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1. Ubersichtsarbeit: Equine Infektiose Anamie (EIA)

1.1. Abstract

Equine Infektiose Andmie (EIA) ist eine meldepflichtige, auszurottende Tierseuche, die
durch das equine Lentivirus (Familie Retroviridae) hervorgerufen wird, welches
ausschliesslich Equiden befallt. Die Krankheit kommt weltweit vor und wird durch
stechende Insekten oder Blutkontakt anderer Art lbertragen. Zu den Symptomen gehdren
unter anderem Fieber, Apathie, Leistungsabfall, Abmagerung, Anamie, Odeme und
petechiale Blutungen. Es kommen aber auch inapparente Tragertiere mit unauffalligen
Verlaufsformen vor. Die Diagnose erfolgt durch den Nachweis von Virus-Antikorpern
mittels des ,,Coggins“-Tests (Agar-Gel-Immundiffusions-Test) oder eines ELISA-Tests.
Die Schweiz ist momentan offiziell frei von EIA. Das Risiko, dass die Krankheit in die
Schweiz eingeschleppt werden konnte, ist jedoch nicht zu unterschatzen, da in den letzten

Jahren in verschiedenen europdischen Landern EIA-Falle aufgetreten sind.

1.2. Review: Equine Infectious Anemia (EIA) - Summary

Equine Infectious Anemia (EIA) is a reportable, eradicable epizootic disease caused by the
equine lentivirus of the retrovirus family which affects equids only and occurs worldwide.
The virus is transmitted by blood, mainly by sanguivorous insects. The main symptoms of
the disease are pyrexia, apathy, loss of body condition and weight, anemia, edema and
petechia. However, infected horses can also be inapparent carriers without any overt signs.
The disease is diagnosed by serological tests like the Coggins test and ELISA tests.
Presently, Switzerland is officially free from EIA. However, Switzerland is permanently at
risk of introducing the virus as cases of EIA have recently been reported in different

European countries.



1.3.  Die Equine Infektiose Anadmie (EIA)

Equine Infektiose Andmie, auch ,,Ansteckende Blutarmut der Einhufer genannt, ist eine
1843 erstmals beschriebene Infektionserkrankung, die ausschliesslich Equiden (Pferde,
Esel, Zebras) befallt. Diese Arbeit soll dazu dienen, den Leser mit den Eigenheiten der EIA
vertraut zu machen und zu verhindern, dass allféllige auftretende Falle mangels Kenntnis
der Krankheit unerkannt bleiben und die Krankheit dadurch weiter verbreitet werden

kodnnte.

1.4. Vorkommen

EIA tritt weltweit (MacAllister und Floyd, 1996), jedoch mit ausgesprochen regionaler und
zeitlicher Haufung und vorwiegend in Nord- und Siidamerika, Afrika, Asien, Australien
sowie Sld- und Osteuropa — insbesondere in den Balkanstaaten - auf (Sabirovic et al.,
2006). In nord- und mitteleuropaischen L&ndern kam die Krankheit bisher nur sporadisch
vor. lhre Verbreitung auf unserem Kontinent ist Abbildung 1 zu entnehmen — da keine
systematische Uberwachung stattfindet, bleibt der EIA-Status der meisten europaischen
Lander jedoch unklar. Félle und sogar Ausbriiche von EIA haben in der letzten Zeit diverse

européische L&nder heimgesucht:

In Deutschland ist EIA zuletzt am 25. September 2008 bei einem Pferd in Haan in
Nordrhein-Westfalen diagnostiziert worden. Bereits am 21. Mai 2008 war durch das
Nationale Referenzlabor (Friedrich-Loeffler-Institut auf der Insel Riems) bei einem Pferd
in Erfurt (Tharingen) EIA bestatigt worden, nachdem Deutschland bereits in den VVorjahren
von der Krankheit heimgesucht worden war: Schon im September und Oktober 2006 war
es zu mehreren EIA-Ausbriichen in Thiringen und Sachsen gekommen. Im Mai 2007
wurde in Hessen ein Fall der EIA bei einem Criollo amtlich festgestellt, welcher
ursprunglich aus Stidamerika importiert worden war. Ein weiterer Fall wurde im August
2007 in einer Pferdehaltung in Hessen bestétigt: Das betroffene Tier stammte aus
Rumaénien und wurde seit 1998 im selben Bestand in Deutschland gehalten (FLI, 2007).

Auch in Frankreich sind erst im Juli 2008 in St. Etienne de Boulogne (Ardéche) wieder 2
Ponys positiv fir EIA getestet worden (OIE, 2008), nachdem in der Ardéche bereits im
Jahr 2007 mehrere EIA-Falle aufgetreten waren: Im Mai und Juni 2007 waren in Vernon 2

positiv getestete Pferde euthanasiert worden, und anfangs September 2007 wurde in



Lentilléres wiederum eine EI1A-positive Stute gefunden, welche 2 Tage nach dem positiven
Testergebnis verstarb (AHT, 2007 a). Bei der anschliessenden serologischen Untersuchung
von benachbarten Pferden wurden mindestens 7 weitere seropositive Tiere entdeckt (AHT,
2007 b).

Selbst in Osterreich wurden im Jahr 2003 bei einem Pferd Antikérper gegen das EIA-Virus
festgestellt (Sabirovic et al., 2006; Shuljak, 2006).

Auch unser Nachbarland Italien ist bekannt daftir, dass es immer wieder von EIA-Fallen
heimgesucht wird. Die Krankheit scheint in Italien endemisch vorzukommen, obwohl tber
ihre Verbreitung dort bedenklicherweise nur sehr wenige und nicht aktuelle Informationen
verfugbar sind.

