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. Aus dem Veterinér-bakteriologischen Institut (Prof. Dr. H.Fey)
und dem Institut fiir Tierpathologie (Prof. Dr. H. Luginbiihl)
der Universitiit Bern '

Nachweis von IBR-IPV-Virus, Klinik und Pathologie bei zwei
Ausbriichen von Blischenseuche

i

Von F. Steck, W. Raaflaub?, H.. Koénig und H. Ludwig?

Einleitung

Die Erreger der infektiosen bovinen Rhinotracheitis (IBR) und der infek-
tiosen pustuldsen Vulvovaginitis (IPV) (= Blédschenseuche) sind Herpes-
viren, die beim Rind eine Reihe zum Teil schwerwiegender pathologischer
Verdnderungen hervorrufen. Die beiden unabhéngig voneinander entdeckten
Erreger sind antigenetisch nicht unterscheidbar und werden deshalb in der
IBR-IPV-Virusgruppe zusammengefalt. Straub und Mitarb. berichteten
1964 iiber einen Unterschied zwischen IBR-Virus und IPV-Virus auf Grund
von Untersuchungen mit der tragerfreien Viruszonenelektrophorese in einem
Glukose-Dichtegradienten. IBR-IPV-Virus verursacht eine im Grade vari-
ierende akute Infektion der oberen Atemwege und der Lungen (Madin et
al. 1956), verbunden mit Konjunktivitis (Abinanti und Plumer 1961),
Enzephalitis (French 1962), im weitern pustulése Vulvovaginitis (= Blés-
chenseuche) (Gillespie et al. 1959) und Abort bei der Kuh, infektiose
Balanoposthitis beim Stier (Studdert et al.) und nach kiinstlicher Besa-
mung mit infiziertem Samen nekrotisierende Endometritiden (Kendrick
und McEntee 1967). IBR-IPV-Virusinfektionen sind weit verbreitet, wie
Berichte aus USA, Canada, Australien Neuseeland, England, Deutschland
und Italien belegen. '

Die vorliegende Arbeit berichtet iiber zwei Ausbriiche von Bldschen-
seuche als Deckinfektion. Ein modifizierter Serumneutralisationstest er-
laubte den Nachweis von Antikorpern bei allen infizierten Tieren, soweit
entsprechende Serumproben zur Verfiigung standen.

Die erhobenen Befunde werden eingehend besprochen, da es sich unseres
Wissens um die ersten dtiologisch abgeklirten Ausbriiche von Bldschen-
seuche in der Schweiz handelt. Es ist aber anzunehmen, daf3 die Krankheit
auch bei uns schon seit langer Zeit auftritt (Hess 1920, Hofmann und
Flickiger 1953).

Material und Methoden

Viren: Als Vergleichsvirus wurde der LA-Stamm des infektiésen bovinen Rhino-
tracheitis-Virus (IBR) verwendet. Der Virusstamm gelangte 1962 von Prof. McKercher
in Davis, Californien, Gtber Prof. Mayr in Minchen an unser Institut, wo er 11mal in

1 Praktizierender Tierarzt in Schwarzenburg BE. v
2 Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, GieBen, Frankfurterstrae 83.
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Kilberhoden- oder Kilbernieren-Zellkulturen passagiert wurde. Der Titer der 11.
Passage betrug 108 TCD;y pro 0,1 ml (Tissue Culture Dose 509)1.

Antiserwm: Ein Kaninchen-Immunserum gegen IBR-Virus wurde uns in freund-
licher Weise von Dr. O.C.Straub, Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der
Haustiere, Tiibingen, zur Verfligung gestellt. Der Neutralisationstiter gegen 100 TCDg,
des IBR-Virus betrug 1/160. Gegen den Stamm 227/67 stellten wir durch 12malige
intradermale und 4malige intravendse Injektion von Kaninchen im Abstand von je
7 Tagen ein Antiserum her mit einem Neutralisationstiter von 1/200.

Gewebekultur: Primére Kélberhodenkulturen wurden bei 37 °C bebriitet. Fir Virus-
isolierung und Serumneutralisationstest wurden Rohrchenkulturen, fir Einzelplaque-
reinigung und fiir den Plaque-Reduktionstest wurden Plastic-Gewebekulturschalen?
mit einem Durchmesser von 60 mm verwendet.

