:

Der Antikorper-Nachweis erfolgt mit Hilfe von Seraeutralisationstests (SNT) oder
ELISAS, wobei hier Serumpaare verwendet werderieso(VERTER et al., 1999; DOERR
und BRAUN, 2002). Ein hoher Antikorpertiter ist @hrklinische Symptomatik nicht
aussagekraftig, weil haufig auch sehr hohe Titemeoklinische Symptome Uber Monate
hinweg persistieren kdnnen (LUDWIG et al., 1999u3&rdem erhalt man erst nach zwei
Wochen ein endgiltiges Ergebnis Uber einen evdatuéntikbrper-Anstieg. Neben dem
SNT wird am haufigsten ein Glykoprotein G (gG) -BAl eingesetzt, mit welchem auch eine
Differenzierung zwischen EHV-1 und EHV-4 moglich (ERABB und STUDDERT, 1995).
Friher wurden haufig Komplement-Bindungs-Reaktion@BR) zur serologischen
Diagnostik verwendet. Weil aber KBR-Titer schnelds Neutralisationstiter absinken, ist die
KBR vor allem fir die Untersuchung akuter Infekeongeeignet (MUMFORD et al., 1987).
Auch andere ELISAs mit rekombinantem EHV-1-Glykdpio sind zum Antikérpernachweis
geeignet (SINCLAIR et al., 1992).

2.2 Dasp,-Mikroglobulin-Gen des Pferdes

Bo-Mikroglobulin ist ein niedermolekulares ProteindurBestandteil des MHC-I-Komplexes
(Haupthistokompatibilitaitskomplex, engmajor-histocompatibility-complgx welcher sich
aus Glykoprotein-Heterodimeren zusammensetzt. Diessiehen aus vier extrazellularen
Domanen, drebi-Ketten und einenf,-Mikroglobulin. MHC-Klasse-I Molekule werden auf
nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert undsprdieren zytosolische Peptide, die dann

von T-Zellen erkannt werden.
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Das B,-Mikroglobulin-Gen ist in jeweils einer Kopie aufesh Pferdechromosom ECA 1
lokalisiert und die Genomsequenz bekannt (TALLMADR@B02). Damit ist diese Sequenz

fur die Quantifizierung von zellularem Material gygeignet.

2.3 Die quantitativereal-time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)
2.3.1 Einleitung

Die Technik der quantitativereal-timefPCR kombiniert die Nukleinsdureamplifikation, d.h.
die konventionelle PCR-Reaktion mit der Detektiord (Bichtbarmachung des entstandenen
Produkts in einem Reaktionsgefal3. Die Charakteusgedes PCR-Produkts erfolgt nicht wie
beim traditionellen PCR-Verfahren erst am Ende Reaktion durch Gelelektrophorese,
sondern in Echtzeit mittels wahrend jeden Zyklusngesener Fluoreszenzintensitat, die
wiederum von der Produktmenge abhangig ist (HIGUEtHI., 1993; HEID et al., 1996).

Die Sichtbarmachung der amplifizierten Sequenzen g@@undsatzlich mit zwei
unterschiedlichen Fluoreszenzdetektionssystemericho@eide Moglichkeiten beruhen auf
der Tatsache, dass der Anstieg der Fluoreszenopimpal zum Anstieg der Konzentration
des Amplifikationsproduktes ist und erlauben scemith eine Quantifizierung der Ausgangs-
DNA.

2.3.2 Detektionssysteme

2.3.2.1 Nicht spezifische Detektionssysteme

Diese Detektionssysteme beruhen auf interkaliemrerferbstoffen, die sich zwischen die
Nukleotidbasen der DNA einlagern, um das entstelékdplikon sichtbar zu machen. Der

heute am haufigsten verwendete Farbstoff ist SYB&eG™ (HIGUCHI et al., 1992, 1993).

Nach Anregung durch energiereiches UV-Licht fluareg der in die Windungen der ds-

DNA eingelagerte Farbstoff ungefahr 1000 mal stérkis der freie Farbstoff. Da diese

Farbstoffe nicht sequenzspezifisch binden, koénnen wniversell verwendet werden

(BUSTIN, 2000), auf3erdem besitzen sie eine hoha&aBtirke, da jedes DNA-Molekil

mehrere Farbstoffmolekile bindet. Es kann jedoch&ebst nicht zwischen korrektem

Amplifikationsprodukt und Artefakten, wie z.B. PemDimeren unterschieden werden, da
diese ebenfalls den Farbstoff binden und zu einkmrészenzanstieg in negativen Proben
fihren (VANDESOMPELE et al., 2002).
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2.3.2.2 Spezifische Detektionssyteme

Spezifische Detektionssysteme funktionieren mitfeHfluorogener Sonden, d.h. es werden
zur PCR-Reaktion mit Fluoreszenzfarbstoffen mat&i€ligonukleotide, sogenannte Sonden
(engl.: ‘probes’) gegeben. Diese sind meist zwischen 20 und 30rB&s®y und sollen
wahrend der Reaktion sequenzspezifisch zwischerPdemern hybridisieren. Erst durch die
Hybridisierung an die gewiinschte Zielsequenz witbieszenz emittiert.

Mittlerweile gibt es eine ganze Reihe an untersiifdeen Sondenprinzipien, die aber alle auf
dem gleichen Prinzip beruhen, dem sogenannten d¢dmenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET) (FORSTER, 1948; CARDULLO et al., 1988). Hituoreszenzfarbstoff lasst sich
demnach mit Licht einer bestimmten Wellenlange (Adjegen und strahlt anschliel3end die
aufgenommene Energie als Licht einer anderen Wahege (E1) wieder ab (Emission). Jeder
Fluoreszenzfarbstoff verfluigt Gber ein bestimmtesedungs- und Emissionsspektrum. Wenn
man nun ein Fluorochrom (F1) in ausreichende Né&hie, nicht mehr als 17-20 Basen
Abstand, zu einem zweiten Fluorochrom (F2) brintgssen Anregungsspektrum (A2) dem
Emissionsspektrum des ersten Fluorochroms (El)peci$, springt die Energie zwischen
beiden Uber (CARDULLO et al.,, 1988). Die Energierdvidann nicht als Licht der
Wellenlange E1 abgestrahlt, sondern direkt an Blelmom 2 weitergeleitet. Man kann nun
wahrend der PCR die Fluoreszenz bei Wellenlangeoeidr E2 verfolgen und so die
raumliche N&he der Fluorochrome beurteilen (SELVIN94). Wenn E1 gemessen wird,
bezeichnet man Fluorochrom 1 aReporter oder Fluorophor und Fluorochrom 2 als
Quencher(engl. to quench = l6schen). Misst man dagegensiBdst F1 der Donor (lat.: =
Spender) und F2 der Akzeptor (lat. =Empféanger).

Am haufigsten wird der Fluoreszenzfarbstoff FAM Q&rboxy-Fluorescein) als
Reporter/Donor eingesetzt. Es gibt jedoch noch einige andere skaffb, die alle ein
spezifisches Absorptions- und Emissionsspektrum etnabso dass es moglich ist,
unterschiedliche Reporterfarbstoffe gebunden aschéedene Sonden, gleichzeitig in einer

Reaktion zu benutzen.
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Tab. 1: Ubersicht tiber die gebrauchlichsten Reporterfaffasto

Abkirzung | Farbstoff Anregung | Emission
(nm) (nm)

FAM 6-carboxy-Fluorescein 492 518

TET Tetrachloro-6-carboxy-fluorescein 521 538

JOE 2,7-Dimethoxy-4,5-dichloro-6-carboxyfluoresceib27 548

HEX Hexachloro-6-carboxy-fluorescein 535 556

ROX 6-carboxy-X-Rhodamin 575 602

Cy5 Carbocyanin 5 635 665

Als Quencher verwendet man haufig den Fluoreszenzfarbstoff TAMRG-Carboxy-
Tetramethylrhodamin). Neu entwickelte Quenchegesannte dark, black-hole oder non-
fluorescent Quencher, wie Dabcyl oder MethylorandASARABADI et al., 1999)
emittieren das aufgenommene Licht nicht als Licideaer Wellenlange, sondern stattdessen
als Warme und kénnen im Vergleich zu anderen Quengctwie TAMRA die Lichtemission
noch besser unterdriicken und interferieren audtt mdt der Messung, so dass sie vor allem
fur die Multiplex-PCR und die Markierung von MoléauBeacons eingesetzt werden.

Tab. 2: Ubersicht tiber die gebrauchlichsten Quencherfaifiesto

Quencher Adsorption (nm) Emission (nm)
TAMRA 555 580

Methyl red 410 Warme
ElleQuencher 650, 600 Warme
Dabcyl 453 warme
Dabsyl 466 Warme

Beim sogenannteouble Dye Sonden Prinzipsind zwei Fluorochrome an eine Sonde
gekoppelt. Nach diesem Prinzip funktionieren augh sbgenannten TagMan-Sonden. Der
Reporterfarbstoff befindet sich am 5-Ende, der righerfarbstoff am 3'-Ende. Zusatzlich
hangt am 3'-Ende noch eine Phosphatgruppe, damiSdinde bei der Elongation nicht als
Primer fungieren kann (LIE, 1998). Solange die Soimtlakt ist, ist die Emission gering, weil
fast die gesamte Lichtenergie, die nach der sgehdéin Anregung des Reporters entsteht,
aufgrund der raumlichen Nahe vom Quencher aufgeremmmird (WALKER, 2002). Dieser

FRET-Effekt bleibt auch nach Bindung der Sonde an &omplementdaren DNA-Strang
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erhalten. Wahrend der Elongationsphase trifft aiyferase auf die Sonde und hydrolysiert
diese durch die 5-3"-Exonukleaseaktivitat (LIE,982 Nach der Hydrolyse der Sonde
befindet sich der Reporterfarbstoff nicht mehrdanmlicher Nahe zum Quencher, wodurch es
zu einer Abnahme der Loéschung der Fluoreszenz undzuisn Anstieg der Reporter-
Fluoreszenz kommt. Dabei wachst das ReportersignAbhéngigkeit von der Anzahl der
freigesetzten Reportermolekile (GIBSON et al., 1996ID et al., 1996).

SogenanntéMinor Groove Binder (MGB) Sondensind zusatzlich mit einem Indolderivat
modifiziert. Es besitzt eine Affinitat zu der dofgteiingigen DNA, in welche es sich einlagert
und bildet stabile Hybride (KUMAR et al., 1998). dieser zusatzlichen Bindung kommt es
erst bei exakter Bindung der Sonde. Dies ermogkame erhdohte Spezifitat und somit eine
prazise Detektion von Punktmutationen (BUSTIN, 20@blche Sonden kénnen somit bei
gleicher Annealingtemperatur kirzer als herkdmnelidhouble Dye Sonderkonstruiert
werden (BUSTIN, 2002).

AuBBerdem gibt es noch sogenanpidolecular Beacons® und ,Skorpion-Sonden®, bei
welchen die Nukleotide am 5-Ende denen am 3'-Hadeplementar sind, so dass sahe
charakteristische Sekundarstruktur ausbilden kendieser Form zeigt der Reporterfarbstoff
keine Fluoreszenz durch den geringen Abstand zumncher. Durch die Hybridisierung
kommt es zur Offnung dieser Haarnadelstruktur, tlamir raumlichen Trennung von
Reporter und Quencher und zum FluoreszenzanstiefAGI und KRAMER, 1996;
KOSTRIKIS et al., 1998; BUSTIN, 2000).

2.3.3 Diereal-time Auswertung quantitativer PCRs

Die wahrend des Amplifikationsprozesses gemessersiven Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffs wird alR bezeichnet. Wenn die gemessene Fluoreszenz um den
Fluoreszenzwert der Basislinie korrigiert wird, Isezeichnet man diesen Wert aR. Ein
Referenzfarbstoff (meistens ROX oder HEX) ist duofeszierender Farbstoff, der zu allen
Reaktionsansatzen in gleicher Menge gegeben wird mar Abgleichung méglicher
sondenspezifischer Fluoreszenzunterschiede dieist, adifgrund von unterschiedlichen
Volumina (Pipettierfehlern) in den einzelnen Reaksigefallen entsteherRn{Wert).
AulRerdem dient der Referenzfarbstoff zum Abgleicrriierender Fluoreszenzwerte, die
dadurch entstehen, dass die optische Detektiorsenin Reaktionsgefald zu Reaktionsgefal}
fahrt und damit unterschiedliche Aberrationen dehts entstehen kdnnen. Wenn man die
gemessene Fluoreszenz mit Basislinie und Refemndostédf korrigiert, so entsteht der Wert
dRn(Stratagene Handbuch 2006).
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Mit Hilfe einer entsprechenden Software wird aus @emittelten Fluoreszenzwerten eine
graphische Darstellung, eine sogenannte Ampliftkesigrafik erstellt. Dabei wird die
gemessene Fluoreszenz auf der Ordinate gegen klienZzahl auf der Abszisse aufgetragen.
Da die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe eine gewrundfluoreszenz (GF) aufweisen
und die verwendeten Reaktionsgefal3e bei Anregung gewisse Hintergrundfluoreszenz
haben, ist der beim Start der Reaktion gemessemmedszenzwert nicht gleich null. Bevor die
Fluoreszenz ansteigt, bleibt sie einige Zyklen lamyerandert und verlauft so als gerade
Linie parallel zur x-Achse und wird als Basislitiezeichnet.

Damit man einen Wert erhalt, ab welchem die genmessd¢uoreszenz einer Probe klar von
der Hintergrundfluoreszenz zu unterscheiden ist woddie Probe als positiv zu werten ist,
wird ein  Schwellenwert Threshold gesetzt. Dieser Punkt ist definiert als die
Standardabweichung der Hintergrundfluoreszenz, gseme zwischen Zyklus drei und
finfzehn, multipliziert mit dem Faktor 10 (GIBSONa., 1996).

Als Cycle-threshold(Cy) oder Crossing Point (CP) bezeichnet man den Schnittpunkt
zwischen den Fluoreszenzwerten und dem Schwellémpwejiziert auf die x-Achse. Dieser
Schnittpunkt stellt den niedrigsten messbaren pesitWert dar. Der €Wert entspricht der
Anzahl an PCR Zyklen, die notig sind, um ein konstdefiniertes Fluoreszenzniveau zu
erreichen. Beim @Wert befindet sich in allen Reaktionsgeféal3en déche Menge an neu
synthetisierter DNA. Ein um eine Einheit geringe@r-Wert entspricht theoretisch der
doppelten Menge an eingesetzter cDNA. Somit stidit G-Wert die Grundlage fur die
Quantifizierung dereal-timePCR Reaktion dar (GIBSON et al., 1996).

Das Prinzip der Quantifizierung der Ausgangsmeng®IdS unterscheidet sich grundlegend
von dem der konventionellen RT-PCR, weil hier niahe absolute Menge an PCR-
Amplifikat, das bis zum Ende der Reaktion entstgdinessen wird, sondern def-Wert
dafir genutzt wird. Dieser Wert verhélt sich umdekeroportional zum Logarithmus der
Ausgangsmenge an Nukleinsdure (HIGUCHI et al., 1998 konnte man theoretisch anhand
des G-Wertes auf die urspringliche DNS-Menge zurlickssisien, wenn man gleichzeitig
die Vermehrungsrate der PCR kennen wirde. Die Aikalion wird aber von vielen
verschiedenen Faktoren beeinflusst, so dass esmiiglich ist, die genaue Vermehrungsrate
einer Reaktion zu bestimmen (BUSTIN, 2000). Somstt @s einfacher, parallel zu den
Untersuchungsproben, Proben mit bekannter Meng®MN8 in Form eines Standards zu
amplifizieren und die ermittelten {&Verte miteinander zu vergleichen. Die eigentliche

Quantifizierung kann relativ oder absolut erfolgen.
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2.3.4.1 Relative Quantifizierung

Bei der relativen Quantifizierung handelt es sich die Bestimmung des Verhéaltnisses der
Nukleinsduremenge in der zu untersuchenden Prolgerzbekannten Nukleinsauremenge in
einer Vergleichsprobe. Hierfiir muss weder die Kammation der Zielsequenz bekannt sein,
noch eine Standardkurve mit bekannter Konzentragrstellt werden, weil nur ein Verhaltnis
beider Proben zueinander berechnet wird (BUSTIN020

Hierbei gibt es zwei Methoden der Berechnung ditiven Menge an Nukleinsaure, zum
einen die Standardkurvenmethode, zum anderen ACr-Methode (LIVAK und
SCHMITTGEN, 2001). Bei beiden Berechnungsmethoded weben der Zielsequenz auch
noch ein Referenzgen, das sogenariraasekeeping geneder nicht-reguliertes Gen als

endogene Kontrolle amplifiziert.

2.3.4.2 Absolute Quantifizierung

Diese Methode erlaubt eine relativ genaue Bestingraer Kopienzahl pro Zelle bzw. der
Nukleinsdurekonzentration. Hierbei muss jedochjbeegém Lauf eine Standardkurve erstellt
werden. Hierfir wird eine Verdinnungsreihe einegabaten Standards mit definierten
Konzentrationen an Nukleinsaure bendtigt. Der Steshdnuss die gleiche Sequenz aufweisen
und mit denselben Primern amplifiziert werden, die zu quantifizierende Zielsequenz.

