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Zusammenfassung

Die Equine virale Arteritis (EVA) kann bei Hengsten eine persistierende Infektion mit
dauerhafter Virusausscheidung hervorrufen. Das Auftreten von Aborten nach Ruckkehr
venerisch infizierter Stuten in immunologisch naive Zuchtherden kann zu wirtschaftlichen
Verlusten beitragen. In den friihen 90er Jahren wurde in der Europaischen Union ein
Monitoring fiir Hengste in der kiinstlichen Besamung eingefihrt, um die Ubertragung und
Verbreitung von Infektionen mit dem Samen auszuschlieRen (Richtlinie 92/65/EWG). Dies
betrifft auch Das Equine Arteritis Virus (EAV), welches die EVA auslost. Derzeit gibt es keine
systematischen Erhebungen, wie sich diese Mallnahmen auf die allgemeine Pravalenz von
EAV bei Hengsten in Europa ausgewirkt haben. Diese Studie analysierte daher retrospektiv
die Ergebnisse routinemafiger Serologie- und Antigentests auf EAV bei Hengsten (n=308),
die im Zeitraum 2001 bis 2021 auf der Besamungs- und Embryotransferstatin der
Veterinarmedizinischen Universitat Wien vorgestellt wurden. Das Vorliegen von EAV-
Antikérpern sowie der Titer wurden durch Serumneutralisationstests bestimmt.
Virusausscheidung wurde durch Virusnachweis im Ejakulat mittels PCR analysiert. Von 308
getesteten Hengsten waren 14,9 % (n=46) seropositiv. Bei 12 Hengsten (3,8 % der getesteten
Hengste) wurde ein Ausscheiderstatus nachgewiesen. Die Inzidenz von seropositiven
Hengsten (16% 2001-2005 zu 4% 2016-2021) und Virusausscheidern (8,5% 2001-2005 zu
1,4% 2016-2021) reduzierte sich Uber den Untersuchungszeitraum (p<0,05). Es wurden keine
Unterschiede zwischen Rassegruppen hinsichtlich der Haufigkeit seropositiver Hengste
festgestellt. Die relative Anzahl von Ausscheiderhengsten war in der Gruppe der Traber und
Lipizzaner (14 % bzw. 13 %) zahlenmaRig im Vergleich zu allen anderen Gruppen (<3 %)
hoéher. Die Seropravalenz war in der Gruppe der 11- bis 16-jahrigen Hengste am héchsten (p
< 0,01 zwischen den Gruppen). Ein Zusammenhang zwischen der Hohe des Antikorpertiters
und dem Vorliegen eines Ausscheiderstatus wurde nicht festgestellt. Zusammenfassend
lassen die Ergebnisse auf einen Rickgang der Seropravalenz und Anzahl von
Virusausscheidern als Folge eines obligatorischen EAV-Monitorings in den letzten 20 Jahren

bei Hengsten schlielen. Die Mallnahmen kdnnen daher als erfolgreich angesehen werden.



Abstract

Equine viral arteritis (EVA) can cause a chronic infection of the accessory sex glands with
persistent virus shedding in stallions. This might favor economic losses due to abortion storms
after venereally infected mares return to immunologically naive breeding herds. In the early
1990s, monitoring of stallions used for artificial insemination for diseases that might be
transmitted via semen including EAV was introduced in the European Union (Directive
92/65/EEC). To the best of our knowledge, there are not systematic studies that investigate
how these measures have affected the overall prevalence of EAV in stallions in Europe.
Therefore, this study retrospectively analyzed the results of routine serology and antigen tests
for EAV in stallions (n=308) that were referred to the semen collection centre at the Vetmeduni
Vienna during the period 2001 to 2021. The presence of EAV antibodies, as well as the
associated serum titer were determined by serum neutralization tests. Carrier status was
determined by virus-antigen isolation in the ejaculate by PCR. Of 308 stallions tested, 14.9 %
(n=46) were seropositive. In 12 stallions (3.8 % of all tested stallions) a shedder status was
verified. A decrease in the incidence of seropositive stallions (16% 2001-2005 to 4% 2016-
2021) and virus shedders (8.5% 2001-2005 to 1.4% 2016-2021) was observed (p<0.05). No
differences were found between breeds regarding the number of seropositive stallions. The
relative number of virus-shedding stallions was higher in the Trotter and Lipizzaner group
(14 % and 13 %, respectively) compared to all other groups (<3 %). Highest seroprevalence
was present in stallions 11-16 years of age (p<0.01 among age-groups). The antibody titer
was not associated with virus shedding status. In conclusion, the results indicate a decrease
in seroprevalence and number of carrier stallions over the past 21 years in consequence to
mandatory EAV monitoring in an exemplary stallion population. The regulations can therefore

be considered successful.