Die Anziichtung von etwa 300000 Zellen/Réhrchen erfolgte in 2 ml Medlum 199 mit
0,5 %, Lactalbuminhydrolysat, 100 E. Penicillin, 0,1 mg Streptomyecin und 25 E. Myco-
statin pro ml und 109, Kélberserum (frei von Antikdrpern gegen Virusdiarrhoe und
Parainfluenza 3). Nach 3 bis 4 Tagen war der Zellrasen geschlossen und wurde beimpft,
gleichzeitig wurde auf Erhaltungsmedium gewechselt, welches ansbelle des Kalber-
serums 29, Pferdeserum enthalt.

Virusisolierung: Die Materialentnahme aus der Vagina und der Nasenschleimhaut
erfolgte mit einem trockenen Wattetupfer, der 0,2 bis 0,3 ml Fliissigkeit aufsaugen kann.
Die Tupfer wurden unmittelbar nach der Materialentnahme in 5 ml Isoliermedium ein-
getaucht (mit folgenden Antibiotikamengen pro ml: 500 E. Penicillin, 0,5 mg Strepto-
mycin, 500 E. Mycostatin; 29, Pferdeserum und 0,59, Lactalbuminhydrolysat in
Hanks physiologischer Salzlésung) und in Eiswasser gekiihlt. Bei Stieren wurde die
Priputialschleimhaut mit 20 ml Isoliermedium gespiilt, wovon etwa 5 bis 10 ml wieder
zuriickgewonnen werden konnten. AnschlieBend wurde das Material bis zur Verimpfung
bei —20°C eingefroren gehalten. Unmittelbar vor dem Verimpfen wurde der Tupfer
ausgedriickt und das Medium bei 3000 rpm wihrend 10 Minuten zentrifugiert. Das
Beimpfen erfolgte durch Uberschichten von 1,0 ml, 0,4 ml und 0,1 ml auf den Zellrasen,
Adsorption wahrend 2 Stunden bei 37 °C, Absaugen und Uberschichten der Zellen mit
2 ml Erhaltungsmedium. Zytopathogene Effekte durch IBR-Virus wurden nach 48 bis
72 Stunden beobachtet.

Serologische Untersuchungen

Komplementbindungsreaktion leicht modifiziert nach der Methode des National
Communicable Disease Center, Atlanta, USA (1965), Public Health Monograph No. 74.

Serumneutralisation: Die Seren wurden vor dem Versuch fiir 30 Minuten bei 60°C
inaktiviert.

Die Serumneutralisation wurde in den zwei folgenden Vamanten durchgefiihrt:

Variante 1: Das inaktivierte Serum wurde 1:4,1:8,1:16, 1:32 verdinnt mit PBS
und zu gleichen Teilen mit einer IBR-Virusverdunnung, die 100 TCD;, enthilt, ver-
setzt und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wird 0,2 ml des Serum-Virus-
gemisches in ein Gewebekulturréhrchen mit 2 ml Erhaltungsmedium gegeben; oder
aber es wird 0,2 ml des Virus-Serumgemisches fur 1 Stunde direkt an den Zellrasen
adsorbiert, anschlieBend wird der Zellrasen mit PBS gewaschen und 2 ml Erhaltungs-
medium beigefigt. In beiden Féllen kommt es zu einer zehnfachen Verdiinnung des
Virus-Serumgemisches, mit oder unmittelbar nach dem Beimpfen.

Variante 2: Da mit der ersten Methode der Serumneutralisation keine oder nur
selten Antikérper nachgewiesen werden konnten, wurde folgende Modifikation einge-
fiihrt : Zu 2 ml Serumverdiinnung in Erhaltungsmedium wurde 100 (-1000) TCD;, des

1 Herrn Prof. Dr. med. vet. F.Biirki, Wien, sei an dieser Stelle fiir die Uberlassung des
Virusstammes herzlich gedankt.
2 F aleon-Plastics, Division of B-D Laboratories, Inc., California.
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IBR-Virus in 0,1 ml beigefiigt und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden die 2,1 ml Virus-Serumgemisch auf den Zellrasen gegeben und dort fiir die ganze
Dauer des Versuches belassen. Dadurch wurde eine Verdinnung des Virus-Serumge-
misches wihrend der Inkubation vermieden. Die Ablesung der Réhrchen erfolgte nach
3, definitiv nach 7 Tagen.