In Irland wurde Mitte Juni 2006 der erste EIA-Fall Uberhaupt in diesem Land gemeldet.
Die ersten Falle wurden von den dortigen Tiermedizinern nicht sofort erkannt und daher
verschleppt — was in Anbetracht der Situation, dass die Krankheit in Irland zuvor nie
aufgetreten war und daher nicht erwartet wurde, nicht erstaunlich ist. Bis Ende Jahr waren
38 Pferde (More et al., 2008) erkrankt. Nachforschungen ergaben, dass als Ursache
kontaminiertes Hyperimmunplasma angenommen werden kann, das von osteuropaischen

Schlachtpferden stammte und illegal Gber Italien importiert wurde (Issel, 2008).

In der Schweiz wurde der letzte Fall 1991 in der Pferdeklinik der Universitat Bern bei
einem aus Frankreich importierten Pferd diagnostiziert. Echte endemische Félle gehen
dagegen auf die 1970er Jahre zurlick (Gerber, 1994). Die Schweiz gilt somit als offiziell
frei von EIA.

1.5. Atiologie

EIA wird hervorgerufen durch das equine Lentivirus (behilltes, einzelstrangiges RNA-
Virus), das zu den Retroviridae gehort. Wie alle Retroviren, verflgt das Virus tber zwei
virusspezifische Enzyme: die reverse Transkriptase (RNA-abhangige DNA-Polymerase)
und die Integrase (Archer et al., 1977). Mit deren Hilfe kdnnen Retroviren ihre genomische
RNA in DNA umschreiben und in die chromosomale Wirtszelle integrieren. Weil die
reverse Transkriptase Uber keine Mechanismen zur Kontrolle der Lesegenauigkeit verflgt,
ist die Mutationsrate hoch — bei der Neusynthese wird ndmlich eine grosse Anzahl von

Basen falsch eingebaut. Da das Immunsystem dauernd mit neuen antigenetischen



Varianten der Hullenproteine konfrontiert wird (Rwambo et al., 1990), kann das Virus
lebenslang persistieren, ohne aus dem Karper eliminiert zu werden (Kono, 1972). Dies
geschieht, obwohl sich das Immunsystem bereits des urspriinglichen Infektionsvirus*
entledigt hat. Das Virus zeigt eine grosse Affinitdit zu Lymphozyten und
Monozyten/Makrophagen (Cordes und Issel, 1996). Bei einer Infektion kommt es zu einer
lebenslénglichen, zell-assoziierten Virdmie. Die Viren verbreiten sich im ganzen
Organismus, konnen in verschiedenen Geweben persistieren und sind in Zellen

verschiedener Sekrete und Exkrete zu finden (Eikmeier, 1999).

1.6.  Ubertragung

Unter naturlichen Verhéltnissen wird das EIA-Virus von grosseren blutsaugenden Insekten
wie Stechmicken, Wadenstechern (Stomoxys) und Bremsen (Tabanidae) tbertragen (Stein
et al., 1942). Die zur Infektion notwendige Virusmenge wird wohl nur durch mehrmaliges
Stechen des Virustragers erreicht — sogenanntes ,,interrupted feeding®. Die Insekten
fungieren nur als mechanische Vektoren (Cordes et al., 2004), in welchen keine
Virusvermehrung stattfindet; und etwa eine halbe Stunde nach der Blutmahlzeit scheint das
Blut an ihren Mundwerkzeugen nicht mehr infektios zu sein (Foil et al., 1987). Daher kann
eine Infektion Uber weite Distanzen nicht stattfinden. Weiter spielen vor allem die
iatrogene Ubertragung durch nicht sterile Injektionskaniilen sowie verunreinigte Blut- und
Plasmaprodukte, was den infizierten Pferden in Irland zum Verhangnis wurde, eine Rolle.
Auch Transfusionsbestecke, chirurgische und andere mit Blut kontaminierte Instrumente
wie Maulgatter oder Thermometer sowie Serumpraparate sind fiir die Ubertragung von
Bedeutung. Ansteckungen durch verseuchtes Futter scheinen selten vorzukommen (Gerber,
1994), und Infektionen durch direkten Kontakt sollen unméglich sein (Cordes et al., 2004).
Im Zusammenhang mit dem EIA-Ausbruch in Irland wurde jedoch erstmals postuliert, dass
das Virus moglicherweise doch von Pferd zu Pferd, ndmlich Gber Aerosole, (ibertragbar sei
(Ryder, 2007). Auch die Milch laktierender Stuten ist infektios (Eikmeier, 1999). Trachtige
Stuten konnen aufgrund einer intrauterinen Infektion abortieren oder lebensschwache
Fohlen zur Welt bringen. Eizellen und vor allem Samenflissigkeit scheinen zwar ein gutes
Virusreservoir zu sein (Sabirovic et al., 2006), Hinweise fiir eine venerische Ubertragung
bestehen aber nicht (Iben, 2006).



1.7.  Epidemiologie

Fur die Ubertragung des Erregers von Pferd zu Pferd sind epidemiologische
Charakteristika der Pferdepopulation - beispielsweise (internationale) Transporte,
(illegaler) Handel sowie Medikation mit unsterilen Kanulen durch Trainer und
Pferdebesitzer - relevante Faktoren. Weiter spielen die Mdoglichkeit der Ubertragung durch
Insekten oder verschmutzte Injektionskanulen, die Virulenz des betreffenden

Virusstammes und der Grad der Virdmie infektioser Pferde eine wichtige Rolle.

Auch innerhalb von endemischen EIA-Regionen bestehen - abhéngig von der Insekten-
und Pferdedichte - Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens: Hoch gelegene Gebiete
scheinen weniger geféhrdet zu sein als tiefer liegende. Klinische Falle werden haufiger in
nassen Jahren und eher im Sommer und Herbst beobachtet (Gerber, 1994). Besonders
gefahrdet sind auch Equiden in Sumpfgebieten, was der Krankheit in der englischen

Umgangssprache zu ihrem Trivialnamen ,,Swamp Fever* verholfen hat.