Die ermittelten G-Werte der Standardverdinnung werden fur die Stdkdave oder
Regressionsgerade gegen ihre logarithmische Koratemt, z.B. die Kopienzahl aufgetragen.
Fur eine PCR sind linearisierte Plasmide mit eiklemierten Zielsequenz als Standard
besonders geeignet und werden als rekombinante&tbezeichnet (BUSTIN, 2000).
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellen

Rk-13 (Kaninchennierenzellen, Zelllinie) ab der Bdssage

NBL-6-Zellen (Equine Hautzellen, Zellinie) ab d&. $assage

Vero-Zellen (Griine Meerkatze, Nierenzellen, Zel)rab der 54. Passage

3.1.2 Viren

RacL1l (Plaqueisolat des auf embryonalen Schwesnemzellen attenuierten EHV-1-
Stammes RacH (MAYR et al., 1968), welches fur Léboe und Pferde pathogen ist.)
Aktuelle EHV-1-Stdmme (Isolate aus dem suddeutsétenm, aus den Jahren 1999
bis 2006, die aus Organproben abortierter Fohlenw. bzeiner nach
Myeloenzephalopathie verendeten Stute isoliert emydSTIERSTORFER et al.,
2002; Neubauer und Eichhorn, unveréffentlicht.)

EHV-4 (Isolat aus den USA, aus einem Nasentupfaesian Rhinopneumonitis
erkrankten Pferdes isoliert (ZIEGLER et al., 2005))

3.1.3 Bakterielle Artifizielle Chromosomen

pRacL1l, das Genom von RacL1ll als bakterielledizaetles Chromosom (BAC)
kloniert, inE. Coli Stamm BW 25141 (RUDOLPH et al., 2002, freundlicheisg zur
Verfigung gestellt von Jens von Einem und Nikol@sgerrieder)

f2m BAC (BAC Klon, der dasquinep2m-Gen enthalt, TALLMADGE et al., 2002,
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Relbedallmadge und Dr. Douglas

Antczak, Cornell)

3.1.4 Primer und Sonden fir diereal time PCR

Primer (Fa. Applied Biosystems, UK; Fa. MWG BioteElbersberg)
Fluoreszenzsonden (Fa. Applied Biosystems, UKM.G Biotech, Ebersberg)
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3.1.5 Puffer, Lé6sungen und Reagenzien

* Aqua destillata (A. dest.)
* Aqua demineralisata (A. demin.)
e Agarose, peqGOLD Universal (Fa. Peqglab, Erlangen)
0,8 bis 2% (w/v) in 0,5 oderHbektrophoresepuffer TAE

* Bromphenolblau (Fa. Merck, Darmstadt)
* BSE-Puffer 10x

0,25 % Bromphenolblau

70 mM EDTA, pH 8,0

5% SDS (w/v)
50 % Sucrose (w/v)
e Chloroform (Fa.Merck, Darmstadt)
» EDTA, Ethylendiamintetraacetat (Fa. Serva, Heidgjpe
» Eisessig (Fa. Roth, Karlsruhe)
» Elektrophorese-Puffer (fir Agarose Gelelektropheyé&®fach konzentriert TAE
2M Tris
0,25 M Na-Acetat
0,005 M EDTA
in A. dest. mit Eisessig auf pH 7,8 eingestellt

« Ethanol, absolut (Fa.Merck, Darmstadt)
* Ethidiumbromid (Fa. Sigma, Minchen)
* FKS, fetales Kalberserum (Fa. Seromed, Berlin)
* GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
* Glucose
* Hank's Medium
» Hank's modified Eagle's Medium

4,8 g/l Earle’'s Medium

5,3 g/l Hank's Medium

1,5 g/l NaHCQ

120 mg/l Pyruvic Acid

* IAC: 1 Teil Isoamylalkohol und 24 Teile Chloroform

* Isoamylalkohol (Fa. Merck, Darmstadt)
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Isopropanol (Fa. Applichem, Darmstadt)
KB-Leiter, 1 kb und 12 kb (Fa. New England BiolaBsankfurt a. M.)
LB-Medium, Luria-Bertoni-Medium
10 g/l Bacto Trypton (Fa. Difco, Detroit)
5 g/l Bacto Yeast Extract (Fa. Difco, Detroit)
5 g/l NacCl
auf pH 7,2 mit 1 N NaOH eingestellt
LB-Amp-Nahrbodenplatten
LB-Medium (Fa. Roche, Mannheim)
100pug/ml Ampicillin
1,5 % Bacto-Agar
LB-Kana-Nahrbodenplatten
LB-Medium (Fa. Applichem, Darmstadt)
50 ug/ml Kanamycin
1,5 % Bacto-Agar
LB-Chloramphenicol-N&hrbodenplatten
LB-Medium (Fa. Sigma, Minchen)
30 ug/ml Chloramphenicol
1,5 % Bacto-Agar
LiCl, Lithiumchlorid (Fa. Merck, Darmstadt)
Master Mixes:
Fur PCR: Pre-Aliquoted ReddyMix™ PCRdWa Mix (Fa. Abgene, UK)
Fur real-time PCR: TagMan® UniversalRPMaster Mix (Fa. Applied Biosystems)
PeqGOLD Hot Start-Mix “Real-Time” (Haeqglab, Erlangen)
QiagenQuantiTect Multiplex PCR (Fa. g&a, Hilden)
MEM, Minimal Essential Medium; mit Hank’s und Easgealzen, Pyruvat und
NaHCG;
Methylcellulose (Fa. Sigma, Minchen)
25 g Methylcellulose, MC 4000 in A. dest.
ad 1000 ml
PBS (Phosphate Buffered Saline; pH 7,4)
8 g NaCl
0,2 g KCI
1,12 ¢ NgogHPOy
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0,2 gKH,PO4
0,1 g CaCb
0,1 g MgCl, x 6 H,O ad 1000 ml A. dest
Phenol pH 8,0 (Fa. Applichem, Darmstadt)
Proteinase K (Fa. Sigma, Miunchen)
QIAEX Il Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen, Hilden)
QIAamp® DNA Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden)
Qiagen Plasmid Midi Kit (Fa. Qiagen, Hilden)
Restriktionsendonucleasen (Fa. New England Biol&bankfurt a. M.; Fa. Roche
Diagnostics, Mannheim)
RNAse A (Fa. Roche Diagnostics, Mannheim)
100 mg RNAse A in 1 ml TE-PuffpH 8,0
Sarkosylpuffer:
75 mM Tris-HCI, pH 8,0
25 mM EDTA
10 % (w/v) N-Lauroylsarkosin, Na-Salz
SOG-Medium:
2 % Bacto Trypton (Fa. Difco, Detroit)
0,5 % Bacto Yeast Extract (Fa. Difco, Detroit)
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
2 % Glukose
STV, Saline-Trypsin-Versene-LAosung:
100 ml Saline
50 ml Trypsin 1,25 % (w/v)
25 ml Versene
10 ml NaHCG;
TE-Puffer
10 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA
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* TEN-Puffer
150 mM NaCL
20 mM Tris.-HCL, pH 7,4
1 mM EDTA
e Tris, Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Fa. Roth, lKkarhe)
e Tris-HCI, pH 8,0
* Versene
3mM KCI
1,5mM KHPO,
140 mM NacCl
10 mM NaHPO,
mit A. dest. auf 100 ml
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Fa. Prega, USA)

3.1.6Gerate, Laborhilfsmittel und Verbrauchsmaterialien

« Baumwolltupfer (Fa. Sarstedt, Nurnbrecht)

* Blutentnahmesystem S-Monovette® (Fa. Sarstedt, IN&aint)

» Eismaschine KF75 (Fa. KKS GmbH, Minchen)

« Elektrophoresekammer Mupid-2 Cosmo (Fa. Bio Co,id)k

e Elektrophoresekammer (Fa. BioRad, Mlnchen)

» Falcon tubes (Fa. Sarstedt, Nurnbrecht)

* Heizblock Thermostat 5320 (Fa. Eppendorf, Hamburg)

» Klebefolie fur Mikrotiterplatten, Optical Adhesiv€overs (Fa. Applied Biosystems,
UK)

» Laborwaage, Prazisionswaage Navigator (Fa. Ohaassén)

« Mikrotiterplatten, MicroAmp® Optical 96-Well Pla{&a. Applied Biosystems, UK)

*  PCR-Thermocycler Gene Amp PCR System 2400 (FairPEtkner, USA)

* PCR-Caps, MicroAmp® Optical Caps (Fa. Applied Beisyns, UK)

*  PCR-Tubes, MicroAmp® Optical Tubes (Fa. Applied 8istems, UK)

* Photometer Uvikon xs (Fa. Bio-Tek, Bad FriedricHBha

» Pipetten, diverse Kolbenhubpipetten (Fa. Eppendtaimburg)

* Pipettenspitzen, aerosolgeschitzt (Fa. Sarstedblxgcht)

e Power Supply Power Pac 200 (Fa. Bio Rad, Mlinchen)
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* Real-time-PCR-Gerat Stratagene MxPro 3005P (Fategene, USA)
* Thermomixer compact (Fa. Eppendorf, Hamburg
* Vortex Genie™ (Fa. Scientific Industries, Puchheim)
* Wasserbad: Julabo SW-20 C (Fa. Julabo, Seelbach)
o Zellkulturplastikwaren: (Fa. Nunc, Wiesbaden)
Zellkulturflaschen (175 ém75 cnf)
24- und 96-Lochplatten
e Kuhlzentrifuge Heraeus Suprafuge 22 (Fa. HeraeasaH)
Rotor 12500 (Fa. Heraeus, Hanau)
Rotor SS34 (Fa. DuPont Sorvall, BacriHarg)

» Kihlzentrifuge Sigma MK 202 (Fa. Sigma, Minchen)
» Stock-Zentrifuge (Fa. Wilhelm Stock, Marburg)
» Ultrazentrifuge LE 80 K (Fa. Beckmann, Krefeld)
Rotor SW 28
Rotor SW 40

3.2 Methoden

3.2.1 Zellen

3.2.1.1 Zellkultur

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Rk13-ZellNBL-6-Zellen und Vero-Zellen
verwendet. Die Zellen wurden in Hanks Modified EmgMedium mit 5 bis 10 % fetalem
Kalberserum (FKS) in Plastik-Zellkulturflaschen Bnutschrank bei 37 °C kultiviert. Die im
Monolayer wachsenden Zellen wurden durch Ablésert &1V und nachfolgender
Resuspension eines Teils der Zellen in frischemivegassagiert.

3.2.2 Virus

3.2.2.1 Virusvermehrung in Zellkultur

Der EHV-1 Stamm RacL11 wurde zunachst auf Rkl3efelber EHV-4-Stamm auf Vero-

Zellen oder NBL-6-Zellen vermehrt. Hierfur wurdemsth geteilte Zellen mit einer MOI von
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0,1 infiziert und dem Zellkulturmedium nach 90 ntigér Inkubation bei 37 °C 2 % FKS
zugegeben. Nachdem bei tber 80 % der Zellen ewpathischer Effekt (zpE) aufgetreten
war, wurden die Zellen zur Freisetzung intrazetedaVirionen zweimal eingefroren und
wieder aufgetaut und die Virussuspension anschi@zur Reinigung von zelluldren
Bestandteilen 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert.r Dpewonnene Uberstand wurde

portioniert, der Virustiter bestimmt und bei —70 §€lagert.
3.2.2.2 Virustitration

Um die Anzahl der Plaque-bildenden Einheiten pro Mmussuspension (PbE/ml) zu
bestimmen, wurden die Virussuspensionen in Hankslide von 10" bis 10’ in 10er
Schritten verdinnt und diese Verdinnungen in Dappltzen auf Rk13-Zellen in einer 24-
Loch-Platte gegeben. Nach einer Inkubationszeit @h min bei 37 °C wurde die
Virussuspension entfernt und durch Methylzellul@ssetzt, um so eine Ausbreitung der
Nachkommen-Viren Uber das Nahrmedium zu verhindgrhage nach der Infektion konnte
die Anzahl der Plagues pro Verdinnungsstufe untene Mikroskop bestimmt werden und

damit der Titer der Virussuspension errechnet werde
3.2.3 DNS
3.2.3.1 Praparation viraler DNS

Jeweils zwei Zellkulturflaschen mit infizierten Xt wurden nach Auftreten eines 100 %igen
zytopathischen Effektes verwendet. Zellulare Bedigile und Virionen wurden durch 90
minutige Zentrifugation bei 25.000 rpm aus der ®aspn pelletiert und das gewonnene
Pellet in 900ul TEN resuspendiert. Nachdem 3pI0Sarkosylpuffer hinzugegeben und fir 15
min bei 65 °C inkubiert worden war, wurdenuBRNAse A (100 mg/ml) hinzugegeben und
fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von Lb®roteinase K (10 mg/ml) wurde der
Ansatz erst 3 h bei 56 °C und anschlie3end UbehiNz& 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die DNS von Protein- und Lipidkomponentenctudie Phenolextraktion getrennt.
Hierfur wurde der Ansatz mit der gleichen Menge Rhenol versetzt und 100 mal
geschwenkt. Zur Phasentrennung wurde der Ansatm éest fur 20 min auf Eis stehen
gelassen und danach fiir 10 min bei 8.000 rpm Zegigit. Der wassrige Uberstand mit der

viralen DNS wurde mit einer abgeschnittenen Pipsftéze vorsichtig abgenommen, um die
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DNS nicht zu scheren, und der Vorgang wiederhoth tanach auch den Uberstand von
Phenolresten zu reinigen, wurde er mit der gleichtamge an IAC ausgeschiittelt. Durch
Zugabe des doppelten Volumens an eiskaltem absokiteanol und 1/10 des Volumens an 4
M LiCl wurde anschlielend die virale DNS ausgefalhd 30 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Das entstandene DNS-Pellet wurdeimmakmit eiskaltem 70 %igem Ethanol
gewaschen und danach getrocknet, bevor es in A.al#ggenommen und bei —20 °C gelagert

wurde.

3.2.3.2 Isolierung von bakterieller artifizieller Chromosomen-DNS aus Bakterien

Um aus Bakterien die low copy BAC-Plasmid-DNS zaliesen wurden die Bakterien mit
400 ml LB-Bouillon und fl/ml Cloramphenicol (30 pg/ml) bei 37 °C uber Nadht
Schuttelinkubator vermehrt. Die Kultur wurde in @al-Zentrifugen-Becher gegeben und fir
10 min bei 4 °C mit 8000 rpm zentrifugiert. Anseifdend wurde die DNS aus dem Pellet mit
dem Qiagen Plasmid Midi Kit nach Herstellerangaisetiert. Die gewonnene DNS wurde in

60 ul Aqua demin. resuspendiert und bei —20 °C aufbetwah

3.2.3.3 DNS-Spaltung durch Restriktionsendonuklease

Zur Spaltung viraler DNS wurden die Restriktionggneg BamHI, Ecarl und Hindlll
verwendet. Diese wurden in Konzentrationen von $ 1l Einheiten prqeg DNS mit den
entsprechenden Puffern der Hersteller eingeseiet.vibale DNS wurde fur 3 h bei 37 °C
verdaut. AnschlieRend erfolgte die elektrophorégséuftrennung der Fragmente in 0,8 %
Agarosegelen bei einer angelegten Spannung vono#0 Durch die nachfolgende Farbung
mit Ethidiumbromid konnten die Fragmente unter Ui¢Ht (302 nm) sichtbar gemacht und

die Restriktionsfragmentlangen dokumentiert werden.

3.2.3.4 DNS-Konzentrationsbestimmungind Berechnung der Genomkopien

Die Konzentration der DNS, die in Aqua demin. gelasr, wurde durch Messung der
Absorption im Photometer bei 260 nm bestimmt. Hieurde die DNS mit Aqua dest. in
verschiedenen Konzentrationen (1:200, 1:300, 1:408)dinnt und anschlieend im
Photometer der OD-Wert (,optical density*) bestimniede Verdinnung wurde dreimal

gemessen und daraus ein Mittelwert gebildet. EiDe,§3 entspricht 50 pg doppelstrangiger
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DNS/ml. Anhand der Genomgrof3e von EHV-1 (150.223 lmgw. EHV-4 (145.597 bp) in
Basenpaaren wurde das Molekulargewicht des gesaMmit@isgenoms bestimmt. Dieses
Molekulargewicht wurde durch die Avogadrosche Z@h022x16% geteilt, um das Gewicht

einer doppelstrangigen Genomeinheit zu erhalten.

3.2.3.5 Probenmaterial

Als Probenmaterial fur die Etablierung und die iai@ Validierung der EHV-1/-4-
spezifischenreal-time PCR dienten Blutproben, Nasentupferproben und (Qurgdsen. Die
Blutproben wurden durch Punktion der Vena jugulasiserna von 23 Vollblutstuten eines
suddeutschen Gestits zweimal im Abstand von 14 nfagenommen, mit Kalium-EDTA
versetzt und sofort gekihlt. Anschlie3end erfoldiie Bestimmung der Leukozytenzahl der
einzelnen Proben im Labor der Medizinischen Kleirkiinik der LMU Minchen mittels
Durchflusszytometrie mit dem Cell-D§8500 R der Fa. Abbott.

Die Nasentupfer wurden mit sterilen trockenen Baoittupfern moglichst tief aus der Nase
entnommen und trocken in ein steriles Falcon Prgbss verbracht. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurden diese bei —70 °C gelagert. @Qiganproben stammten aus dem Institut
fur Tierpathologie und waren zur virologischen Usteehung an das Institut fir Medizinische

Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin wajieeitet worden.