1 Einleitung

Die Equine virale Arteritis ist eine bedeutende venerisch Ubertragbare Erkrankung beim Pferd.
Die Infektion kann von subklinisch bis akut verlaufen und wird mit Symptomen wie Pyrexie,
respiratorischen Symptomen, Konjunktivitis, Odemen sowie reproduktionsassoziierten
Problemen wie Aborten bei Stuten und Fertilitdtsproblemen beim Hengst in Verbindung
gebracht (1). Eine wichtige Bedeutung hat EAV vor allem aufgrund von klinisch inapparenten
ausscheidenden Hengsten und dem Auslésen von Aborten in naiven Bestanden tragender
Stuten mit teilweise hohen wirtschaftlichen Verlusten. Im Zuge der gesteigerten Mobilitat und
Globalisierung des Handels mit Pferden und Pferdesamen gewann das Virus in der zweiten
Halfte des 20. Jahrhunderts immer starker an Bedeutung. Die Erstbeschreibung des Virus
erfolgte 1957 in Ohio, USA, nachdem es im Lungengewebe eines abortieren Fetus in Ohio im
Jahr 1953 das erste Mal isoliert wurde (2). Im Jahr 1984 kam es zu massiven, von Aborten
begleiteten Ausbrichen auf Vollblutgestiten in Kentucky (3), was zu Verbringungsverboten
amerikanischer Pferde in einige europaische Staaten fluhrte. Nachdem die Situation unter
Kontrolle gebracht werden konnte und weitere Erkenntnisse Uber die Epidemiologie des Virus
gewonnen wurden, wurde 1992 die Richtlinie 92/65/EWG (4) eingefuhrt. Seither missen
innerhalb der EU zur kinstlichen Besamung eingesetzte Hengste auf mit dem Samen
Ubertragbare Erkrankungen, darunter auch EAV getestet werden. Ziel dieses Monitorings ist
es, die Verbreitung und damit Neuausbriiche von Krankheiten zu minimieren. Trotz dieser
Umsetzung kam und kommt es immer wieder zu EVA-Ausbrichen. So kam es im Sommer
2020 gehauft zu Nachweisen EAV-positiver Tiere in mehreren norddeutschen Bundeslandern.
Betroffen waren dabei sowohl Zuchtbetriebe und Besamungsstationen als auch Sportpferde-
und Pferdepensionsbetriebe (5). Daraus ersichtlich ist die weiterhin wahrende Bedeutung der
EVA der Pferdezucht. Dies macht eine kritische Evaluierung des derzeit angewendeten
Monitorings sowie der vorhandenen Praventivmalnahmen notwendig. Das Ziel dieser
Diplomarbeit ist es daher, Veranderungen in der Seropravalenz sowie dem Vorkommen von
Hengsten mit Ausscheiderstatus in einer zichterisch aktiven Tierpopulation retrospektiv Gber
einen Zeitraum von 21 Jahren, in dem das aktuell obligate Monitoring angewendet wurde,
darzustellen und anhand dessen die Effektivitdt bzw. den Erfolg des vorgeschriebenen
Monitorings abzuleiten. Die untersuchte Population setzte sich dabei aus Hengsten
verschiedener Rassen zusammen, die meist erst nach ihrer ziichterischen Anerkennung aus
ihrem Heimatland nach Osterreich verbracht wurden und stellt damit einen Querschnitt

europaischen Hengstpopulation dar.



2 Literaturiibersicht

2.1 Erreger

Das Equine Arteritis Virus (EAV) ist ein unbehllites Virus, das zur Familie der Arteriviridae
zahlt, welche zusammen mit den Coronaviridae zur Ordnung der Nidovirales gehoéren. Es ist
eng verwandt mit dem Porzinen Reproduktiven und Respiratorischen Syndrom Virus (PRRSV)
der Schweine sowie dem Lactate dehydrogenase elevating virus (LDV) der Maus. Das Genom
liegt als Einzelstrang-RNA einer ungefahren GréRe von 12,7kb (6, 7) mit positiver Polaritat vor,
welche in einem ikosaedrischen Nukleokapsid liegt. Das Virus befallt Pferde und Esel sowie
deren Kreuzungen. Es wurde in Lungengewebe eines abortierten Fetus bei dem Ausbruch
einer von Aborten begleiteten respiratorischen Erkrankung in Ohio, USA, im Jahr 1953
erstmals isoliert (2). Das Virus kann bei verschiedenen Temperaturspektren unterschiedlich
lange Uberleben. Obwohl es bei 56°C nur 20 bis 30 Minuten Uberlebensfahig ist, kann es 2-3
Tage bei 37°C und sogar bis zu 75 Tage bei 4°C schadlos Uberstehen. Dies ermoéglicht zum
Beispiel eine Ubertragung durch gekiihltes Versandsperma. Bei Temperaturen, die der
Lagerung von Tiefgefriersamen entsprechen (-196°C), verliert EAV auch nach Jahren nichts
von seiner Infektiositat (8). Das Risiko der venerischen Ubertragung besteht demnach auch
bei kinstlicher Besamung. Das Virus kann leicht durch Ldsungsmittel wie Ether oder

Chlorophorm sowie handelsublichen Desinfektions- und Waschmitteln inaktiviert werden (9).

2.2 Epidemiologie

EAV kommt weltweit bis auf Island und Japan vor, wobei mehrere Virusstamme bekannt sind,
die sich vor allem in amerikanische und eurasische Stamme aufteilen lassen, die aber heute
nicht ausschlieBlich in diesen Gebieten auftreten. Es ist bisher nur ein einziger Serotyp
bekannt. Aufgrund der groRen Unterschiede im Infektionsgeschehen, teils subklinisch, teils
moderat influenza-ahnlich, gelegentlich schwer, seuchenahnlich mit Aborten und Todesfallen
liegt der Verdacht nahe, dass unterschiedliche EAV-Stamme unterschiedliche Virulenzen
aufweisen (1, 10). Bei der Ubertragung von EAV lassen sich fiinf Hauptwege feststellen. Den
Hauptlbertragungsweg bei akuten Infektionen, z.B. innerhalb von Stallen, auf Rennen,
Turnieren, Schauen oder Auktionen, stellt die respiratorische Ubertragung dar. Wahrend der
akuten Infektion kann das Virus auch Gber andere Kérpersekrete, wie zum Beispiel Kot, Urin,
Blut und Samen, Ubertragen werden. Zudem kommt es bei trachtigen Stuten zu einer
vertikalen Ubertragung zwischen Stute und Fetus Uber die Plazenta. Nicht zu unterschatzen

ist auch die indirekte Ubertragung durch unsauberen Umgang von Betreuungspersonen mit



Einstreu, Putzzeug, Futterschiisseln, etc. sowie mangelnde Hygiene bei andrologischem und
chirurgischem Besteck (11). Diskutiert wird auch die Bedeutung einer horizontalen
Ubertragung durch kontaminierte Einstreu aufgrund von Masturbationsverhalten von

Hengsten (12).

Das Hauptreservoir von EAV stellen klinisch inapparente, persistent infizierte Hengste dar. Der
sogenannte Ausscheiderstatus ist androgenabhangig und wird durch bestimmte genetische
Modulation von T-Zell Lymphozyten bei Hengsten begunstigt (13). Dem persistent infizierten
Hengst wird eine wichtige epidemiologische Rolle bei der Verbreitung und Aufrechterhaltung
der EAV zugesprochen. Die Dauer des Ausscheiderstatus kann dabei zwischen wenigen
Wochen nach Auftreten der Infektion, Uber mehrere Jahre bis zur gesamten restlichen
Lebenszeit des Hengstes variieren. In Zusammenhang mit dem heutigen globalen
Samenhandel, stellen ungetestete Hengste ein hohes Ubertragungsrisiko dar. Der Ausschluss
von Ausscheiderhengsten von der kinstlichen Besamung verhindert damit nicht nur die
Infektion einer groRen Anzahl von Stuten, sondern auch die Verbreitung tber grofe Distanzen

und damit ein Aufflammen neuer Infektionsherde.