1.8.  Krankheitsformen und klinische Symptome

Die EIA tritt in verschiedenen Formen auf, wobei zwischen perakuter, akuter, subakut-
chronischer und latenter-persistenter, asymptomatischer Infektion unterschieden wird. Es
wird davon ausgegangen, dass Infektionen mit dem EIA-Virus (berlebende Pferde durch
Integration des Virusgenoms in die DNA der Wirtszelle immer zu lebenslanglichen
Tragern machen (Issel und Coggins, 1979). Die Krankheitssymptome sind oft
unspezifisch, und die Liste der Differentialdiagnosen ist entsprechend lang: Anaplasmose,
Babesiose, Equine Virale Arteritis, immunvermittelte hamolytische Andmie anderen
Ursprungs, Petechialfieber, afrikanische  Pferdepest, Leptospirose, Milzbrand,
Salmonellose, Hepatopathien, Nephropathien, starker Parasitenbefall, chronische
Eiterherde  (insbesondere durch  Streptokokken) sowie gewisse Herz- und
Kreislaufkrankheiten. Der Verdacht auf EIA sollte sicher immer dann aufkommen, wenn
Pferde mit therapieresistentem Fieber unbekannter Genese und Abmagerung trotz
erhaltener Fresslust vorgestellt werden (Iben, 2006). Die Inkubationszeit der Krankheit ist
sehr variabel: Sie betrégt in der Regel 5 bis 30 Tage, kann jedoch auch nur einen Tag oder

bis zu 90 Tage in Anspruch nehmen (Gerber, 1994).



1.8.1. Perakuter Verlauf:

plotzlicher Tod ohne vorherige Symptome

1.8.2. Akuter Verlauf:

unvermittelt auftretendes hohes Fieber (40 bis 42 °C); Leistungsabfall; Anorexie;
ausgepragter Durst; Tachykardie; Arrhythmien (durch Myokarditis); hochgradige Apathie;
Muskelschwiche mit schwankendem Gang; Odeme unterschiedlichen Ausmasses; blasse
Schleimhaute infolge Anamie, welche einerseits durch verminderte Erythropoese (gestorter
Eisenmetabolismus) und andererseits durch intravasale Hdmolyse infolge immunbedingter
Reaktion auf Antigen zustande kommt; ikterische Schleimh&ute; Thrombozytopenie
(Clabough et al., 1991), welche durch Reaktion der Antikdrper mit Viruskomponenten auf
den Thrombozyten zustande kommt und vor allem an der Zungenunterseite zu den fir EIA
typischen petechialen Schleimhaut-Blutungen fuhrt (lben, 2006) — vergleiche dazu
Abbildungen 2a, 2b und 3

1.8.3. Subakut-chronischer Verlauf:

Typisch ist ein schubweiser Verlauf, wobei die Schiibe vom Auftreten von Virusmutanten
abhangig sind. Ausldser konnen zum Beispiel Stress, harte Arbeit, andere Krankheiten
oder Therapien mit immunsuppressiven Medikamenten sein (Kono, 1972). Als typische
Symptome gelten inter- oder remittierendes Fieber, Anamie, petechiale Blutungen, Odeme,
gestorte korpereigene Abwehr, Leistungsabfall und Abmagerung (Abbildung 4). Oft
bleiben die Pferde recht munter, magern jedoch trotz guter Fresslust ab. Gegenuber den
fieberfreien Phasen erreichen die Virusmengen im Blut wahrend den Krankheitsschiiben
eine bis zu 10°000-fach erhthte Konzentration (Johnson und Greeley, 2000) - wahrend

dieser Zeit reicht der Biss einer einzigen Bremse aus, um EIA zu Ubertragen.
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1.8.4. Latent-persistenter, asymptomatischer Verlauf:

Bei einer Mehrheit (30 bis 90%) der infizierten Pferde scheint die Infektion in eine
Persistenz ohne klinische Symptome tberzugehen (FLI, 2007). Solche Pferde weisen zwar
nur geringe Virusmengen auf und sind kaum iiber ,,Insektenstichdosen infektiés, bilden
aber ein Virusreservoir. Eine Reaktivierung der Krankheit und damit einhergehende stark
erhohte Virdmie und Infektiositét ist somit — getriggert durch die oben genannten Faktoren
- jederzeit moglich, da die Zellen des mononukledren phagozytierenden Systems (MPS)

infiziert bleiben.

1.9. Diagnose

Diagnostiziert wird die Infektion mit dem EIA-Virus serologisch, das heisst durch den
Nachweis von Virus-Antikorpern entweder mit Hilfe des ,,Coggins“-Tests (Agar-Gel-
Immundiffusions-Test), der fur gewohnlich 15 bis 25, spatestens aber 45 Tage post
infectionem positiv wird (Coggins et al., 1972), oder mit Hilfe eines ELISA-Tests
(Abbildungen 5a und 5b). Der ELISA-Test bringt mehr falsch positive Resultate hervor als
der ,,Coggins“-Test, weshalb positive ELISA-Resultate immer mit dem ,,Coggins“-Test
verifiziert werden missen (Pearson und Gipson, 1988). Seropositive Tiere sind
grundsatzlich immer als infiziert und somit infektios zu betrachten, weshalb auf einen

direkten Virusnachweis verzichtet werden kann.

