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Meiner Familie

far die immer uneingeschrénkte
liebevolle Unterstatzung
gewidmet.

Das Nashorn und seine Kinder

Das Nashor hat den Gebrauch,

die Jungen vor sich herzutreiben,

Es st6Bt sie, wenn sie stehenbleiben,
es stoBt sie, wenn sie gehen, auch:

So, daB sie endlich selbst nicht wissen,
ob sie jetzt stehn, ob laufen miissen,
Drum, weil’s doch immer Sté8Be gibt,
tut jedes das, was ihm beliebt.

Karl Withelm Ramler
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Einleitung

1 Einleitung

Nashdrner gehdren in Afrika zu den am meisten bedrohten S&ugetierarten. Sowoht
das Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis) als auch das Breitmaulnashorn
(Ceratotherium simum) sind durch fortschreitende Zerstérung ihrer Lebensrdume
gofdhrdet. Aufgrund der Bedeutung von Nashornpulver in der traditionellen
chinesischen Medizin ist die Wilderei eine grofle Bedrohung fir die Population
(Foose, 1993). Die Erhaltung von freilebenden Nashtrnem in Afrika ist eines der
wichtigen Ziele des Artenschutzes in Afrika {Cumming et al., 1990).

Die Verbreitung von Nashérnem beschrénkt sich mehr und mehr auf intensive
Schutzgebiete. Fir kleine Populationen in begrenztem Rdumen kénnen .natirliche”
Katastrophen, wie 2.B. DOrre oder Epidemien, sine schwerwiegende Gefahr werden
(Thome, 1990). Weiterhin kommt es in diesen kdnstlich begrenzten Lebensrdumen
durch hoche Wilddichte zu einem vermehrten Kontakt z‘wischen Nashérnern und
anderen Wildtieren (2.8. an den Wasseriéchern). Dabei besteht die erhéhte Gefahr
des Auftretens von Infektionskrankheiten und Parasitosen (Fink, 1982). Desweiteren
werden Nashdémer im Rahmen von SchutzmaBnahmen haufig akuten
StreBsituationen ausgesetzt, wie z.B. durch Fang, Immobilisation, Translokation oder
Registrierung und Markierung. Es ist bekannt, dall StreR ein entscheidender
immunsuppressiver Faktor ist, der einerseits zu einer erhShten Anfalligkeit fir
Infektionskrankheiten und andererseits zum Ausbruch inapparenter Infektionen fidhren
kann.

Daneben kénnen Wildliere fur die Erhaltung éines Infektionskreislaufes innerhalb
eines Naturherdes von groBer Bedeutung sein. Aufgrund der Méglichkeit, als latente
Infektionsquelle zu fungieren ist es wichtig, die Bedeutung von Wildtieren als
potentielle Reservoirwirte zu tberprifen. Die Rolle von Nashdrern im epizootischen
ProzeR der verschiedenen Infektionskrankheiten ist weitgehend gngeklart. Far
Translokationen in neue Gebiete oder Export in ausléndische Zoos und Parks kénnen
serologische Arbeiten wichtige Hinweise zur Notwendigkeit von seuchenhygienischen
Tests geben.

Bisher sind Untersuchungen von Infektionskrankheiten bei wildlebenden Nashémern
nur in Einzelfallen und nur auf wenige Krankheiten hin durchgefiihrt worden (Bigalke
et al.,, 1970, Erasmus, 1967, Jessup et al., 1992, Shepperd et al., 1987). In dieser
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Arbeit wird erstmals ein groBes Spekirum verschiedener Infektionskrankhsiten bei
Nashdmerm serologisch untersucht.

Die Ergebnisss sollen die Exposition und die Empfanglichkeit von afrikanischen
Nashémem far die verschiedenen Ermeger transparent machen. Sie bilden die
Grundlage fur weiterfihrende bakteriologische und virologische Untersuchungen.

-

Literaturilbersicht

2 Literaturiibersicht

2.1 Nashérner
2.1.1 Systematik und physiologische Daten

Die Ordnung der Unpaarhufer (Perissodactyla) umfaBt zwei Unterordnungen: die
Pferdeverwandten (Hippomorpha) mit der Familie der Einhufer (Equidae) und die
Nashomverwandten {Ceratomorpha) mit der Familie der Tapire (Tapiridag) sowie der
Familie der Nashorner (Rhinocerotidae) (Lang,1976).

Diese Arbeit konzentriert sich ausschiieflich auf afrikanische Nashornarten:
die Spitzmaulnashdmer (Diceros) mit einer A, dem Spitzmautnashom (Diceros
bicomis Linneaus, 1758), und die Breitmaulnashérmer (Ceratothenum) mit einer Art,
dem Breitmaulnashom (Ceratothenium simum, Burchell 1817).

Das Spitzmaulnashom (,schwarzes Nashom") ist die kleinere Art und hat seinen
Namen von der verlangerten Oberlippe, die als Greiffinger dient. Spitzmaulnashérner
haben zwei Homer, wobsi das vordere meist groBer ist. Sie leben in der
Buschsavanne und emahren sich von Zweigen, von Strauchern und kriechenden
Pflanzen (,Browser®). Das Spitzmauinashom ist Einzelgénger (Grzimek, 1987).

Das Breitmauinashom oder ,weifle Nashom"” erraicht ein Stockmaf von bis zu zwei
Metern und wird bis zu 3 Tonnen schwer. Wie das Spitzmaulnashorn hat es zwei
Hémer. Im Gegensatz zum Spitzmaulnashom ist es ein Grasfresser .Grazer” und lebt
in Savannengebieten mit grolen Grasflachen, bzw. licht stehenden Baum- und
Buschgruppen. Waeibliche Tiere und Mutter-Kind-Einheiten leben in gréBeren
Ansammiungen (Klés, 1987).

Tab. 1: Biologische und physiologische Daten der Nashérner (nach Lang, 1976;
Jones, 1982; Puschmann, 1983; Rudi, 1983; Goltenboth und Franke, 1990)

Tlerat  Geburts-  Kérper- Lebenser- Kdrper- Atem-
gewichtin gewicht, wartungin temperatur frequenz

Pulsfrequenz

kg adult, in Jahren in°C
kg {max.)
Spitzmaul- 30-45 1000-1400 ca. 45 36,8-385 11-15 25-35
nashomn
Breitmaut- 35-50 1700-2100 ca. 38 36,5-38,0 12-14 25-30
nashom
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21.2 Verbreitung

Tab. 2; Derzeitige Bestange der afrikanischen Nashorner in menschiicher Obhut und

in der Witdbahn {mod. nach Goltenboth, 1995)

-

Tierart in menschlicher Obhut In der Wildbahn
Spitzmauinashom .
]
Diceros bicornis michaelis 165
Diceros bicornis minor 45 : ;gg
Breitmaulnashomn
Ceratotherium s, Simum 630
Ceratotherium s. cottonj 9 6;30

Tab. 3: Stand der Nashornpopulationen in Afrika (Potter, 1994)

Mld Spitzmaulnashbmer Breitmaulnashﬁmer
Botswana 5 27
Kamerun 35

Schad 2

Athiopien 6

Kenia 4

Malawi ;4 ™
Namibia 489 91
Ruanda 15

Sddafrika 8

Swaziland ;9 552 !
Tansania 127

Sambia 40 6
Simbabwe 425 249
Zaire 31

Literaturiibersicht

2.1.3 Ruckgangsursachen

Die Wilderei stellt die groBte Bedrohung freilebender Nashérner dar. Das Horn der
beiden Nashomarten hat in einigen asiatischen Landem groBe kulturelle Bedeutung.
Feingeschnitzte Dolchgriffe aus Nashorhémerm sind wertvolle Statussymbole. In der
traditionellen  asiatischen Medizin kennt man ca. 100 varschiedene
Arzneimittelrezepte, die Nashompulver oder andere Nashornprodukie enthalten (But
et al, 1990). Es wird zB. als “Kalte-Medikament” angewendet, d.h. es wird
verwendet, um Uberschissige Hitze abfliefien zulassen. Ubersetzt in westliche
Medizin entspricht das einem Antipyretikum, einem fiebersenkenden Mittel. Es wird
darlber hinaus zur Entgiftungstherapie bei (ber 10q toxischen Substanzen
angewendet, wie zum Beispiel bei Schlangenbissen {Nowell et al, 1992). Als
Aphrodisiakum, d.h. als potenzsteigerndes Mittel, hat es nur untergeordnete
Bedeutung (Martin und Martin, 1985).

2.2 Infektionskrankheiten
2.2.1 Virale Erkrankungen der NashSmer

Uber virale Krankheiten bei Nashdmern liegen bisher nur wenige Mitteilungen vor, in
denen hauptséchlich dber Erkrankungen von in Zoologischen Garten oder
anderwaitig in menschlicher Obhut gehaltenen Nashdrnem berichtet wird.

Grinberg und Burtscher (1 966) sowie Mayr und Mahnel (1970) berichten Gber eine
pockendhnliche Erkrankung, bsi der aus den Hautlasionen das Hahnarpoxvirus
Avipox galfinae isoliert werden konnte. Schaller und Pilaski (1979) und Pilaski et al.
(1986) bsrichten von einer Pockenvirusinfektion im Frankfurter Zoo. Durch direkten
Virusnachweis aus Pockenpustein oder -krusten konnten mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie Viruspartikel aus der Gruppe der "Kuhpockenshnlichen Viren”
(Genus Orthopoxviren) dargestelit werden, Es gibt keine Berichte von
Pockenerkrankungen bei freilebenden Nashérnern.

Géltenboth  (1988) &duBert den Verdacht einer Herpesvirusinfeklion bei
Spitzmaulnashérnem im Zoo Berlin aufgrund des klinischen Bildes bei einer
infektidsen Dermatitis mit Haut- und Schieimhautveranderungen. Der Verdacht wurde

5
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begriindet mit der Darstellung herpesvirusahnlicher Partikel in
elektronenmikroskopischen Praparaten, die zum einen aus den Hautlasionen der

betroffenen Tiere und zum anderen aus Veranderungen der mit Borkenmaterial

beimpften Chorionallantoismembran  bebriiteter Hlhnersier stammten. Eine

Virusisolierung gelang nicht. Inwieweit Alphaherpesviren anderer Tierarten (z.B. BHV-
1 oder EHV-1) von Bedsutung sind, ist derzeit ungeklart,

Mehrere Artikel berichten tber Todesfélle von in menschlicher Obhut gehaltenen
Nashérnern durch eine Enzephalomygkarditisinfektion (EMC) (Gaskin et al., 1980;
Olsen, 1988). Wells et al. (1989) fanden im Zuge einer epizootiologischen Studie in
Zoologischen Garten in  Florida Antikérper gegen das EMC-Virus bei 20
verschiedenen Wildtierarten, unter anderem bei einem sGdamerikanischen Tapir
(Tapirus terrestris) und bei einem Spitzmaulnashorn. Bengis (1995) berichtet tber
einen EMC-Ausbruch bei Afrikanischen Elefanten (l:oxodonta africana) im Kruger
National Park. Antikérperpravalenzen von bis zu 53% sind beim Eiefanten
nachgewiesen worden. Berichte ﬁ?er eine Seropréavalenz von EMCV-Antikérpern
beim Nashorn liegen gegenwartig nicht vor.

Im Rahmen serologischer Untersuchungen bei Wildtieren wurden Antikérper gegen
verschiedene Viren u.a. auch bei Nashémern nachgewiesen.

Sheppherd et al. (1987) untersuchten Ssren von 87 Spezies und wiesen Antikérper

gegen das Virus des Krim-Kongo-Hamorrhagischen Fiebers beim Nashorn nach. Vier

von acht Seren von freilebenden Breitmaulnashémern waren im reversen passiven
Hémagglutinationshemmtest positiv. Von den fanf untersuchten Seren von
Spitzmaulnashtmern waren drei positiv.

Erasmus und Boshoff (1967) filhrten eine serologische Studie uber das Vorkommen
von Antikdrpern gegen Parainfluenza 3 (PI 3) bei Haus- und Wildtieren in Sudafrika
durch. In 627 Serumproben von 29 verschiedenen Tierarten fanden die
Wissenschaftler bai vier Breitmaulnashérnern Antikérper gegen P1 3.

Mukherjee et al. (1984) berichtete uber ein Spitzmaulnashorn, das an Tollwut
verendet war,

Literaturiibersicht

2.2 1.1 Virale Erkrankungen von Wildtieren in Afrika mit potentieller Bedeutung far das
Naéhom

Bengis und Erasmus (1988) und Bengis (1996) b.erichten ﬁ'berst.i-l: f::;ue\::
Infektionskrankheiten bei Wildtieren im Krager-Nationalpark in S0 aMKé) >
skonomisch wichtigste Krankheit nennen sie die. Maul- und Klauer‘ngeum.g d( . .die
scheint aber gesichert, daft Perisscdactyla nicht empfanglich sin
verschiedenen Typen des MKS-Virus (Bengis, 1996). '
Antikérper gegen das Bluelongue (BT)-Virus sind bet| e
Wildtierarten in Afrika nachgewiesen warden. Wwildiebende Wnederkéiuer84 -
erkranken und werden als Virusreservoir diskutiert (Ma)‘fr .et al., 19 )t.j e
vermutet, daR BT in Afrika eine Virusinfektion der Wlldllel‘? wa:, unc,em| o
eingefihrten européischen Haustierrassen (bergegangen ist (Verw
E?:T:;;:z:)ﬁ dem BT-Virus ist das A_ﬁmme_;h_lﬁ_egﬁ (AHS:;:I:;e::;
Zebras (Equus burchelli} konnten Antikérper gegen dieses Vm{s ‘r;:mﬁgere -
werden (Hamblin et al.,, 1980, Barnard und Paweska, 1?93). Da dfe V.I e
erkranken, vermutet man in ihnen einen priméren Wirt oder ein m::en .
Inwieweit Nashomer als Reservoir in Frage kommen, muP noch geklart wera”e.r ! on
Rifttalfieber (RVF) ist vor allem far den Kaffembmife'l (Syncerusf. c‘ -
Bedeutung. Auch bei FluSpferden (Hippopotamus amphnb:us‘) und Ele anes o
serologisch Antikérper gegen das RVF-Virus gefunden (B'engls und Era;m: ;Zies a.uf
Hamblin et al. (1990) untersuchten in Tansania Mldtuerseren ’von . :=143) i
Antikérper gegen Bovines Herpesvirus-1 (BHV-1). Sie konnten |r.1 32% {

Seren Antikérper gegen BHV-1 im Virusneutralisationstest nfachwelsen.. N
Hamblin und Hedger (1979) wiesen in Seren von 17 verschiedenen V.\hld ;err b
neun afrikanischen Staaten neutralisierende Antikérper'g'egen.das V|ru§ :4 ——
Virusdiarchoe (BVDV) nach. Der Gesamtanteil seropositiver Tiere bet.rug‘ d;m;uern
anderen Untersuchungen konnten bei fast allen Haus- und Wildwie

den verschiedenen

; 1990
Expositionen zu BVDV nachgewiesen werden (Baker et al., 1957; Nettleton, )
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2.2.2 Bakterielle Erkrankungen der Nashémer

Freilebende und vom Menschen gehaltene Nashérner sind sehr empfanglich fir
bakterielle Infektionen. Clausen und Ashford (1980} untersuchten 30 Nashérnar in
menschlicher Obhut in Kenia, um die physiologische und pathologische Bakterienflora
von Nashérnemn zu bestimmen,

Staphylacoccus aureus konnte bei 3 Nashtmem isoliert werden, wobei ein Nashorn
an einer Staphylokokkenseptiksmie verendete. Ein weiteres Nashomn verendete 10
Tage nach dem Fang an einer akuten Pneumonie. Aus der Lunge wurden Gruppe L-
Streptokokken isoliert, aus anderen Organen Salmonelfa weltevreden.

Salmonellen gehéren zu den am héufigsten vorkommenden bakteriglien Pathogenen
bei Nashérmemn. Meist fihrten Infektionen zu Enteritiden oder Septikémien.
Lakshmana et al. (1984) sowie Page und Schmidt (1987) berichten Uber t6dliche
Salmonellosen bei Nashémem. Die Diagnose von Salmonellose wurde uber die
klinische Symptomatik und den kultt.;rellen Nachweis bestétigt. In anderen Fallen von
Enteritiden beim Nashormn wurden Klebsiellen (Jones, 1979) und Pseudomonaden
{Thompson et al., 1949; Jones, 1979; Griner, 1983} isoliert.

Mbise et al. (1984) berichten Gber einen Milzbrandausbruch im Lake Manyara
National Park in Tansania, bei dem vier Spitzmaulnashémer ums Leben gekommen
sind. Turnbull et al. (1989) berichten uber vier Milzbrand-seropositive Nashdmer im
Etosha Nationalpark. Die Tiere waren zuvor gegen Milzbrand geimpft worden.

Im Zusammenhang mit Krankheits- und Todesfallen von Nashérnem in Zoos ist
haufig eine hamolytische Anamie (H.A) beschrieben worden. Hé&molytisch-
anamische Krisen wurden 47mal bei 39 Nashérnern beobachtet (Miller, 1994). Man
unterscheidet dabei die primaren von den sekundéren Erkrankungen. Bei letzteren
tritt die H.A. als Begleiterscheinung einer anderen Krankheit auf. Viele Berichte
weisen darauf hin, daf} die Leptospirose bei akuten Fallen die héufigste Ursache der
H.A. ist (Jessup et al., 1992). Tats&chlich wurden in den meisten Fallen Titer gegen
Leptospiren mit dem Fluoreszenz-Antikérpertest nachgewiesen. Hamosiderose kann
als Folge von wiederkehrender H.A. interpretiert werden (Kock et al., 1992). Es
miissen allerdings noch weitere Ursachen fir die H.A. in Betracht gezogen werden,
wie zum Beispiel ein zu niedriger Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-PD)-
gehailt in den Erythrozyten der NashSmer {Miller, 1994). Hingegen kénnen
Vitamin E-Mangel (Dierenfeld et al., 1988), Autoimmunkrankheiten (Chaplin et al.,

8
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1986) oder unstabiles Haémoglobin (Fairbanks und Miller, 1990) ausgeschlossen
werden. Ein Zusammenhang mit der Hypophosphat&mie wird noch untersucht. Jessup
et al. (1992) untersuchten Seren von 72 freilebenden und in menschlicher Obhut
gehaltenen Spitzmaulnashémern aus Simbabwe und Namibia auf Antikérper gegen 8
verschiedene Leptospiren-Serovare mit dem Mikroagglutinationstest. Sie fanden bei
38 Tieren Titer von 21:100 gegen mindestens ein Serovar.

