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KLASSIFIZIERUNG: Familie: Herpesviridae

Genus: Herpesvirus equi, Typen 1-4

1. ALLGEMEINES

Die vier bisher bekannten Herpesviren des Pferdes (EHV) sind in Aufbau und Genom-Struktur
verwandt mit dem Varizella-Zoster Virus (VZV) des Menschen und dem Pseudorabiesvirus des
Schweines (PRV). Anders als bei PRV ist bisher nur in seltenen Féallen EHV bei einer anderen
Spezies als dem Pferd nachgewiesen worden. Man kann daher davon ausgehen, dai die
Ubertragung stets zwischen Pferden, die somit auch das einzige Reservoir stellen, stattfindet.
Herpesviren sind aul3erhalb des Wirtes nicht lange lebensfahig, die Ansteckung erfolgt bei
direktem Kontakt. Die Infektion geht in eine latente Phase tber. Einmal infizierte Tiere sind
daher lebenslang potentielle Infektionsherde. Es existieren vier EHV-Typen, wovon EHV-1 und
-4 als Erreger des Virus-Abortes und der Rhinopneumonitis von herausragender Bedeutung
sind. Die unterschiedliche Haufigkeit des Auftretens dieser beiden Typen hat zur Bezeichnung
Rhinopneumonitis fur EHV-4 und Equines Abort Virus fir EHV-1 gefuhrt. Die fur die Benennung
zugrundeliegenden Daten spiegeln jedoch nicht den aktuellen Stand in Deutschland wider, hier
wird bei beiden klinischen Formen nahezu immer EHV-1 nachgewiesen. Beide Typen sind
jedoch serologisch nicht eindeutig differenzierbar, es besteht eine hohe Kreuzneutralitdt nach
Infektion mit einem der beiden Viren. Eindeutig kann nur mittels monoklonaler Antikérper oder
Genomanalyse differenziert werden. Da am haufigsten die Diagnose nach einem Abort
durchgefuhrt wird, genigt jedoch meistens der Virusnachweis ohne Typdifferenzierung.

Der direkte Virusnachweis erfolgt Giber die Virusanzichtung in geeigneten Zellkulturen mit
anschlieRender serologischer Uberpriifung und mittels Immunfluoreszenz (IF)an Organproben.

Der indirekte Virusnachweis mit Serumpaaren wird im Neutralisationtest (NT) durchgeftihrt.

2. UNTERSUCHUNGSMATERIAL

2.1 Direkter Virus/Antigennachwels
Zur Anzichtung: Tupferproben, Organe (Lunge, Leber, Milz)

IF: Organe (Lunge, Leber, Milz)
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2.2 Indirekter Virus/Antigennachweis

- Serum

3. UNTERSUCHUNGSGANG

3.1 Antigennachweis mittels direkter Immunfluoreszenz

- Gefrierschnitte (0,2-0,4 um) von Organen abortierter Feten (Milz, Leber,
Lunge) anlegen,

- Schnitte lufttrocknen und 5 Minuten bei —20 °C in Aceton fixieren,
Schnitte luftrocknen, in PBS spulen,
Schnitte mit EHV-1 - Konjugat Gberschichten,

- Inkubation 30 Minuten bei 37 °C (feuchte Kammer),

- Schnitte dreimal in PBS waschen, mit PBS/Glycerin ein decken.

3.2 Virusnachweis mittels Anziichtung Zellkulturen

3.2.1 Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

Tupferproben: - Tupfer mit 1-2 ml EMEM (siehe ANHANG) mit 5-facher
Antibiotikamenge kréftig schutteln,
- Tupfer an der R6hrchenwand ausdriicken,

- Zentrifugation 20 Minuten bei 1000 g ;
Organe:

- 1:10-Verreibung mit PBS anlegen,
- Zentrifugation 20 Minuten bei 1000 g

3.2.2 Zellkulturen und deren Beimpfung

Fur die Virusanzichtung aus Untersuchungsmaterial eignet sich besonders
Kaninchennieren-Zelllinie RK13 (siehe ANHANG):
- Beimpfung von dichten Kulturen mit Uberstand der Zentrifugate (0,2 ml
pro Réhrchen),
Bebriitung bei 37 °C,
Mikroskopische Beobachtung bis zu 7 Tagen,
- bei Ausbleiben eines zpE Anlegen von 1-2 Subpassagen nach Gefriertauen des

Zellmaterials,

- hei Aiiftreten einec 7nF V/inicidentifizieriinn mittels IF
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N.B.: Fur EHV-4 sind Zellinien mit zufriedenstellenden Anziichtungsergebnissen

noch nicht bekannt.

3.2.3 Virusidentifizierung mittels Immunfluoreszenz

- Zellen in Kulturréhrchen mittels Gummischaber von der Glaswand abldsen
und auf einen Objektrager Uberfiihren (Pasteurpipette),

- Praparat lufttrocknen; weitere Behandlung siehe Nr. 3.1.