1.10. Massnahmen

Da die EIA eine auszurottende Tierseuche ist, gelten in der Schweiz die Bestimmungen der
Tierseuchenverordnung (Artikel 204-206): Wenn in einem Bestand der Verdacht auf EIA
besteht, wird Uber diesen durch den Kantonstierarzt die einfache Sperre 1. Grades
angeordnet. Das heisst, Tierbewegungen auf den oder vom Hof werden unterbunden, und
die Tiere mussen aufgestallt werden. S&mtliche Tiere des betroffenen Betriebes und von
Kontaktbetrieben werden serologisch untersucht. Seropositive Pferde missen eliminiert
werden (Abbildung 6). Unter , Eliminierung™ versteht man in den meisten Fillen die
Euthanasie der positiv getesteten Pferde zum Schutz der Population, wobei aber zum
Beispiel in den USA auch eine lebenslangliche Quarantdne mit gleichzeitiger spezieller

Brandmarkung des Pferdes - die es als EIA-Tragertier kennzeichnet - eine Option ist: Der
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Ort der Quarantdne muss sich entweder in einem komplett abgeschirmten Stall oder aber
mindestens 200 yards (1 yard = 0,9144 Meter) von anderen Equiden entfernt befinden
(Cordes et al., 2004), was die Insektenflugdistanz allerdings bei Weitem nicht zu
Ubersteigen vermag. Die Sperrung eines betroffenen Betriebes wird erst aufgehoben,
nachdem alle Uberlebenden Pferde zweimal im Abstand von mindestens vier Wochen im
,Coggins“-Test negativ reagiert haben, wobei die erste Nachuntersuchung friihestens 21
Tage nach der Totung des letzten infizierten Einhufers stattfinden soll. Ausserdem miussen

selbstverstandlich die Stallungen grindlich gereinigt und desinfiziert werden.

Vorbeugend kdnnen nebst der unabdingbaren Einhaltung der allgemeinen Regeln der
Aseptik (,,one horse — one needle — one syringe*) systematisch Insektenschutzmittel
eingesetzt werden. Zudem vermdégen Fliegengitter und gute Sauberkeit in den Stallen das
Vorkommen von Insekten einzuddmmen. Wichtig ist es auch, darauf zu achten, dass nicht
durch stehendes Wasser, zum Beispiel in Dachrinnen oder Tumpeln, Insekten angezogen
werden. Es wird dringend empfohlen, samtliche Pferde, welche sich fir langere Zeit (mehr
als 30 Tage) in Italien aufgehalten haben, vor der Einfuhr in die Schweiz serologisch
untersuchen zu lassen. Bis im Juni 2008 war diese Vorsichtsmassnahme fiir Rennpferde,
welche in Italien trainiert wurden, sogar Pflicht: Ein negativer ,,Coggins“-Test, der
innerhalb von 14 Tagen vor einem Rennen in der Schweiz durchgefiihrt worden war,
musste vorgewiesen werden konnen. Auch fiir andere Pferde, welche sich langer als 30
Tage in ltalien aufgehalten hatten, musste innerhalb von 30 bis 90 Tagen nach der
Riickkehr ein negativer ,,Coggins“-Test vorgewiesen werden konnen, bevor sie wieder als
Starter auf einer Rennbahn angegeben werden konnten (SPV, 2006 und 2008 a und b). Die
tschechische Gesundheitsbehdrde empfiehlt auch dringend, dass alle nach Tschechien
einreisenden Pferde einen hochstens 24 Monate alten negativen ,,Coggins®“-Test vorweisen
konnen (SVPS, 2008 a). Ahnliches empfiehlt der italienische Verband fiir Pferdesport
(FISE): Alle nach Italien einreisenden Pferde sollen einen hdchstens 12 Monate alten
negativen ,,Coggins“-Test haben (SVPS, 2008 b).

Obwohl in den letzten Jahren diverse europdische L&nder von EIA heimgesucht worden
sind, ist seit 2003 fur den Grenzubertritt von sémtlichen aus EU-Staaten (ausser Rumaénien)
in die Schweiz importierten Pferden kein negativer ,,Coggins“-Test mehr erforderlich. Es
ist denkbar, dass sich unter den Importtieren auch inapparent infizierte Tiere befinden. All

dies sind Griinde daflr, dass es sich aufgedréngt hat, auch fur die Schweiz einmal die
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Risikolage zu analysieren und den Nachweis der Freiheit von EIA in der Schweiz

anzustreben.
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2. Originalarbeit: Serologischer und klinischer Nachweis der Freiheit von
Equiner Infektioser Andmie (EIA) in importierten und einheimischen

Pferden in der Schweiz

2.1. Abstract

In der Schweiz ist seit 1991 kein Fall von Equiner Infektioser Anamie (EIA) mehr gemeldet
worden. Mehrere Faktoren bedingen aber ein in letzter Zeit erhéhtes Risiko einer
Einschleppung: hadufige inapparente Infektionen, viele Importpferde bei verschlechterter
Uberwachungslage, EIA-Ausbriche im umliegenden Europa, illegale Einfuhr, kurzzeitige
Aufenthalte und mangelnde Kenntnis der Krankheit.

Um die Freiheit von EIA in importierten und einheimischen Pferden in der Schweiz
nachzuweisen, wurde eine Stichprobe von 666 Blutproben - 434 friihestens im Jahr 2003 aus
definierten Herkunftslandern importierte sowie 232 uber 15 Jahre alte einheimische Pferde,
die grundsatzlich einem l&ngeren Ansteckungsrisiko ausgesetzt waren - mittels eines
ELISA-Tests serologisch untersucht. Alle Untersuchungen fielen negativ aus, womit wir die
Freiheit von EIA (Stand 2008) mit einer maximal noch mdglichen (verpassten) Prévalenz

von 0.5% mit einer Aussagesicherheit von 95% zeigen kénnen.

2.2. Original work: Serological and Clinical Proof of Freedom from Equine
Infectious Anemia (EIA) in Imported and Domestic Horses in Switzerland -

Summary

Switzerland has not reported any case of Equine Infectious Anemia (EIA) since 1991.
However, the risk pathways through which the virus could be introduced have increased:
inapparent infections, imported horses, testing for equidae for EIA prior to importation to
Switzerland is not required anymore, cases of EIA in Europe, illegal movement of horses,

temporary stays, the threat of the disease is not kept in mind.

The aim of this study was to provide evidence of freedom from EIA in imported and
domestic horses in Switzerland. The serum samples from 434 horses which had been
imported in 2003 at the earliest as well as from 232 domestic horses over fifteen years of age

(as elderly horses are at a greater risk of having been infected once in their lifetime) were

14



analysed using a commercially available ELISA test. All samples were seronegative,
indicating that the maximum possible prevalence that could have been missed with this

sample was 0.5% (95% confidence).