Brucellose ist in Afrika weit verbreitet und bei vielen Wildtierarten nachgewiesen
worden. Im Rahmen von Untersuchungen bei Wildtieren auf Brucellose wurden Seren
von Breitmaulnashémern getestet, die allerdings negativ waren (Roth, 1965; Moore et
al., 1981).

Nashdmer sind auch empfénglich far Infektionen mit Clostridien. Chaffe (1968) und
Wallach und Boever (1983) berichten von dem Tod eines Spitzmaulnashornes durch
eine Infektion mit Clostridium sordeffii. Schréder (1978) berichtet ber drei Nashorer,
die an einer Clostridien-Enterotoximie verendet sind. Der Tod zweier
Spitzmaulnashémer im Kriger-Nationalpark (Stdafrika) wird anhand der Anamnese
und der typischen klinischen Symptome auf eine Botulismusvergiftung zurackgefuhrt,
Tuberkulose ist bei Nashémem héufig beschrieben worden. Powers und Price (1967),
Keep und Basson (1973), Mann et al. (1981), Dalovisio et al. (1992) und Barbiers
(1994) berichten von Infektionen mit Mycobacterium bovis oder M, tuberculosis bei
freilebenden und in Zoo gehaltenen Nashdrnern.

Kock et al. (1992) filhrten eine Studie tiber die Seropravalenz von Antikérpern gegen
Cowdria ruminantium, den Erreger der "Heartwater Disease”, bei freilebenden Spitz-
und Breitmaulnashérnern in Simbabwe durch. Dabei reagieten 19 von 65
Spitzmaulnashémem und 44 von 58 Breitmaulnashdrnern im Enzym-linked-
imunosorbant-assay (ELISA) positiv.
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2.2.3 Protozoaen- Erkrankungen der Nashémer

Latente Infektionen mit parasitaren Protozoen im Blt, wie Trypanososomen
Babesien und Theilerien, sind bei Nashérmem in Afrika weit verbreitet.

Trypanosoma brucei, Trypanosoma congolense und Trypanosoma vivax sind beim

Spitzmaulnashom becbachtet worden (Mihock et al., 1992). in Tansania sind junge

Nash6mer 9-25 Tage nach dem Fang an Trypanosomiasis eingegangen (McCulloch
und Achard, 1969). Im Zambesi-Tal (Simbabwe) werden Verluste von vier bis funf

Breitmaulnashdmem auf Trypanosomen zuriickgefiihrt. Diese Nashémer stammten
aus der KwaZulu (Natal)-Provinz, die frei von dem Ubertrager, der Tse-Tse-Fliege ist
(Taylor, 1986). Bei Breitmaulnashémem traten im Meru-Nationalpark Symptome
chronischer Trypanosomiasis auf, nachdem sie von KwaZulu (Natal) nach Kenia
gebracht worden waren (Mihock et al., 1992).

Eine noch unbenannte Babesienart'wird bei einem Spitzmaulnashorn aus dem Tsavo
National Park in Kenia und im Biut Yon zwei Breitmau‘lnashdrnem in KwaZulu (Natat)

beschrieben (Bigalke et al., 1970). Kleine Piroplasmen, entweder Babesien oder

Theilerien, sind bei 34 von 106 (32,1%) Breitmaulnashémem in KwaZulu, Natal und
bei Spitzmaulnashérnem in Kenia beschrieben worden (Brocklesby, 19567; Bigalke et
al, 1970). McCulloch und Achard (1969) fuhren den Tod von zwei
Spitzmaulnashdmem auf eine Babesieninfektion zurtick.

Im Zusammenhang mit Durchfallerkrankungen sind bei im Zoo gehaltenen

Nashdmern Balantidium coli (Jones, 1983), Trichomonaden und Kokzidien- Oozysten
gefunden worden (Beehler und Bush, 1981 )
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2.3 Beschreibung der untersuchten Krankheiten
2.3.1 Viruserkrankungen

2.3.1.1 Afrikanische Pferdepest (AHS)

Die AHS (engl.. African horsesickness) ist eine perakut bis akut verlaufende
Erkrankung der Einhufer, die saisonal auftritt. Der Erreger gehért in die Familie der
Reoviridae zur Gruppe der viscerotropen Orbiviren. Es sind gegenwértig neun
verschiedens Serotypen differenziert worden, die eine unterschiedliche Virulenz
aufweisen (Mayr et al., 1984).

Die Inkubationszeit betragt 10 Tage. Das Virus vermehrt sich zuerst im lymphatischen
Gewebe und kann dort 2 Tage p.i. nachgewiesen werden. AuBBerdem hat das Virus
eine hohe Affinitst zu Endothelzellen der Lungsnkapillaren, sowie zu Blut- und
LymphgefaRen in der Kopf- und Halsregion. Der Erreger verursacht in diesen Zellen
eine Permeabilitatserhdhung, die zu Odemen in den Lungenalveolen und im Kopf-
und Halsbereich fahrt. Die Folge ist Tod durch Ersticken oder Herzversagen. Man
unterscheidet vier klinische Formen: eine perakute pulmonale Form, eine chronische
kardiale Form, eine gemischte Form und eine aborfive Form (Coetzer und Erasmus,
1994).

Die Afrikanische Pferdepest wird durch Stechmiicken tiberiragen, vor allem Culicoides
imicola. Das Virus vermehrt sich in den Speicheldrisen der Insekten und wird mit dem
Saugakt Obertragen. Zum Wirtsspekirum gehéren hauptséchlich Equiden, aber auch
Ziegen und Schafe kénnen erkranken. Hunde und Frettchen kénnen sich durch die
Aufnahme von Pferdefleisch infizieren. Auch bei Afrikanischen Elefanten wurde das
Virus nachgewiesen (Erasmus et al., 1978).

Die Verbreitung der Krankheit ist an ihren Vekior gebunden. Sie ist endemisch in
warmen, feuchten Gebieten, insbesondere FluBniederungen, Sumpfgebieten und
Kiistensteifen. In der heifRen, feuchten Jahreszeit ist das Infektionsrisiko am gréten.
Die Krankheit ist in ganz Afrika endemisch (Picard, 1989).

Die Einschleppung des Virus kann durch viramische Tiere oder infizierte Vektoren mit
dem Wind, sowie mechanisch mit Transporimitteln wie Auto und Flugzeug erfolgen.

1
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2.3.1.2 Blauzgungenkrankheit (BT)

BT (engi.: Bluetongue) wird von einem Orbivirus aus der Familie der Reoviridae

verursacht. Es sind 24 verschiedens Serotypen bekannt. Die natirlichen Wirte sind
Wiederkguer,
BT ist eine zyklische Allgemeininfektion, Primére Virusvermehrung findet in der Miiz,
den Tonsillen und Kérperlymphknoten statt. Nach einer Inkubationszeit von 3-7
Tagen treten mit Erhéhung der Kérpertemperatur auf 40 - 42°C die ersten klinischen
Symptome auf. Das Virus basitzt eine hohe Affinitat zu Endothelien, Die Zerstérung
dieser Endothelien fiiht 2y Geféltverengungen, Kreislaufstérungen  sowie
Diapedesisblutungen.  Odeme und Zyanosen der Kopfschleimhaut  sind
pathognostisch. In der Maulschieimhaut treten Erosionen auf, die sich regelmaBig
bakteriell infizieren. An dsn Klauen kommt es durch Blutstau 2u pathologischen
Verénderungen. Feten und Embryonen kénnen durc;a plazentaren Ubertritt des Virus
intrauterin infiziert werden, MiBbildungen und Aborte sind die Folge. Bei subakutem
Verlauf sind die Veraénderungen we‘niger ausgepragt. -
Bei Tieren, die eine Infektion berstanden haben, findet man far mindestens zwei
Jahre einen hohen Neutralisationstiter.
Ubertragén wird das Virus durch blutsaugende Insekten, insbesondere Culicoides,
Moskitos und Zecken. Das Aufireten der Krankheit ist somit mit dem Lebenszyklus der
Insekten verbunden, d.h. im feuchtwarmen Sommer freten vermehrt Erkrankungen
auf. Uber Vektoren kann der Erreger bis zu 200 km verweht werden.
In Stdafrika wurde die Seuche 1906 erstmals beobachtet. Mit dem Export von
Merinolandschafen wurde sie in waitere afrikanische Lander verbreitet, Freilebende

Wildtiere werden als Virustrégsr angesehen, was far den Fleisch- und Tierexport von
groer Bedsutung ist. In mehreren Antilopenarten wurden Antikérper nachgewiesen
(Neitz, 1933; Walker und Davies, 1971, Simpson, 1979), ohne daf jedoch

Erkrankungen becbachtet werden konnten.

2.3.1.3 Infektitse bovine Rhinotracheitis/ Infektise Pustulgse Vulvovaginitis (IBR/IPV)

Das Bovine Herpesvirus-1 ist der Erreger der IBRAPV. Das Virus ist weltweit

verbreitet und ruft als gefahrliche Tierseuche erhebliche Schaden durch
Erkrankungen, Leistungseinbullen und Todesfalle hervor.
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Wie die meisten anderen Vertreter aus der Gruppe der Herpesviren zelchn:ld :::
auch BHV-1 durch latente Infektionen aus {(van Oirschot et al., 1?93). Man :n: e
rechnen, daR alle Tiere mit Antikérpern gegen BHV-1 afls mégliche Vlru:r. gZ o
Dauerausscheider fungieren kénnen. Natirliche Infektionen kommen Tl 19899) \
Schafen, Schweinen und einer Reihe von Wildwiederkduem .vor (Wyler et al,, is;n
Das BHV-1 ist zwar immunologisch einheitlich, die verschledenen.Stémme we -
aber unterschiedliche Organtropismen auf. Unter den Stdmmen, die |BR' Zzw m
hervorrufen, gibt es einige, die zu Konjunktivitiden, Aborten, Mastitiden
alitiden flhren (Straub, 1978). . B
ED?aze‘::khbationszeil liegt zwischen zwei und sechs Tagen. Dlee kllmsz:::
Erscheiningen sind gekennzeichnet durch Fieber bis 2u .42 C, s:r. -
Nasenausflul, Hyperamie der Nasenschieimhaut, Dyspnoe unf! Spaichelflul. eble -
intranasalen Infektion vermehrt sich das Virus in Sch‘le|mh'3uten de:;h ?“enen
Atemwege und ruft dort serose oder fibrintse Entzﬁndurrgen, in ft)rtges(:'.rrun -
Fallen mit pseudomembranésen Belagen, hervor. Zusatzlich frelerl Pete ‘: o
Nekrosen auf den Schleimhauten auf (Rolle et al., 1984). Die Virusausscheidung

dauert maximal 12 Tage. . .
Die Einschieppung von IBR in einen Bestand erfolgt hauptsachlich durch Import v

- en
latent infizierten Tieren, wogegen die IPV auch durch kontaminierten fcahma‘s
abertragen werden kann (Dedek et al., 1981). Die Infektion verlauft hauptsachii
Trépfcheninféktion. - ‘ .
Der Gberwiegende Teil der Infektionen verléuft Klinisch inapparent, so d;

. . . . ie
seralogische Untersuchungen vor allem Uber die Verbreitung, weniger aber Uber
Krankheitshaufigkeit Auskunft geben (Bauer et al., 1980).

2.3.1.4 Virusabort der Stuten (EHV-1) ‘
Mit Hilfe typspezifischer Antiseren kénnen 5 verschiedene Serotypen (iH;{: t:':"»;e)
equiner Herpesviren differenziert werden, von denen EHV-1 und EHV- ) :1 3995)
Bedeutung haben und am weitesten verbreitet sind (Crabb und S'.tud e ' .scm;
Zwischen beiden Virustypen bestehen enge biologische und |mr‘nuno :?g; -
Beziehungen (Rolle et al.1984). Die equine Herpesvirus-1 |nfe.kl|on k:".t i
hochkontagiése, meist fieberhafte, zyklisch verlaufende Allgememkralj\ ei "
verschiedenen klinischen Erscheinungsbildern beschrieben. EHV-1 Infektionen s

13
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die Ursache von vier Krankheitsbildern beim Pferd
1994):

1. Abort,

2. Rhinopneumonie,

3. Neugeborenen-Syndrom und
4. Paresen odsr Paralysen.

(Allen und Bryans, 1986; Mumford,

Die Ubertragung erfolgt durch direkten oder indirekten Kontakt dber infektidse
Nasensekrete, abortierte Féten und Plazenten (Schneider, 1994). Die respiratorische
Erkrankung beginnt nach einer Inkubationszeit von 2 bis 10 Tagen mit Fieber und
Inappetenz, gefolgt von Nasenausfiuf3, Konjunktivitis und sporadisch auftretendem
feuchten Husten, Durch bakterielle Sekundarinfektion kann eine komplizierte
Bronchopneumonie entstehen (Mayr et al., 1984). Bei der Abartform kénnen tragende
Stuten 14 bis 120 Tage nach Virusexposition im 6. bis 1 1., meist jedoch im 8. bis 10,
Tréchtigkeitsmonat verfohlen, wobei die tote Frucht in ihren Hullen in der Regel ohne
weitere Krankheitssymptome des Muttertieres ausgetrieben wird. Die spatere
Fruchtbarkeit der Stute bleibt unb‘eeintréohtigt (Campell und Studdert, 1983). Durch
EHV-1 bedingte zentratnervsse Stérungen treten meist in Gemeinschaft mit Aborten

und/oder respiratorischen Symptomen auf (Wintzer et al., 1987; Ludwig et al., 1987).

Wie bei BHV-1 spielt auch beim EHV-1 die Neigung zur Latenz (Thein und B6hm,

1976; Mumford, 1994) eine grole Rolle. Unter natirlichen Bedingungen sind alle
Equiden fur die EHV-1- Infektion empfénglich. Montali et al. (1985) berichteten uber
einen \Virusabort bei einem Wildesel in Verbindung mit einer gleichzeitig
aufgetretenan Myelitis bei einem Zebra im Nachbarstall. Borchers und Frélich (1997)
zeigten, daR Bergzebras in Namibia eine hohe Seropravalenz von EHV-1 Antikérpern
haben, Die EHV-1-Infektion des Pferdes ist wettweit verbreitet, In verschiedenen

Léndern konnten Antikérper-Pravalenzraten von bis zu 100% nachgewiesen werden.

2.3.1.5 Bovine Virus Diarrhoe/Mucosal Discase (BVD/MD)

Das Virus der Bovinen Virusdiarrhoe gehért zusammen mit dem Virus der Border
Disease und dem Virus der Européischen Schweinepest aufgrund der Organisation
und Expression ihres Genomes zu dem Genus Pestivirus in die Familie der
Flaviviridae (Horzinek, 1991; Thie! et al., 1996), Seroepizootiologische
Untersuchungen bei freilebenden Wildwiederksuern aus verschiedenen Kontinenten
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besitzen.
zeiglen, dal zahirgiche Arten Antikérper gegen das Virus der BVD o
l ; etal,i
Vereinzelt gelang auch die Virusisolierung (Nettleton, 1980; von Campen
o 6 ichtigsten
Die Pestiviren sind weltweit verbreitet und gehdren zu den . w::h :Che
Krankheitserregem bei Rindern und Schafen. Sie verursachen grofie wirts Ba i -
i ; Brown!
Schaden in der landwirtschaftlichen Produktion (Duffel und Harkness, 1985;

et al., 1987; Thiel et al., 1986). i —
Das Virus kommt in zwei Biotypen vor, einem zytopathogenem (zp) und ein

. . it
zytopathogenem (nzp) Typ (Brownlie, 1991). Die Art der Manifestation der Krank:e:;
° o
i tus des Tieres und 3.
itat des Virus, 2. vom Immunsta
hangt 1. von der Zytopathogeni sta . e
tsbilder, die mi
i i b (Liess, 1989). Krankhei
vom Zeitpunkt der Infektion al -
Infeklionen beim Rind assozuiert sind, sind auf akute postnatale ?der -
infektionen zurlickzufohren. Die Manifestationen reichen von mappa; !
iRbildur d Aborten bis zu
i dromen, foetalen MiRbildungen un
Infektionen, hamorrhagischen Syn e
i - Loken, 1995). Die Bedeutung von
Mucosal Disease (Baker, 1995; Loken, de o
Erkrankungen bei freilebenden Wildtieren ist gegenwartig noch unbekannt (

1990; Depner et al., 1991).

2.3.1.6 Enzephalomyokarditis (EMC) ' |
Das EMC-Virus gehdrt zu dem Genus der Kardioviren“;n die::::;e;::;z;nﬁz:::n
Bei der natirlichen Infektion des Schweines und der Maus be iy
2 bis 5 Tage. Das Virus hat eine hohe Affinitdt zum N.Iyok'ard. N
iti die sich in Nekrosen und Kalzifikationen manlfestlerclen. Das y
:lr):::::::h;earl: und briichig (Wells et al., 1989). Auf dem Myokard sind Pet?c::‘enu::
sehen. Im Herzbeutel kann es zu groRen Ansammlungerm VDI"I wés:; ge -
fibrinhaltigen  Flissigkeiten ~ kommen.  Der Tod (it |r: o 0 .
Herzmuskelverdnderungen durch Lungen- und ‘ ‘Lebers a h:miden "
Kreislaufversagen ein. Im Gehirn kénnen milde, nicht eifrige Enzep!
perivaskuléren Infiltraten und Gliosen auftreten (Simpson et al., 1977). = o Tod
Die klinischen Erscheinungen sind eher unauffallig. Etwa 24 Stunden v e
fallen die Tiere durch Apathie, Anorexia und leichie Dyspnoe auf. Das e
kommt unter natirlichen Bedingungen bai wildlebenden Nagern vor, von der'frl -
Menschen und Haustiere Gbertragen wird, insbesondere auf das Schwein.
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wurden fnfektionen bei Msnschenaffen, Schweinen, Elefanten und Erdhérnchen
nachgewiesen (Gainer und Bigler, 1857).