3.2.3.6 Isolierung der DNS aus Organ-, Blut- und Nsentupferproben

Die DNS wurde bei allen Proben mit Hilfe des Wiz&dnomic DNA Purification Kit nach
Herstellerangaben isoliert. Entsprechend der Héssteagaben wurde von der Milz 10 mg
und von allen anderen Organproben 25 mg verwerded. einem Teil der Proben wurde
zusatzlich mit dem QIAamp® DNA Mini Kit nach HerBegangaben die DNS isoliert. Bei
den Blutproben wurde das verwendete Volumen arvalier im Labor der Medizinischen
Kleintierklinik der LMU Miuinchen mittels Durchflusgtometrie  gemessenen
Leukozytenzahlen angepasst und lag zwischen 20 Aihal. Die Nasentupfer wurden
abgeschnitten, in Eppendorf-Réhrchen verbracht andchlieRend nach dem jeweiligen
Herstellerprotokoll behandelt. Die gewonnene DNSde&u nachdem sie resuspendiert war,
bei —20 °C aufbewahrt. Es wurden jeweilsubder gelosten DNS in die PCR-Reaktion
eingesetzt. Um den Erfolg der DNS-Isolierung aus derschiedenen Probenmaterialien zu

kontrollieren, falsch-negative Ergebnisse auszisssén und die Quantifizierung der viralen
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DNS in Relation zur Zellzahl beurteilen zu kénnanyrde dasp2-Mikroglobulin-Gen als

~housekeeping gene* und Standard mitgefuhrt unafalis amplifiziert und quantifiziert.

3.2.4 PCR

Alle Proben, die in derreal-time PCR getestet wurden, wurden vorher mit einer
konventionellen EHV-1/-4 PCR untersucht, die in Deagnostik des Instituts etabliert ist und
in der Routine eingesetzt wird.

Als Positivkontrollen dienten die in Zellkultur veehrten EHV-1 (RacL11) und EHV-4-
Stamme. Der gebrauchsfertige Master Mix lag in iBoen von jeweils 4%l vor, hierzu
wurden die Primer jeweils zu einer Endkonzentration 0,4uM zugegeben. Das eingesetzte
Proben-DNS-Volumen betrug |8, so dass das finale Reaktionsvolumen beublag. Die
einzelnen Ansatze wurden anschliel3end in einenndwycler eingesetzt. Nach einer ersten
Denaturierung bei 94 °C fir 5 min. folgten 35 Zykimit jeweils einer Denaturierung bei 94
°C fur 45 s., dem Annealing bei 53 °C fir 45 s. ded Extensionsphase bei 72 °C fir 45 s.
(OSTERRIEDER et al., 1995).

Die Proben wurden nach Amplifikation Uber ein 2 @&sigAgarosegel aufgetrennt. Zur
Kontrolle der Bandengrof3e wurde ein kb-Standardefiihrt. Anschlie3end wurden die Gele
fur 15 Minuten in ein Ethidiumbromidbad gegeben umater UV-Licht (302 nm) die
aufgetrennte DNS sichtbar gemacht und dokumentiert.

3.2.5 Etablierung derreal-time PCR

3.2.5.1 Primerdesign und Sondendesign

Fur die Amplifizierung von Sequenzen aus dem gD-Gam EHV-1 und dem equings2m-
Gen, das als Referenz fiur Probenqualitat, Aufbdétamg und Zellzahl verwendet wurde,
wurden publizierte Primer- und Sondensequenzennob@nen bzw. die Informationen von
Goodman und Osterrieder freundlicherweise zur \@enfig gestellt (GOODMAN et al.,
2006; GOODMAN et al., 2007). Fur die Amplifizierumgn Sequenzen aus dem gD-Gen von
EHV-4 wurden die Primer in Abstimmung mit der Somdi Hilfe des Softwareprogramms
Primer Express 2.0 der Firma Applied Biosystemsgewshlt. Die gewahlten Sequenzen
wurden dann mit Hilfe des GCG Softwarepackage HUSARidelberg in den géangigen

Datenbanken auf Homologien mit anderen Sequenzeerpfiit, um unspezifische
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Amplifikationen aus dem Probenmaterial zu vermeid®ie Sequenzen der Primer sind der

untenstehenden Tabelle zu enthehmen.

Tab. 3: Sequenzen der Primer fur deal-timePCR

Primer: Sequenz:
EHV-1-gD F-Primer: TCG CGA TCT TGA GCG TTG T (GOMAN et al.,
2006)

EHV-1-gD R-Primer:

CCGCACGCTTGGCTTT (GOODMA# al., 2006)

EHV-4-gD F-Primer:

CGG AGA CAG ACGACG AACTTG

EHV-4-gD R-Primer:

CGC GCC TAT ACA GTC CAG AGT A

—

B2m-F-Primer: TCT TTC AGC AAG GAC TGG TCT TT (GOODMAN 6
al., 2007)

B2m-R-Primer: CAT CCA CAC CAT TGG GAG TAA A (GOODMAN e
al., 2007)

Bei der Sonde fur das gD-Gen von EHV-1 handeltiels sm eine ,minor-groove-binder-
Sonde" (MGB-Sonde) mit dem Reporterfarbstoff 6-cagbfluorescein (FAM) am 5-Ende

und einem Quencherfarbstoff mit MGB-Molekil am 3ide. Als Sonde fir das gD-Gen von

EHV-4 wurde eine TagMan-Sonde mit dem Reporterfafb£arbocyanin 5 (Cy5) am 5'-
Ende und einem black-hole-Quencher 2 (BHQ2) amriéleEgewahlt. Die Sonde fir das

B2m-Gen besald den Reporterfarbstoff VIC bzw. Hexaohb-carboxy-fluorescein (HEX)

am 5-Ende und ebenfalls einen Quencherfarbstoff MGB-Molekil am 3'-Ende. Die

Sequenzen der Fluoreszenzsonden sind der untendezh€abelle zu entnehmen.

Tab. 4: Sequenzen der Fluoreszenzsonden furesietimePCR

Fluoreszenzsonde:

Farbstoff und Sequenz:

EHV-1-gD-probe:

6-FAM-TCT CTT GTG GAA CAT GMGB (GOODMAN et al.
2006)

EHV-4-gD-probe:

Cy5-TTG TAT TGG CCT CCC CTG CCC ATaBHQ2

B2m-probe:

VIC-ATC TTC TGG TCC ATA CTG A-MGB (GOODMAN et al
2007)
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3.2.5.2 Master Mixes

Fir diereal-time PCR wurden drei verschiedene Master Mixes verwerdlen einen der
TagMan® Universal PCR Master Mix der Firma AppliBibsystems, der als Referenz-
farbstoff ROX enthélt und zum anderen der PeqGadd &tart-Mix Real-Time der Firma
Peglab ohne Referenzfarbstoff und der QuantiTeckipdex PCR Master Mix der Firma
Qiagen, der ebenfalls ROX enthalt und vom Herstetlgeziell fur die Verwendung in
Multiplex-PCR- Reaktionen empfohlen wird. Die Qtélider verschiedenen Master Mixes
erwies sich im Laufe der Experimente als vergleschlso dass alle Master Mixes zum
Einsatz kamen. Dem PeqGold Hot Start Mix Real Tikaan bei Bedarf Rox zugesetzt

werden.

3.2.5.3 Durchfuhrung derreal-time TagMan PCR

Fur die real-time PCR wurden die Primer jeweils auf eine Konzergratvon 100uM
eingestellt. Hiervon wurden aus jeweils fiDdes Forward und des Reverse-Primers eine
Primer-Mischung (Primermix) mit einer Konzentratioon 50uM hergestellt, welcher dann
fur die PCR, wie in Tabelle 5 angegeben verwendetde: Die Fluoreszenzsonden wurden
auf eine Konzentration von 10uM eingestellt und ebenfalls portioniert. Als

Reaktionsvolumen wurden zunachsti2@erwendet.

Tab. 5: Reaktionsvolumina und —konzentrationen der einzeReagenzien fur die einzelnen

real-timePCRs

Reagenz: Volumen gl): Konzentration:
Master Mix 10 2fach konzentriert
Primermix (F+R-Primer fur EHV-1) 1,5 3, (M

Primermix (F+R-Primer fur EHV-4) 1 2,8v1

Primermix (F+R-Primer fip2m) 1 2,5uM
Fluoreszenzsonde (EHV-1) 1 09
Fluoreszenzsonde (EHV-4) 1 (015
Fluoreszenzsond@2Zm) 1,8 0,9uM

Aqua depc. ad 20l

DNS 5
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Als Reaktionsgefal3e dienten entweder €tepesoder 96-Loch-Platten der Firmen Applied
Biosystems oder PeglLab, die speziell fir den Gelwao derreal-time PCR hergestellt
werden. Diese besitzen keine storende Autofluoreszeveil die Aul3enseite dieser Tubes
aufgeraut ist. Der Verschluss erfolgte bei den Bubet speziell geschliffenen optischen
Deckeln und bei den Mikrotiterplatten mit einerzeiestandigen Klebefolie. Zusatzlich
musste hier noch ein Kompressionskissen aufgelegtiem, um ein Ablésen der Folie
wahrend der Reaktion zu vermeiden und einen gleifigen Kontakt zwischen Heizdeckel
und Mikrotiterplatte sicher zu stellen. Die ReaksgeféalRe wurden dann in deal-timePCR
Maschine MX 3005 P der Firma Stratagene einges€&at Thermoprofil der Reaktion
bestand aus zwei Segmenten, wobei das erste Seguaresinen Zyklus von 10 Minuten bei
95 °C beinhaltete und der primaren Denaturierung Ri®ben-DNS diente. Im zweiten
Segment mit 60 Zyklen erfolgten pro Zyklus ein Demiarungs-Schritt mit 30 Sekunden bei
95 °C und ein PrimeAnnealingSchritt von 60 Sekunden bei 60 °C. Dieses Segrvantir
die Etablierung der PCR zunachst auf die Uberh@uteahl von 60 Zyklen festgesetzt
worden, um mogliche unspezifische Reaktionen ztespaykluszahlen beurteilen zu kénnen.
Die einzelnen Reaktionen wurden mit einer Halogep angeregt und die
Fluoreszenzemission bei jedem Zyklus gemessen. j@#m Reaktionslauf wurdeno
template controlls(NTC), also Reaktionsansatze ohne Proben-DNS mliigzogyt. Um
Kontaminationen wahrend der Probenaufbereitung dken@en, wurden entsprechende
Extraktionskontrollen mitgefuhrt. Zusatzlich wurde einigen Experimenten Proben-DNS
von in der konventionellen EHV-1/4-PCR als negaingestuften Proben als Negativprobe
verwendet. Als Positivkontrollen bzw. Standards zabsoluten Quantifizierung der
Virusgenome dienten Standardverdinnungsreihen \Raclpl1-DNS, DNS des EHV-4-
Isolates bzw. dgs2m-BAC-DNS.

3.2.5.4 Quantifizierung mittels TagMan-Technologie

Die spezifischen Amplifikate wurden absolut quanidrt. Dafir wurden als Standard zum
einen Sequenzen des equing2-Mikroglobulin-Gens und zum anderen der EHV-1 bzw.
EHV-4 DNS parallel amplifiziert. Diese Standardsrden in Form von Verdinnungsreihen
in 10 er Potenzen von definiert 26is 1§ Genomkopien verwendet. Dafiir wurde die
isolierte DNS grindlich gemischt und log 10 Verdiingen in TE-Puffer angefertigt.
Anschlieend wurden die einzelnen Verdunnungen mah gemischt und dann im

Verhéltnis 1+4 mit Aqua depc. verdiunnt und als @abhsverdiinnung verwendet. Bei jedem
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Probenlauf wurde eine solche Standardverdinnuingsren Doppelansatz amplifiziert.
Mittels der Software der Firma Stratagene wurde @deris ermittelten &Werten und der
Anzahl der Genomkopien in der Verdinnungsreihe &tendardkurve errechnet. Anhand
dieser Standardkurve konnte dann eine Quantifingerder Virusgenome in einer Probe
erfolgen und durch die Amplifikation dg$2m-Sequenzen auch in Relation zur Zellzahl

gesetzt werden.

3.2.6 Vergleich der Untersuchung von Probenmaterigdn mit den verschiedenen
EHV- 1/-4 spezifischen PCR Verfahren

Alle Organ-, Blut- und Nasentupferproben wurden slomit der konventionellen EHV-1/-
4-PCR als auch mit deeal-time PCR in Singleplex-Reaktionen auf EHV-1 und EHV-4
getestet. Bestanden zweifelhafte Ergebnisse odaktete sich die Ergebnisse der
konventionellen und deeal-time PCR nicht, wurde dieeal-time PCR wiederholt. Lag eine
mangelhafte DNS-Isolierung vor, wurde diese wiedigriZur Quantifizierung wurden bei
jedem Lauf die entsprechenden Standards im Dopgatan amplifiziert. Um
Kontaminationen zu detektieren, wurden bei jedensadnno template controll{NTCs),
Extraktionskontrollen und bei einigen ExperimenBonben-DNS von in der konventionellen
EHV-1/4-PCR als negativ eingestuften Proben alsaekpntrollen mitamplifiziert.

Zusatzlich wurden alle Proben in der EHV-1 und —dltMlex-Reaktion getestet und die

Ergebnisse mit denen der Singleplex-Reaktionenlicéen.
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4. Ergebnisse

4.1 Etablierung einer EHV-4-spezifischen quantitatrenreal-time-PCR

4.1.1 Primer- und Sondenwabhl

Viele Glykoproteine von EHV-1 und EHV-4 sind relatiochkonserviert und es sind wenig
Veranderungen in der Nukleotidabfolge dieser Gensschen verschiedenen Stammen zu
erwarten. Auch deswegen eignen sich Sequenzen emsGlykoprotein D-Gen gut zum
Nachweis von EHV-1 und EHV-4. Die gD-Gene von EHVWid EHV-4 enthalten zudem bei
einer Aminosaurenidentitat von 76,6 % (TELFORD ket H998) ausreichend Unterschiede
fur eine sichere Differenzierung.

Die Primer- und Sondensequenzen fur die Amplifiaigr eines 72 bp langen Bereiches des
gD-Gens von EHV-4 wurden mit Hilfe des Softwarepemgms Primer Express 2.0 bestimmt
(sh. 3.2.5.1). Die Primer wurden zuerst in einanantionellen PCR mit isolierter DNS von
in equiner Zellkultur (NBL-6-Zellen) vermehrtem EHM und EHV-4 getestet. Dabei konnte
nur aus der isolierten EHV-4-DNS ein PCR-Produktdar erwarteten GroRe amplifiziert
werden. Aus der isolierten zellularen DNS (NBLG)s&HV-1-DNS, aus Proben-DNS, die in
der konventionellen EHV-1/4-PCR als negativ eingisttorden waren (Organpool) und aus
No template Kontrollen (NTC) waren teilweise zwarschiedene unspezifische Amplifikate
nachweisbar, die jedoch anhand der Grdl3e deutlmm der spezifischen Reaktion zu
unterscheiden waren und in der Anwesenheit von BHMWS durch die spezifische Reaktion
verdrangt wurden (Abb. 1). Die negativen Organprolbed DNS aus nicht infizierten,
equinen Zellkulturzellen wurden eingesetzt, um Zestellen, ob aus dem Pferdegenom
unspezifische Amplifikate entstehen.

In einem weiteren Vorexperiment wurde die PCR-Reakim real-time Verfahren mit einer
TagMan-Sonde mit dem Reporterfarbstoff Carbocyani@y5) am 5 -Ende und einem black-
hole-quencher 2 am 3'-Ende Uberprift. Als Proberdam vier verschiedene in NBL6-Zellen
vermehrte EHV-1-Isolate und ein EHV-4-Isolat eirgjet In derreal-time PCR war eine
deutliche, sondenspezifische Vermehrung der EHW&Darzustellen (Abb. 2), wahrend
die Fluoreszenzen weder in der NTC, der Extrakkongolle, den Testansatzen mit der DNS
der EHV-1-Isolate, der DNS aus nicht infizierten INBZellen, noch mit der Proben-DNS,
die in der konventionellen EHV-1/4-PCR als negatimgestuft worden waren, Uber den

Basiswert stiegen.
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Abb. 1: Agarosegelanalyse (2 %) der nach EHV-4-PCR erhaiteBNA-Amplifikate:

Mittels EHV-4-spezifischer Primer wurden Amplifilkater erwarteten GroRRe (72 bp, Pfeil)
ausschlief3lich in Probenmaterial, das EHV-4 DN%ietttdetektiert. Zur Grol3enbestimmung

wurde ein 100 bp DNA Standard eingesetzt.
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Abb. 2: Darstellung der Reaktionskurven der EHV-4-spez#iigstreal-time PCR: Wéahrend
jeden Zyklus wird die Sondenbindung nach dem Tagmiaznp fluorimetrisch erfasst und
dargestellt. Die blaue, rote und grine Kurve zéegt Reaktionsverlauf mit der aus infizierten
NBL6-Zellen isolierten EHV-4-DNS. Die Analyse kemweiteren Probe, weder einer der
verschiedenen angeziichteten EHV-1-Stamme, nocbqdémen zellularen DNS, resultierte in

einem messbaren Anstieg der sondenspezifischeneSkzenz.

4.1.2 Primer- und Sondenoptimierung

Um die optimale Konzentration und das optimale A#&rhis der Primer zueinander fir die
EHV-4-spezifische real-time PCR zu ermitteln, wurden verschiedene Experimente
durchgefuhrt. Zunachst wurden Konzentrationen dendét von 1,25uM, 2,5uM, 3,75uM, 5

uM, 6,25 uM, 7,5 uM und 10 uM bei einem Primerverhaltnis von 1+1 und konstanter
Sondenkonzentration (0;BM) in derreal-time PCR getestet. Fir diese Experimente wurden
konstante und definierte Mengen an EHV-4-Genomkopierwendet. Die individuellen
Reaktionen wurden anhand der ermitteltenV@erte und der Verlaufe der Reaktionskurven
beurteilt. Ziel war es eine optimale PCR-Sensivtaiterreichen und zugleich eine moglichst
geringe Primer- und Sondenkonzentration fur deriespd kostenguinstigen Einsatz in der

Routinediagnostik zu  ermdglichen. Die optimalen lRieaen wurden Dbei
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Primerkonzentrationen von 2,8/ beobachtet. Geringere Primerkonzentrationen &iihzum
Verlust der Sensitivitat. Hohere Primerkonzentragio brachten keinen erkennbaren Vorteil
im Verlauf der Reaktionskurve und keine niedrige@nWerte und somit keine hohere
Sensitivitat.