2.3. Einleitung

Die Schweiz ist seit 1991 offiziell frei von Equiner Infektidser Andmie (EIA). Das Risiko
einer unbemerkten Wieder-Einschleppung der Krankheit in die Schweiz ist durch die
bekannten inapparenten Verlaufsformen (klinisch unaufféllige, aber latent infizierte Pferde)

jedoch immer gegeben und daher nicht zu unterschéatzen.

Die Anzahl der pro Jahr in die Schweiz importierten Tiere ist auch erheblich. In den Jahren
2004 bis 2006 waren es durchschnittlich nahezu 3°000 pro Jahr (EZV, 2007), was 3.5% der
Gesamtpopulation entspricht. Die Uberwachung von EIA hat sich bei diesen Pferden seit
2003 generell verschlechtert. Seit dem Abschluss der bilateralen Vertrage mit der
Europdischen Union mussen nur noch Pferde aus Drittlandern (d.h. Nicht-EU-L&ndern) fur
den Grenziibertritt mittels ,,Coggins“-Test (Coggins et al., 1972) tberprift werden. Nur fur
Rumanien gilt eine Ausnahmeregelung: Pferde mussen im Zeitraum von 30 Tagen vor dem
Transport aus diesem Land einen negativen ,,Coggins“-Test aufweisen, und Zuchtstuten
mussen dem Test innerhalb von 30 Tagen vor der Gewinnung von Embryonen oder Eizellen
unterzogen werden (BVET, 2007).

Im umliegenden Europa hat es in jungster Zeit zunehmend Falle von EIA gegeben
(Sabirovic et al., 2006), und die Krankheit scheint in Italien und in einigen osteuropdischen

Landern endemisch vorzukommen.
Die illegale Einfuhr von infizierten Equiden kann auch nicht ganz ausgeschlossen werden.

Beim Pferd als meisttransportiertes Haustier besteht ebenfalls die Gefahr der Einschleppung
von Krankheitserregern und der Ansteckung weiterer Pferde wahrend kurzzeitigen
Aufenthalten von ausléandischen Pferden in der Schweiz beziehungsweise von
schweizerischen Pferden im Ausland (z.B. fur Turniere). Kurzaufenthalte von ausléandischen
Pferden in der Schweiz von bis zu einem Jahr werden nach wie vor in keinem

Datenbanksystem erfasst.

15



Potentiell besteht zudem ein fehlendes Bewusstsein fiir die Krankheit bei Pferdehaltern und
Tierdrzten in Landern wie der Schweiz, welche seit langerer Zeit keine Probleme mit EIA
mehr zu verzeichnen hatten. Die mangelnde Erfahrung mit EIA wurde auch den
Tiermedizinern in Irland wahrend dem Ausbruch im Jahr 2006 zum Verhédngnis (lIssel,
2008).

Ziel der vorliegenden Studie war es, mittels einer risikobasierten Untersuchung den
serologischen und Klinischen Nachweis der Freiheit von EIA in importierten und

einheimischen Pferden in der Schweiz zu erbringen.

2.4. Tiere, Material und Methoden

2.4.1. Auswahl der Studienpopulation

Um in einer Population von 85°000 Individuen in der Schweiz eine Schwellenprivalenz
(detection limit) von 0.5% mit 95% Aussagesicherheit zu erfassen, ist eine Stichprobe von
596 zufallig ausgewahlten Tieren erforderlich (WinEpiscope v,, Modul Disease Detection,

www.clive.ed.ac.uk/winepiscope). Unter Berlicksichtigung einer nicht vollstandig zufélligen

Auswahl der Tiere wurde die Erhebung einer risikobasierten, fur die Schweiz
reprasentativen Stichprobe von mindestens 650 Serumproben fur die EIA-Serologie
angestrebt. Daflr wurden die Segmente der Population mit dem hdchsten erwarteten
Infektionsrisiko ausgewdhlt, ndmlich einerseits zwei Drittel nach Abschaffung des
,Coggins“-Obligatoriums (2003) aus Risikoldndern importierte Pferde, andererseits ein
Drittel einheimische Pferde hoheren Alters, da letztere grundsatzlich langer einem
Ansteckungsrisiko ausgesetzt waren. Das Testen alterer Tiere fihrt aufgrund der
lebenslangen  Persistenz  der Antikérper zu einer deutlichen Erhéhung der
Wahrscheinlichkeit, historische Expositionen zu erfassen. Bei den einheimischen Pferden
galt deshalb die Bedingung, dass sie mindestens 15 Jahre alt und in der Schweiz geboren

waren oder seit mindestens 15 Jahren in der Schweiz lebten.

Sowohl bei den einheimischen als auch bei den importierten Pferden spielten Faktoren wie
Rasse, Geschlecht, Verwendungszweck und Haltung bei der Auswahl keine Rolle.
Letztendlich wurden 434 (65.2%) Importtiere und 232 (34.8%) altere einheimische Pferde in
der Studie berlcksichtigt.
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Die Teilnahme an der Studie war fur die Pferdebesitzer freiwillig, und die Projektleiter
waren im Rahmen dieser Studie vom BVET explizit von einer Meldepflicht bei positiven
EIA-Féllen entbunden, um die Besitzer nicht von einer Teilnahme am Projekt
abzuschrecken. Es wurde vereinbart, dass im Fall von positiven Befunden ausschliesslich
die Pferdebesitzer und ihre Vertrauenstierdrzte vertraulich Uber das Testresultat, die
potentiellen Konsequenzen und die bestehende Meldepflicht informiert wirden.