2.3.1.7 Parainfluenza 3 (PI 3)-Infektion

Das P.I S-Yims gehbrt in die Familie der Paramyxoviren. Parainfluenzaviren zahlen zu
den wichtigen pathogenen Erregem des Respirationstraktes

P . . + W i

TI 3 ist ‘eme Zoonose. Die Ubertragung findet durch direkten Kontakt oder
répfcheninfektion statt. Das Pl 3-Virus wird mit dem Nasensekret 7-8 Tage p.i

ausgeschieden (Woods, 1968). )
Infektronen mit Pl 3 gehsren zu den Faktorenkrankheiten. Zumeist verlaufen Pi 3-

Infektionen klinisch inapparent, kénnen aber durch endogene oder exogene

Stressoren  sowie Begleitinfektionen 2u  sthweren Erkrankungen
Respirationstraktes fihren.

des

Bei der Enzootischen Bronchopqeumonie des Rindes (Shipping Fever) ist das
P13-Virus als bedeutender Krafkheitsfaktor identifiziert worden (Goswami und
Russ.ell, 1982). Beim Rind erzeugt es im Zusammenwirken mit Adeno- und
‘Resplratory-syncytial-Viren, bakteriellen Sekundarinfektionen, Mykoplasmen-
infektionen sowie anderen StreRfakioren schwere Symptome. Dann kommt es zu
Entzindungen im oberen Respirationstrakt oder zu Pneumonien. Die Tiere haban

hohes Fieber, Atembeschwerden und speicheln stark. 5% der Tiere sterben 3-4 Tage
nach Auftreten der ersten klinischen Symptome.
Das Pl 3-Virus ist weltwaeit verbreitet,

2.3.1.8 Riftalfieber (RVF)

Das RVFV (engl.: Rift Valley Fever Virus) gehért in die Familie der Bunyaviren zu
dem Genus der Phleboviren.

Da.s RV'FV wurde 1930 in Ostafrika erstmals isoliert {Daubney und Hudson, 1931).
Epl.zootlsche Ausbrache -wurden seit 1950 aus vielen Landern der Sub-Sahara
bencht?t. Die nérdliche Grenze war der Sudan. Die Ausbriiche treten in einem Gebiet
sporadisch auf, und die interepizootischen Intervalie konnen viele Jahre dauern (Eddy
und Peters, 1980). RVFV wird von einem groflen Spektrum an Mosquitoarten und
auch von Wirbeltieren abertragen. Es wird diskutiert, ob der Wildtier-Mosquito-Zyklus
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das Virus in den interepizootischen Zeiten erhélt. Weiterhin gibt es Hinweise, da}
Moskitos das Virus eventuell transovariell ibertragen, was einen alternativen
Mechanismus fur die interepizootische Erhaltung darstellen wirde. Es besteht die
potentielle Gefahr, dal das Virus mit den Moskitos Gber weite Distanzen verbreitet
wird. Das Virus kann durch direkten Kontakt von infiziertem Gewebe oder Blut auf
transkutanem oder aerogenem Weg (beriragen werden.

Viele Haustierarten sind far das Virus empfanglich, insbesonders Schafe. Erkrankte
Tiere zeigen nach einer Inkubationszeit von ca. 29 bis 72 Stunden Fieber,
Appetitlosigkeit, Erbrechen, mukopurulenten Nasenausflu@ und blutige Durchfélle.
Trachtige Tiere abortieren regeiméRig (Meegan und Shope, 1981).

2.3.2 Bakterielle Erkrankungen

2.3.2.1 Leptospirose

Die Gattung der Leptospira ist in die Familie Spirochaetaceae eingeordnet. Man

unterscheidet zwei Arten: die apathogenen, im Wasser lebenden L. biflexa und die

pathogenen L. interrogans. Letzere sind ein spiralig gewundenes Gebilde mit

gebogenen oder knopfartigen Enden, wodurch es ain kleiderbiigelartiges Aussehen

erlangt. Die 'Legtosgirose ist weltweit verbreitet und fohrt bei allen warmblitigen
Tierarten zu einer fieberhaften, akut bis chronisch verlaufenden Infektion.

Hamolysine und Lipasen greifen die Erythrozyten an. Frei werdende Endotoxine
kénnen schwere Schaden am ZNS und in den Blutgefdfien verursachen. Typische
Symptome sind Anamie, l|kterus, Hamurie, aber auch Aborte. Durch Aborte und
Leistungsrickgang (z.B. Milchverlust) ist die Leptospirose von wirtschaftlicher
Bedeutung in der Nutztisrhaltung. )

Leptospiren werden mit Ham, Fruchtwasser, Nachgeburt, Milch, Sperma und Speichel
ausgeschieden. Die Infektion erfolgt oral durch verletzte oder unverietzte
Schleimhaut. Unter feuchtwarmen Bedingungen (Sommer, Herbst) haben sie eine
gute Uberlebensfahigkeit. Erregerreservoire sind Ratte, Maus und andere Kleinnager.
Weide- und Futterplatze werden in der Regel von inapparenten Erregertrégermn
(Dauerausscheider) unter den Haustieren verseucht (Rolle et al., 1993).
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2.3.2.2 Brucellose

Brucsllose ist eine Zoonose, die durch gram-negative Kokken des Genus Brucella
verursacht wird. Die verschiedenen Erre

: ger (B. abortus: Rinderbrucellose, B8
melitensis: Maltafieber, Schaf- s

. und Ziegenbruceilose; 8. suis; Schweinebrucellose: 5.
.ows: Schafsbrucellose; 8. canis; Hundebrucellose) beschranken sich nicht nur 'auf
ihren Hauptwirt, sondsm befallen auch andere Spezies. Fast alle Tierarten sind far
Brucellen empfénglich. In vielen serologischen und bakteriologischen Arbeiten
wurden infektionen von Wildtieren mit Brucella SPP. nachgewiesen (Moore und
Schnurrenberger, 1981). Beim Afrikanischem Baffel (Syncerus caffer) (Herr und
Marshall, 1981), Efch (Cervus canadensis) und Bison {Bison bison) (Corner und
Connel, 1953; Thome et al., 1978) sind auch Erkrankungen bekannt.

Die Bruceliose ist eins langsam verlaufende, klinisch haufig nicht erkennbare
Infektionskrankheit. Zu den wichtigsten klinischen Erscheinungen gehdren Abort
Geburt von lebensschwachen Kaibem, Orchitiden, Entziindungen der akzessorischenl
Geschiechtsdrisen und Polyarthritis. Die Ubenragung erfolgt hauptsachlich oral aber
auch durch sonstigen Kontakt u. a. durch Sperma {Rolle et al., 1993), .
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2.3.3 Parasiten

2.3.1 Beschdlseuche der Pferde (Trypanosomen)

Trypanocsomen sind protozo#re Parasiten der Ordnung der Kinetoplassida und sie
besitzen die charakteristischen Organellen, wie Kinetoplast und Flagelium.
Normalerweise sind Trypanosomen digenstisch und brauchen daher fiir ihren
Lebenszyklus zwei Wirte. Eine Ausnahme bildet Tryp. equiperdum.

Trypanosomiasis bei den Haustieren wird im allgemeinen als Nagana bezeichnet.

Tryp. equiperdum ist der Erreger der Beschilseuche (Dourine). Bei erkrankten Tieren
sind Schwellungen der dufleren Genitalien und der Subkutis am Unterbauch
pathognostisch.

Im Gegensalz zu allen anderen Trypanosomen bengtigt Tryp. equiperdum keine
Arthropoden als Vektor, sondem wird wéhrend des Coitus Gbertragen und in der
Regel durch ein subklinisch erkranktes Tier in die Herde eingeschleppt. Empfanglich
sind alle Equiden. .

Die Symptome sind die Folge der immunologischen Reaktion auf den Erreger.
Histamin- und Kininausschiittungen fuhren zu Erythemem und Odemen. Man kennt
drei Formen der Dovurine; die asymptomatische, die interstitielle und die nervale Form.
Bei der nervalen Form kann der Parasit aus der Zerebrospinalflussigkeit isofiert
werden. Die Mortalitat betragt 100%.

Trypanosomen parasitieren in allen Wirbeltierklassen. Trypanosomiasis wird
charakterisiert durch intermittierende Prasenz von Parasiten im Blut und
intermittierendes Fieber. Wildtiere, 2.8. Kudu, Biiffel, Afrikanische Elefanten und
Nashdmer, sind als Reservoir fiir Trypanosomen bekannt. Sie erkranken nur in
StreBsituationen. Durch die zunehmende Anzahl von Wildfarmen werden vermehrt
Wildtiere umgesiedelt, zT. von Tse-Tse-Gebieten in Tse-Tse-freie Gebiete. Als Folge
konnen Tiere, die eigentlich als immun gelten, auch in Abwesenheit des Tse-Tse-
Vektors klinisch an Trypanosomiasis erkranken (Connor, 1994).
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In der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Sind freilebende Nashémer fur die untersuchten Infektionskrankheiten prinzipiell
empfénglich?

2. Gibt es geographische Unterschiede im Anteil seropositiver Reagenten fir die
verschiedanen Infektionskrankhaiten in den Untersuchungsgebieten?

3. Gibt es artspezifische Unterschiede zwischen Breit-

und Spitzmaulnashémern in
der Exposition zu den verschiedenen Infektionskrankheiten?

4. Gibt es Hinweiss fir Assoziationen zwisthen dem Aufireten mehrerer
Infektionskrankheiten?

| Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Untersuchungsgegenstand:

Folgende Krankheiten werden untersucht:

Virale Erkrankungen:

Afrikanische Pferdepest
Blauzungenkrankheit {(Bluetongue)
Bovine Herpes Virus-1 Infektion

Bovine Virus Diarrhoe/ Mucosal Disease
Enzephalomyokarditis

Equine Herpes Virus-1 Infektion
Parainfluenza 3 Infektion

Rifttalfieber

Bakierielle Erkrankungen:

Brucellose

Leptospirose

Protozooen- Erkrankungen:

Beschélseuche der Pferde (Trypanosoma equiperdum)
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4.2 Untersuchungsgebiete

Die Seren stammten von freilebenden Nashérnern aus verschiedenen Nationalparks
und Wildfarmen. Mit Ausnahme von Simbabwe konnten Proben aus den
afrikanischen Landern mit der héchsten Populationsdichte von Nashérnern
gesammelt werden (s. Kap. 2.1.2). Die Proben wurden von freilebenden Nashérnern

gewonnen, wenn diese fir Enthomungen, Kennzeichnungen oder Translokationen
immobilisiert wurden,

Herkunftsgebiete der Serumproben

e
3 188
E 200 a Breltmaulnashom
g 150 B Spitzmaulnashom
g 100
] 66
£ 50 32 3
N = .
g [\, + + —+

Namibia Siidafrika Botswana Kenia

Abb. 1: Herkunftslander der Proben, nach Tierarten

Insgesamt wurden 287 Seren untersucht, die sich wie folgt aufteilten: 32 Seren
stammen aus Namibia, Waterbergplateau Park; von 186 Proben aus Sudafrika
stammten 122 aus dem Kriger- Nationalpark, 51 aus dem Natal-Distrikt, 13 aus dem
Free State/Kimberley Distrikt und Bophutswana, 3 Proben stammten aus Botswana

und 66 aus Kenia (siehe Abb.1). In den statistischen Auswertungen wurden die
Proben aus Botswana den siidafrikanischen Proben zugeordnet.
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Tab. 4: Herkunftsgebiete der Seren der Nash6mer

Land Anzah! Distrikt Lokalisation
Sudafrika 186 Krager-Nationalpark 24,008 31,30°E
Umfolozi- Nationalpark  28,30°S 31,00°E
Kimberley 28,45°S 24,45°E
Pilansberg 25,10°S 27.05E
Veantersburg 26,06°S 27,08°E
Namibia 32 Waterbergplateau Park  20,21°S 17,16°E
Kenia 66 Tsavo-Nationalpark 2,50°S 38,30°E
Solio Ranch 2,23°S 36,50°E
Nairobi-Nationalpark 1,18°S 36,50°E
Botswana 3 Gabarone 24,40°S 25,55°E

4.3 Probenmaterial

Von den insgesamt 287 Serumproben von freilebenden Nashémern konnten nicht alle
in die verschiedenen Tests miteinbezogen werden (siehe Kap. 6.2.1). Die Anzahl der
jeweils untersuchten Proben fur die verschiedenen Infektionskrankheiten ist in Tab. 5
aufgefahrt.

Tab. §: Anzahl der auswertbaren Seren for die einzelnen Krankheiten

Infektlonserreger Anzah! untersuchter Proben
Afrikanische Pferdepest-Virus 271
Blauzungen-Viruse 270
Bovines Herpesvirus-1 232
Equines Herpesvirus-1 273
Bovine Virusdiarrhoe Virus 258
Parainfluenza 3- Virus 231
Enzephalomyokarditisvirus 242
L. grippotyphosa 278
L. tarrassovi 278
L. bratislava 278
L. copenhageni 278
Brucella abortus 275
Trypanosoma equiperdum 253
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Material und Methoden

Abb. a

4.4 Labordiagnostik

4.4.1 Seren

Das Probenmaterial wurde tiefgekdhit als koaguliertes Vollblut, in Ethylen-Diamin-
Tetra-Na-Azetat (EDTA) Rthrchen oder als Serum eingesandt. Dariber hinaus waren
52 Proben in Glasampullen gefriergetrocknet. Der Versand erfolgte per Luftfracht aus
den afrikanischen Landern.

Das koagulierte Voliblut wurde zur Serumgewinnung 10 min bei 3000 U/min
(Beckménn Kahlzentrifuge) zentrifugiert. Einige Proben waren stark hamolytisch, da
sie in EDTA-R6hrchen abgefullt und tiefgefroren worden waren. Sie wurden ebenfalls
10 min bei 3000 U/min zentrifugiert. Die Proben wurden zur Aufbereitung 15 min bei
12000 U/min (Fa. Heraeus Biofuge 13) zentrifugiert. Seren, die sich spéter im
Virusneutralisationstest als toxisch erwiesen, wurden dariiber hinaus steril filtriert

Abb. b

(0,45um Porengréfie). Bis zur Durchfithrung der serologischen Tests wurden sie bei -
20°C gelagent. Die Seren wurden mit Dulbecco's Modified Eagle Medium (DME) (Life
Technologie, 13425 Berlin) 1:4 vorverdinnt. Hamolytische Seren wurden nur im
Enzym Linked Immunosorbantassay, Immunfluoreszenztest und im
Mikroagglutinationstest eingesetzt. So ergeben sich bei den einzelnen Tests
unterschiedliche Gesamtserenzahlen {siehe Tab. 5).

Um die gefriergetrockneten Proben wieder auf 100% Konzentration zu
rekonstituieren, hétten sie in 0,25ml Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) aufgeltst
werden missen. Um eine optimale Ausbeute des Materials zu erreichen, wurden sie
zuerst in 0,5ml PBS aufgeldst und die Glasampulle, in der die Proben
gefriergetrocknet worden waren, anschlielend mit weiteren 0,5ml PBS ausgesplilt, a”

Swaziland

Lesotho

Kimberley 0,5m! portioniert und bei -20°C wieder eingefroren. Somit waren diese Proben 1:4

vorverdinnt.

Stdafrika Vor den Versuchen wurden alle Seren im Wasserbad 30 min bei 56°C inaktiviert.
L J

Abb. 2: National, i i T .
des Un!ersuchuparks in den verschiedenen afrikanischen Landern und die Herkunft

o ngsmaternials (die Nash6rner zeigen die Herkunfisgebiete der Proben
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4.4.2 Zelikulturen:

Far die Virusvermehrung sowie zum Teil fur den Nachwaeis von Antikérpern gegen das
Bovine Herpes Virus-1 (BHV-1), das Bovine Virusdiarrhoe Virug {BVDV), und das
Parainfluenza 3 (P1 3)-Virus wurden Georgia bovine kidney cells (GBK) (American
Type Culture Collection, Rockville, Maryland 20850, USA) verwendet.

Das Equine Herpes Virus-1  wurde auf  Equinen Dermiszelien (ED), das
Enzephalomyokarditisvitus (EMCV) auf Babyhamster-Nierenzellen {BHK-21) vermehrt
und getestet. Die beiden letztgenannten Zellinien wurden von der Zelibank far
Zellinien in der Veterinérmedizin, Bundesforschungsanstalt (Bfa) fur Viruskrankheiten
der Tiere, 17498 Inse| Riems, bezogen,

Das Wachstumsmedium fir die GBK- und ED-Zellen enthielt 5% fetales Kalberserum
(FKS) in DME-Medium, das Erhaltungsmedium 2,5% FKS. Bei den BHK-21-
Zellkulturen betrug der Anteil FKS im Wachstumsmedium 10 %,

Zellen 1:2 bzw, maximal 1:8 passagiert. Die Zelizucht erfolgte bei 37°C, 5% CO2 und

70% bis 80% Luftfeuchtigkeit (Begasungsbrutschrank BB 16, Herasus~Functionline,

Heraeus Holding GmbH, Berlin). Die Zellen wurden taglich makroskopisch und
mikroskopisch kontrolfiert.
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4.4.3 Infektionserreger

Die Antigene wurden von den folgenden Institutionen zur Verfigung gestelit;

Afrikanisches Pferdepestvirus (Serotyp 9, Institute for Animal Health, Pirbright

Sadafrika):
Blauzungen-Virus (BTV 1SA):

Rifttalfiebervirus;

BVDV (Stamm NADL):

BHV-1 (Cooper strain, USA):
EHV-1 (Marburg 87):

EMCV:

Parainfluenza 3;

Brucella abortus:
Leptospiren spp:
Trypanosoma equiperdum:

4.4.4 Virusvermehrung

Laboratory) Ash Road, Pirbrigth, Surrey
GU24 ONF, GB

Centre for Applied Microbiology &
Research, Porton Down, Salisbury,
Wiltshire SP4 0JG, GB

Institut far Zoo- und Wildtierforschung,
Alfred-Kowalke-Str. 17, 10315 Berlin

Virologisches Institut der Freien
Universitat Berlin, Kénigin-Luise- Str, 49,
14149 Berlin

Bundesforschungsanstalt fiir
Viruskrankheiten der Tiere, Tibingen,
Paul- Ehrlich-Str. 28, D-.72076 Tabingen

Riemser Tierarzneimittel GmbH, PF 229,
2201 Riemserort

Bundesinstitut far gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Veterindrmedizin,
Diedersdorferweg 1, 12277 Berlin

Die Vermehrung erfolgte durch Beimpfen eines zu mehr als 80% geschlossenen
Zellrasens. Die Virussuspension mulite 1 h bei 37°C absorbieren. Danach wurde
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diese mit Erhaltungsmedium Gberschichtet und die Zellkultur bei 37°C, 5% co
inkubiert. Taglich wurde die Anzucht auf einen Zytopathogenen Effekt (ZpE)yﬁberproftz
Der zpE ist bei BHV-1 nach zwei Tagen, bei BVDV nach drei bis vier Tagen be.i
EMCYV nach einem Tag, bei EHV-1 nach 2wei Tagen und bei P) 3-Virus nach sic;ben
Tagen zu erwarten. '

A.uf dem Hohepunkt der Vnrusvermehmng wurde die Kultur bei -70°C eingefroren. Das
Virus wurde durch thermische Beugung {dreimaliges Einfrieren und Auftauen bei
+70°C und Zimmertemperatur) aus den Zellen gewonnen, Das Zelimaterial der
zerstérten Zellen wurde bei 4000 Ufmin 15 min lang bei +4°C abzentrifugiert. Das so

grab gereinigte Virus wurde portioniert und beij -70°C tiefgefroren.