3.2.4 Virusidentifizierung mittels Restriktions-Analyse

Bei fraglichen Ergebnissen bei der Virusidentifizierung mittels IF kann

zur Differenzierung von EHV-1 und EHV-4 mit in der Zellkultur angerei-

cherten Virusmaterial eine Restriktionsanalyse durchgefuhrt werden:

- 0,4 ml einer Zellkultur mit deutlichem cpE mit 50 pl TEN,

50 pl Proteinase K und 22,5 pl 20% SDS (siehe ANHANG) mischen,

- 5 Minuten kraftig schitteln,

- 30 Minuten bei 56-60 °C lysieren,

- Lysat zweimal mit gleichem Volumen Phenol versetzten, gut mischen,
zentrifugieren und in ein Eppendorfgefal? Gberfuhren,

- restliches Phenol durch Ausschutteln mit IAC entfernen,

- Fallung der gereinigten DNS nach Zugabe von 1/10 des Volumens von
3m Natriumazetat mit Athanol (doppeltes Volumen vorsichtig kippend
untermischen) wahrend 2-3 Stunden bei -70 °C,

- DNS durch Zentrifugation bei ca. 12.000 g pelletieren,

- zweimal mit 70% Athanol waschen,

- je nach GrofRe des Pellets (zwischen einem »grauen Schleier« und einer
deutlichen »weil3en Flocke« am Gefalzboden) 10 bis 20 ul TE zugeben,
mindestens 30 Minuten weichen lassen;

- 3 bis 5 ml davon werden fur einen Restriktionsverdau eingesetzt:

- in einem Eppendorfgefal’ fiir ein Endvolumen von 15 bis 20 pl H,0 bidest.
als Vorlage einftillen, 1/10 des Endvolumens 10xRP und die DNA zu-
geben,

- Zugabe von 5 bis 10 units (0,5 bis 1 ml) des Enzyms Bam Hl,

- 1 bis 3 Stunden bei 37 °C inkubieren,

- Reaktion durch Zugabe von BSE Puffer stoppen.

Die spatere Auftrennung der Fragmente wird durch kurzes Erhitzen auf

68 °C ( 3 Minuten) und sofortiges Abkiihlen auf Eis verbessert.
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- Der Ansatz wird in einem 0,7% Agarosegel bei konstant 3-6V/cm Gellange elek-
trophoretisch aufgetrennt. AnschlieRend wird das Gel 10 Min. in Ethidiumbromid geféarbt,
30 Min. in H,0 entfarbt und auf einem UV-Lichtkasten ausgewertet. Es empfiehlt sich,
das Gel im UV mit einer Polaroidkamera mit vorgesetztem Orangefilter zur

Dokumentation zu fotografieren, da die Farbung im UV sehr schnell ausbleicht.

3.3 Indirekter Virus/antigennachweis mittels Neutralisationstest

Der Test wird im Mikroverfahren nach der Simultanmethode durchgefihrt:

Virus: EHV-1, z.B. Stamm Rac H.

- Anlegen von Serumverdinnungsreihen in 2er-Potenzen (1: 2 bis ca. 1:126) In
Mikroplatten,

- Zugabe der gleichen Menge Virusgebrauchsverdiinnung (100 KID" eines EHV-1 -
Laborstammes (z.B. Rac H),
- Inkubation 1 Stunde bei 37 °C,

- Zugabe von RK13 - Zellen (ca. 5x10 6 Zellen pro ml),
- Inkubation bei 37 °C.

- Mikroskonische Ahlesiina der Fraehnisse am 7. Taa nach Versiichsansatz.
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ANHANG

Medien und Lésungen

Erhaltungsmedium f. RK13- Zellen: Medium 199 + 5% FKS

TEN 100: mM Tris-HCI (pH 7,4), 10 mM EDTA, 1 mM NacCl
Proteinase K: 1 mg/ml in autoklaviertem H,0

20% SDS: Natriumdodecylsufat 20 g/100 ml, steril filtriert

Phenol: neutralisiertes Phenol, flussig, pH 7,4

IAC: 1 Teil Isoamylalkohol mit 24 Teilen Chloroform gemischt
TE: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8,0, autoklaviert

BSE Stop-Puffer: 10x BSE: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 5 % (w/v) SDS,
50 % (w/v) Sucrose, 50 mM EDTA, pH 8,0

0,7% Agarose:
0,79 Agarose/100 ml EP aufkochen, bis keine Schlieren mehr
zu sehen sind, abkiihlen auf 55 °C und in mit eingesetzem

Kamm (25 I/slot) Gelkammer gieRen, Kamm nach Erstarren

o _ entfernen
Ethidiumbromid: _
Stammldsung 10 mg/ml in H20 dest., dunkel aufbewahrt
Farbelésung 1:500 in EP (Als Zusatz bereits wahrend der
Ep: Elektrophorese: 1:10.000 in EP)
' Elepktrophoresepuffer flr Agarosegele:
40 mM Tris, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7.9 am besten
10xRP: als 50-fach konzentrierte Stammlésung ansetzen.
Bam-HI: 10-fach konzentrierter Enzympuffer, wird im allgemeinen

vom Hersteller jedem Restriktionsenzym beigepackt
Restriktionsenzym, besonders gut geeignet zur Charak

terisierung und Differenzierung von EHV-1 und EHV-4.
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