Bei den importierten Pferden wurden Tiere aus denjenigen EU-L&ndern eingeschlossen,
welche seit 2003 EIA-Falle zu verzeichnen hatten oder deren Status mangels offizieller
Informationen unbekannt ist und aus denen regelmassig Pferde in die Schweiz importiert
werden. Dazu gehdren Deutschland, Frankreich, Osterreich, Italien, Ungarn, Tschechien, die
Slowakei, Lettland, Litauen, Polen und Slowenien (Abbildung 7). Obwohl EIA in den
Balkanstaaten endemisch vorkommt, wurden diese nicht in die Studie eingeschlossen, da aus
diesen Staaten praktisch keine Pferde direkt in die Schweiz importiert werden. Pferde aus
Irland wurden nicht beruicksichtigt, da Irland seine Freiheit nach dem Ausbruch im Jahr
2006 mit immensem Aufwand wieder beweisen konnte, indem samtliche mdglichen

Kontakttiere untersucht wurden (Brangan et al., 2008).

Fur die Auswahl der importierten Pferde stellte die eidgendssische Zollverwaltung eine Liste
zur Verfugung, aus welcher die Namen und Adressen der Pferdeimporteure der Jahre 2003
bis 2007 sowie die Anzahl und die Herkunftslander der von ihnen importierten Pferde
hervorgingen. Es wurde darauf geachtet, dass die Anteile der Pferde aus einzelnen
Herkunftslandern in der Stichprobe mdoglichst genau denjenigen der gesamten aus
Risikol&dndern importierten Population entsprachen (Abbildung 8).

Bei den einheimischen Pferden wurde eine fir die schweizerische Pferdepopulation
reprasentative geographische Verteilung angestrebt (Abbildung 9). Da Equiden bisher nicht
in einer zentralen Datenbank registriert sind, wurde vor allem auf Tiere zurlckgegriffen,
deren Besitzer zu friiheren Zeitpunkten bereits an Studien der Pferdeklinik der Universitat
Bern teilgenommen hatten oder welche im Register des Schweizerischen Verbandes fiir

Pferdesport (SVPS) ausfindig gemacht werden konnten.

Die in Frage kommenden Pferdebesitzer wurden telefonisch kontaktiert und — sofern sie mit
der Teilnahme am Projekt einverstanden waren — zwischen Dezember 2007 und August
2008 fur die Blutentnahme bei ihren Pferden besucht. ZwoIlf Prozent der angerufenen

Besitzer von importierten Pferden hatten diese bereits weiterverkauft und konnten deswegen
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nicht besucht werden, und weitere 3% wurden von der Teilnahme ausgeschlossen, weil die
Pferde kurz vor oder nach dem Import bereits freiwillig einem ,,Coggins“-Test unterzogen
worden waren, welcher negativ ausgefallen war. Weitere 16% der angerufenen Besitzer
waren nicht bereit, ihre Pferde fir die Studie zur Verfugung zu stellen. Die am hdufigsten
genannten Grunde fiir die Nicht-Teilnahme waren: kein Interesse, Zeitmangel, Bedenken,
falls das Pferd EIA-positiv wére, schlechte Erfahrungen mit intravendsen Injektionen oder
Blutentnahmen, wertvolles Pferd, Mitleid mit dem Pferd oder das Argument, ihr Pferd sei
gesund und bediirfe keiner Untersuchung auf EIA. Ein Drittel aller ,,Nicht-Teilnehmer*

hatten Pferde aus Italien oder Osteuropa importiert.

2.4.2. Probenentnahme und ELISA

Beim Besuch wurden 9 ml Blut aus der Vena jugularis in sterile Serumréhrchen (Monovette
® 9 ml Z; Sarstedt AG und Co., D-51588 Numbrecht) entnommen.

Die Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und
dann bei 4 °C und 2’400 Rotationen pro Minute (1'160 g) wihrend 11 Minuten zentrifugiert
(Centrifuge 5810 R, Eppendorf). Das Serum wurde mit Pasteur-Pipetten in sterile 9 ml-
Vacuetten ® (Z No Additive; Greiner Bio-One GmbH, A-4550 Kremsmiinster) abpipettiert
und bis zur serologischen Untersuchung bei -80°C tiefgefroren.

Die Serumproben wurden nur einmal aufgetaut und am selben Tag mit Hilfe eines
kommerziell erhéltlichen kompetitiven ELISA-Tests (Equine Infectious Anemia Virus
Antibody Test Kit; IDDEX HerdChek* cELISA, IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine
04092 USA) analysiert (Pare und Simard, 2004). Die optische Dichte wurde von Auge
beurteilt sowie mittels eines Photometers (ELISA-Reader; Sunrise Remote Control, Tecan,
Ménnedorf, Switzerland) bei einer Wellenldnge von 650 nm gemessen und ausgewertet. Flr
den Betrachter optisch unklare ELISA-Resultate wurden mit dem ,,Coggins“-Test verifiziert,
selbst wenn der gemessene Wert der optischen Dichte eindeutig tber demjenigen der

positiven Kontrolle lag.
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2.4.3. Fragebogen

Mit s&mtlichen 313 Besitzern von den 666 beprobten Pferden wurde im Rahmen des
Telefonats oder des Besuchs zudem ein umfangreicher Fragebogen ausgefullt, um
Aufschluss zu erhalten tber Signalement, Risikofaktoren fur die Infektion mit Krankheiten
wie EIA, Krankheitsprophylaxe und ,,Disease awareness* der Besitzer. Insgesamt 101

Besitzer nahmen mit mehreren Pferden an der Studie teil (35% Pferdehéndler).

2.4.4. Statistik

Die weitergehenden statistischen Analysen wurden mit dem Programm NCSS 2007 (NCSS
Statistical Software, www.ncss.com) durchgefihrt.

2.5. Ergebnisse

2.5.1. Zusammensetzung der Stichprobe und serologische Resultate

In der Stichprobe waren insgesamt 60 Rassen vertreten. 7.8% der Proben stammten von
Hengsten, 43.3% von Stuten und 48.9% von Wallachen. Die importierten Pferde waren zum
Zeitpunkt der Beprobung im Durchschnitt 7.4 Jahre alt (Median 7; Wertebereich 0.5 — 21),
die einheimischen Pferde 18.1 Jahre (Median 17; Wertebereich 15 — 30).