Plaquereduktionstest

Die Serumverdiinnungen und eine Verdiinnung des Virus, enthaltend 30 bis 80
Plaque-bildende Einheiten des IBR-Virus pro 0,1 ml, wurden zu gleichen Volumenteilen
gemischt und fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 0,2 ml des
Virus-Serumgemisches bei Zimmertemperatur direkt auf den konfluierenden Zellrasen
einer 60 mm Petrischale gegeben und unter wiederholtem leichtem Schwenken der
Platten adsorbiert. Nach einer Stunde wurden die Platten mit PBS gewaschen und mit
5 ml einer Agarmediumschicht @iberdeckt. (Agarmedium: Medium 199 mit 10 9, Tryp-
tosephosphatbouillon [Difco}, 5 9% Kélberserum, etwa 0,2 % NaHCO; und 0,7 9%, Noble
Agar.) Die Plaque-Zahl wurde nach 3 bis 4 Tagen bestimmt nach Uberschichten jeder
Platte mit 1,5 ml einer Neutralrotlosung (0,01 9, Neutralrot, 0,1 9% NaHCO;, 0,1 9%,
Glukose in Earle’s physiologischer Salzlosung) und weiterer Inkubation- fiir 4 bis 10
Stunden..

Priifung der Empfindlichkeit gegeniiber Ather und Chloroform
(modifiz. nach Bogel und Mayr (1961).

Atherlabilitit: 4 Teile Virussuspension wurden mit 1 Teil Narkosedther versetzt,
geschiittelt und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde zentrifugiert bei
3000 rpm fiir 30 Minuten, die Atherphase abgesaugt und der restliche Ather im Vakuum
verdampft.

Chloroformlabilitit: 4,56 ml Virussuspension und 0,5 ml Chloroform (analysenrein)
werden fur 1 Stunde bei Zimmertemperatur im Schaukelapparat gemischt und an-
schlieBend tiber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Dann wird nochmals geschittelt und far

30 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Der obere Teil der wésserigen Phase wurde zur
Virustiterbestimmung verwendet.

Die mit Ather oder Chloroform behandelten Vifussuspensionen werden anschlie-
Bend in Gewebekultur austitriert. ‘ ‘
Bestimmung der Nukleinsdureart durch Hemmuwirkung von 5-Iodo-2-Deoxyuridin (IDU )

Die Inkorporation von IDU anstelle von Thymidin in Virus-Deoxynukleinsdure
filhrt zur Bildung nicht infektioser Viruspartikel, wéhrend ribonukleinsdurehaltige
Viren nicht beeinflullt werden.

100 TCD;, der fraglichen Virusisolate wurden in parallelen Gewebekulturen ohne
und mit 50 Mikrogramm IDU! ml fiir 3 Tage bei 37 °C inkubiert und anschlieBend die
gebildete Virusmenge in Gewebekultur austitriert.

Ultrafiltration

In einem 10 ml Druckfiltergerit unter 1 Atm. Stickstoff-Druck wurde die zu
filtrierende Virussuspension entweder sukzessive durch Millipore-Zelluloseester Filter
von 220, 100 und 50 my Porendurchmesser filtriert, oder es wurden durch jedes Filter je
10 ml einer nicht vorfiltrierten Virussuspension filtriert.

Resultate
Epidemiologie
Der Verlauf der Blidschendeckseuche ist in Abb. 1 dargestellt. Erkrankte
Tiere wurden erst am 13.Februar gemeldet. Anhand der Buchfithrung der

1 kristallines IDU der Sigma Chemical Co.
3
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Stierhalter tiber das Deckgeschift, der klinischen und der wrologlschen
Befunde lie sich aber der Seuchenverlauf wie folgt ermitteln:

Der Stier A im Bestand N hat bis zum 4. Februar laufend Kiihe gedeckt,
ohne selbst klinisch erkrankt zu sein und ohne eine nachweisbare Deck-
infektion zu iibertragen. Um diesen Zeitpunkt herum muB sich dieser Stier
infiziert haben. Die Seuchenquelle konnte nicht eindeutig eruiert werden.
Am 5. und 6.Februar deckte der Stier A 3 Kithe und Rinder aus 3 verschie-
denen Bestinden, davon erkrankten 2 an Blidschenseuche. In beiden Fillen
blieb die Krankheit auf das gedeckte Einzeltier beschréinkt. Am 7.Februar
deckte der Stier A eine Kuh 1882 aus dem Bestand H. Drei weitere Kiihe im
gleichen Bestand erkrankten der Reihe nach, beginnend mit der Kuh, die
der erstinfizierten am nichsten stand. Ubertragung mit dem Deckakt ist
ausgeschlossen. Sie kénnte durch Kontakt (Schwanzschlagen) erfolgt sein.
Scheidenspiilungen, die zur Ubertragung hétten fithren kénnen, wurden
nach Aussage des Besitzers nicht vorgenommen. Der virologische und der
klinische Befund sprechen fiir ein allméhliches Weitergreifen auf die Nach-
bartiere. ) v

Eine der kontaktinfizierten Kiihe wurde am 18.Februar durch den
Stier C aus dem Bestand F gedeckt. Dieser Stier erkrankte ebenfalls an einer
pustulésen Balanoposthitis. Bevor er als moglicher Streuer erkannt wurde,
ibertrug er die Krankheit am 21.Februar noch auf eine weitere Kuh im
gleichen Bestand F. Diese Infektkette scheint nicht weitergegriffen zu haben.