2.3 Klinisches Bild

Die Exposition mit EAV fiihrt meist zu einer subklinischen Infektion. Es kann jedoch zu einer
klinischen Erkrankung kommen, zu deren Symptomen Fieber in den ersten flinf Tagen,
Odeme, Anorexie, serdser Augen- und Nasenausfluss, Depression sowie Konjunktivitis
gehdren koénnen. Diese Erkrankung wird als Equine virale Arteritis bezeichnet. Die
Konjunktivitis fuhrte auch zu der englischen Bezeichnung “pink eye®, welche im
Zusammenhang mit Aborten vor der genauen Virusbezeichnung flr anzunehmende EVA-
Ausbriiche verwendet wurde. EVA kann bei trachtigen Stuten zum Abort und bei sehr jungen
Fohlen zu interstitieller Pneumonie und Tod innerhalb der ersten zehn Lebenstage fihren.
Dennoch kommt es meist zu einer gesamten klinischen Erholung der Tiere. Im Krankheitsfall
ist, wenn notwendig, eine rein symptomatische Therapie angezeigt. Bei Hengsten jedoch kann
das Virus in den akzessorischen Geschlechtsdriisen persistieren, wodurch sie zu klinisch
inapparenten Langzeittrdgern werden, die kontinuierlich Uber das Seminalplasma mit dem
Ejakulat EAV ausscheiden. Dabei erreichen 30-60 % der Hengste diesen Status zumindest
vorubergehend (14), wohingegen es keine nachgewiesenen Falle einer Viruspersistenz bei
Stuten, Wallachen oder Fohlen gibt. Die Dauer der Virusausscheidung kann dabei zwischen

wenigen Wochen nach Auftreten der Infektion Uber mehrere Jahre bis zur gesamten restlichen



Lebenszeit des Hengstes variieren (15). Nach experimentellen Infektionen konnte wahrend
der akuten Phase der Erkrankung gezeigt werden, dass es zu einer Abnahme der
Samenqualitat bei EAV infizierten Hengsten kommen kann. Diese wird vor allem durch
Skrotalddeme mit einer Einschrankung der Thermoregulation der Hoden und damit in

Zusammenhang stehenden Stérungen der Spermatogenese erklart (1).

Aborte

Durch EVA bedingte Aborte treten meist ohne Anzeichen der Geburtsvorbereitung in der
spateren akuten Phase oder frihen Rekonvaleszenz der Infektion auf (1). Dokumentiert
wurden Aborte zwischen dem 3. und 10. Trachtigkeitsmonat sowohl nach natirlicher als auch
experimenteller Infektion, wobei die Abortraten je nach Ausbruch zwischen 10 % und 60 %
lagen (1, 16, 17). Der abortierte Fetus ist im Normalfall autolytisch, was bei fehlenden
Anzeichen von bakteriellem Befall der Plazenta fir eine EAV-Infektion spricht, jedoch gibt es
keine fur die EVA typischen Symptome oder Lasionen an Fetus oder Plazenta. Es wird
diskutiert, ob die Haufigkeit von Aborten mit dem Immunitatsstatus der restlichen Herde und

der Virulenz des jeweiligen EAV-Stammes zusammenhangt (10, 12).

2.4 Diagnostik

Da das klinische Bild einer akuten EAV-Infektion sich nicht erkennbar von vielen anderen
infektidsen und nicht infektidsen Erkrankungen bei Pferden (z.B. Equines Herpesvirus 1, 4)
unterscheidet, ist eine labortechnische Analyse zur zweifelsfreien Diagnose unausweichlich.
Die akute EVA kann durch Virusnachweis im Blut, Nasopharyngealtupfern sowie Harn- und
Samenproben nachgewiesen werden. Ein serologischer Nachweis, meist per
Serumneutralisationstest von Antikdrpern (Titer von > 1-4 gelten als positiv) ist erst 10 bis 14
Tage nach der Infektion mdglich. Daher werden zum Nachweis einer akuten Infektion gepaarte
Serumproben im Abstand von 10-14 Tagen genommen. Ein serologischer Nachweis bei
Fohlen ist nicht aussagekraftig, da maternale Antikdrper bis zum achten Lebensmonat
vorhanden sein kénnen. Im Falle eines Aborts kann der direkte Virusnachweis mittels PCR
aus fetalem (am besten Gewebe aus Lungen, Leber und Lymphorganen) und plazentarem

Gewebe sowie den oben bereits genannten Nasen- und Uterustupfern bei der Stute erfolgen

(3).

Um bei seropositiven Hengsten die Gefahr einer Virusausscheidung abzuklaren, kénnen

verschiedene Verfahren angewandt werden. Zum einen besteht die Moglichkeit eines



Testzuchtprogramms, bei dem zwei nachweislich seronegative Stuten mit dem fraglichen
Hengst belegt werden und 28 Tage danach auf Serokonversion getestet werden. Weiteres
kann eine Virusisolierung oder der Nachweis EAV spezifischer Antigene, meist RNA mittels
PCR, aus einer Probe des Ejakulats durchgeflihrt werden. Letztgenannte in-vitro Verfahren
sollten heute aufgrund des Tierschutzaspektes vorgezogen werden, zudem bergen sie weitere
Vorteile wie geringere Kosten, hdhere Sensitivitdt und Spezifitdt sowie ein schnelleres
Ergebnis (13).