Um das optimale Verhaltnis der KonzentrationenRi@mer zueinander festzustellen, wurden
unterschiedliche relative Konzentrationen des Faiwad des Reverse Primers ausgetestet.
Lediglich durch extreme Verhaltnisse der Primerlenemtionen von 1.8 wurden die
Ergebnisse  beeinflusst und die Sensitivitdit redtizie Bei allen anderen
Konzentrationsverhaltnissen ergaben sich verglaiehks-Werte (Abb. 3). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde eine identische KonzentrationFaes/ard und des Reverse Primers von

1,25uM fir die weiteren Versuche gewabhilt.

Amplification Plots

—_
i
=
=
E
o
2
=1
=
[

2 10 12 14 16 18 20 32 34 6 I8 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 40 G2 54 56 43 60
Crycles

Abb. 3: Darstellung der Reaktionskurven der EHV-4-spez#iigstreal-time PCR: Wéahrend
jeden Zyklus wird die Sondenbindung nach dem Tagmiaznp fluorimetrisch erfasst und
dargestellt. Dargestellt ist der Reaktionsverlauf umterschiedlichen Konzentrationen des
Forward und des Reverse Primers. Nur durch extienealtnisse der Primerkonzentrationen
von 1:8 wurde die Sensitivitat deutlich reduzietirise und lila Kurven). Alle Proben
wurden im Doppelansatz untersucht und der Mittehaas beiden Kurven ist gezeigt.

35



Ergebnisse

Zur Ermittlung der optimalen Sondenkonzentrationdi# EHV-4-spezifischeeal-time PCR
wurde analog vorgegangen und verschiedene Kontenta (0,25.M, 0,5uM, 0,9uM, 1,8
uM) bei konstanter Primerkonzentration (2/8) getestet und die Kombination gewabhlt, die
die hochste Sensitivitat zeigte. Diese ausgewaBtiadenkonzentration lag bei OBM.
Geringere Konzentrationen fuhrten zu héherepWerten und einem extrem geringen
Anstieg der Fluoreszenz. Ho6here Sondenkonzenteatiorbrachten keine weitere
Verbesserung (Abb. 4).
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Abb. 4: Darstellung der Reaktionskurven der EHV-4-spez#iigstreal-time PCR: Wahrend
jeden Zyklus wird die Sondenbindung nach dem Tagmianip fluorimetrisch erfasst und
dargestellt. Dargestellt ist der ReaktionsverlaMfittelwert aus Doppelansatz) mit einer
Sondenkonzentration von OB/ (rote Kurve), 0,9uM (grine Kurve), 1,8M (graue Kurve)
und 0,25uM (blaue Kurve). Die Sondenkonzentration von 0u8% ergab einen héherentC
Wert und einen sehr flachen Verlauf der Reaktionsku
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4.1.3 Spezifitatsnachweis der EHVeal-time PCR

Um unspezifische Reaktionen der EHV-4-spezifischea-time PCR mit Probenmaterial
auszuschliessen, wurden Préparationen von Pfem®emgund Nasentupfern, die in der
konventionellen EHV-1/-4-PCR negativ befundet warderen, verschiedene EHV-1 Isolate
aus dem suddeutschen Raum und verschiedene Bakmmgra, mit deren Prasenz in
Probenmaterialien gerechnet werden muss, inrel@rtime PCR getestet. Aus keinem der
EHV-1 Isolate konnte DNS amplifiziert werden, eb@mgenig wie aus den zuvor als negativ
eingestuften Probenmaterialien. Somit konnte auen gezeigt werden, dass die in der
Agarosegelelektrophorese detektierten unspezifis&eaktionen, die nach Amplifikation mit
den EHV-4 spezifischen Primern aus equinem Orgder @ellmaterial beobachtet worden
waren, mit Hilfe der EHV-4 spezifischen Sonde kimn EHV-4 spezifischen Produkten
abgegrenzt werden kénnen.

Auch nach Verwendung von isolierter DNS der getesteéStamme vorStaphylococcus
aureus, Streptococcus equi spp. equi, Klebsielleuproniae, Escherichia coRhodococcus
equiundSalmonella abortusequails Template waren keine Amplifikate zu detektiere

Eine vergleichbare Serie von Experimenten zur Bigstdg der Spezifitdt der in dieser Arbeit
angewandten EHV-1-spezifischereal-time PCR wurde ebenfalls durchgefuhrt und
unspezifische Reaktionen konnten auch hier mit demvendeten Probenmaterialien

ausgeschlossen werden.

4.2 Optimierung der EHV-1- und p2m-spezifischerreal-time PCR

Die EHV-1-spezifischageal-time PCR wurde aus der Literatur Ubernommen und die
Informationen fur dig32m-spezifische PCR von Nikolaus Osterrieder undrdlaGoodman
zur Verfugung gestellt (GOODMAN et al., 2006; GOOBM et al, 2007), da diese
Protokolle sich als spezifisch und sensitiv erwnedatten. Das Glykoprotein D-Gen von
EHV-1 enthalt ausreichend unterschiedliche Sequefizedie Differenzierung von EHV-1
und —4. Mit Hilfe derp2m-spezifischenreal-time PCR ist zusatzlich nicht nur eine
Quantifizierung der Virusgenome in einer Probe @laion zur Pferde-Chromosomen Anzahl
maoglich, sondern auch eine Beurteilung der Probaiitgtt und der Effizienz der

Nukleinsaureextraktion.
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4.2.1 Primer- und Sondenoptimierung

Um die optimale Primerkonzentration fir die Anwendwer EHV-1- ung2m-spezifischen
real-time PCR in dieser Studie zu ermitteln, wurden analoglen unter 4.1.2 beschriebenen
Experimenten verschiedene Primerkonzentration&2b (@M, 2,5 uM, 3,75uM, 5 uM, 6,25
uM, 7,5 uM, 10 puM) bei konstanter Sondenkonzentration (Qu#) getestet. Diese
Sondenkonzentration wurde zundchst von Godman urster@der Gbernommen
(GOODMAN et al., 2006; GOODMAN et al, 2007). Didimiduellen Reaktionen der EHV-
1- und derp2m-spezifischenreal-time PCR wurden wieder anhand vom Verlauf der
Reaktionskurven und der ermittelten-@erten beurteilt. Die niedrigsten+@Verte und
damit die hochste Sensitivitdt fur die EHV-1-speziie PCR wurden bei einer
Primerkonzentration ab 3,18 bei einem Primerverhaltnis von 1+1 gemessendidig2m-
spezifische PCR lag die optimale Primerkonzentnattiei 2,5uM und einem Primerverhaltnis
von 1+1. Geringere Primerkonzentrationen fihrtem Zderlust der Sensitivitat. HOhere
Primerkonzentrationen brachten keinen deutlichentédoim Verlauf der Reaktionskurven
und keine hohere Sensitivitat.

Zur Ermittlung der optimalen Sondenkonzentrationdie¢ EHV-1- und digi2m-spezifische
PCR wurden verschiedene Sondenkonzentrationen (29,5 uM, 0,9 uM, 1,8 uM) mit
einer konstanten Primerkonzentration von K6 (EHV-1) bzw. 2,5uM (2m) in derreal-
time PCR getestet. Die optimale SondenkonzentratiodiglEHV-1-spezifische PCR lag bei
0,5 uM und fur diep2m-spezifische PCR bei 0. Geringere Konzentrationen fuhrten zu
hoéheren @&Werten und damit zum Verlust der Sensitivitat. EiEhSondenkonzentrationen

brachten keinen Vorteil im Verlauf der Reaktionsiamr und keine héhere Sensitivitat.

4.2.2 Untersuchung des Einflusses des Gesamtvolursater PCR-Reaktionen

Um Master-Mix in dereal-time PCR einzusparen und damit die PCR-Reaktion glerstig
machen, wurde versucht das Gesamtvolumen der P@RtiB® von 20ul auf 10 pl zu
halbieren. Der Einfluss des Endreaktionsvolumerisi@uErgebnisse wurde mit jeweils zwei
Verdiinnungsreihen der jeweiligen DNS mit®1a0°, 10" und 16 Genomkopien im
Doppelansatz verglichen. Die Halbierung des verng&md Endvolumens von 20 auf 10
resultierte fur digg2m-spezifische PCR in einem deutlichen Sensitsvigtiust (Bis zu vier
Ct-Werte). AuBerdem verliefen die Reaktionskurventlagu flacher. Bei der EHV-1- und

der EHV-4-spezifischen PCR dagegen resultierteHdibierung des Endvolumens in einem
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geringeren Sensitivitatsverlust (ca. eif) CDer Reaktionskurvenverlauf war aber auch hier
deutlich flacher. Aufgrund dieser Ergebnisse wuride alle weiteren Versuche ein

Gesamtvolumen von 2d fur diereal-timePCR verwendet.

4.3 Etablierung einegeal-time PCR Multiplexverfahrens zur gleichzeitigen Detekton
und Quantifizierung von EHV-1 und EHV-4 DNS

Da die klinischen Bilder der Infektionen mit EHVricht klar von denen der Infektionen mit
EHV-4 zu unterscheiden sind, haufig also sowohl EH¥Is auch EHV-4 als auslésendes
Agens in Frage kommt und auch Mischinfektionen nasgeschlossen werden kdnnen, ist
es sinnvoll in einer Reaktion sowohl EHV-1 als a&tiV-4-DNS nachweisen zu kdnnen und
gleichzeitig eine absolute Quantifizierung der ¥ganome in einer Probe durchfiihren zu

kdnnen.

4.3.1 Etablierung und Optimierung der moglichen Dupex-PCR-Kombinationen

Durch Kombination der EHV-1-spezifischen PCR mit @HV-4- bzw. f2m-spezifischen
PCR in einem Reaktionsgefal’ sollte untersucht wenteviefern sich die Einzelreaktionen
bzw. ihre jeweiligen Primer und Fluoreszenzsondagegseitig beeinflussen.

Mit Hilfe der Kombination der EHV-1- bzw. EHV-4- tniler2m-spezifischen PCR sollte es
madglich sein, eine absolute Quantifizierung derusgenome von EHV-1 bzw. -4 in einer
Probe relativ zur eingesetzten Zellzahl durchzwgiihDie Kombination der EHV-1- und der
EHV-4-spezifischen PCR sollte den gleichzeitigenciiNeeis aus einer Probe in einer
Reaktion ermoglichen.

Der Einfluss der Kombination der einzelnen PCRs diafSensitivitat der Einzelergebnisse
wurde durch den Vergleich derr-@Verte der Einzelreaktionen (Singleplex) mit def C
Werten in den PCR-Kombinationen (Duplex-PCR) vetgin. Es wurden sowohl Duplex-
Reaktionen mit isolierter Standard-DNS von EHV-4, und 2m durchgefihrt, als auch
Duplex-Reaktionen mit isolierter Proben-DNS aus ddrgaterial, Blutleukozyten und
Nasentupferproben. Die Primer- und Sondenkonzémtext der Singleplereal-time PCRs
wurden beibehalten, ebenso das Temperaturprofidasdreaktionsvolumen.

Die Cr-Werte der Singleplex- und der Duplex-Reaktionémstten bei allen Kombinationen
gut Uberein. Es konnten nur geringe Erhéhungemiaisimal 1,35 @-Werte in den Duplex-
Reaktionen festgestellt werden, wenn identische zikntrationen der isolierten DNS von
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EHV-1 und EHV-4 bzw.p2m als Template eingesetzt wurden (Tab. 6). Alfegsli sind
Schwankungen um einenr-@Vert auch zwischen verschiedenen Experimentenglaither
Probe mdglich. Alle Daten wurden im Doppelansatzoben und die Mittelwerte sind in
Tabelle 6 gezeigt. Die Einzelwerte der Doppelaresatanmten stets sehr gut Gberein. Bei der
Wiederholung des gesamten Experimentes konntenlewghibare G-Werte festgestellt

werden.

Tab. 6: Vergleich der Duplex- und der Singleplex-Reaktionmit isolierter DNS von
pRacL1l, EHV-4 und demf2m-Bacmid. Als Template wurden unterschiedliche
Verdunnungsstufen der Standard-DNS eingesetzt.

DNS: Reaktionsansatz Duplex Reaktionsansatz Singleplex
Cr-Werte: Cr-Werte:
RacL11 16 15,12 14,88
EHV-4 10 19,73 19,78
RacL11 16 18,93 18,67
EHV-4 10 27,88 26,53
RacL11 10 25,02 24,42
EHV-4 10 30,05 29,80
RaclL11 16 33,34 32,69
EHV-4 1CG 38,13 37,90
RaclL11 16 33,73 32,91
p2m 16 35,84 34,95
RacL11 10 25,24 25,16
p2m 16 28,35 27,60
RacL11 16 18,83 18,75
p2m 16 21,73 20,47
RacL11 16 15,29 15.02
p2m 18 17,82 17,63

Wenn die DNS von zwei Reaktionspartnern in unteesttithen Konzentrationen als
Template in den Duplex-Reaktionen eingesetzt wukde) es in den Duplex-Ansétzen bei
der niedriger konzentrierten DNS zu Verschiebungem bis zu 1,96 €Werten nach oben

gegenuber der Singleplex-Reaktion (Tab. 7).
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Insgesamt zeigte sich, dass in allen Duplex-Rea&tiadie G-Werte um bis zu einen Wert
hoher, als in den jeweiligen Singleplex-Reaktionegen. Bei der Wiederholung des
gesamten Experimentes ergaben sich vergleichbgebkisse. Es konnte nie eine so starke
Hemmung eines Reaktionspartners in den Duplex-Reekt festgestellt werden, dass eine

deutliche Erh6hung der&Nerte oder gar ein Nachweisverlust resultierte.

Tab. 7: Vergleich demdglichenKombinationen an Duplex- mit den jeweiligen Sindgep
Reaktionen. Als Template wurden unterschiedlichedienungsstufen der Standard-DNS

von pRacL11l, dem EHV-4-Isolat und dgifm-Bacmid in gegenlaufigen Konzentrationen

eingesetzt.
DNS: Reaktionsansatz Duplex Reaktionsansatz Singleplex
Cr-Werte: Cr-Werte:

RacL11l 16 31,75 31,21
EHV-4 1F 19,80 19,78
RacL11 10 27,86 26,08
EHV-4 10 30,61 28,65
RacL11 10 19,66 18,97
EHV-4 10 34,75 33,96
RacL11 18 15,74 14,88
EHV-4 1CG 37,89 36,74
RacL11 16 33,68 33,21
p2m 16 19,27 18,87
RacL11 16 26,43 25,08
B2m 16 26,36 24,98
RacL11 16 23,16 22,67
p2m 10 32,32 30,36
RacL11 16 15,33 14,88
B2m 16 35,76 34,54
EHV-4 10 37,83 36,74
p2m 16 19,36 18,87
EHV-4 1d 30,31 29,95
p2m 16 26,34 24,98
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EHV-4 10 29,82 28,65
p2m 10 31,25 30,36
EHV-4 10 19,60 19,78
p2m 16 35,96 34,54

4.3.2 Etablierung der Triplex-PCR-Kombinationen

Die Kombination der EHV-1-spezifischen PCR sowoht der EHV-4-, als auch mit der
B2m-spezifischen PCR sollte eine gleichzeitige, kalerte Detektion, Differenzierung und
im Einzelfall auch eine absolute QuantifizierungnvBHV-1 und EHV-4 in einer Probe
ermoglichen.

Zu diesem Zweck wurden die Singleplex-Reaktiongaestiir die EHV-1-, EHV-4- und die
B2m-spezifische PCR zusammen in einem ProbefgdfTriplex-Reaktion kombiniert. Es
wurden sowohl Triplex-Reaktionen mit isolierter i&tard-DNS von EHV-1, -4 un@i2m
durchgefihrt, als auch Triplex-Reaktionen mit isdkr Proben-DNS. Dafir wurde die
isolierte DNS aus Blutproben, Organproben und Nagdern eingesetzt, welche in der
konventionellen EHV-1/4 PCR bzw. in der EHV-1-shszhen Singleplex-PCR als positiv
fur EHV-1 befundet worden waren. Zusatzlich wurdke idolierte DNS aus Nasentupfern als
Template eingesetzt, die in der EHV-4-spezifiscl@ngleplex-PCR als positiv befundet
worden waren. In Tabelle 8 sind die Ergebnisse Edgyerimente unter Verwendung von
Standard DNS gezeigt. Die Standard-DNS zweier Raaqpartner wurde zunéchst in
identischen Konzentrationen und die des dritten kRm@spartners in variablen
Konzentrationen verwendet, um auch den Einflussremxr DNS-Verhaltnisse in
Probenmaterialien beurteilen zu kdnnen.