Die serologische Untersuchung im ELISA-Test ergab bei samtlichen Proben von den 434
importierten und 232 einheimischen Pferden ein negatives Resultat. Alle 16 im ,,Coggins*-
Test Uberpriiften Proben mit leicht erniedrigten Werten der optischen Dichte wiesen
ebenfalls eine negative Reaktion auf. Die obere Pravalenz-Grenze eines 95%
Bayesianischen Vorhersage-Intervalls fur eine negative Stichprobe von 666 Pferden aus

einer grossen Population liegt bei 0.0055 (0.55%).
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2.5.2. Risikofaktoren und ,,Disease awareness“

Von den im Fragebogen erfassten Pferden hatten sich 19% — wenn sie importiert waren seit
dem Import — schon mindestens einmal im Ausland aufgehalten. Fast 80% der Pferde kamen
ein- bis mehrmals (Durchschnitt 35; Median 11; Wertebereich 0 — 365) pro Jahr in Kontakt
mit stallfremden Pferden — zum Beispiel auf Turnieren oder in der Reitstunde.
Durchschnittlich wurden 25 Pferde (Median 16; Wertebereich 1 — 120) pro Betrieb gehalten.
In der ndheren Umgebung (Umkreis von 500 m) wurde die Anzahl Pferde von den Besitzern
im Durchschnitt ebenfalls auf 25 Pferde (Median 8; Wertebereich 0 — 300) geschatzt.

Achtzig Prozent der befragten Pferdebesitzer unternahmen etwas gegen Insekten: 61%
setzten Repellents ein, 47% benitzten Stirnfransen, ein Ohrengarn oder eine Gesichtsmaske,
11% zogen ihren Pferden Fliegendecken an und 12% ergriffen Massnahmen beziiglich

Futterung, zum Beispiel indem sie Knoblauchpulver fitterten (Abbildung 10).

Von den befragten 313 Pferdebesitzern kannten nur 20% den Begriff EIA, wovon 44% ein
oder mehrere Symptome nennen konnten. Am hdufigsten wurden Abmagerung, Blutarmut,
Fieber und Gelbsucht aufgezéhlt. Knapp ein Drittel der befragten Personen kannten die
afrikanische Pferdepest, und 11% gaben an, schon einmal etwas von West-Nile-Fieber
gehoért zu haben. Fast 50% der befragten Besitzer gaben an, weitere Pferdeseuchen zu
kennen. Beim né&heren Nachfragen fiel allerdings auf, dass nur 15% eine wirkliche
Pferdeseuche und nicht nur eine andere Pferdekrankheit kannten. Folgende Pferdeseuchen
wurden genannt: Rotz, Tollwut (je 6 Personen), Equine Virale Arteritis, kontagidse equine
Metritis (je 4 Personen), Beschdlseuche und Salmonellose (je eine Person). Ansonsten
wurden Influenza (,,Grippe®”, ,Skalma*) von 49%, Druse von 31%, Herpes
(,,Rhinopneumonitis®, ,,Stutenabort) von 12% und Botulismus (,,Silageseuche) von 7% der
Befragten aufgezahlt. Vereinzelt wurden auch Krankheiten wie Kolik (vier Personen),

Strahlfaule, Mauke, Hufrehe, Flechten und Jakobskreuzkraut (je eine Person) genannt.

2.6. Diskussion

Angesichts der europdischen Situation und der beschriebenen Importrisiken war das
negative Resultat samtlicher untersuchter Blutproben fir das Vorhandensein wvon
Antikdrpern gegen EIA nicht ohne Weiteres zu erwarten. Obwohl die maximal noch

mdogliche Pravalenz damit bei etwa 0.5% (mit 95% Sicherheit) liegt, ist der bestmdgliche
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Schéatzwert (maximum likelihood estimate) fir diese Préavalenz 0% (Freiheit von EIA); es
wurde kein einziger positiver Fall gefunden. Diese Aussage der Freiheit wird noch dadurch
verstérkt, dass gezielt Risikosegmente der Population ausgewahlt wurden und dass in der
Schweiz seit 1991 im Rahmen der passiven Uberwachung keine klinischen Falle mehr
gemeldet wurden. In den Regionen, wo proportional weniger Tiere getestet wurden
(Genferseeregion, Zirich, Ostschweiz), ist die maximal theoretisch noch mdgliche
Préavalenz hoher als 0.5%. Praktisch ist der derzeit beste Schéatzwert aus den genannten
Grinden jedoch auch in diesen Regionen 0%. Bei einer Herabsetzung der
Schwellenpravalenz auf 0.1% wiére eine Stichprobe von nicht weniger als 3°000 Pferden

notwendig gewesen.

Die Verteilung der Tiere aus den einzelnen Herkunftslandern in der Stichprobe der
importierten Pferde widerspiegelt die Zielpopulation gut. Die Lander, wo EIA endemisch
vorzukommen scheint — inshesondere Ungarn und Italien — sind sogar Ubervertreten
(Abbildung 8), auch wenn viele angefragte Pferdehalter aus diesem Risikosegment nicht
bereit waren, an der Studie teilzunehmen. Bei Osterreich fallt eine Untervertretung auf,
welche allerdings vernachlassigt werden kann, da dieses Land in den letzten Jahren lediglich
einen positiven Antikorpernachweis zu verzeichnen hatte und Pferde aus Osterreich somit

kein grosses Risiko tragen, infiziert zu sein (Sabirovic et al., 2006; Shuljak, 2006).

Beim direkten Vergleich der Verteilung der einheimischen Pferde in der Studie mit der
Verteilung der gesamten Pferdepopulation in der Schweiz scheint die geographische
Verteilung représentativ. Allerdings bezieht sich der Gesamtpferdebestand in der Schweiz in
Abbildung 9 ausschliesslich auf jene Equiden, die auf landwirtschaftlichen Betrieben

gehalten werden (ca. 85% aller Equiden).