2.5 Wirtschaftliche Bedeutung

Die EAV-Diagnose bei einem Einzeltier hat eine eher geringe wirtschaftliche Bedeutung, da
selbst nach einem Uberstandenen Auftreten eines klinischen Verlaufs normalerweise keine
langfristigen Folgen fir die zlichterische als auch sportliche Nutzung der Pferde auftreten. Der
eigentliche finanzielle Schaden entsteht durch Ausbruiche in Zuchtbetrieben durch Aborte und
das Versterben erkrankter junger Fohlen. So wurden zum Beispiel bei einem nachgewiesenen
EVA-Ausbruch in Belgien im Herbst 2000, innerhalb von zwei Monaten in einer Gruppe von
89 Arabern und Shetlandponys neun Aborte zwischen dem vierten und siebten
Trachtigkeitsmonat und drei weitere Trachtigkeitsverluste festgestellt. 95,5% der Tiere des
Betriebes zeigten eine Serokonversion (18). Ein weiteres Problem ist der finanzielle
Wertverlust von persistent ausscheidenden Hengsten, da fir diese Tiere die Nachfrage sinken
kann bzw. bei ausscheidenden Hengsten eine Nutzung in der kinstlichen Besamung in der
Européischen Union ausgeschlossen ist. Hinzu kommen Kosten flr prophylaktische
MaRnahmen wie Einhaltung von Quarantdanemaflnahmen, Testprogramme bei zuchtaktiven
Hengsten sowie gegebenenfalls in Landern mit zugelassenen Impfstoffen die Kosten flr
Impfungen. Die weitreichenden Folgen eines Ausbruches auf einer Groldveranstaltung (z.B.
ein Turnier, einer Auktion oder einer Zuchtveranstaltung) werden meist erst nach Rickkehr
der infizierten Tiere in ihre Heimatstalle verursacht und folgend erkannt. Mdgliche
Konsequenzen eines Ausbruches sind Quarantdnemallnahmen und dadurch bedingt
Verschiebungen im Trainingsplan von Sportpferden und Nichtwahrnehmung von wichtigen
Terminen. Die Absage von Pferdesportveranstaltungen aufgrund eines EVA-Geschehens ist
beschrieben (11), insbesondere bei Grolevents kann dies zu enormen Kosten und
Gewinnausfall fur die Veranstalter fuhren. In Deutschland zum Beispiel gilt die EVA als
meldepflichtige Krankheit (19).



2.6 Therapie und Prophylaxe, Monitoring

Da theoretisch alle betroffenen Tiere riickstandslos genesen, ist eine rein symptomatische
Therapie indiziert (1, 20). Aufgrund der zuvor beschriebenen Problematik der dauerhaften
Virusausscheidung durch persistent infizierte Hengste ist seit in Krafttreten der Richtlinie
92/65/EWG und Durchfihrungsverordnung (EU) 2018/659 (4, 21) jeder Hengst in der EU vor
seiner ersten Samengewinnung fur den Einsatz in der kunstlichen Besamung auf einer EU-
anerkannten Besamungsstation serologisch auf EAV zu testen. Bei positivem serologischem
Ergebnis muss ein Virusnachweis im Samen erfolgen, fallt dieser negativ aus, gilt der Hengst

als Nichtausscheider und kann somit normal in der Besamung eingesetzt werden.

Fir Hengste, welche nicht in EU-anerkannten Stationen oder im Natursprung eingesetzt
werden und bei denen auf Testungen in Laboren verzichtet wird, werden trotzdem
Maflnahmen empfohlen. Die empfohlenen MalRhahmen sind der ordentliche zuchthygienische
Umgang mit diesen Hengsten, sowie haltungsbedingte SicherheitsmaRnahmen. So sollten
Ausscheider generell mindestens 90 Meter von anderen Equiden gehalten werden und nur fir
die Belegung seropositiver Stuten eingesetzt werden. Eine Impfung einer naiven Stute vor der
Belegung/Besamung mit einem seropositiven Hengst kann in Betracht gezogen werden.
Stuten, die nicht immun aber von einem ausscheidenden Hengst gedeckt wurden, sind

mindestens 28 Tage von anderen seronegativen Tieren zu isolieren (20).

Der Ausscheiderstatus ist testosteronabhangig (14). Bisher ist die Kastration die einzig
nachweislich verlassliche Therapie. Eine chirurgische Kastration fuihrt zwar zur Eliminierung
des Virus aus den akzessorischen Geschlechtsdriisen (1), ist jedoch flir Deckhengste keine
Option. Therapeutisch lasst sich auch durch eine induzierte Absenkung der
Testosteronsynthese in den Hoden, z.B. durch eine immunologische Kastration, die
Virusausscheidung beenden. Eine immunologische Kastration mit GnRH-Vakzinen birgt
aufgrund einer sehr individuellen Dauer des unterdriickten reproduktiven Verhaltens sowie der
Spermatogenese das Risiko eines langerfristigen und insbesondere bei jungen Hengsten auch
lebenslangen Verlustes der Fertilitdt (22). Ein finanzieller Totalverlust fir den Hengsthalter

kann damit aber meist erfolgreich verhindert werden (23).

Es sind Vakzinen gegen EVA verfligbar, zum Beispiel in Deutschland das Tierarzneimittel
Equip® Artervac der Firma Zoetis, welches 21 Tage nach der Grundimmunisierung gegen

eine EAV-Infektion, auch bei Bedeckung mit EAV positivem Samen, schitzt. Problematisch



bei einer Impfung ist, dass geimpfte Tiere serologisch nicht mehr von natirlich infizierten zu
unterscheiden sind. Ausscheider kdnnen durch einen Virusnachweis im Ejakulat jedoch stets
identifiziert werden. Es empfiehlt sich daher, vor der ersten und zehn Tage nach der zweiten
Impfung den Impferfolg serologisch zu bestatigen und diesen zu dokumentieren. Aullerdem
mussen EAV-Titer und Ausscheiderstatus vor der ersten Impfung kontrolliert und dokumentiert

werden.