Die CGr-Werte der Singleplex- und der Triplex-Reaktionémmten in allen Reaktionen gut
Uberein. Die @-Werte der Triplex-Reaktionen lagen um maximal 1(§6Werte hoher, als
die der korrespondierenden Singleplex-Reaktioneab(T8). Bei der Wiederholung des
Experimentes ergaben sich vergleichbare Ergebnigsein den Duplex-Experimenten traten
auch in der im Triplex-Ansatz durchgefiihrten PCR 80 geringe Abweichungen der
verglichenen &Werte auf, dass geschlossen werden konnte, dabhsuater extremen DNS-
Verhéltnissen keine der Reaktionen einen deutledpativen Einfluss auf die Sensitivitat der
parallel ablaufenden PCR-Reaktionen der anderen poenten hat. Die
Mastermixkomponenten waren ausreichend, um aucktlek positiven Einzelkomponenten

noch die Detektion schwach positiver Komponentererauben. Es gab offensichtlich auch
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keine wesentliche Beeinflussung der PCR-Reaktiot@rch niedrig affine, unspezifische
Bindungen von Primern und Sonden an die unspelédideroben-DNS und auch dadurch

keinen Sensitivitatsverlust.

Tab. 8: Vergleich derTriplex- und der Singleplex-Reaktionen mit isolertDNS von
pRacL1l, EHV-4 und derfi2m-Bacmid. Dabei wurden zwei Reaktionspartner inskanten

Konzentrationen und der dritte Reaktionspartnefaimablen Konzentrationen eingesetzt.

DNS Singleplex G-Werte: Triplex C r-Werte:
RacL11 16 [29,34 30,12
EHV-4 1d [32,91 33,89
B2m 16 [43,52 44,73
RacL11 16 [29,34 29,85
EHV-4 1d [32,91 33,42
p2m 16 [34,36 34,44
RacL11 16 [29,34 29,92
EHV-4 14 (32,91 32,93
p2m 16 25,22 25,83
RacL11 16 [29,34 29,71
EHV-4 14 (32,91 33,21
p2m 186 19,38 19,79
RacL11 106 [34,66 34,62
EHV-4 14 (32,91 33,15
p2m 16 [34,36 34,62
RacL1l 16 [29,34 29,85
EHV-4 14 |[3251 32,83
p2m 16 [34,36 34,05
RacL11 106 [22,57 23,65
EHV-4 14 (32,91 33,52
B2m 16 [34,36 35,50
RacL11 18 [16,20 16,79
EHV-4 14 (32,91 33,61
B2m 16  [34,36 35,73
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RacL11 16 [29,34 30,30
EHV-4 16 [41,06 42,92
B2m 16 [34,36 35,23
RacL1l 16 [29,34 29,88
EHvV-4 1d (32,91 32,84
p2m 16 34,36 34,20
RacL11l 16 [29,34 29,78
EHV-4 16 (26,61 26,73
p2m 16 34,36 34,04
RacL11l 16 [29,34 30,03
EHV-4 16 [19,85 19,97
p2m 16 34,36 35,33

Im Laufe der Studie wurden drei verschiedene Mabtexes verwendet (sh. 3.2.5.2). In
Tabelle 9 sind die Ergebnisse eines direkten Varlgds des PeqGold Hot Start-Mix Real-
Time (Peglab) ohne Referenzfarbstoff und des Quaati Multiplex PCR Master Mix

(Qiagen), der als Referenzfarbstoff ROX enthalt wpkziell fir die Verwendung in
Multiplex-PCR-Reaktionen empfohlen wird, dargestelEs konnten keine wesentlichen
Unterschiede in der Sensitivitdit und dem Reaktieriauf der Multiplex-PCR festgestellt
werden (Tab 9). Aufgrund des gunstigsten Preisesleviiir alle weiteren Experimente der

PeqGold Hot Start-Mix der Firma PeqLab verwendet.

Tab. 9: Vergleich der Triplex- und der Singleplex-Reaktionait Qiagen QuantiTect
Multiplex PCR und PeqLab MasterMix. Als Template rden verschiedene
Verdinnungsstufen der Standard-DNS von pRaclLl1l, &#iv-4-Isolat und demB2m-

Bacmid eingesetzt.

DNS: Reaktionsansatz Reaktionsansatz Reaktionsansatz
Triplex Qiagen Master | Triplex PeqLab Singleplex PeqLab
Mix Master Mix Master Mix
Cr-Werte: Cr-Werte: Cr-Werte:

RacL11 10 [20,85 20,73 19,94

EHV-4 10 |20,88 21,27 21,77

B2m 16 |18,03 19,45 17,88

RacL1l 10 |23,19 23,58 23,10
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EHV-4 10 |28,66 28,27 28,87
p2m 16 |25,22 26,50 24,97
RacL11 10 [26,68 26,87 26,91
EHV-4 10 |33,92 33,95 33,32
p2m 106 (30,87 32,77 30,36
RacL11 18 [32,51 32,82 32,68
EHV-4 1G |39,18 39,87 38,72
p2m 16 |35,68 36,20 34,70

4.4 Vergleich zweier DNA-Isolierungs-Kits

Es wurden zwei verschiedene DNA-Isolierungs-KitsA&§np® DNA Mini Kit und Wizard
Genomic DNA Purification Kit Promega) im Bezug #lufe Handhabung, die isolierte DNA-
Menge und die Kosten beurteilt.

Zuerst wurde die Durchfiihrung und Handhabung d&teldeDNA-Isolierungs-Kits beurteilt.
Hierbei zeigte sich, dass das Qiagen-Kit deutliaifaeher zu handhaben war und eine
wesentlich  schnellere  Durchfihrung der DNA-Isolrggu erlaubte. Auch die
Kontaminationsgefahr war bei diesem Kit deutlichringer, da weniger Pipettierschritte
notwendig waren. Da man am Ende der Durchfuhrumg R&IA-Pellet erhielt, welches man
resuspendieren musste, war auch die Gefahr dest\elustes oder der Kontamination des
Pellets mit Reagenzienrickstanden nicht gegebehkofisten allerdings keine Unterschiede
zwischen den beiden Kits in der isolierten DNA-Mengus identischen Mengen an
Organproben, EDTA-Blut und Nasentupfern festgdasisitrden. Der grofRte Nachteil des
Qiagen-Kits fur die Routinediagnostik ist der Prela die DNA-Isolierung aus einer Probe
mindestens doppelt so teuer ist wie beim Wizard B& man beim Wizard Genomic DNA
Purification Kit im Gegensatz zum QIAamp® DNA Milit auch deutlich geringere Mengen
an Probenmaterial und damit auch an Reagenzieretears kann, ergibt sich ein noch
groRerer Preisvorteil. Die Probenmenge beim Qidgienst dagegen durch die speziellen
Reaktionsgefal3e vorgegeben.

Bei sauberer und kontrollierter Anwendung ist dagaid Genomic DNA Purification Kit fur

die Routinediagnostik aufgrund des Preisvorteils #ét der Firma Qiagen vorzuziehen.
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4.5 Vergleichende Untersuchung von Probenmaterial inder konventionellen EHV-
1/4 PCR und derreal-time PCR

4.5.1 Untersuchung von Probenmaterial

Zur Etablierung und initialen Validierung der EHV-thzw. -4-spezifischemeal-time PCR
wurden 110 Organproben von abortierten Feten und Rferden mit ZNS-Problematik
untersucht. AuRerdem wurden 8 Nasentupfer von PBrferdnit neurologischen
Ausfallserscheinungen untersucht. Das Material stenvon Proben, die zwischen 1999 und
2006 fur die Untersuchung auf EHV-1 oder -4 an Dieagnostikabteilung des Instituts
geschickt worden waren. Die bereits vorliegendegebknisse der konventionellen PCR und
der Immunfluoreszenztechnik wurden mit denen der eiblierten EHV-1- bzw. EHV-4-
spezifischenreal-time PCR verglichen (Tab. 10). Mit der konventionellERlV-1/4 PCR
konnte keine Differenzierung zwischen EHV-1 und E&¥rfolgen.

Gleichzeitig wurden alle Proben auch mit @g@m-spezifischemeal-time PCR untersucht,
um die eingesetzte Zellzahl in den einzelnen Probenbestimmen und somit eine
Quantifizierung der Virusgenome relativ zur Zellzabrnehmen zu kdénnen. In Abortféllen
wurden Lunge, Leber und Milz des abortierten Fohlemd teilweise die Plazenta der
Mutterstute untersucht, da auch Abortfalle bestleme wurden, bei denen die Feten
virologisch negativ waren und nur die Plazentazieft war (SMITH et al., 1992). In Fallen
mit ZNS-Problematik wurde das Ruckenmark und tesevelLunge, Leber und Milz
untersucht.

Da sowohl in der EHV-1- als auch in der EHV-4-sfiszhenreal-time PCR G-Werte Uber
35 einer Anzahl von unter 10 Genomkopjéréntsprachen und dieal-time PCR ab einer
Genomkopienzahl von unter zehn Genomkopienkeine sicheren und einwandfrei
reproduzierbaren Ergebnisse erbrachte, wurdewerte tber 35 als fraglich angesehen und
die real-time PCR wiederholt. &Werte unter 35 wurden als sicher positives Ergebni
gewertet.

Die Ergebnisse der konventionellen EHV-1/4 PCR ded EHV-1-spezifischemeal-time
PCR stimmten in den meisten Fallen gut Ubereirgliett aus dem Material zweier Aborte
lies sich mittels konventioneller PCR kein spezifiss Amplifikat darstellen, wahrend die
real-timePCR mit einem €von 38,20 wiederholt als fraglich bzw. 29,97 alsifiv gewertet
wurde. Auffallend waren im ersten Fall (E 470-4d®) hohen &Werte in dereal-timePCR

(38,20 bis 41,25). Der Reaktionskurvenverlauf wardarsten Fall extrem flach und aus drei
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der vier Organproben konnte im Doppelansatz nuejeveinmal ein Anstieg der Fluoreszenz
registriert werden. Die Plazenta (E 473) ergab é®irG-Wert. Um in diesen Fallen
Kontaminationen wahrend der DNS-Isolierung aus @ganproben oder Pipettierfehler
auszuschliel3en, wurde diese wiederholt und réig-time PCR anschlieend ebenfalls
wiederholt. Bei der Wiederholung deral-time PCR ergaben sich bei Leber und Lunge C
Werte uber 40 und bei Milz und Plazenta keing\VWerte. Daher wurden diese Proben
weiterhin als fraglich gewertet. Nur die Plazentarate negativ gewertet, da sich in beiden
Experimenten keine {£Werte ergaben. Es kann aufgrund der Reproduzieharder
Ergebnisse und des Kurvenverlaufs angenommen weddess es sich tatsachlich um einen
Nachweis von EHV-1 DNS handelt, die aber in sorggan Genomkopien vorliegt, dass die
Detektionsgrenze der PCR erreicht ist. Im andesh(E 621-623) ergaben sich auch bei der
Wiederholung dereal-time PCR G-Werte zwischen 29,85 und 34,27, so dass diese als
positiv gewertet wurden.

In keinem der untersuchten Organe lies sich EHVNBDmittels der spezifischemreal-time
PCR nachweisen.

Die Proben wurden nicht nur mit den EHV-1 bzw. EHVspezifischen Einzel-PCRs
untersucht, sondern wurden zusatzlich auch im el Ansatz beurteilt. Die EHV-1/-4-
spezifische Multiplexeal-time PCR ergab fur EHV-1 vergleichbarer-@/erte wie in der

Singleplex-Reaktion und auch in diesen Experiment@nEHV-4 nicht zu detektieren.

Tab. 10: Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen EHV-D}idgnostikmethoden:
Immunfluoreszenz (IF), konventionelle PCR (Konv.BQ@ndreal-timePCR.

Probe | Organ | Vorbericht IF Konv. Real-time |Virus- 32m-
PCR PCR (Cy) genomeful | Kopien/pl
02.11.1999
0 811 | Lunge |Abort Neg.| Pos. Pos. 34,34  1,931x10,394x10
0 812 | Leber - Pos. Pos. 34,75  1,473x1@,614x10
0 813 | Milz - Pos. Pos. 30,05 | 3,439x101,526x10
0 823 | Lunge | Stute, - Pos. Pos. 29,74  4,383x10,377x16
O 824 | Leber |13 Jahre, - Pos. Pos. 31,83  1,107x1®,513x10
0825 | Milz |ZNS- - Pos. Pos. 30,40 2,833%101,455x10
0826 | RM |Symptomatik |- Pos. Pos. 33,87 | 2,888X1(2,489x10
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0 827 | Lunge |Wallach, - Pos. Pos. 28,52  9,778x1@,563x10
O 828 | Leber |18 Jahre, - Pos. Pos. 34,25  1,214x1®@.616x10
0829 | Milz |ZNS-Sympt. | - Pos. Pos. 34,21 | 1,082x105,718x10
0830 | RM - Pos. Pos. 28,28 | 8,326X1(02,721x10
0 831 | Lunge |Stute, - Pos. Pos. 34,57  3,009x1a,887x16
0 832 | Leber |26 Jahre, = Pos. Pos. 33,32  2,875x1®,552x10
0833 | Milz |ZNS-Sympt. |- Pos. Pos. 26,39 | 3,514%108,608x10
0834 | RM - Pos. Pos. 30,07 | 5,220x102,096x10
26.11.1999

0990 | RM - - Pos. 34,52 | 9,106X109,106x10
03.01.2000

Q 001 | Lunge |Abort Pos.| Pos. Pos. 14,89  7,723x[ID,723x10
Q 002 | Leber Pos.| Pos. Pos. 18,45  7,409x[D,409x10
Q 003 | Milz Pos. | Pos. Pos. 17,39 1,489%101,489x16
30.10.2000

R 586 | Lunge |Abort Neg.| Pos. Pos. 33,92  7,077x10,077x10
R 587 | Leber - Pos. Pos. 34,69  1,687x1a,687x10
R 588 | Milz - Pos. Pos. 34,28 | 3,510x103,510x16
09.04.2001

S 685 | Lunge |Abort Pos.| Pos. Pos. 15,82  8,38Dx(1®,380x10
S 686 | Leber Pos.| Pos. Pos. 23,51  1,558x[1D558x10
S 687 | Milz Pos. | Pos. Pos. 17,74 3,098%103,098x10
18.04.2001

S 726 | Lunge |Abort Pos.| Pos. Pos. 17,57  3,388x[1®,388x10
S 727 | Leber - Pos. Pos. 21,54  4,316x1@,316x10
S 728 | Milz - Pos. Pos. 17,34 | 3,817¥103,817x18
04.05.2001

S 835 | Lunge |Abort Pos.| Pos. Pos. 15,65  3,722x1®,722x10
S 836 | Leber Pos.| Pos. Pos. 21,883  9,166x19,166x10
S 837 | Milz Pos. | Pos. Pos. 24,41 9,761%109,761x10
18.10.2001

T 428 | RM Pos. | Pos. Pos. 34,571  1,236x1Q,236x16
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19.10.2001

T 438 | RM Neg.| Neg. Neg. - 2,481X1(
10.12.2001

T 759 | Leber |Abort Pos.| Pos. Pos. 22,92  2,120x1D,120x10
T 760 | Milz Pos. | Pos. Pos. 23,65/  2,020%x1®,020x10
T 761 | Lunge Pos. | Pos. Pos. 16,84  4,950%104,950x16
21.01.2001

U 166 | Leber |Abort : Pos. Pos. 33,68  6,014x1®,014x10
U 167 | Milz - - Pos. 34,32 | 1,551x10/1,551x10
U 168 | Lunge - - Pos. 33,14 | 2,037x10[2,037x10
U 169 | Leber |Abort Pos.| Pos. Pos. 24,27  3,556x18,550x10
U170 | Milz Pos. | Pos. Pos. 26,74|  1,249%1a,249x10
U171 | Lunge Pos. | Pos. Pos. 23,53| 1,619%101,619x10
28.01.2001

U 260 | Leber |Abort Pos.| Pos. Pos. 25,64  4,427x10,427x10
U261 | Milz Pos. Pos. 27,83 | 1,247x101,247x10
U262 | Lunge Pos. Pos. 24,91 | 8,630x108,630x10
26.01.2005

C 214 | Lunge |Wallach, = Pos. Pos. 28,85  8,43¥x1®,893x10
C 215 | Leber |16 Jahre, - Pos. Pos. 32,41  6,555x1@,901x10
C 216 | Milz |ZNS-Sympt. |- Pos. Pos. 33,59 (2,819x10 |3,919x10
C217 | RM - Pos. Pos. 31,09 [1,695x16 |5,791x10
14.03.2005

C 567 | Lunge | Abort Neg.| Pos. Pos. 27,61  2,049x10,329x10
C 568 | Leber Neg.| Pos. Pos. 25,88  7,059x16,543x10
C 569 | Milz Neg. | Pos. Pos. 34,65| 1,320x103,643x10
30.05.2005

C 942 | Lunge |Abort Traber | Neg| Pos. Pos. 34,974,183x10 |1,053x10
C 943 | Milz Neg. | Pos. Pos. 34,43| 3,254%1021,80
12.01.2006

E 113 | Lunge | Abort Pos.| Pos. Pos. 20,383,621x10 |3,751x10
E 114 | Leber |8. Pos. | Pos. Pos. 27,03]3,097x16 |6,340x10

49



Ergebnisse

E 115 | Lunge | Tréacht.monat Pos. Pos. Pos. 21,10,161x10 |2,698x10
20.01.2006

E 176 | Lunge |Abort Neg. Neg. Neg. - 1,064%10
E 177 | Leber - Neg. Neg. - 1,007X10
E 178 | Milz - Neg. Neg. - 1,297x%0
25.01.2006

E 216 | Lunge |Abort Neg.| Pos. Pos. 23,424,097x10 |1,365x10

E 217 | Leber |9. - Pos. Pos. 23,47  3,945x1®,326x10

E 218 | Milz | Tracht.monat |- Pos. Pos. 26,45 | 4,684x103,261x18
13.02.2006

E 470 | Lunge |Abort Neg.| Neg. Fragl. 39,70 4,63 2,855x10
E 471 | Leber |9. - Neg. Fragl. 38,20 6,97 2,347x10
E 472 | Milz | Trécht.monat | - Neg. Fragl. 41,25 2,63 2,348%10
E 473 | Plazen - Neg. Neg. - 3,527x10
20.02.2006