Ein Hinweis darauf, dass die diagnostische Sensitivitdit die Sicherheit einer
Pravalenzschétzung relativieren kann, liefert die positive Diagnose bei einem Wallach in
Erfurt (Deutschland), welche am 21. Mai 2008 durch das Nationale Referenzlabor des
Friedrich-Loeffler-Instituts (Insel Riems) bestétigt wurde (TMSFG, 2008). Dieser Wallach
war seit einem EIA-Ausbruch im Bestand im Jahr 2006 bereits 5 Mal im ,,Coggins*“-Test
Uberpruft und negativ befunden worden. Aufgrund der héheren Sensitivitat des ELISAs darf
dieses Risiko in der vorliegenden Studie wohl doch als sehr gering erachtet werden (Pare
und Simard, 2004).
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Insbesondere Pferde, die urspriinglich aus osteuropdischen L&ndern und Italien eingefihrt
worden waren, waren schwierig zu rekrutieren, da die Besitzer solcher Pferde haufig nicht
bereit waren teilzunehmen oder bereits einen negativen ,,Coggins“-Test vorweisen konnten.
Es darf also nicht vergessen werden, dass durch die freiwillige Teilnahme mdglicherweise
eine Verzerrung stattgefunden hat — besonders weil nicht weniger als ein Drittel der ,,Nicht-
Teilnehmer* Pferde aus Risikogebieten wie Osteuropa oder Italien eingefiihrt hatten.
Schlimmstenfalls kdnnten sich gerade diejenigen Halter geweigert haben, an der Studie
teilzunehmen, bei welchen das grosste Risiko einer vor der Einfuhr erfolgten Ansteckung
ihrer Pferde bestand. Da EIA regional gehduft auftritt, kdnnte auch die Gegebenheit eine
Auswirkung gehabt haben, dass die Herkunftsregionen innerhalb der L&nder nicht
bertcksichtigt wurden, aus denen die importierten Pferde stammten. Auch die Tatsache,
dass es sich bei importierten Pferden in der Regel um jungere Tiere handelt, durfte das

Risiko einer erfolgten Ansteckung tendenziell verringern.

Das Bewusstsein (Bekanntheit und Symptome) fir die Krankheit EIA scheint nicht
besonders gross zu sein. Die Griinde dafiir mégen damit im Zusammenhang stehen, dass
bisher nur wenige an Pferdebesitzer gerichtete Informationen verfligbar waren. Es ist
deshalb wichtig, die ,,Syndromic surveillance® - gerade auch mit dieser Arbeit - durch

Streuung der relevanten Fakten zu verstérken.

Da keine einzige der untersuchten Proben seropositiv war, dirfen wir von einem EIA-
seuchenfreien Status der Schweiz ausgehen. Es darf jedoch nicht vergessen werden, dass die
Gefahr der Einschleppung fortbesteht und deshalb jederzeit mit einem EIA-Fall gerechnet

werden muss.
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5. Abbildungen

Abbildung 1: Rot sind die Lander gekennzeichnet, in denen EIA endemisch vorkommt,
orange diejenigen, welche zwischen 2003 und 2008 Félle gemeldet haben und gelb die
Staaten mit wahrscheinlich endemischen Regionen (A. Kaiser, © Pferdeklinik der
Universitat Bern, 2008).
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Abbildung 2a: Petechien findet man h&ufig erst im Rahmen einer gezielten Untersuchung
mit der Lupe (H. Gerber, © Pferdeklinik der Universitat Bern).

Abbildung 2b: Nahaufnahme: Petechiale Blutungen an der Zungenunterseite sind ein
typisches Symptom der EIA (H. Gerber, © Pferdeklinik der Universitat Bern).

Abbildung 3: Petechien konnen in einigen Fallen auch in der Vaginalschleimhaut
gefunden werden (© B. Iben, 2006).
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Abbildung 4: An EIA chronisch erkranktes Pferd (© Niedersachsisches Landesamt fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit)
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Abbildung 5a: ,,Coggins“-Test (A. Kaiser, © Institut fir Veterindr-Virologie und
Pferdeklinik der Universitét Bern)

Abbildung 5b: ELISA-Test (A. Kaiser, © Institut fir Veterindr-Virologie und
Pferdeklinik der Universitét Bern)
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Abbildung 6: Abtransport eines ElA-infizierten Pferdes in Irland kurz nach der Euthanasie
(© S. More, University College Dublin, 2006)
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Abbildung 7: Pferde aus den markierten Landern wurden im Rahmen der Studie auf EIA-
Antikorper getestet (A. Kaiser, © Pferdeklinik der Universitat Bern, 2008).
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Importierte Pferde 2004, 2005, 2006 (n = 6'367) Importierte Pferde Studie (n = 434)

B Deutschland
B Frankreich
H Italien

B Lettland

M Litauen

m Osterreich
H Polen

i Slowakei
i Slowenien
l Tschechien
B Ungarn

Abbildung 8: Verteilung der importierten Pferde - links: Anteil an der gesamten aus
Risikoldndern importierten Pferdeanzahl in den Jahren 2004, 2005 und 2006; rechts: Anteil
an unserer Stichprobe (A. Kaiser, © Pferdeklinik der Universitat Bern, 2008)
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Total Equiden Schweiz 2007 (n = 74‘881) Einheimische Pferde Studie (n = 232)

B Genferseeregion
B Espace Mittelland
H Nordwestschweiz
W Zirich

B Ostschweiz

B Zentralschweiz

M Tessin

Abbildung 9: Verteilung der einheimischen Pferde - links: Gesamtpferdebestand in der
Schweiz aufgeteilt nach einzelnen Regionen (BFS, 2007); rechts: regionale Verteilung der
in der Studie vertretenen einheimischen Pferde (A. Kaiser, © Pferdeklinik der Universitat
Bern, 2008)
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Abbildung 10: Insektenbekampfung durch die Besitzer (A. Kaiser, © Pferdeklinik der
Universitat Bern, 2008)
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