4.4.5 Leptospirenanzucht

~

Far die Mikroagglutination wurden lebende Leptospiren-Kulturen von WHO-
Standardstammen in ﬂOssigen}’ EMJH-Medium (EMJH- Medium: Difco, Detroit
Michigan, USA; das Medium besteht aus Bacto-Leptospira Medium Base E'MJH Nr'
0794 und Bacto-Leptospira Enrichent ENMJH, Nr. 095) verwendet. Zur Herstel;un .
der Antigene wurden die Kulturen so lange bebritet, bis di N

@ Dichte der Leptospi
ca. 1-2 x10%ml betrug (4- ptospiren

. 10 Tage). Das Kuiturréhrehen Zeigte dann im Vergleich zur
unbeimpften  Kontrotle makroskopisch  eine geringe Trilbung Durch
Dunkelfeldbetrad'ntung wurde gepriift, ob die Trdbung nicht durch andere Keime oder
durch Ausfallungen bedingt war. Bei 200facher Ve
Leptospiren pro Gesichtsfeld 2u zahlen,

.Brutnester” oder Spontanaggiutinationen durften nic
soflten keinesfalls alter als 2 Wochen sein,

rgréflerung waren ca. 300-350

ht vorhanden sein, die’ Kulturen
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4.4.6 Virustitration

4.4.6.1 Virustitration fiir den Virusneutralisationstest (VNT)

Die jeweiligen Viren wurden logarithmisch zur Basis 10 fitriert. Je 100yl jeder
Verdannungsstufe von 101 bis 106 wurden in je zwei Reaktionsvertiefungen einer
24-Lochplatte (Nunc—Giboo®, Paisley, Renfrewshire PA3 4eF, GB) eingeflilt und je

100u! geeignete Zellsuspension (ca. dreimal 105 Zellewmly hinzugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde bei 37°C fiir eine fur das jewsilige Virus spezifische Zeit
(siehe Tab. §.) im CO,-Brutschrank inkubiert.

Die Titerberechnung erfolgte nach Spaermann und Kérber (1985). Die fur den VNT
bendtigte Zahl der kulturinfektiésen Dosen (KIDsg) wurde durch enisprechende
Verdunnung der Viruslgsung eingestellt. Es wurden nur Virusverdinnungen im VNT
verwendet, die zwischan 700 bis 1000 KID50/ml aufwiesen.

Die Virusverdtinnungen wurden in einer Kontrolltitration vor dem eigentlichen Versuch

getestet.

4.4.6.2 Virustitration fiir den Himagglutinationshemmtest (HAH)

Die antigene Wirksamkeit der Pl 3-Viren wurde im HAH (Mikromethode) quantifiziert.
Die Testantigene wurden vor Verwendung im HAH unter gleichen Bedingungen in
Zweier-Potenzen bis zu einer Verdinnung von 1:1024 austitriet und auf die
Gebrauchsverdiinnungen von vier hamaggiutinierenden Einheiten (HE) eingestelit.
Dazu wurde zu 0,05 m! der Antigenverdinnung die gleiche Menge einer 0,4%igen
Meerschweinchenerythrozytensuspension (s.u.) gegeben und bis zur vollstandigen
Sedimentation der antigenfreien Erythrozytenkontrolle inkubiert.

Als HA-Titer, 1 Einheit, galt die Virusverdinnung, bei der noch eine volistdndige
Agglutination der Erythrozyten feststellbar war (Mayr et al, 1977). Die
Gebrauchsverdinnung wurde auf 4 hamagglutinierende Einheiten (HE) eingestelit.
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4.4.7 Testverfahren

4.4.7.1 Virusneutralisationstest (VNT)

Prinzip: Die Fahigkeit von neutralisierenden Antikérpern zur Hemmung des zpE in
Zelikulturen wird zum Nachweis seropositiver Reagenten verwendst.

Durchfihrung; Der VNT erfolgte auf Mikroliterflachbodenplauen (Nunc®), mit 50
kulturinfektidsen Dosen (KID o) Kavitat und logarithmischen Serumverdiinnungen zur
Basis 2. Der VNT wurde in zwei Stufen durchgefahrt. Im ersten Schritt {Screening)
wurde das Serum in einem Doppelansatz in einer Verdinnung von 1:2 eingesetzt
(insgesamt 50p1). Als positive Reaktion wurde gewertet, wenn in beiden Kavitéten der
2pE des Virus gehemmt worden war. Die positiven. Seren wurden im zweiten Schritt
austitriert (4-fach Versuchsansatz). Die Neutralisationszeit mit je S50t der zuvor
eingesteliten Virussuspension betragt 1 h bei 37°C. Anschlieiend wurden 100p! der
eingesteliten Zellsuspansion (3x165 Zellen/ml) hinzugegeben und die Zellen fir eine
virusspezifische Zeit (siche Tab, 6) bei 37°C inkubiert. Auf jeder Platte wurden Virus-,
Serum- und Zellkontrollen mitgefihrt. Taglich wurden die Zellkulturen auf einen
méglichen zpE bzw. auf dessen Hemmung hin kontrolliert.

Eine Variation des VNT, der Plague-Reduktionstest wurde zum Nachweis von
Antikdrpemn  gegen  BHV-1 durchgefihit. Es  wurde der Standard-
Mikroneutralisationstest nach Jenny und Wessmann (1973) verwendet,

Im Screening wurden 50ul Serum (1:4 Verdannung) mit dem gleichen Volumen einer
Virussuspension mit 70 Plague-bildenden Einheiten (PFU) fur eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Jede Serumprobe wurde in zwei Reaktionsvertiefungen getestet.
AnschlieRend wurden 1004 Zellsuspension (3x105 Zellen/ml) in jede
Reaktionsvertiefung pipettiert. Nach 3h wurden 200l einer  1,6%igen
Carboxylmethylcellutose in ZKM-Losung (CMC) als Overlay hinzugefugt. Die positiven
Proben wurden in einem zweiten Schritt in Zweierpotenzen verdiinnt und austitriert.
Das Verfahren entsprach der oben beschriebenen Methode, wobei im zweiten Schritt
vier Reaktionsvertiefungen pro Verdinnungsstufe verwendet wurden. Die Zellen
wurden nach einer virus-spezifischen Zeit (siehe Tab.6) mit 0,3% Formalin in PBS
fixiert, mit Giemsaldsung geférbt und mikroskopisch auf zpE untersucht. In jedem Test
wurden Virus-, Serum- und Zellkontrollen mitgefGhrt.
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Der Neutralisationstiter wurde definiet afs der reziproke Wert derjenigen
Verdiinnung, bei der eine 50%ige Hemmung stattgefunden hatte (Mayr et al., 1977).
Die Berechnung des Titers erfolgt nach der Methode von Spaermann und Kirber

(1985).

Einzelheiten zu dem Versuchsansatz mit den verschiedenen Antigenen kénnen der
Tab. 6 entnommen werden.

Tab. 6: Versuchsansatz beim Virusneutralisationstest

kubationsdauer nach

Virue Zelline lZ“eIlzxusspensionszugal:le
BHV-1  auf GBK-Zellen 2d

Infektionstiter 1x104 KDl/ml : s
BVDV  auf GBK-Zellen

Infektionstiter 1x104 KDI/ml i
EMCV  auf BHK 21-Zellen;

Infektionstiter 1x10° KDlm!

4.4.7.2 Hiamagglutinationshemmtest (HAH)

Prinzip: In diesem Testverfahren wurden neutralisierende Antikérper gegen Pl 3-Viren
durch ihre Féhigkeit der Hemmung der Hdmagglutination nachgewiesen.

Durchfohrung: Es wurde die B-Methode mit konstanter Antigenmenge und
variierender Serumverdiinnung verwendet. Die Serumproben wurden in einem
plasma-isotonischen Puffer (0,85%ige Natriumchlorididsung) in Zweierpotenzen
verdannt. 25yl der Serumverdinnung und 25l der Gebrauchsverdiinnung des
Antigens (4HE) wurden in die Reaktionsvertiefungen pipsttiert, geschttelt und far 1 h
bei Raumtemperatur belassen. Zu dem Virus-Serumgemisch wurden 25pl einer
0,4%igen Erythrozytensuspension zugegeben. Die Erythrozytensuspension wurde
aus Meerschweinchenblut (Zentrale Versuchstierzucht, Berlin) hergestellt. Dazu
wurde das Blut mit Na-Citrat versetzt (2mi auf 5 bis 10 ml Biut) und bei 800g 10 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand dekantiert und dreimal mit 0,01M
Phosphat-bicarbonatpuffer, pH 7,2 (PBS) gewaschen. Das Erythrozytensediment
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v rde mit 1:9 Volumenteilen PBS auf eine 10%ige Suspension angefilit. FOr den
E<-3rsn.u:h wurde die Eythrozytensuspension mit PBS auf 0.5% verdtinnt
S wur je ei i .
o den je eine Serum-, eine Erythrozyten- und eins Antigenkontrolle angelegt
en Kontrollen wurden 25l der Erythrozytensuspension 2ugegeben.
Der HAH-Serumtiter war die Serumverdannung,

bei der noch eine vollstandi
Hemmung der Haémagglutination festzustellen war. >

4.4.7.3 Kompetetiver Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA)

A'us ?euchenhygienischen Granden wurden digse Tests im Institute for Animal Health
Purbngh.t, GB durchgefihnt. Far die Detektion von Antikdrpern gegen Bluetongue (BT).
u:\d Afrikanische Pferdepest (AHS) wurde ein kompetitiver ELISA mit monokionale
(far B.T) bzw. polykionalen (fur AHS) Antikérpem verwendet (Afshar et al., 1987) i
Da die BRD frei von Rifttalfieber (RVF) ist, wurden die Seren auch auf Ant'l;d
g?gen RVF in einem Labor untersucht, in dem der entsprechende biol I 'r::r
Sicherheitsstandard gegeben ist (Centre for Applied Microbiology and Re:gI:rche
Porton Down, UK). Der kompetetive ELISA stelit eine zuverldssige und sensitive'

Methode' dar, mit der bei verschiedenen Tierspezies Antikérper gegen RVFV
nachgewiesen werden kénnen (Pawaska et al., 1995),

Prinzip: Das Prinzip des Testes besteht in der Hemmung der Reaktion zwischen

Virusanti . -

t tsantlgen und einem Antikérper (Ak) gegen das entsprechende Virus in dem zu
es enden‘ Serum. Sind im Testserum Antikérper gegen das Virus vorhanden, wird die
Farbreaktion durch Zugabe von einem Chromogen '

{enzymgebunde i
und Substrat gehemmt. ’ "t o

. Die Seren wurden in einem ersten Schritt in einer
erdunnung von 1.5 getestet und beij positiver Reaktion a

' . ustitriert. Eine H
der optischen Dichte von mehr als 50 e

% wurde als positiv angesehen.
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Afrikanische Pferdspest
Durchfihrung; Der ELISA wurde auf Dynatech® Platten durchgefiithrt. Als Antigen

wurde AHS-Virus Sero-Typ 4 ELISA verwendet. Das gefriergetrocknete
Meerschweinchen-Antiserum sowie das positive und negative Kontrollserum wurden
in 1ml sterilem destillierten Wasser rekonstituiert. Das positive Serum wurde 1:8 und
1:16 in PBS verdinnt und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Die Testplatien
wurden mit je 501 Antigen (AHSV 9) (ca. 1:200 in 0,05 M Karbonat/Bikarbonat-Puffer,
pH 9,6; Sigma No.-3041) pro Kavitdt beschichtet und Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
AnschiieBend wurde finfmal mit PBS gewaschen. In Reihe 1-10 (Doppelansatz)
wurden 50ul/Kavitat der Testseren in 1:5 Verdinnung in einem Blockpuffer (PBS
+0,05% Tween20, 5% Magermilchpulver, Marvel, Cadbury und 1% Rinderserum)
pipettiert. In Reihe 11 und 12 der Platte wurden positive und negative Kontrollen
mitgefihrt. In alle Kavitdten wurde Anti-AHS-Meerschweinchenserum 1:400 in
Blockpuffer eingefalit. AnschlieBend wurde 1 h bei 37°C unter Schittein inkubiert und
anschlieRend finfmal gewaschen. Je 50pl einer austitrieten Verdinnung eines
Kanichen-Anti-Meerschweinchen-Meerrettich-Peroxidase-Konjugates wurden in alle
Kavitaten pipettiert. Anschlieend wurde fur 1 h bei 37°C unter Schatteln inkubiert
und danach gewaschen. 50ul von dem Chromogen/Substrat-Gemisch (OPD) wurden
allen Kavitdten zugegeben. Nach 10 min wurde die Reaktion mit 50pl 1M H,SO.
gestoppt und bei 392nm photometrisch (Titertek Multiskan Plus) gemessen. Als
positive Reaktion wurde gewertef, wenn die Farbreaktion mehr als 50% im Vergleich
2ur negativen Kontrolle geghemmt wurde.

Blauzungenerkrankung
Durchfilhrung; Der Test wurde auf einer 96 NUNC® Flachboden Maxisorb ELISA

Platte durchgefuhrt. Jeweils 50u! der 1:100 in PBS verdiinnten Antigenlésung (BTV
1SA) wurden in alle Kavititen pipettiert. Die Plaite wurde sterit verklebt und unter
Schiitteln 1 h bei 37°C inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit PBS gewaschen.
Anschlieffend wurden ca. 40ul eines Blockpuffers (PBS mit 0.1% Tween20 und 0,3%
FKS) in alle Kavitdten pipettiert. (In die Konjugatkontrolle weitere 60ul). 10p!
Testserum wurden in die Testkavitéten (bzw. je 10! des positiven, schwach positiven
und des negativen Serums als Kontrollen) pipettiert. 50pl eines monoklonalen
Antikéirpers gegen BTV (MAK) in einer Verdinnung 1:100 in einem Blockpuffer
wurden in alle Kavitaten pipettiert (nicht Konjugatkontrolle). Inkubation fur 1 h bei
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37°C, danach wurden die Platten 3x gewaschen, ausgeschlagen und getrocknet. 50ul
Kaninchen- Anti-Maus Konjugat wurden in einer Verdinnung von 1:1000 in alle
Kavitéten pipettiert. Inkubation far 1 h bei 37°C. Anschlieend wurde erneut dreimal
gewaschen und getrocknet. Danach wurden 50yl des Substrat/Chromogen-
Gemisches [OrlhophenyI-Diamin-Dihydrochlorid- (OPD) L6sung (1x30mg Tablette in
75ml sterilem destilliertem Wasser)], zu der unmittelbar vor dem Gebrauch 3%
Wasserstoffparoxid im Verhitnis 4:1 Zugesetzt wurde, in alle Kavitsten eingefullt.
Nach 10 Minuten Reaktionszeit wurde die Farbreaktion mit 1 molarer Schwefelsaure
gestoppt.

Die optische Dichte wurde bei 492 nm im Photometer (Titertek Multiskan Plus)
gemessen. Der Durchschnitt der optischen Dichte- (OD)-Werte der monoklonalen

Kontrollen (Km) wurde errechnet und daraus die prozentuale Hemmung (PI) wie folgt
ermittelt: N

P1=100 - ((OD der Test Kavitaten/OD der Km Kavitaten)x100)
Hemmungen > 50% wurden beim. BT-Virus als positiv bezeichnet.
Die zu erwartenden Werte der kontrollen sollten bei der positiv-Kontrolle 80-100%,
bei der schwach-positiven Kontrolle 51-81 %, Negativ-Kontrolle -25-+25%, MAk-
Kontrolle -19-+20% und bei der Konjugat-Kontrolle bei 95-105% liegen. Der MAk-
Kontroll-OD-Wert sollte zwischen 0.4 und 1.0 OD liegen {Afshar et ai,, 1987).

4.4.7.4 Mikroagglutinationsreaktion

(MAR) fiir den Nachweis von Antikdrpern gegen
Leptospiren

Prinzip: Im Agglutinationstest wird korpuskuldres Antigen (Leptospiren) mit
spezifischen Antikérpern im Testserum vernetzt. Diese verklumpten Immunkomplexe
sinken auf den Boden der Reaktionsgefdie und werden als Nachweis fir die
immunologische Reaktion gewertel. Dieses Mikrotitrierverfahren ist materialsparend
und liefert gut reproduzierbare Ergebnisse (Takasty, 1956).

Durchfiihrung: Auf einer 96-Kavitaten Mikrotiterplatte mit U-Bodenform {Greiner®)
wurden in alle Kavitaten 2541 0.85% Kochsalzlgsung vorgelegt. Ausgehend von Reihe
eins nach zwdif der Platte wurde eine Verdinnungsreihe zur Basis zwei (1:10 bis
1:10240) der Testseren hergestellt. AnschlieBend wurden 25yl einer definierten
Menge des Antigens in alle Kavitaten pipettiert. Negative und positive Kontrollen
wurden mitgefdhrt, Die Platte wurde 2 h bei Raumtemperatur inkubiert,
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Nach Schittein wurde die Tesiplatte unter dem Phasenkontrastmikroskop
ausgewertet. Der Agglutinationstiter ist die Verdinnung, bei der 50% der Leptospiren

agglutiniert sind.