E 573 | Lunge |Abort Pos.| Pos. Pos. 20,83  2,626x[18,691x10

E 574 | Leber |10. - Pos. Pos. 21,88  1,239x1@,265x10
E575 | Milz | Tracht.monat | - Pos. Pos. 21,03 2,271%103,847x16

E 576 | Plazen - Pos. Pos. 27,67 1,953%105,179x10
12.03.2006

E 621 | Lunge | Abort - Neg. Pos. 31,42 1,088x1(®5,782x10

E 622 | Leber - Neg. Pos. 29,97| 2,845x1a,814x10

E 623 | Milz - Neg. Pos. 33,40 | 2,929x10 4,496x10
16.03.2006

E 697 | Lunge |Abort - Pos. Pos. 16,99  4,095x1a,086x10

E 698 | Leber - Pos. Pos. 16,26)  6,885x1@,560x10

E 699 | Milz - Pos. Pos. 14,86 | 7,874X108,207x18
19.03.2006

E 723 | Lunge | Abort Neg.| Neg. Neg. - 5,521%10
E 724 | Leber Neg.| Neg. Neg. - 6,318%10
E 725 | Milz Neg. | Neg. Neg. - 1,164x10
26.03.2006

E 752 | Lunge | Abort Neg, Neg. Neg. - 9,191%1D
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E 753 | Leber Neg.| Neg. Neg. - 1,721%10

E 754 | Milz Neg. | Neg. Neg. - 1,226X10

E 755 | Plazen - Neg. Neg. 6,685xf0

02.04.2006

E 796 | Lunge | Abort Neg.| Neg. Neg. - 1,492%10

E 797 | Leber Neg.| Neg. Neg. - 1,274%10

E 798 | Milz Neg. | Neg. Neg. - 1,263x10

03.04.2006

E 854 | Lunge |Abort - Pos. Pos. 16,15  3,365x1®,740x10

E 855 | Leber |10. - Pos. Pos. 19,82  3,002x1@,183x10

E 856 | Milz |Trécht.monat | - Pos. Pos. 18,25| 8,469%105,194x10

E 857 | Plazen - Pos. Pos. 26,35 | 4,096x104,110x10

18.04.2006

E 940 | Lunge | Abort Neg.| Neg. Neg. - 1,524%10

E 941 | Leber - Neg. Neg. - 2,749x1(

E 942 | Milz - Neg. Neg. 2,722x10

24.04.2006

E 976 | Lunge |Abort Neg.| Neg. Neg. - 1,501%10

E 977 | Leber Neg.| Neg. Neg. - 2,238%10

E 978 | Milz Neg. | Neg. Neg. - 6,306x10

04.05.2006

F049 | RM Araber ZNS- Neg. Neg. 2,390x10
Sympt.

20.05.2006

F 062 | Lunge |Abort Esel Neg.| Neg. Neg. - 1,457%10

F 063 | Leber Neg. Neg. - 1,502X1(

F 064 | Milz Neg. Neg. - 1,882x10

F 089 | Plazen Neg. Neg. 8,529xt0

28.05.2006

F 118 | Milz Abort Neg. Neg. - 4,325x40

F 119 | Plazen Neg. Neg. - 5,737x10

09.06.2006

F217 | RM ZNS - Neg. Neg. - 2,674x10
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F224 | RM - Pos. Pos. 33,82 1,894%105,037x10
17.06.2006

F 241 | Lunge | Abort - Neg. Neg. - 3,710X10
F 242 | Leber - Neg. Neg. - 3,253%10
F 243 | Milz - Neg. Neg. - 1,091x%0
F 313 | Lunge |Stute, 12 Jahre - Neg. Neg. - 4,458%1(
F314 | RM ZNS-Sympt. |- Neg. Neg. - 1,089x10
F372 | RM - Pos. Pos. 34,79 1,537x101,711x10

4.5.2 Untersuchung von Nasentupfern aus Pferdebesiden im Raum Minchen

Von 50 aus 18 Bestdnden im Raum Minchen im Herbdt Winter 2006 gesammelten
Nasentupfern lie3en sich bei drei Nasentupferndn EHV-4-spezifischemeal-time PCR
spezifische Amplifikate nachweisen (Tab. 11). EHNDNIS war in keinem der Tupfer zu
detektieren. Die Nasentupferproben, die in der EHSpezifischen PCR reagierten, stammten
alle von Jahrlingen aus einem Bestand mit respisgtoer Symptomatik, die mit Fieber,
Husten und Nasenausfluss aufgefallen waren. IredieBestand wurden insgesamt von zehn
Tieren Nasentupfer untersucht, von denen sechseiFigihhd Nasenausfluss gezeigt hatten.
Davon zeigten zum Zeitpunkt der Untersuchung nehrabe drei Tiere Fieber, bei denen sich
in der EHV-4-spezifischemeal-time PCR spezifische Amplifikate nachweisen lieRen. Man
kann nicht ausschlieRen, dass es bei den andegeenTdes Bestandes schon vorher zu einer
Virusausscheidung gekommen war.

In insgesamt neun von den 18 Bestdnden waren e#n wehr Tiere mit Fieber und
Nasenausfluss aufgefallen. Von den 50 untersuchiteren zeigten am Tag der Beprobung

insgesamt 17 Tiere Fieber und 38 Nasenausfluss.

Tab. 11: Nachweis von EHV-4-DNS in Nasentupfern aus dem RElimchen

Proben Cr-Wert | Virusgenomkopien (EHV-4)l Zellzahl (B2m)/ul
Jahrling, Vollblut | 32,74 2,063x10 1,136 x 16
Jahrling, Vollblut | 34,26 7,026 x 10 8,120 x 16
Jahrling, Vollblut | 34,84 5,803 x 10 6,901 x 16

52



Ergebnisse

4.6 Begleitende Untersuchungen mehrerer in einem ddeutschen Vollblutgestit
festgestellter EHV-1 bedingter Aborte

4.6.1 Gestiutsaufbau

Das Gestit existiert seit 1986. Die Hauptaufgabe @estits liegt in der Zucht von
Vollblutpferden, daneben existiert auch eine Wautlcht. Zum Zeitpunkt der
Untersuchung lag die GroRe des Bestandes bei 48dpfeeilweise mit Nachzucht. Hiervon
waren vier Warmbluthengste, zehn Warmblutstutenei dvollbluthengste und 23
Vollblutstuten. Diese Gruppen wurden jeweils seperanterschiedlichen Stallgebauden und
tagsiber auf separaten Koppeln ohne direkten Kortakinander gehalten. Im Gestit
wurden die Vollblutstuten in zwei Stutengruppenajn, die sowohl auf der Weide als auch
im Stall getrennt gehalten wurden. Die Aufstalluhey Tiere erfolgte in Einzelboxen bei
taglichem Weidegang. An einer Stelle grenzten digeboxen der beiden Stutengruppen
Uber eine Ecke aneinander, so dass hier ein dir&ketakt zwischen zwei Stuten aus den
beiden verschiedenen Gruppen moglich war. Das &flergonal betreute beide Gruppen
parallel und es erfolgte keine Trennung der GerBteidung oder eine Reinigung oder
Desinfektion der Hande zwischen dem Handling deddre Stutengruppen. Alle Pferde des
Gestits wurden nach Herstellerangaben mit einemiimationsimpfstoff gegen EHV-1 und
EHV-4 grundimmunisiert und die Impfungen in regeigin Abstanden von sechs Monaten
aufgefrischt.

In den vergangenen Jahren kam es 2005 zu einen Ato8%2-Monaten Trachtigkeitsdauer,
wobei in der konventionellen PCR keine EHV-1-DNSpéifiziert werden konnte und auch
die Immunfluoreszenz ein negatives Ergebnis ertyabApril 2003 ereignete sich ein Abort
bei einer eingestellten Warmblutstute, auch inatires-all konnte keine EHV-1-DNS in der
PCR amplifiziert werden und auch die Immunfluorezzergab ein negatives Ergebnis fur
den Nachweis von EHV-1.

Aul3er diesen gab es in den vergangenen Jahren WKdioete im Gestit. Auch im
franzosischen Gestit, wo ein Teil der Stuten imr Jalvor gedeckt worden war, gab es
angeblich keine EHV-1 bedingten Aborte in den ktzfahren. Die Abortfalle im Frihjahr
2006 ereigneten sich alle bei Vollblutstuten dest@s. Von den insgesamt 23 Vollblutstuten
waren sechs Stuten im Jahr zuvor in einem franaldsis Gestit gedeckt worden. Alle

anderen Stuten waren im eigenen Gestit gedeckieword
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4.6.2 Zeitlicher Ablauf des Abortgeschehens und Pboenentnahmedaten

Die ersten drei Aborte des Frihjahres 2006 am 1060lam 25.01.06 und am 13.02.06
ereigneten sich alle bei Stuten der ersten Halgmgpe im achten bzw. neunten
Trachtigkeitsmonat, die anderen drei Aborte am 29®, 02.04.06 und am 12.04.06 bei
Stuten aus der zweiten Haltungsgruppe im zehntaohfigkeitsmonat.

Insgesamt wurden aus dem Gestit 100 Blutprobere(g@erum und EDTA-Blut) und 46

Nasentupferproben von Stuten zu verschiedenen ugiten untersucht (Abb. 5). Dadurch
sollte geklart werden, ob anhand von Antikérpeeifitund Virusnachweis aus dem Blut
bzw. aus Nasentupfern eine Aussage zu treffen welche Tiere sich wann infiziert haben
konnten, wann vor einem Abort Virus im Blut nachaisen war oder sich die Antikorper-
Titer veranderten und ob ein Zusammenhang zwisereislast und Abortwahrscheinlichkeit

zu finden war.

1. Abort 2. Abort 3.Abort 4. Aort 5.Abort 6. Abort
(11.01) (25.01.) (13.02.) (19.02.) (02.04.)(12.04.)
| | | | | | >
I I ﬁ I ﬁ I I ﬁ I ﬁ
01.02. 14.02. 10.04. 24.04.

Abb. 5: Zeitliche Darstellung des Abortgeschehens. Am 208, 14.02.06, 10.04.06 und am
24.04.06 wurden jeweils EDTA- und Serum-Blutproloer Nasentupferproben von allen 23

Vollblutstuten des Gestiits genommen.

4.6.3 Ergebnisse der virologischen (PCR) und sergschen Untersuchungen

Insgesamt wurden 18 Proben von Organen der secbsteAbnd von den Plazenten der
jeweiligen Mutterstuten sowohl mit der konventideel EHV-1/4-PCR als auch mit der
EHV-1- und der EHV-4-spezifischemeal-time PCR untersucht. Dabei konnte in der
konventionellen EHV-1/4 PCR bei 12 Organproben uhdPlazenten EHV-1/4-DNS
amplifiziert werden. In der EHV-1-spezifischegal-time PCR ergaben sich ebenfalls bei 12
Organproben und 4 Plazenten-Werte, die als positiv gewertet wurden (Tab. BEYi der
Untersuchung des dritten Abortfalles vom 13.02.28ffaben sich bei allen Organproben (E
470-473) G-Werte Uber 35, wie unter 4.5.1 beschrieben.
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Tab. 12: Untersuchung von Organen abortierter Fohlen bzen flazentamaterial der
jeweiligen Mutterstuten aus einem suddeutschen biddiesttit. In dieser Tabelle sind

Ergebnisse, die auch bereits in Tabelle 17 enthnalted separat zusammengefasst.

Abortfall Organ |Konventionelle | EHV-1-spezif. |Ct-Wert | Virusgenom-
EHV-1/4-PCR |real-time PCR kopien/ul
1.11.01.2006 Lunge | Positiv Positiv 19,90 | 3,63 x710
Bougainvillea Leber Positiv Positiv 25,96 | 4,56 x710
Milz Positiv Positiv 20,44 | 2,45x %0
Plazenta| Positiv Positiv 25,73 | 5,12%X10
2.25.01.2006 Lunge Positiv Positiv 22,90 4,16 x10
Mosogna  [Leber | Positiv Positiv 22,07 | 3,96 x°10
Milz Positiv Positiv 25,81 | 5,09x 10
Plazenta| Positiv Positiv 26,91 | 1,92x10
3.13.02.2006 Lunge Negativ Fraglich 39,70 4,63
Margies Best| Leber Negativ Fraglich 38,39 6,97
Milz Negativ Fraglich 41,25 2,63
Plazenta| Negativ Negativ KeinrC| -
4.20.02.2004 Lunge Positiv Positiv 20,33 2,65 x°10
All time great| Leber Positiv Positiv 21,20 1,42 x10
Milz Positiv Positiv 20,42 | 2,50x %0
Plazenta| Positiv Positiv 27,40 | 1,62%X10
5.02.04.2006 Lunge Positiv Positiv 16,15 3,37 x"10
Eiszeit Leber | Positiv Positiv 19,82 | 3,00x°0
Milz Positiv Positiv 18,25 | 8,47 x %0
Plazenta| Positiv Positiv 26,35 | 4,09 x10
6.12.04.2006 Lunge Negativ Negativ KeinC |Kein Cr
Princess Leber Negativ Negativ KeinC | Kein G
Nana Milz Negativ Negativ Kein € |Kein G
Plazenta| Negativ Negativ KeinrC| Kein Cr

In den EDTA-Blutproben konnte zu keinem der vieoll&mentnahmedaten in der EHV-1-
spezifischenreal-time PCR Amplifikationen mit einem £Wert unter 40 nachgewiesen
werden. Bei zwei Proben vom 14.02.06 ergab sicbappelansatz in jeweils einer Probe ein
Cr-Wert Uber 40 (42,26 und 43,76) und ein extremhiscReaktionskurvenverlauf. Der
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zweite Ansatz zeigte keinent®Vert. Bei der Wiederholung des Experiments korge
keiner Blutprobe ein €Wert ermittelt werden, weshalb alle Blutprobenragativ fir EHV-

1 gewertet wurden. Somit war bei keiner der Stutk®,abortierten zu den Zeitpunkten der
Probennahme EHV-1-DNS aus Blutleukozyten eindendichweisbar. Allerdings erfolgte die
erste Probennahme erst eine Woche nach dem zwelgerifall. Daher lasst sich in den
beiden ersten Abortféallen keine Aussage Uber eagrangegangene VirAmie machen. Zudem
war der sechste Abort nicht auf eine EHV-1 Infelktiurtickzufiihren, so dass in diesem Fall
auch nicht mit einer vorangehenden Virdmie zu reohmar.

In den Nasentupferproben lief3 sich nur am 10.046.280 zwei Stuten (Elegant as well und
Princess Nana), die normal austrugen, in der kdioegllen EHV-1/4 PCR ein spezifisches
Amplifikat darstellen und interessanterweise erdebEHV-4-spezifischeeal-time PCR G-
Werte, die als positiv gewertet wurden (Tab. 13¢ PHV-1-spezifischeeal-timePCR ergab
dagegen keine £Werte. Am 01.02., 14.02. und 24.04.2006 liel3 siohi keiner
Nasentupferprobe in der konventionellen EHV-1/4-P@ spezifisches Amplifikat
darstellen und die EHV-1-spezifischeal-time PCR ergab bei keiner Probe einep\Wert,
der als positiv gewertet wurde. Diese Ergebnissgemewie wichtig es ist eine EHV-1 und
EHV-4 Multiplex PCR zu etablieren, da in einem Best innerhalb kurzer Zeit der Nachweis
beider Genome gelang.

Tab. 13: EHV-4-positive Nasentupferproben vom 10.04.2006 alesn suddeutschen
Vollblutgestit

Stuten: Konventionelle| EHV-4-spezifische | Virusgenom- |Zellzahl/ pl
EHV-1/4 PCR: |real-time PCR (Cr): |kopien/ul

Elegant as well | Positiv Positiv (33,52) 3,175%10 |1,834x18

Princess Nana | Positiv Positiv  (29,83) 2,541x10 [1,927x10

Die Antikorpertiter wurden im Institut fur Medizische Mikrobiologie, Infektions- und
Seuchenmedizin der LMU Muinchen mit einem Serumadséationstest bestimmt. Die
Antikorpertiter der Stuten, die abortierten, stiegm Beobachtungszeitraum vom 01.02.2006
bis 24.04.2006 nicht an (Tab. 14). Von den beideene8, die am 11.01.06 und am 25.01.06
abortierten lagen keine Blutproben vor und damihrken auch keine Titeranderungen
beobachtet werden. Bei den anderen Stuten, di¢iedben, konnte kein Bezug zwischen dem
Verlauf der Antikorpertiter, dem Nachweis viralerNB aus Blutleukozyten oder

Nasentupfern und den Aborten festgestellt werdens Aiesen Daten kann entnommen
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werden, dass zum Zeitpunkt der Aborte selber, kekute EHV-1 Infektion und Replikation
auftrat, sondern, dass diese bereits bevor diedBepg begann stattgefunden haben musste.