3 Material und Methoden

3.1 Patientenmaterial

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden alle Hengste, die an der Plattform Besamung und
Embryotransfer der Veterinarmedizinischen Universitat Wien in den Jahren 2001 bis 2021 im
Rahmen von Voruntersuchungen zur Samengewinnung serologisch auf EAV untersucht
wurden, inkludiert. Die Proben wurden im Rahmen von Zuchttauglichkeitsuntersuchungen
(n=48, 15,6 %), vor der Samenentnahme fUr kinstliche Besamungen (n=24, 7,8 %),
Samengewinnung fur Kryokonservierung (n=213, 69,2 %) und bei Fallen zur Abklarung von
Sub- und Infertilitdt sowie Erkrankungen des Geschlechtsapparates (n=3, 1 %) entnommen.
Bei 20 Hengsten (6,5 %) war der Grund fur die Testung nicht dokumentiert. Fir die
serologische Untersuchung wurde ein Serumneutralisationstest durchgefihrt. Daflir wurden
hitzeinaktivierte Seren auf neutralisierende Antikérper im Vergleich gegen den Prototyp-
Bucyrus-Stamm aus den USA getestet (24). Im Falle eines positiven serologischen
Ergebnisses (Antikorpertiter > 1:4) wurde zusatzlich ein Virusnachweis mittels PCR oder eine
Virusisolation aus einer Samenprobe durchgefiihrt, um das Vorliegen eines Ausscheiderstatus
abzuklaren. Die Proben wurden von 2001-2008 vom Institut fir Virologie der
Veterinarmedizinischen Universitat Wien und von 2009-2021 vom Labor Dr. Bose GmbH,
Harsum, Deutschland, untersucht und ausgewertet. Das Labor Dr. Bése arbeitet nach den seit
2009 obligaten EU Norm Standards nach DIN EN ISO/IEC 17025:2018 und ist daflr
akkreditiert. Nach den vorliegenden Informationen waren zwei der Hengste vor ihrem Import

nach Osterreich in Deutschland gegen EVA geimpft worden.

Die Blutproben fiir die serologischen Tests wurden mittels Vacutainersystem (Vacuette,
Greiner, Kremsmiinster, Osterreich) unter Einsatz von Serumrdhrchen an einer Vena jugularis
externa entnommen. Proben zum Virusnachweis aus dem Ejakulat (Volumen 5 bis 10ml)
wurden als natives Aliquot in sterilen Schraubverschlussgefafien (Sarstedt) abgefiillt. Die

Proben wurden gekuihlt an das jeweilige Labor versandt.

Alle erfassten Daten wurden dem Tierspitalinformationssystem der Veterindrmedizinischen
Universitat Wien (TIS) enthommen. Das TIS ist seit 01.04.2001 in Betrieb und basiert auf der
Applikation Orbis VetWare der Firma Agfa HealthCare, Bonn. Das System ist formularbasiert.
Gesammelt wurden Angaben zum Alter der Hengste bei Entnahme der Proben, dem Testjahr,

Ergebnisse von serologischen Analysen, zum Erregernachweis im Samen mittels PCR auf



EAV spezifische RNA, der Rasse der getesteten Tiere und dem Vorstellungsgrund. Die
erhobenen Daten wurden zunachst in eine Excel Tabelle Gbertragen und anschliefiend in
einen SPSS Datensatz uberfihrt.

3.2 Statistische Auswertung

Statistische Analysen wurden mit der Software SPSS statistic program IBM, Version 28.0.1.0,
Armonk, NY, USA, durchgefihrt.

Die Stichprobe besteht aus n=308 Hengste mit einem Alter zwischen 1 bis 26 Jahren. Die
Einteilung in die Gruppen des Alters bei Testung erfolgte in folgende Gruppen: 1-3 Jahre, 4—
10 Jahre, 11-16 Jahre, >16 Jahre. Diese Gruppen wurden ausgewahlt, um verschiedene
Stadien der Zuchtaktivitat der Hengste darstellen zu kénnen. Die jlingste Gruppe zwischen 1
und 3 Jahren beschreibt die Phase vor der eigentlichen zlchterischen Nutzung des Tieres vor
und um die Kérung. Die zweite Gruppe mit den Tieren zwischen 4 und 10 Jahren behandelt
die frihe zuchtaktive Hochphase der Hengste von den ersten Fohlenjahrgangen bis hin zu
Erkenntnissen Uber Erfolge des Nachwuchses in Sport und Zucht. In der dritten Gruppe
zwischen 11 und 16 Jahren liegen meist Hengste in ihrer hauptsachlichen bzw. spateren
zuchtaktiven Hochphase deren Vererberqualitaten bereits bekannt sind. Die alteste Gruppe

der Tiere, alter als 16, beinhaltet hauptsachlich Hengste gegen Ende ihres Deckeinsatzes.

Die Hengste wurden anhand ihrer Rasse in vordefinierte Rassegruppen untergliedert. Die
Aufteilung in Rassegruppen erfolgte wie folgt: Gruppe 1: Araber, Gruppe 2: Iberische Pferde
(Pura Raza Espanola, Andalusier, Lusitano), Gruppe 3: Islander, Gruppe 4: Kaltbliter, Gruppe
5: Lipizzaner, Gruppe 6: alle Ponyrassen, Gruppe 7: Traber, Gruppe 8: Vollbliter, Gruppe 9:
Warmblater, Gruppe 10: Westernpferde (Quarter, Paint, Pinto und weitere), Gruppe 11:
Sonstige (unter anderem Haflinger, Friesen und Kreuzungen). Dabei wurde jeder Hengst, auch
bei mehrfachen Testungen nur bei seiner ersten Untersuchung in die Stichprobe
aufgenommen. Alle weiteren Testungen wurden exkludiert. Hengste, bei denen der
Ausscheiderstatus vorlag, jedoch keine Serologie durchgefihrt wurde (n=5), wurden in die

Gruppe der seropositiven Tiere aufgenommen, da diese seropositive sein mussen.