4 von 7gedeckten Kiihen in 6 Bestdnden

2 von 4gedeckten Kihen
in 4 Bestdnden

Abb. 1 Schematische Darstellung des beobachteten Seuchenverlaufes. ¢ ® infizierte und er-
krankte Stiere bzw. Kiihe und Rinder. @ im gleichen Zeitabschnitt gedeckte, aber nicht er-
krankte Kiihe oder Rinder. Die detaillierte Beschreibung des Seuchenverlaufes ist im Text zu
finden.



Abb. 2 Frihstadium von Blischenseuche mit einzelnen Pusteln und schleimig-eitrigem
Sekret in Vagina.

Abb. 3 Beginnendes Konfluieren der Pusteln zu streifenformigen und unregelmiBigen
Schleimhautlésionen.

Abb. 4 Konfluieren der Lésionen zu flichenhaften diphtheroiden Prozessen (Beginn der Ab-
heilung).



Abb. 5 und 6 Prdaputial- und Penisschleimhaut von Stier C mit multiplen Ulcera, namentlich
in der Nahe der Umschlagstelle. An Penis zudem kleinfleckige Rétungen und kleine Knétchen
(Abb. 6).

Abb. 7 Nichtinfizierte Kélberhodenzellkultur. Phasenkontrast, Vergr. 720 x .

Abb. 8 Gleiche Zellkultur, infiziert mit IBR-IPV-Virus, Stamm V 227/67. Charakteristisch
ist die Abkugelung der Zellen und die Verschmelzung zu mehrkernigen Zellen, Phasenkontrast-
Aufnahme 72 Stunden nach Infektion. VergréBerung 720 x .
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Nachdem der oben erwihnte Stier A im Bestand N am 8.Februar 2 Kiihe
und 1 Rind aus 3 verschiedenen Bestdnden gedeckt und zwei davon infiziert
hatte, deckte er am 11.Februar ein Rind aus Bestand Z. «Um sicherzu-
gehen», wurde dieses Rind 5 Minuten spéter noch mit dem jungen Stier B,
ebenfalls aus dem Bestand N, gedeckt. Sowohl das Rind als auch dieser Stier
B erkrankten in der Folge an Bldschenseuche. Ein weiteres Rind, das der
Stier A in diesem Bestand deckte, erkrankte nicht. Der Stier B belegte vom
12. bis 15. Februar noch 5 Kiithe und Rinder aus 5 verschiedenen Bestinden
und iibertrug die Krankheit noch je auf ein weiteres Tier in 3 Bestédnden.
Insgesamt wurden, soweit sich dies feststellen liel, vom 5. bis 21.Februar
in 10 Bestinden 3 Stiere sowie 13 Kiithe und Rinder befallen. Nach Ver-
hingung einer Decksperre von 4 Wochen Dauer sind keine neuen Félle mehr
beobachtet worden. (Mit Ausnahme von Bestand H konnte kein Weiter-
greifen von Kuh zu Kuh beobachtet werden.) ,

Ohne offensichtlichen Zusammenhang mit den obgenannten Fillen (etwa
25 km 6stlich davon) wurde uns kurze Zeit spéter ein Bestand W zur Unter-
suchung gemeldet. Dort waren 6 von 10 Kiithen und Rindern klinisch er-
krankt. Uber Herkunft und eventuelles Weitergreifen der Infektion konnte
nichts in Erfahrung gebracht werden. Die Ubertragung von Tier zu Tier
erfolgte sehr wahrscheinlich mit einem vom Besitzer zu Scheidenspiilungen
verwendeten Schlauch, der — ohne desinfiziert zu werden — bei einer Reihe
von Kithen zur Anwendung gelangte. Eine hochtrachtige Kuh, die zwischen
infizierten Tieren stand und bei der auch keine Spiilungen durchgefiihrt
wurden, blieb von der Infektion verschont.