Tab. 14: Antikorpertiter der Vollblutstuten des Gestitse[Btuten, die abortierten, sind fett

markiert.
Stuten 01.02.06 14.02.06 10.04.06 24.04.06
1. Hold on 1:128 1:128 1:256 1: 256
2. Margies Best 1:128 1:128 1:128 1:128
3. Arctic Ocean 1: 4 1: 4 1:8 1:4
4. Britannia 1:128 1:128 1:128 1: 64
5. Mysterix 1. 256 1. 256 1:128 1.128
6. My special 1: 256 1:64 1:64 1:64
7. Born free 1: 256 1: 256 1:128 1: 128
8. Born to win 1:2 1: 4 1:2 1:2
9. Dawn dane 1: 256 1: 128 1:256 1: 128
10. Denial 1:512 1:512 1:256 1:64
11. Borgia 1: 32 1: 64 1.64 1.64
12. Elegante 1:512 1: 1024 1:256 1:64
13. Rose du Roi 1:128 1:128 1:256 1: 256
14. Eiszeit 1:128 1: 256 1:128 1:128
15. Northern Passage 1:16 1:8 1:8 1:8
16. Elegant as well 1: 256 1: 256 1:512 1:512
17. Grey Lilas 1:1024 1: 512 1:256 1:64
18. Cresta 1: 128 1: 256 1:128 1:64
19. All time great 1: 512 1: 512 1:256 1: 256
20. Princess Nana 1: 256 1: 256 1:128 1:128
21. Dawn dew 1:8 1: 4 1:8 1:8
22. Navona 1:1024 1: 1024 1:512 1: 256
23. Hold off 1: 64 1: 32 1:32 1: 32

4.6.4 Virusisolate aus Gestlt

Aus vier der sechs Aborte des Gestlts wurde EHYet die Zellkulturanzucht isoliert. Nach
Vermehrung der Isolate Uber Rk13-Zellen wurde reunle DNS durch Phenolextraktion
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prapariert. Die virale DNS wurde mit drei versclaedn Restriktionsenzymen (s. 3.2.3.3)
gespalten, die Fragmente anschlielend elektropbdret aufgetrennt und die

Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (RFLP4eimander verglichen. Zum Vergleich

wurden zu dem das Isolat O 834, das 1999 von aimévlyeloenzephalopathie verstorbenen
Stute gewonnen worden war, und der EHV-1 StamnLRhaeingesetzt. (Abb. 6, gezeigt fur

zwei Enzyme).

Die RFLPs der verglichenen Abort-Isolate waren ideh. Erkennbare Abweichungen

konnten nur gegenuber RacL1l und dem Myeloenzephti®-Isolat O 834 festgestellt

werden. Somit konnte die Vermutung bestatigt werdiass die Aborte in diesem Bestand
durch ein Virus ausgeldst wurden und eben nichtraerehEintrage oder Reaktivierungen

verschiedener latenter Viren stattgefunden hatten.
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Abb. 6: Abbildung der Agarosegele nach Verdau der viralelNSD mit den
RestriktionsenzymeHlindlll (links) und BamHI (rechts). Zur GréRenbestimmung wurde ein
12 kb DNA- Marker eingesetzt.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte eine quantitativeal-time PCR zur Detektion und
Differenzierung von EHV-1 und EHV-4 etabliert wendend diese mit einer fir Sequenzen
des equinerg2m-spezifischerreal-time PCR kombiniert werden. Damit sollte es mdglich
werden in einem Ansatz durch die parallele Amgkfimng von Standardverdinnungsreihen
von definierter DNS von EHV-1, EHV-4 und df€i2m-Sequenzen zusammen mit der
isolierten Proben-DNS eine absolute Quantifizierudgr Virusgenome relativ zur
eingesetzten Zellzahl vorzunehmen.

Insbesondere fur epidemiologische Untersuchungeh\Merlaufskontrollen, aber auch nach
experimentellen Infektionen z.B. fur Impfstofftesttiinde somit ein wertvolles Werkzeug zur
Verfigung, um die Viruslast eines Einzeltieres oderer Gruppe von Tieren durch eine
exakte Quantifizierung der Genomkopien zu bestimmen

Sowohl fur EHV-1 als auch fir EHV-4 sind in denzteh Jahren mehrereal-time PCR
Protokolle beschrieben worden (PUSTERLA et al.,22aIALLO et al., 2006; ELIA G. et
al., 2006; HUSSEY et al., 2006; PUSTERLA et alQ2) unter anderem auch wahrend diese
Arbeit bereits lief, eine EHV-1/-4 Multiplex PCRjedaber keine exakte Quantifizierung
erlaubt (DIALLO et al., 2007). In Folge einer Zusaenarbeit mit Dr. Nikolaus Osterrieder
und Dr. Laura Goodman wurden fur die Detektion #V-1 und fir die Bestimmung der
Kopienanzahl des Pferdegenoms ul@m-Sequenzen die entsprechenden Primer und
Sondensequenzen Ubernommen (GOODMAN et al., 20087)2 da sich diese als sensitiv
und spezifisch erwiesen hatten. Im Rahmen diesbeiAwurde zudem eine entsprechende
EHV-4-spezifischaeal-time PCR entwickelt und mit der Detektion von EHV-1 (s@2im in

ein Multiplex-Protokoll kombiniert. Mit dieser PCRwurde ein Abortausbruch in einem
suddeutschen Vollblutgestit untersucht. Zusatakahnde eine Vielzahl von archivierten und
aktuellen Routineproben auf EHV-1 und EHV-4 untergwnd die Ergebnisse mit denen der

konventionellen PCR verglichen.

5.1 Spezifitdt der EHV-4-spezifischemeal-time PCR

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dabligirte EHV-4real-time PCR spezifisch
fur EHV-4 ist und es nicht zu unerwlnschten Readio mit dem Pferdegenom,
verschiedenen EHV-1-Stdmmen, einer Vielzahl EHVdsifiver Proben oder mdéglichen

bakteriellen Kontaminanten kommt. Letzteres istobeers wichtig bei Nasentupferproben,
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da bei respiratorischer Symptomatik bakterielleudelrinfektionen eine grol3e Rolle spielen.
Da nur ein EHV-4-Isolat und funf EHV-4 positive Msupfer zur Validierung zur
Verflugung standen, sollen in weiteren Versuchen hnoandere EHV-4-Isolate,
Referenzstamme und weitere Proben in der EHV-4ispazen real-time PCR getestet
werden und somit sichergestellt werden, dass awténpelle Stammvarianten mit dieser
PCR erfasst werden. Allerdings sind Herpesvirenegah genetisch recht stabil und
Variationen treten bevorzugt in bestimmten Regiodes Genoms auf. Durch die Wahl der
gD-Sequenzen als Zielsequenz fir die PCR wurdeRikko solcher Stammvariationen von
vornherein minimiert. SchlieBlich muissen in weiter&xperimenten noch madgliche
unspezifische Reaktionen mit weiteren Herpesvirere EHV-2, -3 und -5 sicher
ausgeschlossen werden. Allerdings erlauben diebvara den zur Verfiigung stehenden
Sequenzen durchgefihrten Sequenzvergleiche, einsa@a dariiber, dass eine unspezifische
Amplifikation mit zusatzlicher spezifischer Sonderdung auf der DNS dieser Viren als
auf3erst unwahrscheinlich einzustufen ist. Die zlishe Spezifitdt durch den Parameter

Sonde ist ja auch einer der grofR3en VorteilerdaltimePCR.

5.2 Real-time PCR im Multiplex-Format

Eine Multiplex real-time PCR kann ein wichtiges diagnostisches Hilfsmigeln, um in
einem Reaktionsansatz zwischen zwei oder mehrtiogsn Erregern zu unterscheiden. Da
bei Infektionen mit equiden Herpesviren héaufig sbiv&HV-1 als auch EHV-4 als
auslésendes Agens in Frage kommen, ist es zeitkosténsparend in einer Reaktion sowohl
EHV-1 als auch EHV-4-DNS nachweisen zu kénnen. Auann auf diese Weise das Risiko
reduziert werden, dass das eingesendete und aitdberé®robenmaterial nicht fur alle
geforderten Untersuchungen einschlief3lich nétigegd@holungen ausreicht.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass di&/HWR-Multiplex-real-time PCR geeignet
ist, um aus verschiedenen Probenmaterialien digeswéhlten Sequenzen des Glykoprotein-
D-Gens von EHV-1 bzw. EHV-4 nachzuweisen und zwescdiesen zu unterscheiden. Im
Vergleich zu einer bereits vertffentlichten EHV4LMultiplex real-time PCR (DIALLO et
al., 2007), ist durch die hier beschriebene Kontimnader EHV-1/-4-spezifischereal-time
PCR mit der p2m-spezifischenreal-time PCR im gleichen Reaktionsansatz eine
Quantifizierung der Virusgenome im Verhdltnis zderdegenom-Kopienzahl mdglich und
der Erfolg der DNS-Isolierung aus den verwendete@b&materialien kann sofort Uberprift

werden.
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Die Durchfuhrung der in dieser Arbeit beschriebeb#iV-1/4-Multiplex+eal-time PCR ist
einfach und schnell, einschliel3lich der DNS-Isairey konnte man innerhalb von drei bis vier
Stunden ein Ergebnis erhalten. Andere Autoren gélreihre Protokolle vergleichbare Zeiten
an (DIALLO et al., 2005 und 2007). Somit ist die \EH/4-Multiplex-real-time PCR auch
besonders fur den Einsatz in Laboren mit hohemdtairchsatz geeignet.

Die in dieser Arbeit beschriebenegal-time PCR kann als alleiniges diagnostisches Mittel zur
Detektion und Differenzierung von EHV-1 und —4 asgtzt werden. Allerdings ersetzt sie
nur bedingt andere diagnostische Methoden wie dresgenzucht und —isolation in der
Zellkultur. Wie schon bei DIALLO et al. angemerktirdy ist fur eine weitere
Charakterisierung von EHV-1 und EHV-4 eine Virusisang uber die Zellkultur weiterhin
unverzichtbar (DIALLO et al. 2007).

Die Multiplex—real-time PCR in dieser Arbeit war sensitiv und spezifidoie Cr-Werte der
Duplex- und der Triplex-Reaktionen stimmten gut rdénen der Singleplex-Reaktionen
Uberein. Zum Teil lagen sie gegeniber den jewaili§mgleplex-Reaktionen um bis zu 1,96
Cr-Werte hoher. DIALLO et al. beschreiben bei ihremulfiplex-Ansatz G-Wert
Erh6hungen von bis zu 0,89 (DIALLO et al. 2007)leAdings wurden bei DIALLO et al. nur
jeweils sechs Proben in der EHV-1- bzw. —4-spezien Singleplex-PCR und der Multiplex-
PCR getestet, wohingegen in der vorliegenden Addiaine Uber 100 Organproben getestet
wurden. Die geringen Verschiebungen bei deaNerten sind aber fir den Einsatz der PCR
in der Routinediagnostik unerheblich, da auch irsefeiedenen Experimenten mit gleicher

Probe Schwankungen um einepWert moglich sind.

5.3 Vergleich konventionelle PCR undeal-time PCR

Die gquantitativereal-time PCR bietet alle Vorteile einer konventionellen PGRh. die
Schnelligkeit der Durchfiihrung, die Sensitivitat durdie Nutzbarkeit verschiedener
Ausgangsproben. In einem geschlossenen System nvémdeinem Schritt Amplifikation,
PCR-Produktdetektion und —Quantifizierung kombiniBramit ist diereal-time PCR um ein
Vielfaches schneller als konventionelle PCR-Tecénjkund das Risiko von Kontaminationen
durch post-PCR-Manipulationen wird vermieden. Eiaiterer Vorteil ist der Wegfall der
Agarose-Gel-Auswertung nach der eigentlichen PCBRkRen, was Zeit- und
Arbeitsaufwand reduziert und keinen Umgang mit poiell kanzerogen Farbstoffen wie
Ethidiumbromid nétig macht. So ist es moglich mer ceal-time PCR schon nach 3-4 h, je
nach verwendetem DNA-Isolierungs-Kit, ein Ergelruserhalten.
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Da bei derreal-time PCR neben den beiden Primern mit der Sonde nochdeites
Oligonukleotid hybridisiert, wird die Spezifitdt dnSensitivitdt erhoht. Laut BUSTIN und
MACKAY ist die Sensitivitdt der quantitativereal-time PCR 100 bis1000-fach hoéher als in
der konventionellen PCR. Damit liegt die Nachweesge eines Amplifikats im Agarose-Gel
bei zwei bis vier Nanogramm, bei eirreal-time PCR bei nur zwei bis zwanzig Pikogramm
(BUSTIN 2000; MACKAY 2002). Die in dieser Arbeit behriebenegeal-time PCR konnte
sowohl als Singleplex- als auch als Multiplexansateniger als 10 Genomkopien ppb
sicher identifizieren. Damit ist die Sensitivita¢rgleichbar mit der anderer Protokolle. In
anderen Arbeiten konnten Virusmengen von 6 GenomkoHUSSEY et al., 2006) und
weniger als eine TCI§ von EHV-1 und 0,15 pg EHV-1-DNA nachgewiesen werde
(DIALLO et al., 2005) bzw. es konnten noch 10 Gekomen (ELIA et al., 2005) des Virus
nachgewiesen werden. Da es bei Infektionen mit BEHYAd —4 zu einer lebenslangen Latenz
kommt (ALLEN und BRYANS, 1986), ist es wichtig lateinfizierte Tiere frihzeitig zu
erkennen, da sie haufig die Infektionsquelle fiideae Tiere darstellen. Durch ihre hohe
Sensitivitat ist diereal-time PCR pradestiniert fir den Virusnachweis von laiefizierten
Tieren, da diese meist nur sehr geringe Virusmeagsacheiden (ELIA et al., 2005).

Der Vergleich der Ergebnisse von 110 Organprobedeinkonventionellen EHV-1/-4-PCR
und der EHV-1- bzw. —4-spezifischeeal-time PCR ergab eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse. Nur in einem Fall konnten in der EHSpgzifischerreal-time PCR G-Werte
unter 35 erreicht werden, obwohl sich in der koiegrellen EHV-1/-4-PCR kein Amplifikat
darstellen lies. Die £Werte lagen dabei relativ hoch (29,97 bis 33,40d die detektierte
Virusmenge lag nur zwischen 2,845%10nd 2,929x1® Genomkopien praul, was im
Vergleich zu anderen untersuchten Abortfallen relaenig war. In diesem Fall konnte man
vermuten, dass die Sensitivitat der konventionelR@R nicht ausreichte, um diese
Virusmenge zu detektieren. Da aber auch eine Whedleng derreal-time PCR vergleichbare
Ct-Werte ergab, wurde die Probe als sicher posithERIV-1 gewertet.

Durch die parallel mitamplifizierten Standardverdiingsreihen mit definierter EHV-1-,
EHV-4- und p2m-DNS bereitete auch die exakte Quantifizierung oke einer Probe
enthaltenen Virusgenomkopien keine Probleme. Dalbgieal-time PCR im exponentiellen
Bereich der Reaktion gemessen wird, erlaubt diesehriik eine wesentlich exaktere
Quantifizierung als die Endpunktmessung der kongaetlen PCR (MACKAY 2002).
Nachteile derreal-timeTechnik ist sicher noch der relativ hohe Einstegs fur die
entsprechenden Gerate und Sonden, welche sich rmir entsprechend hohem
Probenaufkommen amortisieren (MACKAY 2002).
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Auch die Auswertung dereal-time PCR lasst noch Verbesserungen zu, denn durch die
Verwendung unterschiedlichster Software und Be$ggbteme lassen sich manche

Ergebnisse nur schwer miteinander vergleichen.

5.4 Untersuchung von Nasentupfern aus Pferdebestéaed im Raum Minchen

Die Untersuchung von insgesamt 50 Nasentupferpraberi8 Bestdnden im Raum Minchen
aus dem Herbst und Winter 2006 ergab nur in einesta®d bei drei Pferden ein spezifisches
Amplifikat in der EHV-4-spezifischemeal-time PCR. Diese drei Tiere zeigten alle die fur
eine EHV-4-Infektion typische Symptomatik mit Fiepelusten und serosem Nasenausfluss
(ALLEN, 2002). Im betroffenen Bestand hatten zelagd vor der Probenentnahme von zehn
untersuchten Tieren noch drei weitere Tiere Fieimelr Nasenausfluss gezeigt. Laut Literatur
kann die Virusausscheidung tUber einen Zeitraum eianbis finf Wochen andauern (VAN
MAANEN, 2002). Somit konnten diese zuerst erkrankt€iere vorher schon Virus
ausgeschieden haben und die Virusausscheidungdffieftsichtlich nicht Gber die 10 Tage
bis zur Probennahme an. Da die Inkubationszeigifig Infektion mit EHV-4 in der Literatur
mit zwei bis acht Tagen angegeben wird (ALLEN et 2999), konnte bei diesen Tieren die
Virusausscheidung zu einer Infektion der andereereTigefuhrt haben. Die Nasentupfer
waren gezielt aus Bestdnden mit respiratorischeblBmatik und wenn maoglich von Tieren
mit Symptomen genommen worden. Es ist anzunehmass ¢ioch mehr als die drei
diagnostizierten Tiere eine EHV-4 Infektion um désntersuchungszeitraum herum
durchgemacht haben, da es sich hierbei um einé@ée Jungtieren in dieser Jahreszeit sehr
weit verbreitete Infektion handelt. Dass nur ausi ®roben tatsachlich EHV-4 Genome
nachgewiesen werden konnten, bei durch die eiggat®robennahme garantiert gleich
bleibender Qualitat der Tupferproben, weist geheli@lauf hin, dass es relativ schwer ist eine
sichere virologische Diagnose einer EHV-4 Infektaus Nasentupfermaterial zu fuhren. Je
nach Verlauf der Erkrankung ist es schwierig genam Zeitpunkt der Virusausscheidung zu

beproben.