Alle seronegativen Hengste (n=262), bei welchen folglich keine Indikation fiir eine
antigenetische Untersuchung des Samens vorlag, wurden als Nichtausscheider deklariert, da

eine Erregerausscheidung ohne vorherige Infektion und Serokonversion nicht vorliegen kann
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(23). Unterschiede beziglich der Pravalenz von seropositiven Hengsten bezlglich der
untersuchten Jahre und Altersgruppen wurden mit Hilfe eines Chi2-Tests (Likelihood-Quotient)
analysiert. Unterschiede, welche den Anteil der EAV-ausscheidenden Hengste Uber den
Verlauf der Jahre und die Hohe der Antikdrper-Titer beziglich auf das Alter der getesteten
Tiere betreffen, wurden mit einem Kruskal-Wallis Test ausgewertet. Unterschiede zwischen
den Rassegruppen bezuglich der Pravalenz von Virusausscheidern wurde mit einem Chi>-Test
analysiert. P-Werte von <0,05 wurden als signifikant und P-Werte von 0,05-0,10 wurden als
Tendenz angenommen. Mittelwerte werden mit der entsprechenden Standardabweichung

(xSD) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Jahrliche Probenanzahl und Altersverteilung

Die Anzahl der Testungen variierte zwischen vier im Jahr 2001 und 25 im Jahr 2002. Im Mittel
wurden 14,7 + 5,9 Hengste pro Jahr in die Studie inkludiert. Das Alter der Hengste variierte
zwischen einem und 26 Jahren, wobei der Mittelwert bei 9,1 + 4,9 (£ SD) Jahren lag (Abb. 1).
Bei der Altersverteilung zeigte sich, dass die Gruppe der 4—10-jahrigen mit n=163 die grofite
Gruppe stellt, gefolgt von der Gruppe der 11-16-jahrigen Hengste mit n=79 und der jlingsten
Gruppe 1-3 Jahre n=31 und zuletzt von Gruppe der Hengste alter als 16 Jahre mit n=26. Bei
einem Tier fand sich in den Aufzeichnungen keine Altersangabe.

m1-3 Jahre ®m4-10Jahre m®m11-16 Jahre =>16 Jahre

Abb. 1: Verteilung der untersuchten Hengste (n=308) nach Altersgruppen
4.2 Rassezugehorigkeit

Diese Tiere verteilten sich auf die Rassegruppen wie folgt Araber (n=29), Iberische Pferde
(n=7), Islander (n=13), Kaltbliter (n=6), Lipizzaner (n=16), Ponys (n=8), Traber (n=44),
Vollbliter (n=8), Warmbliter (n=96), Westernpferde(n=54), Sonstige (n=27). Anzumerken ist,

dass die Gruppen der Warmbliter, Westernpferde und Traber, mit knapp zwei Drittel der
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untersuchten Hengste, die mit Abstand grof3ten Gruppen stellen (Abb. 2). Die 6 inkludierten
Kaltbliter waren ausschlieflich Noriker. In der Gruppe der sonstigen Rassen stellten Haflinger

mit 9 Individuen die gréte Untergruppe.

mWarmblut mWestern = Traber wAraber  mLippizaner mlisland
m Pony m\Vollblut =lberer m Kaltbliter m Sonstige

Abb. 2: Verteilung der untersuchten Hengste (n=308) auf relevante Rassegruppen

4.3 Virologische Auswertung

Von den 308 getesteten Tieren zeigten 46 einen Antikorpertiter 21:4, dies entspricht 14,9 %
der getesteten Tiere. Bei zwolf Hengsten konnte anhand eines positiven Antigennachweises
ein Ausscheiderstatus festgestellt werden. Dies entspricht 3,8% aller getesteten Hengste und
26 % der seropositiven Hengste. 30 der 46 seropositiven Hengste schieden demnach keine
Viruspartikel mit dem Ejakulat aus. Bei vier seropositiven Hengsten erfolgte keine

Untersuchung, da das Ergebnis fir die Besitzer nicht relevant war.

Bei der Analyse des Verlaufs der serologischen Pravalenz Uber die Jahre konnte eine
Abnahme der Haufigkeit der seropositiven Hengste festgestellt werden (p<0.05). Gerade in

den letzten sechs Jahren wiesen nur 4 von 73 getesteten Tieren einen positiven Titer auf,
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dies entspricht 5,6 % und liegt damit deutlich unter der im Zeitraum 2001 bis 2005
festgestellten Haufigkeit. Dasselbe lasst sich flir die Anzahl der Ausscheider feststellen
(Tabelle 1). Der im Vergleich zu den Jahresblécken zuvor hohe Prozentsatz von 33,3 % PCR
positiver Hengste unter den PCR getesteten in dieser Periode ergibt sich aus einer im
Vergleich deutlich niedrigeren Anzahl an PCR-Testungen in diesem Zeitraum, welche sich
aus der abnehmenden Seropravalenz ergibt.

Tab. 1: Getrennte Auflistung der Testergebnisse zu Serologie und Antigentests, geteilt nach
Jahresblécken

2001 2006 2011 2016
- - - - gesamt

2005 2010 2015 2021
Serologische Tests 82 84 69 73 308
(n)
seropositive (n) 18 14 10 4 46
seropositive (%) 22,0 % 16,7 % 14,5 % 55 %
seropositive (% von 5,8 % 4,5 % 3.2% 1,3 % 14,9 %
allen getesteten)
PCR-getestete 15 14 10 3 42
Proben
Ausscheider (n) 7 3 1 1 12
Ausscheider (% der 46,7 % 21,4 % 10 % 33,3 %
PCR getesteten)
Ausscheider (% der 8,5 % 3,6 % 1,4 % 1,4 %

PCR getesteten)
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Abb. 3: Hengste, die in den Jahren der Untersuchung seropositiv (schwarzer Balken) und
seronegativ (grauer Balken) getestet wurden

Bei der Analyse der Verteilung der seropositiven Tiere innerhalb der verschiedenen
Rassegruppen konnten keine Unterschiede zwischen den Rassen nachgewiesen werden
(p=0,165). Allerdings war bei Lipizzanern (>30 %), Vollblitern (29 %) und Trabern (22 %) im
Vergleich zu anderen Rassen (<15 %) ein groRer Anteil der untersuchten Tiere seropositiv.
Bei Ponys und Iberischen Pferden wurden keine seropositiven Tiere nachgewiesen. Bei der
Untersuchung auf die Haufigkeit von Ausscheidern in Bezug auf die Rassegruppen war die
Tendenz zu beobachten, dass mehr Traber- (14 % der gesamt getesteten) und
Lipizzanerhengste (13 %) als Hengste anderer Rassen (<3,5 % bei allen anderen Gruppen)
als Ausscheider identifiziert wurden (p=0,074). Nur in vier Rassegruppen (Traber, Lipizzaner,
Araber und Warmbliter) wurden Gberhaupt Ausscheider festgestellt (Abb. 4). Insbesondere

bei Traberhengsten lag dabei ein sehr hoher Anteil an Virusausscheidern vor (62,7%).
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Hengste [%)]