4.4.7.5 Indirekter Immunfluoreszengtest (1IF) zum Nachweis von EHV-1 Antikérpern

Prinzip; Bei dieser Methode werden spezifische Antikérper aus der y-Globulin-
Fraktion von Seren nachgewiesen. y-Globuline kénnen selbst als Antigen.wirken und
mit Antiglobulinseren reagieren. Antiglobuline sind speziesspeziﬁs.ch. In elne‘m enrsten
Schritt werden Antigen und Testserum inkubiert und anschliefend mit einem
markierten Antispezies-Antikérper sichibar gemacht (Rolle et al., 1993). .
Durchfohrung: 96er Flachbodenplatten (Greiner®) wurden mit ED-Zellen beschncfkt
und mit EHV-1 (1x10°PFU/Zellel) infiziert. Die Platten ‘wrden for 2. T'f\ge im
Feuchtbrutschrank bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit 3% Formalin in PBS
fixiert. Far den Test wurden die Zellen mit 1% Triton in PBS aufgeschlossen und
anschlieBend mit 1% FKS/PBS gewaschen. In jede Kavitat wurden. 40.pl des
Testserums in einer Verdinnungsreihe zur Basis 2, von 1:10 bis 1:1280, p»p.emen' und
far 45 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Platten dreimal mtt 1%igem
FKS in PBS gewaschen und 40 eines Ziege-Anti-Pferd-FITC (Fluorescein (FATC)-
conjugated AffiniPure (ab) 2 Fragment-Anti-Horse-IgG (H+L) (Jackson immuno
Research Laboratories, INC) in einer 1:50 Verdiinnung aufgetragen. .
Nach weiterer Inkubation fiir 45 min und 3x Waschen mit PBS wurd‘en die Frlatlen
aqua dest. bedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop (ICM 405, Zeiss, Géttingen)
rtet.
Zl:xssgsih“;:ggeband fur die Titerbestimmung war die Verdannungsstufe, bei der noch
eine deutliche Fluoreszenz festzustellen war.

4.4.7.6 Komplementbindungsreaktion (KBR) zum Nachweis von Antikirpern gegen Brucella
abortus und Trypanosoma equiperdum

Prinzip; In der KBR werden Antikbper mit Hilfe des Komplementsystfams
nachgewiesen, Das Komplementsystem ist ein System aus ca. 20 Serumproteinen
aus der Globulinfraktion in inaktiver Form. Durch Aktivierung der er.slen Komponef\te
C1 (klassischer Reaktionsweg) bzw. der Komponte C3 (Alternativweg) 18uft eine
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Kaskadenreaktion ab, deren Endprodukt ein Membran-attackierender Komplex ist und
2.B. Erythrozyten h&molysieren kann,

Durchfihrung;

Vorversuch: Als Komplement wurde Serum von gesunden mannlichen
Meerschwainchen verwendet, das mit Richardsonlésung konserviert wurde. Die
Komplementevaluierung muBte an jedem Versuchstag durchgefihrt werden, Dazu
wurden in 3x9 (1-9) Reagenzglaser eine mit 0,05 mi ansteigende Menge
Komplements in einer Verdinnung von 1:40 pipettiert und mit einer entprechenden
Menge Veronalpuffer (VBD) aufgefiilt, so daf in allen Reagenzglasern 0,5ml -
Flassigkeit enthalten waren mit ansteigender Komplementkonzentration, Weitere 1,5
ml VBD wurden in alle Réhrchen pipettiert. Nach 1 h Inkubation im 37°C Wasserbad
wurden 0,5 ml Ambozeptor (anti-Schaf-Hamolysin, ~Amboceptor 6000* der Behring-
Werke, Marburg) in der Arbeitsverdﬁnnung und 0,5mi 2% Hammelerythrozylenldsung
(SRBC) dazugegeben und fur weitere 30 min im Wasserbad inkubiert. Die ersten
Reagenzglaser (s.0.) in denen eine vollstandige Hamolyse ablief, enthielten die
minimale hamolytische Konzentrafion des Komplements (MHD), die nachststehenden
Reagenzgliser enthielten die volle hémolytische Konzentration (FHD). Die
Arbeitsverdinnung des Komplements wurde mit der Formel: 2FHD/40 berechnet.
Hauptversuch: Test- und Kontrollseren wurden 30 min bei 56°C im Wasserbad
inaktiviert. Auf einer Mikrotiter U-Platte (Greiner®) wurden in Reihe 2-10 und 12 je
25ul vBD vorgelegt. Die Testseren wurden von Reihe 2 nach 10 geometrisch
verdinnt. In alle Kavitaten (nicht Reihe 11 und 12) wurden 25y Brucella bzw.
Trypanosomen-Antigen (BgWV, Berlin) in einer Verdannung 1:1000 pipettiert. Die
Reihen 11 und 12 wurden als antikomplementére Kontrollen mitgefahrt und es wurde
anstatt Antigen 25ul VBD pipettiert. In alle Kavitaten wurden 50p! Komplements in
Gebrauchsverdunnung gegeben. Die Platten wurden mit Kiebeband verschlossen und
bei 4°C dGber Nacht stehengelassen. Am néachsten Morgen wurden 504l des
hémolytischen Systems (2%SRBC und Ambozeptor in gleichen Teilen) in alle
Kavitaten einpipsttiert, die Platten wurden luftdicht und blasenfrei verschlossen und
30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach einer Stunde wurden die Ergebnisse
abgelesen. Eine 50% Hamolyse galt als positive Reaktion.

(Far 2 Liter VBD eines 1:5 Konzentrates werden 83,00g NaCl; 10,19g Nas,5-
diethylbarbiturat in 800m| heiBem aqgua dest. aufgeldst und langsam mit 34,6 ml 1n
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HCI versetzt. AnschlieBend werden 5ml ,VBD-Stammiésung MgCl6 H;0 20,3 g;
CaCl;2 H,0 4,4 g in 100 ml aqua dest. aufgeltst '

Richardson A: Borséure 1,86 g, Borax 4,58 g, 22,94 g Sorbit in 200 ml geséttigter
NaCl und Richardson B: Borax 1,14 g, Natriumazid 1,62 g in 200 ml gesdattigter NaCl).

4.5 Statistik

FOr die statistische Auswertung der Daten wurden zwei relative HauﬁgkeiteTn
verglichen. Es wurde der ,Fisher Exakt-Test (Siegel, 1985) verwendet, um die
Unterschiede im Anteil seropositiver Tiere unter den verschiedenen Aspekten
(geographische, artspezifische Unterschiede) zu evaluieren.

Bei mehrfacher Anwendung des Tests auf denselben Datenkérper wurde das
Signifikanzniveau nach dem Bonferroni- Verfahren adjustiert (Sachs, 1997).

Far die Darstellung von Zusammenhdngen zwischen Exposition zu mehreren
Infektionskrankheiten wurde der Tanimoto-Koeffizient (Bortz, 1985) errechnet.

Die eigenen Ergebnisse mit statistischer Auswertung werden in Kapitel 5 dargestelit.
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5 Ergebnisse

8.1 Anzahl Positiver Reagenten filr die untersuchten Infektionskrankheiten bei
frellebenden Nashéremn

Eines der Hauptziele dieser Arbeit ist es, die Frage zu kigren, fur welche

Zusammengefaft;

Tab. 7: Anzahi der Seropositiven Reagenten bei zehn der untersuchten
Infektionskrankheitserreger bei freilebenden Nashdrnem in Afrika, (Da nicht ane
Proben auf afte Infekfionsen'eger untersucht weqden konnten, ergeben sich
unterschiedliche n- Zahlen).

Erreger n positiv negativ % positiv
Afrikanisches Pferdepest-Virus 27.8 77 201 27,7
Blauzungen- Virus 277 157 120 58,7
Bovines Herpes Virus-1 232 7 225 3,0
Equines Herpes Virus-1 273 25 248 9,1
Bovine Virus Diarthoe Virus 258 3 255 1,2
Parainfluenza 3-Virus 231 58 173 251
Enzephalomyokarditis Virus 242 0 242 0,0
L.grippotyphosa 278 10 268 3,6
L. tarassovi 278 9 269 3,2
L. bratislava 278 24 254 8,6
L.copenhageni 278 17 261 59
Brucella abortus 275 0 275 0,0
Trypanosoma equiperdum 253 0 253 0,0
Rifttalfieber-Virys 278 0 278 0,0
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Die meisten seropositiven Tiere konnten bei den Untersuchungen auf AHS und BT,
beides Orbiviruserkrankungen, nachgewiesen werden. . .
Des Weiteren sind erstmals AntikGrper gegen Bovine und Equine Her;?e' on
Nashémem gefunden worden. Finfundzwanzig Tiere waren .s‘eroposmv :::6 "
Equine Herpes Virus-1, und sieben Nashorer hatten neutralisierende An ik6rp
as Bovine Herpesvirus-1. '
::ig::e?Tieren wurden erstmals Antikérper gegen BVDV detekue’rt." -
Fanfundzwanzig Prozent der untersuchten Nashérner hatten Antikérper gegen
Z:,l::l:;\(en gegen alle der getesteten Leptospire‘n-Serovare Antikbrper nachgewiesen
werden, dabei war die Seropravalenz von L. bratislava am héchsten.
Es konnten keine Antikérper gegen das EMCV, RVFV, Brucella. abortus und

i tekliert werden.
Trypanosoma equiperdum de )
In Abb. 3 sind die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen zusammengefal
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Abb. 3: Ergebnisse der serologischen Untersuchungen
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5.2 Artspezifische Unterschiede In der Exposition zu verschiedenen Erregem

Ein weiteres Ziel der Untersuchungen war es, zu kidren, ob es artspezifische
Unterschiede in der Seropravalenz der einzelnen Erreger gibt.

Die Unterschiede in der Seroprévalenz zwischen Breitmaul- und Spitzmaulnashérnern
sind in Abb. 4 dargestelit.

Qo o
L]
%00
B Spitzmaul,
jd ‘ positiv{s)
Py r DBreitmau,
positiv (%)

»o

Prozent pestover

100 1 4

a0

AHE or BrV:1 Y- avov A3 Lgrepe. Lt Lbratin Lsop

Abb. 4: Anzahl der seroposiliven Spitz- und Breitmaulnashdrmer far die verschiedenen
Erreger (Die Zahl dber den Séulen ist die Anzahl der untersuchten Probsn \)

Fiar AHS ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Nashornarten
(p<0.001, Fisher-Exakt Test, zweis., n= 278). Dabei hatten mehr Breitmaulnashdrner
AntikSrper gegen AHS als Spitzmaulnashérer. Far alle anderen Erreger lieBen sich
keine signifikanten Unterschiede feststellen,

Tab.8: p;Wede, (Fisher Exakt Test zweis.) for die Woahrscheinlichkeit eines
Unterschiedes zwischen den beiden Nashornarten, beztglich der Anteile seropositiver
Reagenten for die verschiedenen Infektionserreger.

Nam lbia KNP Natal Konla
AHS <0,0001 0,1366 0,0286
BT 0,4414 1,0000 1,0000 0,7279
BHV-1 1,0000 0,4615
EHV-1 1,0000 0,5056 0,2552
BVDV 1,0000 1,0000
Pl3 1,0000 0,0328 0,0083 0,6323
L.qrippotyphosa 1,0000 1,0000 1,0000 0,0052
L. tarassovl 1,0000 1,0000 0,2543
L. bratislava 0,4060 0,3186 0.4797
lL.copenhageni 1,0000 1,0000 1,0000 0,3497
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In Abb. S5 st der Anteil von Spilz- bzw. Breitmaulnashémem im
Untersuchungsmaterial dargestelit.

Anzahl der Spitz- und Breitmaulnashdrner in den

verschiedenen Gebieten
180 164
160 1
140 1 B Spitzmaulnashémer

120 1
100
80
60 1
40 1

O Breitmaulnashémer

21 28

Anzahl der Nashdrner

20 1
o ’ E = 5 [ ]
5 ¢ 5 3 .3 g
© 2 Geblet & 3

Abb. 5: Anzahl der Spitz- und Breitmaulnashérner an der Gesamtzahi aller
untersuchter Nashorner und in den verschiedenen Gebieten

Serumproben von 17 Nashémern konnten aufgrund fehlender Angaben keiner
Nashomart zugeordnet werden. Aus Kimberley wurde kein Material von
Spitzmaulnashémer untersucht, so daR ein Vergleich der beiden Arten fur dieses
Gebiet nicht méglich ist. Da die Probenzahl aus Botswana zu gering war, kann dieses
Gebiet in der'Auswenung ebenfalls nicht ber(icksichligt werden.

Im KNP (p<0,0001, Fisher Exakt Test ; zweis., n=115) und in Kenia (p=0,0286, Fisher
Exakt Test, zweis., n=52) gibt es mehr BreitmaulnashGrmer mit Antikérpern gegen
AHS als Spitzmaulnashrmer.

Spitzmaulnashdmer haben im KNP (p=0,0326, Fisher Exakt Test; zweis., n=65) und
in Natal (p=0,0093, Fisher Exakt Test; zweis., n=49) haufiger Antikérper gegen P1 3
als Breitmaulnashdrner.

In Kenia sind mehr Breitmaulnashérer seropositiv fiir L.. grippotyphosa als
Spitzmaulnashérner (p=0,0052, Fisher Exakt Test; zweis., n=47).
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8.3 Geographlsch-eplzooﬁologlsche Unterschiede

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse in Hinblick auf die geographische
Verteilung der Antikérper Nachweise dargestelit.

58.3.1 Afrikanische Pferdepest (AHS)

Abb. Ba zeigt, dal es im KNP (p<0,0001; Fisher Exakt Test, zweis, N=183) und in
Natal (p = 0,0005; Fisher Exakt Test, Zweis..n=114) signifikant mehr seropositive
Nashdmer fiir AHS gibt als in Kenia. Bemerkenswert ist, daB weder in Namibia noch
in Kimberley Antikérper gegen AHS bei Nashémern gefunden werden konnten.

Bei Betrachtung der einzelnen Spezies kdnnen _ far Spitzmaulnashérner keine

Bei den Breitmaulnashémerm gibt es in Natal einen signifikant héheren Anteil
seropositiver Tiere far AHS als in Kénia (p= 0,0002, Fisher Exakt Test, zweis., n=61).

53.2 Blauzungenerkrankung (BT)

Abb. 6b zeigt den prozentuaien Anteil Seropositiver Tiere fur BT in den verschiedenen
Verbreilungsgebieten. Es ist zu erkennen, daB es in Natal signifikant mehr
seropositive Nashémer gibt als in Namibia (p <0,0001; Fisher Exakt Test,
zweis.,n=51) wie auch im KNP (p<0,0001: Fisher Exakt Test, Zweis., n=166),

In Kenia ist der Anteil seropositiver Reagenten fur BT im Vergleich zu Namibia
(p<0,0001; Fisher Exakt Test, Zweis., N=92 ) und KNP {p<0,0001, Fisher Exakt Test,
zweis., n=178} signifikant héher.

Innerhalb der einzelnen Spezies wurden in Natal mehr Spitzmaulnashémer mit
Antikérpem gegen BT detektiert als in Namibig (p=0,0017; Fisher Exakt Test, 2waeis.,
n=30 ) und im KNP (p=0,0006; Fisher Exakt Test, zweis,, n=54),

Bei den Breitmaulnashémern waren in Natal signifikant mehr Tiere seropositv als in
Namibia {p=0,0010; Fisher Exakt Test, zweis., n=52), und in Kimberley mehr als im
KNP (p<0,0001; Fisher Exakt Test, Zweis., n=96).
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der jeweils untersuchten Proben an)
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Ergebnisse i
5.3.3 Bovines Herpes Virug -1 (BHV-1)
BHV-1
3 In Abb. 6¢ ist der Anteit seropositiver Tiere far BHV-1 in den verschiedenen
> Verbreitungsgebieten dargestellt. Es konnten nur wenige Nashémer mit Antikérpern
gegen BHV-1 detektiert werden, so dai ein statistischer Vergleich der Gebiete nicht 2
méglich ist. 20

& Namibia
g0 BKNP
In Namibia konnten keine Antikérper nachgewiesen werden, In den drei Gebieten aus 2601 & Natal
Sadafrika war jeweils ein Tier seropositiv fir BHV-1. Vier der insgesamt sieben 8501 g"::;:::’"y
seropositiven  Nashémar stammten aug Kenia. Aufgrund unvolisténdiger a 407
. . . 8307
Informationen konnten diese aber keiner Nashornart Zugeordnet werden, g 204
22,
B1oT 9282 0 3
E 0,0 - t )
Gesamt Spitzmaul Breitmau!
Art

e g

i it ] irus-1 in den
. 6¢: Prozentualer Anteil seropositiver Tiere fpr Bovines Herpes V:rus.
c:rz;chiedenen Verbreitungsgebieten (die Zahlen ober den Sdulen geben die Anzaht
der jeweils untersuchten Proben an)

i’j: 5.3.4 Equines Herpes Virus.1 (EHV-1)

In Abb. 6d ist der Anteil seropositiver Tiere far EMV-
Verbreitungsgebieten dargestellt. Es ist zy erkennen, da g
(p=0,0014, Fisher Exakt Test, 2weis., n=98) als auch in Nata! {p=0,0009, Fisher Exakt

Test, zweis., n=1 17) signifikant mehr Nashdrner mit Antikérpern gegen EHV-1 als in
Kenia gibt. 4

1 in den verscfu'edenen
B es sowohl in Namibia

O
[=]

Anteil seropositiver Tlere in %
=]
[=]

Dariber hinaus scheint es innerhalb der Arten einen signifikanten Unterschied
Zwischen den Spitzmaulnashémem in Natal und Kenia zy geben, wobei der Anteil Abb. 6d: Prozentualer Anfei seropositiver Tiere fir Equines Herpes Virus-1 in den
seropositiver Reagenten fir EHV-1 in Natal héher ist als in Kenia (p=0,0037,. Fisher ] )

verschiedenen Verbreitungsgebieten (die Zahlen Ober den Saulen geben die Anzah!
Exakt Test, zweis.n= 60), der jaweils untersuchten Proben an)
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5.3.5 Bovine Virus Diarrhoe Viryg (BvDv)

In Abb. 6¢ st der Anteil Seropositiver Nashsmer fur BVDV dargastelit,

Es konnten be; jeweils einem Nashomn Antikérper gegen BVDV im KNP, Natal und
Kimberley detektiert werden, Alle drei Regionen sind in Stdafrika,

5.3.6 Parainfluenza 3. Virus (P 3)

In der Abb, 6f ist der prozentuale Anteil der seropositiven Tiere fir Pl 3 in den
verschiedenen Verbreitungsgebieten dargestelit. Es jst 2u erkennen, daf es in
Namibia (p=0,0005; Fisher Exakt Test; zwais,, n=98) und im KNP {p=0,0001; Fisher
Exakt Test; Zweis., n=133) signifikant mehr pj 3 seropositive Nashémer gibt als in

mehr Tiere seropositiv sind als in Natal (P=0,0007; Fisher Exakt Test: zweis., n=80)
und Kimberiey (p=0,0026, Fisher Exakt Test; Zweis., n=64).
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56.3.7 Leptospira grippotyphosa

In Abb. 6g ist die Verbreitung von Antikérpern gégen L. grippotyphosa in den
verschiedenen Untersuchungsgebieten dargestellt. Die Unterschiede zwischen den
Gebieten sind nicht signifikant,

Bemerkenswert ist, daB in Kimberley bei keinem Nashorn Antikérper gegen diesen
Erreger detektiert werden konnten,

Bei den Breimaulnashdmem ist beachtenswert, daf es in Kenia einen sehr hohen
prozentualen Anteil an Reagenten gibt.