5.5 Begleitende Untersuchungen mehrerer in einem ddeutschen Vollblutgestuit
festgestellter EHV-1 bedingter Aborte

Mit der etablierten EHV-1- und —4-spezifischezal-time PCR sollte das Abortgeschehen in
einem suddeutschen Vollblutgestit untersucht wer@adurch sollte geklart werden, ob
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anhand von Virusgenomnachweis aus dem Blut bzwNasentupfern und dem Verlauf der
Antikorpertiter eine Aussage zu treffen war, weldlere sich wann infiziert haben, ob, wann
und in welcher Anzahl vor einem Abort Virusgenome Blut nachzuweisen waren und ob
durch die neue Methode ein Zusammenhang zwischerrushélastung und
Abortwahrscheinlichkeit herzustellen war.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Organproberalo@tierten Feten und der Plazenten
der Mutterstuten mit der konventionellen EHV-1/4RP@nd der EHV-1- bzw. EHV-4-
spezifischerreal-time PCR stimmten in allen Fallen Uberein. Nur in eingbortfall ergaben
sich bei drei Organproben (Leber, Lunge und Milz)\Werte, die als fraglich eingestuft
wurden (38,20 bis 41,25), im Doppelansatz konntemit einer Probe ein £Wert erreicht
werden und die Plazenta ergab keingA/Zert.

Allerdings fuhrt die erneute Manipulation von Orgaaterialien (Auftauen — Einfrieren)
immer zu deutlichen Verlusten, so dass in der RagslMaterialien mit geringer Viruslast,
die Wahrscheinlichkeit eines Genomnachweises nadxtrRaktion sinkt. Wie erwartet lies
sich weder in der weniger sensitiven, konventi@melEHV-1/-4-PCR ein spezifisches
Amplifikat darstellen, noch in der relativ unsengh Immunfluoreszenz Antigen
nachweisen. Auch das pathologische Bild der Orgaeigte keine typischen Hinweise auf
eine EHV-1-Infektion. Da hingegen bei allen andeAdvortfallen die G-Werte deutlich
niedriger (zwischen 16,15 und 27,40) lagen und $bwliee Immunfluoreszenz als auch die
konventionelle EHV-1/-4-PCR positiv waren, bliebester Fall fraglich eingestuft. Die
ermittelten G-Werte (39,70 und 38,39) entsprachen einer detéitie/irusmenge von 4,63
bzw. 6,97 Genomkopien pid. In diesem Bereich stof3t auch die beschrielveaktime PCR

an ihre Nachweisgrenze. Ohne den epidemiologisgeammenhang ware dieser Fall als
EHV-1 negativ gewertet worden. In diesem Zusammeghaber stellt sich die Frage, wie
viele moglicherweise eben doch EHV-1 induzierte Afdtle in Folge einer geringen
Viruslast und einer fehlenden Pathologie unentdbteiben. Auch hier wird wieder deutlich,
wie wenig Uber die Auswirkungen von EHV-1 Infekt@mnim Einzelfall des Zusammenspiels
Individuum — Virusstamm bekannt ist. Ebenso st&tth die Frage, welche Faktoren auf3er
der massiven Infektions-bedingten Schadigung vorazd?ita und/oder Fetus im
Zusammenhang mit einer EHV-1-Infektion noch zum @lbidhren kénnten.

Bei keinem Abortfall lies sich zu den Probenentnafiaten bei einer betroffenen Stute vor
dem Abort EHV-1-DNS aus Blutleukozyten nachweiséilerdings erfolgte die erste
Probennahme erst eine Woche nach dem zweiten Aboffaher lasst sich in den beiden

ersten Abortfallen sicher keine Aussage Uber ewmherigen Nachweis von EHV-1-DNS
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aus Blutleukozyten oder Nasentupfern machen. Chabationszeit fur den Virusabort wird
in der Literatur mit zwei Wochen bis zu vier Monatangegeben (VAN MAANEN, 2002).

Die Probenentnahme konnte nur im relativ groRentakims von mehreren Wochen erfolgen,
daher ist es moglich, dass sowohl der Zeitpunkerepeitlich begrenzte Virusausscheidung
als auch der einer zeitlich begrenzte Viramie vespavurde. Allerdings wurden zu jedem
Untersuchungsdatum alle Stuten beprobt, was das an@isster flr einen
Virusgenomnachweis eigentlich deutlich erweitertitsoDaher kann angenommen werden,
dass die eigentlichen Infektions- und Virusreplidaszeitpunkte fur die betroffene
Stutenpopulation vor Beginn der Probennahmen laDese Annahme wird nicht nur durch
die fehlenden Virusgenomnachweise Uber die ganzepge; sondern auch durch die
Betrachtung der Antikorpertiter unterstitzt.

Die Antikorpertiter aller untersuchten Stuten stiegm Beobachtungszeitraum vom 01.02.06
bis 14.02.06 und vom 10.04.06 bis 24.04.06 nichtmaés um das 2-fache an. Aussagekraftig
ist allerdings erst ein mindestens 4-facher Titstiag innerhalb von zwei Wochen (VERTER
et al., 1999; DOERR und BRAUN, 2002). Auch hierdag/on den ersten beiden Abortfallen
keine Blutproben zur Untersuchung vor, so dass lieanaFallen ein vorangegangener
Titeranstieg nicht ausgeschlossen werden kann. sWautralisierende Antikorper sind
frihestens eine Woche nach der Infektion nachweiglseeichen nach zwei bis drei Wochen
ihren Hohepunkt und sind bis zu funf Monate langmeeisbar (VAN MAANEN, 2002). Da
eine Infektion der betroffenen Stuten vermutlichr vdem ersten Abort am 11.01.2006
stattgefunden hat, ist anzunehmen, dass ein Angaed\ntikdrpertiter schon vor der ersten
Probenentnahme am 01.02.2006 stattgefunden hatami nicht erfasst werden konnte. Die
absolute Hohe der Antikdrper kann nur bedingt altelum herangezogen werden, da alle
Stuten des Gestlits gemal} den Angaben der Herfatellemit einem Kombinationsimpfstoff
gegen EHV-1 und -4 geimpft wurden und somit nicistiszhen Impfantikbrpern und
infektionsbedingten Antikérpern unterschieden wardeann. Zudem reagieren einzelne
Pferde sehr individuell auf eine Impfung (LUDWIGadt, 1999). Allerdings ist bekannt, dass
die allgemein verwendeten Vakzinen in der Regelsanr niedrige Titer an neutralisierenden
Antikérpern induzieren. Einige der untersuchtent&tuwveisen auch entsprechend niedrige
Titer von 1:4 bis 1:16/32 auf. Hier kann diskutierérden, dass diese Tiere wahrscheinlich
keine akute EHV-1-Infektion in den vergangenen Menadurchgemacht haben, wéahrend
Titer Gber 1:128/256 durchaus als hoch einzustsfed und indirekt die Schlussfolgerung
erlauben, dass doch deutlich mehr Stuten des Gesi&tnur die die abortiert hatten, aktuell

von der EHV-1-Infektion betroffen waren. Im vorlEglen Fall konnte wie in friheren
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Untersuchungen auch gezeigt werden, dass auch imet &onsequenten Impfung des
gesamten Bestandes individuelle Aborte nicht sieleehindert werden kdnnen, es aber nicht
mehr wie friher zu den geflrchteten Abortstirmes atle tragenden Stuten betrafen kommt
(BURKI et al., 1990; VAN MAANEN, 2002).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit derrsuchheng der Blut- und
Nasentupferproben und der Bestimmung der Antikditeerzu den vier verschiedenen
Zeitpunkten nicht genau geklart werden konnte, e[Ciere sich wann infiziert haben. Auch
einen EHV-1-induzierten Abort im Vorfeld anhand desrlaufs der Antikorpertiter, der
Virusausscheidung oder einer Viramie zu erkennem,imv vorliegenden Fall nicht méglich.

Es ist, wie bereits oben ausgefiihrt, in dem untétem Ausbruch wahrscheinlich, dass fur
die ganze Gruppe betrachtet die akute EHV-1 Inbekbiereits Wochen vor dem ersten Abort
stattgefunden hat. Uber die Untersuchung der \dolate und einem Vergleich der RFLP
konnte ein epidemiologischer Zusammenhang zwiscldem verschiedenen Aborten
hergestellt werden und eine individuelle Reaktwigy latenten Virus mit individueller
Abortfolge weitgehend ausgeschlossen werden. Es siok also um den Eintrag eines Virus
gehandelt haben. Auch andere Studien haben geztigtallerdings weniger sensitive
Methoden verwendeten, dass selbst bei regelmalligaibennahme Uber einen deutlich
langeren Zeitraum keine sichere Aussage Uber diggarstehenden Abort getroffen werden
kann. Sowohl die Virusausscheidung, als auch digk@érpertiteranstiege vor und nach einem
Abort sind individuell sehr unterschiedlich (LUDWE? al., 1999).
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6. Zusammenfassung / Summary

Zusammenfassung

Die Equiden Herpesviren 1 und 4 (EHV-1 und —4) suadtweit verbreitete Infektionserreger
und wichtige Ursache fiir Aborte, Rhinopneumonied Myeloencephalopathien bei Pferden.
Eine sichere und schnelle virologische Diagnosdéasteiner EHV-1- oder EHV-4-Infektion
die Grundlage fur eine erfolgreiche Bekampfung uedtsprechende Hygiene- bzw.
QuarantanemalRnahmen.

Ziel dieser Arbeit war es daher eine quantitativelthlex real-time PCR zur Detektion und
Differenzierung von EHV-1 und —4 zu etablieren. Hi@ Detektion von EHV-1 waren bereits
verschiedenereal-time PCR Protokolle in der Literatur beschrieben undFimige einer
Zusammenarbeit mit Dr. Nikolaus Osterrieder, Cdrn@lurden sowohl die Primer- und
Sondensequenzen fur die EHV-1-Glykoprotein gD dgehiereal-time PCR als auch die fur
die Detektion des Kontrollgens, des equifi@m-Gens, Ubernommen. Fur den Nachweis von
EHV-4 wurde entsprechend das gD-Gen als Zielgegeauhlt. In einer ersten Serie von
Experimenten wurden alle drei PCR-Reaktionen s¢épataniert.

Zur initialen Validierung der EHV-1- und EHV-4-spiizchenreal-time PCR dienten funf in
Zellkultur angeziuchtete EHV-1-Isolate und ein EHVsdlat, 110 Organproben, 100
Nasentupferproben und 46 Blutproben. Zur absolu@rantifizierung der Virusgenome
wurden Verdunnungsreihen der DNS des als BAC kitemeRacL11, pRac L11 und der
viralen DNS des EHV-4-Isolates verwendet.

Die Ergebnisse der neu etablierteal-time PCR wurden kontinuierlich mit den Ergebnissen
einer gut validierten, konventionellen EHV-1/-4 P@&glichen.

Das verwendete EHV-4-Isolat zeigte nur in der EHSpézifischenreal-time PCR, alle
EHV-1-Isolate nur in der EHV-1 spezifischen PCRippes Cr-Werte. Alle Proben, bei denen
in der konventionellen EHV-1/4 PCR spezifische Aifikdte nachgewiesen wurden,
reagierten entweder in der EHV-1-spezifischen ddeder EHV-4-spezifischemeal-time
PCR.

Unspezifische Reaktionen mit in Probenmaterial pi¢# vorkommenden Bakterienstimmen
wurden in weiteren Experimenten ausgeschlossen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassddie EHV-1- und —4-spezifische
Multiplex real-time PCR sensitiv und spezifisch ist und fir eine gie@tige Detektion und

Differenzierung von EHV-1 und —4 in verschiedenensgangsmaterialien geeignet ist.
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Zusatzlich ist in Kombination mit def2m-spezifischenreal-time PCR eine absolute
Quantifizierung der Virusgenome relativ zur Pferelegm-Kopienanzahl moglich. DietC
Werte der Duplex- und der Triplex-Reaktionen stimmitgut mit denen der Singleplex-
Reaktionen Uberein und es konnte kein relevantesiféatatsverlust festgestellt werden.

In weiteren Experimenten sollte die neue Methodauge werden, um anhand aktueller Falle
neue Informationen tUber den Verlauf eines Abortaudies in einem Bestand zu sammeln.
Es zeigte sich, dass zu den gewéhlten Probenen&uattem, die zum Teil zwischen den
einzelnen Aborten lagen, keine EHV-1-DNS aus EDTIAf®&oben oder Nasentupfern in der
real-time PCR nachgewiesen werden konnte und auch kein kenmwverter
Antikorpertiteranstieg mittels Serumneutralisatiess nachzuweisen war. Diese Daten
unterstitzen die Theorie, dass direkt vor einemrAkeine langere Viramie vorausgehen
muss und die Wahrscheinlichkeit eines Abortes zumane friih im Infektionsgeschehen eines
Bestandes zum anderen durch noch nicht genau hekexdividuelle Faktoren der einzelnen

Stuten determiniert wird.

Development of a multiplex real-time PCR assay fothe detection and
differentiation of equid herpesvirus 1 and 4
Summary

Equid Herpesvirus 1 and 4 (EHV-1 and EHV-4) areesnid in horses worldwide and cause
for important diseases such as, rhinopneumonttisition and myeloencephalopathy.

A safe and fast etiological diagnosis after anatéam with EHV-1 or EHV-4 is essential for
the prevention of further spread by adequate Iggiand quarantine measures.

The aim of this study was therefore to develop antjtative multiplex real-time PCR assay
detect and differentiate EHV-1 and EHV-4. SeverddVEL specific real-time PCR protocols
had already been reported and in cooperation withNixolaus Osterrieder, Cornell, primers
and probes specific for the EHV-1-glycoprotein géing on the one hand and for the equine
B2m-gene on the other hand were transferred. TacddiHV-4, sequences of the gD-gene
were choosen as target, accordingly. In a firsgesesf experiments all three PCR assays were
optimized separatly.

To initially validate the EHV-1- and the EHV-4-spiex real-time PCR assays five cell
culture derived EHV-1-isolates and one EHV-4-ise|dt10 tissue samples, 100 nasal swabs

and 46 blood samples were used. Dilutions of mdifDNS from pRacLl1l, a bacterial
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artificial chromosome containing the genome of Ridgland purified viral DNS of the EHV-
4-isolate were employed for the absolute quantificaof genome copies.

Results obtained with the new real-time PCR prdteare continuously compared to those
of a thoroughly validated conventional EHV-1/-4 PCR

The EHV-4 isolate reacted in the EHV-4 specificl isme PCR only, whereas all EHV-1-
isolates were specifically detected in the EHV-&dic assay. All samples that had been
classified as EHV-1/4 positive by conventional P@Rcted either EHV-1-specific or EHV-4-
specific by real-time PCR. Unspecific amplificatiohseveral bacterial strains was excluded
in further experiments.

Taken together, it could be shown in this studyt tttee EHV-1- and EHV-4-specific
multiplex real-time PCR was sensitive and spec#fid is suitable for the simultaneous
detection and differentiation of EHV-1 and —4 iffelient kinds of samples. In combination
with the p2m-specific real-time PCR an absolute quantificatd virus genomes in relation
to the horse genome copy number became possitédee T¥as a good agreement between the
Cr-values of singleplex, duplex,- and triplex-reagtio and the sensitivity remained
comparable.

In another series of experiments the new method wsasl to gather information about the
course of an outbreak of EHV-1 induced abortioraibreeding farm. At least at the time
points of sampling, which was in part done in betwedividual abortions, EHV-1-DNS was
neither detectable in EDTA-blood nor in nasal swalysreal-time PCR. In addition, no
changes in antibody titers were registered by seveutralization test. This data supports the
theory that abortion is not necessarily directlggaded by viremia and that the individual risk
of abortion is determined on the one hand earbnimutbreak situation and on the other hand

by as yet widely unknown factors specific to théiwdual mare.
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8. Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

Abb. Abbildung

A. bidest.  Aqua bidestillata

A. dest. Aqua destillata al.

alii (Latein: andere)

BAC “bacterial artificial chromosome”
BHQ2 black hole quencher 2

B2m Beta2-Mikroglobulin

bp Basenpaar

bzw. beziehungsweise

ca. circa

°C Grad Celsius

Cr Schwellenwertzyklus (threshold cycle)
Cy5 Carbocyanin 5

d.h. das heif3t

DNA (deoxyribonucleic-acid, Desoxyrihdteinsaure)
DNAse Desoxyribonuklease

DNS Desoxyribonukleinsaure

ds Doppelstrang

Edmin 337 equine Hautzelllinie

EDTA Ethylendiamintetraacetat-Dinatriuasa
EHV-1 Equides Herpesvirus 1

EHV-4 Equides Herpesvirus 4

et. al. und andere Autoren

evtl. eventuell

Fa. Firma

FAM 6-carboxy-Fluorescein

FKS fetales Kalberserum

g Gramm

a(p) Glykoprotein

h Stunde

HEX Hexachloro-6-carboxy-Fluorescein
IAC Isoamylalkohol-Chloroform-Gemisch
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-

MGB
min
nm
NTC
PbE
PBS
PCR
pH
Rk 13
RNA
ROX

nm

STV
Tab.
u.a.
uv

v.a.
wiv
z.B.
ZpE
z.T.

Immunfluoreszenz

Kilo Basenpaar

Liter

Logarithmus

milli-

Mikro

Mol

minor-groove-binder

Minute

Nanometer

No template controll
Plaque-bildende Einheiten
Phosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerase Chain Reaction (Polyneekattenreaktion)
Potentia hydrogenium

Rabbit Kidney-Zelllinie
ribonucleic-acid, Ribonukleinséure
6-carboxy-X-Rhodamin

revolutions per minute (Umdrehumgeo Minute)
siehe

Sekunde
Saline-Trypsin-Versene-Losung
Tabelle

unter anderem

Ultraviolett

Volt

vor allem

Gewichtseinheit pro Volumeneirthei
zum Beispiel

zytopathischer Effekt

zum Teil
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