C3 seronegativ R seropositiv, Nicht-Ausscheider XN seropositiv, Ausscheider

Abb. 4: Anteil der Hengste, der in den verschiedenen Rassegruppen als seronegativ
(schraffierter Balken), seropositiv. ohne nachgewiesene Virusausscheidung (schwarzer

Balken) und seropositiv. mit nachgewiesener Virusausscheidung (dunkelgrauer Balken)
identifiziert wurde

Die Inzidenz der seropositiven Hengste zwischen den einzelnen Altersgruppen unterschied
sich (p<0,05), wobei die Gruppe der 11-16-Jahrigen mit 24 Tieren sowohl im absoluten als
auch im relativen Verhaltnis mit 39,3 % den hochsten Anteil an seropositiven Tieren aufwies
(Abb. 5). In der Gruppe der 4—-10-jahrigen Hengste wurden 6 Ausscheider detektiert, in der
Gruppe der 11-16-Jahrigen vier und zwei in der Gruppe der Uber 16 Jahre alten Hengste. In
der Gruppe der ein- bis dreijahrigen Hengste wurden keine Virusausscheider nachgewiesen.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den Altersgruppen bezlglich der Haufigkeit von EAV
Ausscheiderhengsten konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 5: Anzahl der getesteten Hengste, welche in den verschiedenen Altersgruppen
seronegativ (hellgraue Balken), seropositiv. ohne nachgewiesene Virusausscheidung
(schwarze Balken) und seropositiv mit nachgewiesener Virusausscheidung (dunkelgraue
Balken) waren

Antikorpertiter lagen fir 39 Hengste vor, wobei der Titer zwischen den Altersgruppen
kontinuierlich anstieg (p<0.01, Abb. 6). Ein Zusammenhang zwischen Ausscheiderstatus und

Titerhdhe konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 6: Durchschnittlicher Antikbrpertiter gegen EAV (+ Standardabweichung)bei Hengsten
unterschiedlicher Altersgruppen
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden EAV-Routineproben von Hengsten im Zeitraum von 2001
bis 2021 retrospektiv analysiert. Die wichtigste daraus gewonnene Erkenntnis ist eine
signifikante Senkung der Seropravalenz und des Vorkommens virusausscheidender Hengste
uber die letzten 21 Jahre. Daraus lasst sich ableiten, dass das gesetzlich vorgeschriebene
Monitoring und die entsprechenden Praventivmalinahmen (Ausschluss zur Verwendung in der
kiinstlichen Besamung) bei Zuchthengsten die gewilinschte Wirkung einer Abnahme der
Erkrankung zeigen. Es zeigt sich ein deutlicher Rickgang der Anzahl der seropositiven
Hengste vom Anfang des Untersuchungszeitraumes, etwa neun Jahre nach Beschluss der
entsprechenden EU-Verordnung, hin zum Ende des Untersuchungszeitraums (22 %
seropositiv im Zeitraum 2001-2005 im Vergleich zu 4,1 % im Zeitraum 2016-2021). Da die
tatsachliche Umsetzung der Verordnung zeitverzdgert erfolgte (etwa Ende 1994), spiegeln die
ab 2001 erhobenen Daten einen Zeitraum wider, in dem der entsprechende Effekt erwartet

werden konnte.

Die durchschnittiche Seropravalenz der getesteten Hengste Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum lag bei 14,9 % und liegt damit in einer &hnlichen Gré3enordnung wie
in anderen Studien. So wurde eine Seropravalenz von 11,1 %, in einer spanischen
Hengstpopulation zwischen 2011 und 2013 beschrieben (25). In dem vergleichbaren Zeitraum
von 2011 bis 2015 in der vorliegenden Studie lag die Seropravalenz bei 14,5 %, in den
darauffolgenden Jahren lag die Pravalenz jedoch nur noch bei 4.1 %. Es stellt sich damit die
Frage, ob eine ahnliche Reduktion in der Seropravalenz auch in anderen EU-Staaten erreicht
werden konnte, welche ja denselben Regelungen unterliegen. Die Besonderheit dieser Studie
liegt darin, dass ein vergleichbarer Populationsausschnitt (ber einen langen
Untersuchungszeitraum von 21 Jahren analysiert wird. Um ahnliche, wie die hier festgestellten
Effekte in anderen Staaten nachweisen zu konnen, ware demnach ein ahnlicher Ansatz
erforderlich. Interessant ist auch, dass die meisten der Hengste nicht in Osterreich geboren
und aufgewachsen sind, sondern oft in einem Land, in dem ihre Rasse typischerweise
angesiedelt ist, und nicht vor ihrer zlichterischen Anerkennung oder oft sogar erst nach einigen
Jahren zlichterischer Nutzung an einem anderen Ort nach Osterreich importiert wurden. Die
Herkunft der Probanden ist daher in dieser Untersuchung ganz anders als in den Publikationen
von Kolbl et al. (1991; 26) und Bdlrki et al. (1992; 12), in denen Uberwiegend Hengste
dsterreichischen Ursprungs untersucht wurden. In diesen Studien lag die fir Osterreich

beschriebene allgemeine Seropravalenz von etwa 10% zwar niedriger als in der vorliegenden
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Studie, inkludierte allerdings neben Hengsten auch Stuten. Aulierdem waren die Tiere nicht
explizit zur Zuchtnutzung vorgesehen. Betrachtet man ausschliel3lich die Seropravalenz der
Hengste in der Studie von Burki, so lag diese mit 28,7 % deutlich hdher als in der vorliegenden
Studie, entspricht aber der bei Norikerhengsten in Osterreich um die Jahrtausendwende (27).
Diese Vergleiche lassen vermuten, dass in der 6sterreichischen Landeszucht eine relativ hohe
Seroprevalenz flir EAV bestand und — da bei Rassen wie Norikern und Haflingern ja
weitgehend im Natursprung belegt wird und keine Untersuchungen der Zuchtpferde auf EAV

vorligen, auch noch besteht.