L

5.3.8 Leptospira tarassovi

In Abb. 6h ist der Anteil seropositiver Nashémer fur L. tarassovi in den verschieden

Verbreitungsgebieten dargestelit. Auffallend ist, dal in Kenia keine Antikérper gegen
diese Serovare nachgewiesen werden konnten.

Betrachtet man Spitz- und Breitmaulnashsmer getrennt, fallt auf, dal bei den
Spitzmaulnashémern nur im KNP ein Tier seropositiv war.

Der prozentuale Anteil seropositiver Breitmaulnashérner war in Natal am héchsten.
Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gebieten sind jedoch nicht signifikant.
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Abb. 6g: Prozentualer Anteil seropositiver Tiere fir L. gn‘ppotyphosa. in den
verschiedenen Verbreitungsgebieten (die Zahlen dber den Séulen geben die Anzahi
der jeweils untersuchten Proben an)
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Abb. 6h: Prozentualer Anteif seropositiver Tiere fiir L. tarassovi in den verschieqengn
Verbreitungsgebieten (die Zahlen dber den S&uien geben die Anzahl der jeweils
untersuchten Proben an)
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5.3.8 Leptospira bratislava

In Abb. 6i sind die Unterschiede des Anteils seropositiver Reagenten fur L. bratisiava
in den verschiedenen Verbreitungsgebieten dargestellt,

Herauszustellen ist, daR es in Natal signifikant mehr seropositive Nashérner gibt als
im KNP (p=0,0046, Fisher Exakt Test, zweis., n=114). Dieser Unterschied gilt auch fr
die Spitzmaulnashérner (p=0,0018, Fisher Exakt Test, zweis., n=55),

Bei den Nashémemn aus Namibia konnten keine Antiks

rper gegen L. bralislava
nachgewiesen werden.

bty

§.3.9 Leptospira copenhageni

Die Verteilung der seropositiven Reagenten fir (. copenhageni ist in Abb., 6j
dargestelit. In den verschiedenen Verbreitungsgebieten gibt es keine signifikanten
Unterschiede in dem Vorkommen von Antikérpemn.

In Natal ist der prozentuale Anteil seropositiver Nashémer am héchsten, wogegen in
Kimberley keine Antikérper gegen L. copenhageni detektiert werden konnten.

Bei der Belrachlung der einzelnen Spezies fallt auf dag
Spilzmaulnashdmer keine Antikérper gegen diese Leptospiren-Serovare

in  Namibia
aufwiesen,
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Abb. 6i: Prozentualer Anteil seropositiver Tiere fir L. bratisiava in dene
Verbreitungsgebieten (die Zahlen dber den Siufen geben die Anzahl der jeweils
untersuchten Proben an)
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Die Zusammenfassung der geographisch-epizootiologischen Unterschiede ergibt
folgende Fakten:

* weder bei NashSmem aus Namibia noch aus Kimberley konnten Antikérper gegen

AHS nachgewiesen werden, Dagegen lag der Anteil seropositiver Nashémer im
KNP und Natal zwischen 40 und 50%,

* gegen BT waren in Natal, Kimberley und Kenia bis zu 80% seropositiv,
* vier von sieben Nashérnern mit Antikérpem gegen BHV-1 stammten aus Kenia,
* sowohl in Namibia als auch in Natal ist die Exposition zu EHV-1 haher als in Kenia

* Antikérper gegen BVDV konnten erstmals bei drei Tieren aus den Gebieten in
Sidafrika nachgewiesen werden,

* im KNP ist der prozentuale Anteil seropositiver Nashémer for PI 3 fast 50%,

» der Anteil Reagenten fir die verschiedenan Leptospira spp. unterscheidet sich in
den einzelnen Verbreitungsgebieten. Auffallend ist, daB besonders in Natal
Antikérper gegen die verschiedanen Leptospira spp. nachgewiesen werden
konnten. In Kimberley allerdings konnten keine Antikérper gegen L. grippotyphosa
und L. copenhageni gefunden werden. In Kenia waren keine Nashérner fur L.
tarassovi und in Namibia keine fur L. bratistava seropositiy.
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5.4 Mehrfachinfektionen

Nachstehend ist dargestellt, inwieweit die untersuchten Nashdrner Antikdrper gegen
mehr als einen der untersuchten Erreger haben.

g 8

-]

Anzoh! der NoshSmer
8

-]

-]

0 1 2 3 4 5
Arzohi det Infekdionen pro Tier

Abb. 7: Anzah! der Nashdrner mit AntikGrpern gegen mehr als einen Infektionserreger.
in Abb. 7 wird die Anzahl der Mehrfachinfektionen in Bezug auf die Nashdrner
dargestelit. Es ist zu erkennen, dall der gréBte Anteil der Nashtmer gegen nur einen

der untersuchien Infektionserreger Antikérper aufweist. ‘
In Tab. 9 -ist die Anzahl der Nashémer, bei denen Antikérper gegen die
verschiedenen Emreger gemeinsam auftraten, zusammengestellt (z.B. haben 41

Nashérner Antikérper gegen AHS und gleichzeitlg gegen 8T).
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Tab.9: Anzah! der Nashérner, bei den i
: ) ¢ A en Antikérper i i
Infektronsenegergle:chzeiﬂg nachgewiesen wenden kg:mteg.egen cle. vorschiedenen

BHV-1 EHV-1 BVDV P 3 L.grip L.tara_Lbrat L.cop
8 13 6 6 ‘

L.
13 22 g 6
;
4
2

AHS BT
41

AHS
BT
BHV-1
EHV-1
BVDV
P13
L.grip
L.tara
L.brat
L.cop

VYoo gy

L NS

6
1
3

L L O O

1
2
1
1
1

Ll + L] [ ) ’ ] L] ’ 1

W NWw: on

Tab. 10 zeigt die Bsteiligung der verschiedenen Infektionserreger bei seropositiven

Nashérmern. Es ist zu erkennen, daB die Erreger am haufigsten bei Doppelinfektionen
beteiligt sind.
i

Tab. 10: Beleiligung der Erreger an Mehrtfachinfektionen

) “""'“m",';m 1 2 3 4 5
Loreger

AHS 19 36 17 4 0

8T 64 68 20 4 1

BHV-1 0] 4 1 1 1

EHV-1 5 7 9 3 1

P13 21 24 9 3 1

BvDV 1 0 0 2 4]

L. gripp. 3 1 3 2 4]

L. tara. 3 1 3 1 1

L. brat, 2 14 3 5 o]

L. cop. 1 8 5 3 o]
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6 Diskussion

6.1 Die Bedeutung von seroepizootiologischen Untersuchungen bei bedrohten

Wildtierarten

Seroepizootiologische Untersuchungen schaffen die Basis fur das Verstdndnis der
Epizootiologie von Infektionskrankheiten. Sie helfen Erreger, die an einer Epidemie
beteiligt sind, zu identifizieren, den Infektionsstatus einer Population abzuschéatzen,
sowie Ubertragungswege aufzudecken (Munson und Cook, 1993). Das Wissen um
die epizootiologische Situation ist die Voraussetzung zur Verhitung und Bekampfung
von Infektionskrankheiten (Dedek, 1992),
Wissenschaftliche Untersuchungen an bedrohten Tierarten, wie z.B. den Nashérnern,
sind far Artenschutz und Arterhaltung von groBer Bedeutung. Die Restpopulationen
Gberleben nur héufig in einem sehr labilen 6kologischen éleichgewicht. so daB die
Kenntnis aller méglichen schadigenden Einflutfaktoren von groer Bedeutung ist
(Taylor et al., 1997). Im Gegensatz zu den Haustierbestanden ist das Wissen Gber die
epizoctiologische Situation lebender Wildtiere noch luckenhaft {Dedek, 1992). Eine
Vielzahl von Infektionen und Parasitosen, die bei Haus- und Nutztieren sowie beim
Menschen von Bedeutung sind, kommt auch bei wildlebenden Tieren vor. Sie kénnen
zu klinischen Erscheinungen fahren, verlaufen jedoch meistens subklinisch oder
werden nichf erkannt {Krauss et al., 1984),
im Rahmen systematischer und regelmatiger wildtierhygienischer Untersuchungen
kommt serologischen Screenings eine besondere Bedeutung zu (Schwedler, 1986).
Serologische Screenings sind geeignet, grundlegende Informationen dber die
epizootiologische Situation beim Wild zu erhalten und Risikosituationen fir Wild- und
Haustiere sowie den Menschen aufzuzeigen. Sie bilden die Grundlage fur ein
serologisches ,Wildlife monitoring* (Dedek, 1992).
Das Auftreten von Antikdrpern gegen ein spezifisches Antigen im Serun'\ eines Tieres
bedeutet, da sich dieses Tier zu irgendeinem Zeitpunkt in seinem Leben mit diesem
Antigen immunologisch auseinandergesetzt hat {Thrusfield, 1995). Das heift, in
serologischen Studien werden die Expositionen von Individuen bzw. Populationen

gegen verschiedense Emreger geprift.
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6.2 Methodenkritik

6.2.1 Probenmaterial

Das Probenmaterial
stammt aus sehr unterschiedli
o . iedlichen Bezugsquellen und
- von heterogener Qualitat. Einige Proben waren durch unsachg ;": r
ndiun i -
Lagemngs:n har:olytlsd'n (192 %) oder kontaminiert (11,9 %). Unbskannte
e u:11- -dauer oder der EinfluB der Gefriertrocknung (18% der Proben)
e Transportwege missen bei i
koo ot ei der Interpretation der Ergebnisse
In Hinblick auf
e Fa"enAllersveneilung, Geschlechterverteilung oder Jahreszeit fehlten in den
e genau'e .Angaben zu den einzelnen Proben. Die Proben stammten
von Kklinisch gesunden Tieren, die aus Grinden des  Wildiife
. i

. lege

Der groBe
g re Anteil (ca. 60%) der auswertbaren Proben stammt von

9 p’a arenzen | ei er FOpulalIOﬂ setzt Untel SUChUI |ge” einer
nur SPOI ad'sd' n de“ ur |te|sch|edhchen Geblaten gesamme"‘ Dahel wur de m dlesel

Arbeit aus epidemiologi i
gischer Sicht ausschlieRl ;
bestimmt. lieRlich die Anzaht seropositiver Reagenten

6.2.2 Statistlk

Bei zwei so " .
e set:tenen Tierarten wie den afrikanischen Nashémem ist es nicht méglich
ichpro ari . \
Allerdings ’iDst de n:fCh den Kriterien einer statistischen Zufallsprobe zu erheben
arauf hinzuweisen, daB die A )
. b uswah! der Immobilisi i ;
Selektion nach bestimmten Kriterien gefolgt ist lisierten Tiers elner

P . s _ae ' !
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6.2.3 Laboruntersuchungen

Die meisten serologischen Tests, die fur grofere Wildtiere verwendet werden, sind
direkt aus der Haustierdiagnostik dbernommen worden. Durch speziesspeziﬁsche
Unterschiede in der immunantwort eines Wildtieres kann aber nicht uneingeschrénkt
davon ausgegangen werden, daB serologische Tests bei den Wildtieren auf gleiche

Weise reagieren. Eine Standardisierung far Wildtiere ist for die meisten Tests nicht

durchgefithrt worden (Gardner etal., 1996). Der Virusneutralisationstest hat sich aber

als geeignete Methode bewéhrt (Koible, 1994). Bei der interpretation von
serologischen Tests miassen verschiedene Faktoren bericksichtigt werden: 1) eine
rteilung ist nur moglich, wenn die Ergebnisse innerhalb einer signifikanten

genaue Beu
n verglichen werden kénnen 2) die

Anzahl von Individuen unter gleichen Bedingunge
Sensitivitdt und Spezifitat der ginzelnen Tests ist fur Nashomer unbekannt, die

Beurteilung der Titerstufen kann daher nicht aus der Haustierdiagnostik Obertragen

werden. 3) bei der Untersuchung von Einzelproben eines Tieres kénnen zum
Zeitpunkt der Probennahme die Antikorpertiter von vorangegangenen Infektionen
unter den nachweisbaren Level gefallen sein (Munson und Cook, 1993). Die
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung sind als orientierende Studie von
Infektionskrankheiten bei Nashomern zu werten, die die Grundiage fur weiterfihrende

bakteriologisthe und virologische Arbeiten bildet.

6.2.3.1 Kompetitiver ELISA Jar den Nachweis von Antikdrpern gegen Afrikanische
Pferdepest (AHS) und Blauzungenerkrankung (BT)

Fur den Nachweis von Antikérpermn gegen AHS und BT stehen verschiedene
hr schnell durchfiihrbaren ELISA-

Methoden zur Verfagung. Diese reichen von den s€
Tests mit polyklonaleri oder monoklonalen Antikorpern  bis  zur- Polymerase

Kettenreaktion (PCR), sowie 2ur Zellkultur oder Inokulat
(Sanchez -Vizacino, 1996).
Der kompetitive ELISA mit polyklonalen AntikGrpern hat sich far de

spezifischen Nachweis von AHS-Antikérpern bewahrt (Afshar et al., 1987). Bis 1982
inen BT—Antikdrper-Nachweis das

jon in neugeborene Mause

n schnellen und

war die Komp!ementbindungsreaktion fur e
Verfahren der Wahi (Eaton, 1996). Sie wurde durch die Agar-GeI-|mmunodiﬁusion
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abgeldst. Bei di '
Engoosstc:el dlfsem Test kam es aber zu Kreuzreaktionen mit Antikérpern gegen das
o hns e I-!amorrhagne—Vims. Zur spezifischen Bestimmung von BT-Antikérpern
- Etfte ein kompetitiver ELISA mit monoklonalen Antikérpern gegen das
° -Protein VP7 verwendet (Afshar et al., 1989; Lunt et al. 1988)
kn:! Vorzug des kompetitiven ELISAs ist es, daBl im Gegensatz zum indirekten ELISA
ein artspezifisches Anti-Nashom-Konj
onjugat verwendet werden i
o ' ' muB. Dieses
Weit:hrf‘ahrendlst daher besonders geeignet fir Untersuchungen bei Wildtieren
in werden fir den ELISA nur gerin .
ge Mengen Serum bendtigt i
begrenzten Probenmenge in di e o
ge in dieser Untersuchung einen i
. Ber Vorteil 0
dem Virusneutralisationstest be o o
deutete. Selbst der hamolytisch
! ' ' Zustand von S
hat keinen Einflug auf die T i y on
estreaktion, s
e o daf fas! alle Seren getestet werden
Die ieni L
l .Seren mul.?.ten aus seuchenhygienischen Bestimmungen gegen beide Erreger im
nstitute for Animal Health, Pirbright Laboratory, GB getestet werden
i
6.2.3. isationstest
&2 v.‘?nze:’i;:crsut;zatr:lhl;aao fitr den Nachweis von Bovinen Herpesvirus-1 (BHV-1)-
evirus (BVDV)- und Enzephalomykarditisvirus (EMCV)-AnriItﬁr;;ern
Zum Nachwei i
e dels vor'1 Antikérpern gegen BHV-1 sind sowohl der Virusneutralisationstest
o er indirekte ELISA adéquate Testverfahren (van Oirschot, 1996). Der
in zr-ekte ELISA konnte nicht verwendet werden, da kein Anti-Nashom-Konjugat zur
Verfiigung stand. Daher war der VNT die Methode der Wahl
D o1 . * 0 ‘
A:tr.k;wlkroneutrallsatnonstest ist zur Darstellung der Seroprévalenz von BVDV-
i 'rpem im Rahmen einer epizootiologischen Untersuchung eine schnelle
materialsparende und sichere Methode (Frey und Liess, 1971) '
De . 0y ' .
r Nachweis von EMCV Antikérpem wurde auf Empfehlung von Herrn Dr. Ahl aus

d'er Bundesforschungsanstalt fur Viruskrankheiten, Tabingen, ebenfalls mit de
Virusneutralisationstest durchgefihrt. "

6.2.3.3 Indirekter Immun, .
(ERV.1)- Antikrpern tflucreszenztest (1IF) filr den Nachweis von Equinen Herpesvirus-1

Di .
daz Seroprévalenz von EHV-1 Antikérpern bei Equiden ist weltweit nahezu 100%, so
' naf .nur durch eine Untersuchung von Serumpaaren eine Aussage Gber den

ektionsstatus eines Tieres gemacht werden kann. Fir eine orientierende Studie
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Ober die Exposition von Nashornern liefert auch eine Untersuchung eines einzeinen

Serums aussagekraftige Ergebnisse. Es besteht eine hohe Kreuzreaktivitdt zwischen
EHV-1 und -4. Da nur eine sehr begrenzte Menge an Probenmaterial vorhanden war,
wurde nur auf Antikérper gegen EHV-1 untersucht. In Vorversuchen konnte eine
Kreuzreaktion von Nashomserum mit dem Ziege-Anti-Pferd-FITC nachgewiesen

werden, so daB der IIF eingesetzt werden konnte. Der IIF wurde dem VNT in diesem

Fall vorgezogen, da mit dieser Methode auch nicht neutralisierende Antikorper

nachgewiesen werden konnen.

6.2.3.4 Hiimagglutinationshemmest (HAH) filr den Nachweis von Parainfluenza 3-
Antikirpern

Antikérper gegen Pl 3-Virus wurden mit dem HAH nachgewiesen (Carbrey et al.,
ndardmethode in der P 3-Diagnostik.

1971). Der HAH ist die anerkannte Sta
Hamolytische Seren kénnen allerdings nicht getestet werden.

6.2.3.5 Nachweis von Antikdrpern gegen Rifutalfieber (RVF)

neutralisationstest far den Nachweis von Antikérpern gegen RVFV ist hoch

Der Virus
spezifisch. Es werden selbst friheste immunreaktionen gegen RVFV nachgewiesen.
lebende Erreger eingesetzt, sO daR dieser

im Neutralisationstest werden allerdings
Testnurin endemischen Gebieten angewendet werden sollte.

Als Alternativen  stehen ELISA, Hamagglutinationshemmtest, Agar-Gel-
immunfluoreszenztest und die KBR zur Verflgung.
ren Viren aus der Phlebotomus-Fieber-
A stellt eine zuverlédssige
Tierspezies Antikdrper
1995). Er ist daher die

immunodiffusionstest,
Kreuzreaktionen zwischen RVFV und ande
Serumgruppe sind prinzipiell moglich. Der kompetitive ELIS
und sensitive Altemative dar, mit der bei verschiedensten
gegen RVFV nachgewiesen werden kénnen (Paweska et al,

Methode dar Wahl.

6.2.3.6 Mikroagglutinationsreaktion (MAR) fir den Nachweis von Leptospirenantikdrpern

n kénnen mit der Komp!emenlbindungsreaktion (KBR),
d der MAR nachgewiesen
nostischen Verfahren,

Antikérper gegen Leptospire
dem 0bjekttrégeragglulinations-SchnelItest (Screening) un
werden. Die MAR hat die grofite Bedeutung unter den serodiag
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6.3 Anzahl positiver Reagenten fir die untersuchten Infektionskrankheiten bei
gnostik ist es von Vorteil, auf méglichst viele freilebenden Nashdmem in den verschiedenen Gebieten
Serovare zu untersuchen (Schénberg et al,, 1 $84). 6.3.1 Afrikanische Pferdepest (AHS)

Im Rahmen serologischer Untersuchungen von Wildtieren aus dem sadlichen Afrika
sind in 7 von 121 Nashomseren Antikérper gegen AHS im Virusneutralisationstest

) nachgewiesen worden (Barnard, pers. Mitteilung). In den eigenen Untersuchungen
. nach der Tierart sowie nach dem Zweck der

Untersuchung (Alton et al,, 1975; Erliberg, 1984). Einige Nashornseren hatten
antikomplementére Wirkung und konnten nicht ausgewertet werden. Die KBR ist

gemal WHO-FAQ-Bericht (1971) standardisiert, Die KBR kann material- und

wurde ein héherer Anteil an seropositiven Nashérnern nachgewiesen. Eine mégliche
Ursache ist, daR die Proben im kompetitiven ELISA getestet wurden, der ein sehr
sensilivas Testverfahren darstellt, da im Gegensatz zum VNT nicht nur
neutralisierende Antikérper nachgewiesen werden kénnen. Es konnte gezeigt werden,
da@ Nashtmer Trager von Antikérpemn gegen AHS sind und dait sie als Anzeiger
dienen kénnen, ob AHS in dem jeweiligen Lebensraum der Tiere vorkommt.

Es gibt keinerlei Berichte iber klinische Erkrankungen oder Virusnachweise von AHS
beim Nashorn, d.h. die Frage, ob Nashémer auch als Ubertréger oder Virusreservoir
in Frage kommen, kann im Rahmen dieser Untersuchungen nicht geklart werden.

Das Virus der AHS ist in Osl- und Zentralafrika endemisch und breitet sich in
regelméBigen Zeitabstdnden siidwarts aus (Theiler, 1921). Die AHS ist nicht direkt
kontagits, sondem wird durch Stechmilcken, hauptsachlich Culicoides spp.,
Ubertragen. Die Verbreitung der Krankheit ist somit an ihren Vektor gebunden. In
Namibia fiel Anfang dieses Jahrhunderts regelmalig ein GroRteil der

und Whaley, 1986).

6.2.3.8 K omplementbindungmakﬁon  fiir den quanosomenanﬁkﬁrpemachwais

Humorale Antikérper gegen Trypanosomen kénnen auch bei latenten Infektionen im

Serum nachgewiesen werden. Die KBR wird zur Veriﬁzierung klinischer Diagnosen

und zur Detektion von latenten Infektionen angewendet (Anonymus, 1 997). Die
Mikromethode ist malerial- und zeitsparend (Herr et al., 1985), ' .

Seren mit antikomplementarer Wirkung wurden ni
gegen T. cruzi und T, evansi sind prinzipiell mdglich

cht ausgewertet. Kreuzreaktionen

Pferdepopulation AHS-Epidemien zum Opfer, aber seit der Einfihrung eines
Impfstoffes im Jahre 1934 gab es nur noch sporadische Ausbriiche {Schneider,
1994). 1994 sind in Namibia nur vier Falle gemeldet worden (Anonymus, 1994),

Durch serologische und virologische Untersuchungen konnte nachgewiesen werdan,
daR Zebras aus Namibia fir den Ausbruch der AHS in Spanien 1987 verantwortlich
waren (Lubroth, 1988). Entgegen vielen anderslautenden Berichten ist AHS in
Sadafrika, mit Ausnahme der Transvaal-Tisfebsne und Natal, nicht endemisch. Das
Transvaal-Hochland, Orange Free State (Kimberiey) und die Kapprovinzen sind
normalerweise frei von AHS (Coetzer und Erasmus, 1984). Im Kruger-Nationalpark
{KNP) haben die meisten Zebras Antikérper gegen AHS (Erasmus et al., 1976). Auch
in Kenia sind sowohl bei Zebras als auch bei Afrikanischen Elefanten Antikérper
gegen AHS nachgewiesen worden (Davies und Otino, 1977: Erasmus et al., 1978).

3
E

T e et
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Diese Ang i
gaben stimmen mit den Ergebnissen dieser Untersuchung Uberein. Dig

obe i

. :genannte Verbreitung des AHS-Virus erkian warum weder in Namibia noch
mberl iti ' o

ey seropositive Nashémer gefunden werden konnten. Die Ursache far den

dem KNP und Natal ej i

oo ‘ einerseits und Keni
) rerseits kann an der Jahreszeit der Probennahme, an der aktu eIInla

epidemiologi ituati ’ S

upt mu?log!schen Situation von AHS 2ur Zeit der Probenentnahme ung
nterschiedlichen Infektionsdruck durch die Vektorpopulation liegen -

6.3.2 Blauzungenerkrankung (BT)

BT ist i ; X
B'aulst in Afrika endemisch (Meltzer, 1989). Es ist bekannt daR das Virus d
Zun i i ' o
— generkrankung sich in verschiedenen Antilopenarten replizieren kann
Pson, 1978); es gibt aber keing Berichte von pathogenen Einfliissen des Vi
irus

Huftie i i ;
gemmren ir: sQdlichen Afrika nachgevliesen worden {Bengis und Erasmus 1988). BT
J e i : .
lnfek“om;kmenso . wie 'AHS, Zu den urspranglich in Afrika  einheimischen
nkheiten. Die meisten Wildtiere haben sich durch Selektion an das Vi
'adasptiert, S0 daf es nicht 2y klinischen Erkrankungen kommit "
n Simba i '
bwe wurden in 12 von 35 untersuchten Nashornseren (34%) Antikérper

Ergebni:
megs . lte Zeigten (House et al., 1982), scheinen Nashérner nicht so empfénglich fgr
» S Virus zu sein. Ebenso wie das AHS-Virus wird das BT-Virus durch
uisaugende Insekten Ubertragen, in -
, insbesondere Culicoides i
r— i Spp., Moskitos und
Das Aufireten der Krankhsit ist somit mit dem Lebenszykius der Insekten

Keni ildti
ia BT auch unter den Wildtieren weitverbreitet ist. In Namibia ist BT ebenfalls
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endemisch, dort wurde 1994 bei 12 Schafen BT diagnostiziert (Schneider, 1994). Die

Unterschiede im Anteil seropositiver Nashémer in den einzelnen

Untersuchungsgebieten sind vermutlich vom Jahreszeitpunkt der Probennahme und
der unterschiedlichen Verbreitung der Vektoren 2.B. durch glnstigere
Lebensbedingungen fur Stechmticken (Sumpfgebiet) abhangig.

6.3.3 Bovines Herpes Virus- 1 {(BHV-1) infektion

In dieser Untersuchung konnten esrstmals bei sieben Nashfrnem Antikérper gegen

BHV-1 nachgewiesen werden. Der Verdacht - einer Herpesvirusinfektion bei

Nashdrnem war friher nur von einem Fall im Zoo Berlin bekannt (Goltenboth, 1988).

Allerdings konnte damals kein Virus isoliert oder nachgewiesen werdsn.

Eine Infektion mit BHV-1 ruft eine Antiktrperreaktion hervor, die ein Leben lang
bastehen bleibt. Fast alle Wiederkéduer sind empfénglich far éHV-1. es soll aber keine
anderen Reservoire fur BHV-1 geben {(Anonymus, 1996). Allerdings sind Infektionen
auch von Nicht-Wiederkduern bekannt, denn es wurden auch in Seren von
FluBpferden (Hippopotamus amphibius) Antikérper gegen BHV-1 gefunden (Kaminjolo

und Paulsen, 1970).
In anderen Untersuchungen aus Sidafrika und Simbabwe konnten bei Nashdrnern

keine Antikérper gegen BHV-1 nachgewiesen werden (Barnard und Anderson
unverdffentl. baten). Fanf der sieben positiven Reagenten stammten von der Solio
Game Ranch in Kenia. Es ist anzunehmen, dall es dort durch intensiven Kontakt mit
Wildwiederkéuern zu einer BHV-1-Infektion gekommen ist. Der Antikérpernachweis
bedeutet jedoch nicht, dall Nashérner ein Reservoir far BHV-1 sind. Das Virus ist in
Sadafrika weitverbreitet. In Namibia wurden die letzten gesicherten BHV-1 Infektionen
1993 diagnostiziert {Anonymus, 1994). In Kenia sind bis zu 40% der Rinder infiziert
{Kaminjolo und Paulsen, 1970). Infolge der geringen Anzahl der seropositiven Tiere
kénnen keine signifikanten geographischen Unterschiede festgestelit werden.

6.2.4 Equines Herpes Virus- 1 (EHV-1) Infektion

Das EHV-1 und das nah verwandle EHV-4 sind weltweit verbreitet. Bei Wildtieren
sind Antikérper gegen EHV-1 und EHV-4 auch bei allen Zebraarten nachgewiesen
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worden (Barnard und Paweska, 1993; Borchers und Frélich, 1997). Eine
Virusisolierung aus freilebenden Zebras ist allerdings noch nicht gelungen. Berichte
von Infektionen beim Nashorn gibt es bisher nicht. In dieser Untersuchung konnte
erstmals die Pravalenz von Antikérpem gegen EHV-1 bej Nashérmern und somit ihre
Empfénglichkeit fir dieses Virus nachgewiesen werden,
Glykosylierte Virusstrukturproteine auf der Virushille spielen bei der Induktion der
zelluléren und humoralen Immunantwort eine groRe Rolle. Das Glykoprotein B (gB)
der Herpesviren besitzt hoch konservierte Epitope und ist an der Kreuzreaktion
verschiedener Herpesviren im Neutralisationstest beteiligt (Ludwig et al., 1983). So ist
es méglich, daB Nashérmer spezifische Herpesviren baben, die mit EHV-1
krauzreagieren,
Der Anteil seropositiver Nashémer (9,1%) ist im Vergleich zu Zebras (bis zu 87%)
allerdings wesentlich geringer. Das kann u. a. an einer geringeren Spezifitat des
Testes liegen, an unvolistindigen Kreuzreaktionen mit dem Ziege-Anti-Pferd-
Konjugat, und auch in einer geringeren Erppfanglichkeit far das Virus begrundet sein.
In Pferdepopulationen ays verschiedenen Léndem ist eine EHV-1 Seropravalenz von
bis 2u 100% nachgewiesen worden. In Stdafrika gehéren equine Herpesviren zu den
wichtigsten Emegem beim Pferd. Im KNP waren 87% der Burchell-Zebras (Zebra
quagga burchelli) seropositiv for EHV-1 und 92% positiv fur EHV-4 (Barnard und
Paweska, 1993). Das entspricht dem Durchseuchungsgrad der Plerdepopulation in
diesem Gebist (Sabine et al., 1983). in Namibia werden sporadische Ausbruche der
Equinen Herpesvirus-1 -Infekton gemeldet. In einer serologischen Untersuchung von
Hartmann-Bergzebras (Equus zebra hartmannae) aus Namibia waren 100% der Tiere
seropositiv fur EMV-1 und 33% positiv fir EHV-4 (Borchers und Frolich, 1997). Aus
Kenia liegen Daten dber den Infektionsstatus von EHV-1 weder far Pferde noch far
Zebras vor (Anonymus, 1994). Man kann aber davon ausgehsn, daf diese ungewisse
Situation der in den anderen afrikanischen Landemn entspricht. Durch die Eigenschaft
der Herpasviren, latente Infektionen auszubilden, werden Virusreservoire geschaffen,
die eine standige Quelle fur Neuinfektionen sind, womit die hohen Pravalenzen far
EHV-1 erklart werden kdnnen (Rock, 1992). Inwiewsit Zebras als Virusreservoir eine
Rolle spielen, ist aber noch vollig ungeklart (Bamard und Paweska, 1993).
Die territorialen Unterschiede in den Anteilen seropositiver Nashérner in dieser
Untersuchung sind wahrscheinlich auf den unterschiedlichen Konfakt mit Virustragem
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zurtickzufihren, d.h. in Kenia haben die Nashérner vermutlich einen geringeren

Kontakt zu infizierten Equiden.

6.3.5 Bovine Virus Diarthoe/ Mucosal Disease (BVD/MD)

Das Virus der BVD/MD ist weltweit verbreitet. Seroepidemiologische l;lntersf:munge;
bei Wildwiederkduemn aus Europa, Nordamerika, Australien uf\d Afrika z?lgen, da r
viele Spezies Antikérper gegen das BVDV haben, wobei nicht nur Wledetrkat;eei
empfanglich sind (von Campen et al. im Druck). In dieser Untersuchu‘ng konn.end B
drei Nashornern Antikérper gegen BVDV nachgewiesen werden - ein Beweis, da
auch Nash6rner BVDV- exponiert sind. Das entspricht auch den .neue.sten
Untersuchungen von Anderson (unverdffentliche Daten)t der bsi Faemiennel
Spitzmaulnashorn in Simbabwe Antikérper gegen BVDV nachwe}s',en kor?me. hlr eder
Beurteilung geographisch-epidemiologischer Unterschiede reicht die Za

seropositiven Tiere nicht aus.

6.3.6 Parainfluenza 3-Infektion (P 3)

Pl 3 ist weltweit verbreitet. Wildwiederkéuer weisen eine hohe Prévalenz des Vi:f

auf (Erasmus und Boshoff, 1967, Barrat et al., 1985; Kingscote. und Bohal, 19 d,

Giovannini et al, 1988). Auch bei anderen Wildtieren, wie z.B. FIuB|.:>fer ,

Afrikanischer Elefant und Bergzebra, konnten Antikérper egen. Pl 3 na‘chgeWIe.sen

werden. Eine krankmachende Wirkung des PI 3-Virus beim Wild |.st dar.zelt n‘och nllc;\t

nachgewiesen. Am wahrscheinlichsten ist, da@ &hnlich wie beim Ranc?'elne‘P -

Virusinfektion préadisponierend wirkt fir schwerwiegende Sekundannfekuon‘en,

vomehmlich der Atmungsorgans. Andere Symptome wie A'borte f«innen n|c1h6t
ausgeschlossen werden (Dedek, 1992). Erasmus (1967) wies bel‘ 10 von -
Nashémern Pl 3-Antikdrper nach. In der vorliegenden Untersuchung ist der An fe"z

seropositiver Nashémer geringer, doch konnte bestatigt werden, daf Nashémer flr

i lich sind.

‘:;:\;::‘Z::‘ ‘\’;‘::: ein breites Wirtsspektrum hat und viele Wildtierarten Antik.ﬁrper
aufweisen, gelten Rinder als das Hauptvirusreservoir (Dedek, 1992). Daher kOnn'en
Unterschiede in der Exposition von Wildtieren zu Pl 3 mit der wechselinden Intensitat
von Haustier- Wildtierkontakten begriindst werden.
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6.3.7 Enzephalomyokarditis (EMC)

Bei einer serologischen Studie von Wildtieren im stdiichen Afrika wurden keine
Antikérper gegen das EMC-Virus nachgewiesen (Bengis, 1996). Dieses Ergebnis
stimmt mit den eigensn Untersuchungen tiberein.

Das Reservoir fir das EMC-Virus sind wildlebende Nagetiere. In Zoos wurden EMC-
Virusinfektionen auch bei Primaten, Pferden, Rindern, Elefanten und GroBkatzen
nachgewiesen (Krauss et al., 1986). Es gibt Berichte aber Todesfalle von Nashérnern,
die in Zoos gehalten wurden (Gaskin et al., 1980; Olsen, 1989). Berichte GUber
freilebende seropositive Nashomer liegen nicht vor. Da aber das Nashorn
offensichtlich an EMC erkrankt, kann die Abwesenheit von Antikérpern im
Neutralisationstest auch darauf zurtickzufihren sein, daR beim Nashorn EMCV-
neutralisierende Antikdrper eine nur kurze Halbwertszeit haben und so bej der
Probenentnahme nicht mehr vorhanden waren. in der Zoohaltung haben Nashémer
einen engeren Kontakt zu den virustraggnden Nagetieren als in der freien Wildbahn,
So sind freilebende Nashérner einem gegingerem Infektionsdruck ausgesetzt.