Betrachtet man die Verteilung der seropositiven Hengste Uber die Altersgruppen, so fallt auf,
dass der Anteil der seropositiven Hengste mit hoherem Alter ansteigt. Die meisten
seropositiven Ergebnisse wurden bei Hengsten im Alter zwischen 11 und 16 Jahren gefunden,
also in der spaten Reproduktionsphase. Dies steht im Einklang mit friheren Berichten Uber
eine héhere Seropravalenz bei alteren Pferden (12, 25, 28, 29) und bestéatigt die zunehmende
Kontakt- und Infektionswahrscheinlichkeit mit zunehmendem Alter (13). In der aktuellen Studie
war die Seropravalenz bei Hengsten Uber 16 Jahren aber wider Erwarten niedriger als in der
Altersgruppe 11-16 Jahre. Ursache ist unter anderem eine geringere Anzahl von Proben von
Hengsten in der entsprechenden Altersgruppe. Wie die Seropravalenz nahmen auch die
Antikorpertiter mit dem Alter zu, was die zunehmende Wahrscheinlichkeit einer erneuten
Infektion und dem anschlieBenden Anstieg der Antikérpertiter widerspiegelt. Der
Ausscheiderstatus ist mit maRigen bis hohen Antikérpertitern verbunden (1). Obwohl ein
steigender Antikorpertiter bei persistent infizierten Hengsten eine logische Folge der
permanenten Anwesenheit des Virus ware, konnte kein Zusammenhang zwischen
Antikorpertiter und Ausscheiderstatus festgestellt werden. Ebenso gibt es keine Hinweise auf

einen derartigen Zusammenhang in der veroffentlichten Literatur.

Rassenunterschiede in der EAV Seropravalenz sind seit langerem bekannt (1, 30), wobei eine
niedrige Pravalenz in amerikanischen Vollblutbestanden (<5.4 %) und eine hohe Pravalenz
bei Trabern (70-90 %) nachgewiesen wurde (14, 31). In der vorliegenden Studie
unterscheiden sich die Prozentzahlen der seropositiven Hengste zwischen den Rassen,
jedoch konnte aufgrund der unterschiedlichen Zahl der Hengste pro Rassegruppe kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Die hdchste Pravalenz wiesen mit 31,3 % die
Lipizzaner auf, gefolgt von den Vollblitern mit 28,6 %. Auch die Traber wiesen eine erhdhte

Pravalenz von 20,1 % auf. Die grofite getestete Rassegruppe stellen die Warmbliter (n=96),
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mit fast einem Drittel aller inkludierten Hengste. Sie weisen eine Seropravalenz von 13,6 %
auf, was verglichen mit vorherigen Untersuchungen auf staatlichen Warmblutgestiten
(84,6 %) (12) recht gering scheint. Auch auf Lipizzaner-Gestiten war die Pravalenz 1992 mit
93,3 % im Vergleich zu der aktuellen Studie (31,3 %) fast 3-mal so hoch. Diese Tatsache
unterstreicht erneut die heterogene Verteilung von EAV-seropositiven Tieren mit lokalen
Haufungen auf groferen Gestluten. Bestdande mit regem Tierverkehr und einer hohen
Pferdedichte unterliegen einem hohen Risiko, mit dem Virus in Kontakt zu kommen (25, 29).
In Haltungen mit vielen eingestallten Hengsten mag auch die Gefahr einer horizontalen

Ubertragung relevanter sein als in anderen Aufstallungen. (12, 31).

Im Hinblick auf die Anzahl der Tiere, welche nach einer Infektion zu Ausscheidern werden,
lagen Traber und Lipizzaner vor Warmblitern und Arabern. Die Entstehung eines
Ausscheiderstatus nach einer nattrlichen EAV-Infektion variiert zwischen Hengstgruppen und
verschiedenen Bestanden (15) und liegt zwischen 30 und 70 % (11, 32). AuRerdem wurden
Rasseunterschiede hinsichtlich einer Anfalligkeit fur eine EAV-Infektion und Viruspersistenz in
Abhangigkeit von CD3+-T-Lymphozyten-Phanotypen nachgewiesen (34). In Hinsicht auf den
Phanotyp der T-Lymphozyten kénnen Tiere in einen anfalligen und einen resistenten Phanotyp
unterschieden werden. Dieses phanotypische Merkmal ist mit der Rasse verbunden, wobei
z.B. Traberhengste eine hohere Anfélligkeit aufweisen. Der hohe Anteil von
Lipizzanerhengsten mit Virusausscheiderstatus nicht nur in der eigenen, sondern auch in
vorigen Untersuchungen (12, 26) lasst eine hdhere Anfalligkeit fir das Ausbilden einer
Viruspersistenz auch bei dieser Rasse vermuten. Leider liegen hierfir bislang keine

Untersuchungen vor.

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Studie eine deutliche Reduktion der EAV
seropositiven und virusausscheidenden Hengste innerhalb einer Hengstpopulation
internationalen Ursprungs. Auf die Erstbeschreibung der EVA in den 50er Jahren folgte eine
Periode mit gesteigertem Bewusstsein flr die Erkrankung, welche schlief3lich in fundiertem
Wissen Uber die epidemiologischen Zusammenhange miindete. Daraus ergaben sich offenbar
adaquate Bekampfungsmalinahmen, welche schliel3lich zum Teil von der Gesetzgebung
berlcksichtigt und umgesetzt wurden. Die vorliegende Studie zeigt, dass dieser Jahrzehnte
andauernde Prozess schlieBlich von Erfolg gekront scheint. Dieser Fortschritt birgt jedoch nun

die Gefahr, dass mit sinkender Seropravalenz in den Pferdebestdnden ebenso die Menge
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immunologisch naiver Tiere steigt, was das Risiko von verheerenden Ausbriichen und ihren

Folgen steigen lassen kdnnte, sofern die PraventivmalRnahmen ausgesetzt werden.
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