6.3.8 Rifttalfieber (RVF)

In Afrika einheimische Tiere sind hsufig nur inapparent mit dem RVF-Virus infiziert
(Anonymus, 1996). Es ist bekannt, daR der Kaffembiffel fur das RVF-Virus
empfénglich ist (Davies, 1981). Im KNP konnten sowohl beim Flulpferd als auch beim
Afrikanischen Elefanten Antikérper gegen das RVF-Virus nachgewiesen werden
(Bengis und Erasmus, 1988). Berichte dber serologische Untersuchungen auf RVFV
beim Nashomn liegen nicht vor. In dieser Untersuchung konnten keine seropositiven
Tiere identifiziert werden. Aus Simbabwe gibt es aber neus Untersuchungen, bei
denen 23 von 194 untersuchten Nashdrmern Antikérper gegen RVFV hatten
{Anderson, im Druck). Es kann aiso davon ausgegangen werden, dafl das Nashorn
far RVFV zwar empfanglich, die Exposition aber gering ist.
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6.2.9 Beschilseuche der Pferde (Trypanosoma equiperdum)

moses beim Spitzmaulnashorn (Harthoorn,
en (1981) fand bei 32 von 33 Nashdmern
der Bruceigruppe. Berichte
icht vor. Auch in

Es gibt mehrere Berichte Ober Trypanoso:
1976; McCulloch und Achad, 1969). Claus
aus Kenia und Tansania Antikdrper gegen Trypano§omen o
ber Erkrankungen oder Infektionen mit Tryp. equiperdum gad‘gewmsen N
dieser Untersuchung konnten keine seropositiven N'ashbmer n et Gbor
Im Gegensatz zu allen anderen Trypanosomen wird Tryp. equip

i er Regel wird
Arthropoden als Vektoren tbertragen sondem wahrend des Koitus. Ind q

del Elle er r h n I r i e.ﬂ Helde en esdlleppt,

‘ j iden zu den
Empféanglich sind alle Equiden. Obwohi das Nashorn mit den E::Jerdum o
Perissodactyla gehdt, ist eine Ubertragung von Tryp. equip

unwahrscheinlich.

6.3.10 Brucellose

in serologischen Untersuchungen konnte

Brucellose ist in Afrika endemisch. Litiore schon Vor dem

i Wi
i ohl Haustiere als auch .
T waptis o ssen mit Brucella spp. infiziert waren. Bei

..
Wllldﬁe!e auf'echterha“en, sie Stellen dadurd‘ aln .RGSBI VOl 'u' dle ||8U$tlele dar
(Be""a“ ‘ ' m ‘ I 26 l rozer Wt ur ld n s""babwe |3l6 l rozer “ de' Bu"el
H d R f- ore l 981 ibt ‘ N

i i Wildtieren in Afrika
Hinweise, daf Brucellen irgendeine pathogene Wirkung bei Wildtiere

. i p g g .
“abe” Be‘ |QESI 8rnern Wl-ll'deli noch nie Al ItlkOl er ge! en B‘ucB“e“ geh-“ |de“ Das

gen entspricht somi

Ergebnis der eigenen Untersuchun: rden, daf Nashomer nicht far

Es kann gegenwértig davon ausgegangen we
Brucellose- Erreger empténglich sind.
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6.3.11 Leptospirose

Die Leptospirose ist weltweit verbreitet, Bej Wildtieren verlaufen die meisten
Infektionen inapparent. Die Hauptansteckungs- und Infektionsquellen far Wildtiere
sind Nagetiere (Habner, 1982; Boch und Schneidawind, 1988). Man unterscheidet
Hauptwirte und Fehlwirte, Hauptwirte sind leicht empfanglich, erkranken aber nur
selten und sind Erregerreservoire, Fehlwirte dagegen sind relativ resistent, erkranken
aber im Falle einer Infektion schwer (Hunter et al, 1988). Bei Spitzmaulnashémem
wird die hémolytische Andmie mit der Leptospirose in Zusammenhang gebracht
(Jessup et al., 1 992). Die einzelnen Serovare haben unterschiedliche Affinitaten 2u
bestimmten Tierarten (van der Hoedan, 1964) und sind for bestimmie Gebiste
spezifisch. Pferde gslten nur fur die Serovare L. bratisiava als Hauptwirt (Hathaway et
al.,, 1981),
Bei Nashdmem sind Antikérper gegen Leptospiren, sowoh| bei in menschlicher Obhut
gehaltenen als auch bei freilebendgn Tieren regelméRig nachgewiesen worden
(Douglass und Potter, 1980; Mikululica, 1986;). Nash6mer sind folglich, wie die
meisten Warmbldter, empfénglich fir Leptospirose,
Bei einer serologischen Studie von freilebenden Nash6mem in Simbabwe konnte
sine hohe Seropravalenz (63%) fur verschiedene Serovare (2.8. L. icterohdmorrhagia,
L. tarassovi, L. bratislava) nachgewiesen werden, Die verschiedenen Serovare
scheinen spezifisch fir bestimmte Sumpfgebiete oder Flutaler zu sein, Es gab keine
Hinweise fur eine Exposition gegenober Leptospiren in ariden Gebieten wie dem
Damaraland in Namibia, Das Auftreten von Infektionen ist von feucht-warmen
klimatischen Bedingungen sowie leicht alkalischen Bodenverhalinissen abhéngig, die
ein Uberleben das Erreger auBerhalb des Wirtes beglnstigen (Buxton und Fraser,
1977). In Sudafrika besteht in den niederschlagsreichen Gebieten, wie dem 6stlichen
Transvaal, Natal und den Kapprovinzen, die grélte Exposition zy Leptospiren. In
Natal wurden bei zwei Spitzmaulnashérnern Antikérper gegen die Serovare L. minj,
L. hardjo, L. tarassovi, t.. copenhageni und L Pomona gefundan. Auch in Kenia ist die
Seroprévalenz in den humiden Regionen am héchsten. D'Souza (1883) wies bei einer

bei 9,2% der Tiere Antikorper gegen L. grppotyphosa nach. In Kenia wird die
Ubenragung des Erregers von Haustieren auf Wildtiere durch das System des Jfree-

grazing* begiinstigt, da Wild- und Haustiere die gleichen Wasserstellen nutzen,

70

Diskussion

ier untersuchten Leptospiren-
o eigene'n Umemu::‘:‘;w;:i‘ﬂ:?::i:::;;::; Tiere mit 21% entsprid.ﬂ
or v Amlkérpell.- getos irer; in verschiedenen Léndemn Afrikas (Feresu, 1987)'. Die
o Prévalednzf‘i,;ndaszor:ommen von Antikorpern in den verschiedenen Gebieten
lsji::ie:;*:;:r :eschriebenen Gebistsspezifitat der Leptospiren zu erklaren.

6.4 Mehrfachinfektionen von einzelnen Tieren o
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i chung konnten
r vorliegenden Untersu . o o
s hange nachgewiesen werden, dal Antikérper gegen bestim
Zusammen ‘
vermehrt gemeinsam auftrelen (2.B. AHS vennehnktn‘ut B':l.lgende Ureachen: 1) die
i Gr eine Mehrfachinfektion
e an siam i sgesetzt. Dieser kann u.a.
i i i hohen Infektionsdruck ausg '
ffenen Tiere sind einem . o
23"; gine hohe Tierdichte in einem Gebiet, hohe Belastung T
ur - I
(krankheitstbertragende Insekten) und fur den Erreger gO::e rg o canen
Bedingungen entstehen. 2) Immunsuppressive Einflusse auf das : e
e X ’ -
StreBsituationen, die durch natirliche Gegebenheiten entstehe‘r:\rl e oo dureh
iore |, oder auch Konkurrenz zu ‘
sultierender Nahrungsmangel, \ e
dar:“: . Tierbesatz. Der Mansch verursacht StreB bei Managementmat
. . i i biete.
zuB Fang, Markierung und Translokationen von Tieren in andere Ge
z2B. \
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Wahrsoheinlichkeit einer Exposition 2u AHS groRer als for Spitzmaulnashémer die

andere Habitate bevorzugen,
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6.6 Schiutfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dap Nash6rer far eine Vielzah! von
Infektionskrankheiten empfanglich sind.
Bei Translokationen von freilebenden Nashérmern und bei Auswilderung von
Zootieren in freie Wildbahn soliten diese Erkenntnisse bericksichtigt werden. Um das
Risiko exotische Krankheiten (z.B. Afrikanische Pferdepest) in nicht-endemische
Gebiete 2u verschleppen (Jessup et al., 1993), so gering wie méglich zu halten, sollte
zumindestens serologisch eine Exposition zu den verschiedenen Erregern der zy
transportierenden Tiere untersucht werden,
Nashérner, die in Zoologischen Einrichtungen aufgewachsenen sind, sind
grétenteils immunologisch inkompetent gegenibar vielen Infektionserregern aus der
freien Wildbahn (Price, 1993). Bei einer Auswilderung kénnte das Risiko einer
Infektion durch gezielte Impfung minimiert werden.
Nashdmer erkranken oder sterben noch héufig aus ungekldnten Ursachen {Milter,
1993). Die vorliegenden serologischen Befunde sing fir eine umfassende
Differentialdiagnostik von Relevanz. Im Falle klinischer Erkrankungen insbesondere
des Respirationstraktes und Verdauungsapparates sollten Krankheiten wie IBR/IPV,
Rhinopneumonitis, Parainfluenza 3- Infektion und BVD/MD stérker berucksichtigt
werden. Andererseits sollen die Ergebnisse dieser Arbeit helfen, das Spektrum
mdglicher Krankheitserreger einzugrenzen. So ist z.B. eine Brucella spp.-Infektion
sehr unwahrscheinlich, da gegenwdrtig in keinem Fall Antikérper oder Antigen bej
Nashémern gefunden wurden,
Waeiterhin ist zu vermuten, daB es auch Nashorn-spezifische Viren gibt, die mit den in
dieser Arbeit untersuchten Erregern in den serologischen Verfahren méglicherweise
kreuzreagieren. Zum Beispiel sind Aquivalente des Glykoproteins B bei
verschiedenen Herpesviren vorhanden, die an serologischen Kreuzreaktionan
beteiligt sind (Borchers et al., 1990). So ist es denkbar, dal ein dem EHV ahnliches
Nashornherpesvirus existiert. Es ist daher von groBem Interesse, diese Viren zu
isolieren und zu charakterisieren,
Zur Anzucht von nashoreigenen Virusarten sollte eine Nashornzelllinie etabliert
werden. Desweiteren ist zu empfehlen ein Nashom Immunglobulin G herzustelien, um
das Spskirum der anwendbaren Testverfahren zu erweitern und deren Spezifitat zu
erhbhen. Fir dieses Vorhaban sollten auch in menschiicher Obhut gehaltens
Nashémer miteinbezogen werden, da diese leichter  erreichbar sind.
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7 Zusammenfassun
—==cmeniassung

Infektionskrankheiten bei freilebenden Nashémern wurden in der Vergangenheit noch
keiner Systematischen Untersuchung unterzogen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine grilere Stichprobe von Seren

Sudafrika, Namibia, Kenia und Botswana,

Gegen sieben Erreger konnten Antikérper nachgewiesen werden,

S0 wurden erstmals Antikérper gegen Herpesviren (Bovines Herpesvirus-1. Equines
Herpesvirus~1) bei Nashérnem detektiert und damit deren Empfanglichkeit far diese
Erreger festgestelit, Bezogen auf die Gesamtzah| der untersuchten Seren ergabsn
sich folgende Expositionen zy weiteren lnfeklionserregem:

27,7 % seropositiv fir Afrikanischef:’ferdepest

56,7% seropositiv fur Blauzungenerkrankung
3,0% Seropositiv fir Bovines Herpesvirus-1
9,1% seropositiv fiir Equines Herpesvirus-1
1,2% seropositiv fur Bovine Virusdiarrhoe-Virys
25,1% seropositiv fir Parainfluenza 3

21% seropositiv fur Leptospira spp.

Es konnten keine Antikérper gegen das Enzephalomyokarditis-Virus, das Riftalfieber-
Virus, Brucefla Spp. und Trypanosoma equiperdum nachgewiesen werden,

Einige Infektionskrankheiten zeigten  signifikante geographisch-epizootiologische
Unterschiede in dem Anteil seropositiver Reagenten.

Weder NashSmer ays Namibia noch ays Kimberley hatten Antikérper gegen das
Afrikanische Pferdepast-virus, dagegen lag der Anteijl Seropositiver Tiere im Krager-
Nationalpark und in Natal zwischen 40 und 50%. Vier der sieben fir das Bovine
Herpesvirus-1 positiven Nashomseren stammien aus Kenia, Antikérper gegen das
Bovine Virusdiarrhos-Virus konnten nur pej stdafrikanischen Nashémern
nachgewiesen werden. Auch die Exposition zu den verschiedenen Leptospiren-
Serovaren war gebietsspezifisch. So waren einerseits in Natal die Nashérner
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besonders zu L. bratislava exponiert. Andererseits konnten in Kenia keine Antlkdrper'
e i .y es n'
gegen L. farrassovi und in Kimberley keine Antikérper gegen L. copenhage:

nachgewiesen werden.
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Es konnten keine Hinweise fiir Assoziationen zwischen dem Aufireten

Infektionskrankheiten nachgewiesen werden.
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8 Summam

Seroeplzootiologlcal investigation of infectious diseases in free-ranging Black
{Diceros bicornis) and White (Ceratotherium simum) rhinoceroses from different
parts of Africa

Information on infectious diseases in free-ranging rhinoceroses is still limited.

In this survey 287 serum samples from free-ranging rhinoceroses from several African
countries were tested for antibedies against eleven infectious diseases of which
Seven were detected. For the first time anlibodies against herpesviruses {bovine
herpasvirus 1, equine herpesvirus 1) as well as bovine viral diarrhea virus were
found. As a result of the investigations in this survey, the s-amples tested

27,7 % seropositive for African horsesickness virus,
56,7% seropositive for bluetongu? virus, '
3,0% seropositive for bovine herpesvirus 1,

9,1% seropositive for equine herpesvirus 1,

1.2% seropositive for bovine viral diarrhea virus,
251% seropositive for parainfluenza type 3 and
21,0% seropositive for Leptospira spp..

There was no evidence of an exposure to the encephalomyocarditis virus, Rift Valley
fever virus, Brucella Spp. or Trypanosoma equiperdum.

The exposition to soms of the infectious diseases showed significant geographical
differences. Neither in Namibia nor in the Kimberley region rhinoceroses had
antibodies against African horsesickness, whereas in Kruger Nationalpark and Natal
up to 50% of the rhinoceroses were seropositive. Four out of seven rhinoceroses,
positive for bovine herpesvirus 1 originated from Kenya. All bovine viral diarrhea
virus-seropositive samples were drawn in South Africa. Furthermore it was
demonstrated that the dominant Leptospira serovar varied from ons area to another.

Only for African horsesickness differences in exposition were demonstrated between
the two African rhinoceros species. The higher percentage of seropositive white
rhinoceroses may be due to the differences in habitat preference of the two species.
White rhinoceroses inhabit mainly grassland areas whereas the browsing black
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- . f
rhinoceroses prefer bush vegetation providing an adequate browse atva hel'ght o
about 1,5m (shrubs and young trees). It is therefore more likely for white rhinoceroses

i i frican
to share their habitat with zebras, which are known to be a reservoir for the Al

horsesickness virus.
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Abkilirzungen

Abkiirzungen

Abklirzungen

AHS:
Ak
Bfa:
Bgwv:

BHV-1:
BT:
BVD/MD:
8vDv:
DME:
ED:
EDTA:
EHV-1:
ELISA:
EMCV:
FHD:
FITC:
FKS:
gB:
G-6-P:
GBK:
HA.:
HE.
HAH:
IBRAPV:
lF;
KBR:
KIDs,:
Km:
KNP:
Mak:
MAR:
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Afrikanische Pferdepest (African horsesickness)
Antikérper

Bundesforschungsanstait

Bundesamt far gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterindrmedizin

bovines Herpesvirus-1

Blauzungenerkrankung {Bluetongue)

Bovine Virusdiarrhoe/ Mucosal Disease

Bovine Virusdiarrhoe Virus

Dulbeccos’ Modified Eagle

equine Dermiszellen

Ethylen Diamin-Tetra- Na-Azetat

equines Herpesvirus-1

Enzyme Linked Immunoscfrbant Assay
Enzephalomyokarditis-Virus

volle hdmolytische Dosis (full haemolytic dose)
Fluoreszin Isothiozyanat

fétales Kélberserum

Glykoprotein B

Glucose-6- Phoshat

Georgia bovine kidney

Hémagglutination

hémagglutinierende-Einheit

Hamagglutinationshemmtest

Infektiése bovine Rhinopneumonief Infeklisse pustulére Vulvovaginitis
Immunfluoreszenzhemmtest (Inhibiting Immunoﬂuorescence)
KompIemembindungsreaktion

Kulturinfektidse Dosis unter Zugrundelegung des 50% Endpunkt
monoklonale Kontrolle

Krager Nationalpark

moncklonale Antikérper

Mikroagglutination

MHD:
MKS:
nzp:
0oD:
OPD:
P.L:
PBS:
PFU:
Pl 3:
RVFV:
SRBC:
VBD:
VNT:
W.H.O.:

minimale Hemmdosis

Maul- und Klauenseuche

nicht zytopathogen

optische Dichte
Orthophenyi-Diamin-Dihydrochlorid
prozentuale Hemmung
Phosphat gepufferte Salziésung
Plague bildende Einheit
Paraninfluenza 3
Rifttalfiebervirus
Hammelbluterythrozten

Veronalpuffer
Virusneulralisationsiest

Waeltgesundheitsorganisation
Zellkulturmedium

Zenfral Nervensystem
2zytopathogen
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