Im Laufe des Jahres 1967 konnten wir mit Hilfe serologischer und viro-
logischer Erhebungen zwei weitere Ausbriiche in anderen Gegenden nach-
weisen. :

Klinik

Die Gesamtdauer der Krankheit vom Zeitpunkt der Infektion bis zur
klinischen Abheilung betrug bei Kiihen etwa 14 Tage. Schon 24 Stunden
nach dem Deckakt traten Schwellung und Rétung der Vulva auf. Anschlie-
Bend erschienen an den Vulvalippen, unmittelbar an die Auflenhaut angren-
zend und in die Vagina hineinreichend, etwa 1 mm groBe Pusteln, die in
einigen Tagen bis zu einem Durchmesser von 3 bis 4 mm anwuchsen (Abb. 2).
Die Pusteln waren in diesem Stadium noch von Epithel bedeckt und lieBen
sich nicht oder nur unter Zuriicklassen eines blutenden Kraters abreiben. In
der Folge konfluierten die Pusteln und ergaben das Bild einer flichenhaften
und streifenférmigen, eitrig-diphtheroiden Vulvovaginitis (Abb. 3 und 4).
Die Pseudomembranen losten sich, darunter kamen Geschwiire zum Vor-
schein, die in unseren Fallen unter Behandlung mit Akridinorangesalbe in
wenigen Tagen abheilten. Die spontane Heiltendenz ist wahrscheinlich gro8.

Von den 10 durch Deckakt infizierten Tieren haben 6 gleichzeitig konzi-
piert. Von den 4 iibrigen konzipierten 2 nach erster kiinstlicher Besamung
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und eines nach zweiter Besamung, wiahrend eine dltere Kuh ohne Belegungs-
versuch geschlachtet wurde.

Von den drei nach Kontakt mit weiblichen Tieren erkrankten Kiihen
konzipierte eine beim Deckakt, bei dem sie Stier C infizierte, eine Kuh wurde
infolge Alters geschlachtet und eine war 6 Monate nach Erkrankung trotz
3 Besamungen und einem natiirlichen Deckakt noch untréchtig.

Zusammenfassend ergibt sich also: Von den 13 erkrankten weiblichen
Tieren wurden zwei wegen Alters geschlachtet, ein Tier blieb innert 6 Mona-
ten untrachtig, und die iibrigen haben entweder beim Deckakt, bei dem sie
sich infizierten, oder kurz spater konzipiert.

Seuchenpolizeiliche MaBnahmen

Die infizierten Best'alnde wurden wihrend vier Wochen fur den natir-
lichen Deckakt gesperrt. Wahrend dieser Zeit wurde kiinstlich besamt.

Pathologisch-anatomische und histologische Untersuchungen

Die infizierten Kiihe und Rinder konnten nur klinisch untersucht werden,
da kein weibliches Tier wihrend der Erkrankung geschlachtet wurde. Da-
gegen gelangten die Geschlechtsorgane der 3 infizierten Stiere nach der
Schlachtung zur ndheren pathologisch-anatomischen und histologischen
Untersuchung (Technik s. K6nig, 1960, S. 511ff. Fixation: Bouinsches Ge-
misch. Paraffineinbettung. Schnitte mit Hadmalaun-Eosin und nach van
Gieson gefiirbt). Dabei wurden folgende Befunde erhoben:

Stier A (K 684/67), Alter etwa 2 Jahre
(vermutlich um den 4.Februar 1967 infiziert, geschlachtet am 22.Februar 1967)

Penis- und Prdaputialschleimhaut: BlaBgelb, mit feinfleckigen Rotungen und zahl-
reichen, knapp stecknadelkopfgroflen Knoétchen. Histologisch deutliche chronische
Balano-Posthitis follicularis, herdfé6rmig vermehrt Leukozyten, Eosinophile, Plasma-
zellen. An mehreren Stellen mit Epitheldurchbriichen gehéuft Neutrophile. AuBerdem
Hyperdmie und kleine Diapedesisblutungen. Zonenweise verstéirkte hydropische Epithel-
degeneration mit beginnender Neutrophileninfiltration und spérlichen blassen Kern-
einschlufkorperchen. )

Urethra: (nahe Penisspitze und im Penisschaft): Leicht- bis mittelgradige herd-
férmige chronische Urethritis mit- spérlichen Leukozyten.

Stier B (K 785/67), Alter 13 Monate

(anscheinend am 11.Februar 1967 infiziert, bei der Schlachtung am 1.Mirz 1967
seziert) '

Penis- und Praputialschleimhaut: BlaBgelb, mit einzelnen, knapp stecknadelkopf-
groBen Kndtchen, MaBige chronische Balano-Posthitis follicularis, an einzelnen Stellen
mit Epitheldurchbriichen. Subepithelial reichlich Plasmazellen und spérlich Eosino-
phile.

Urethra: Bis hinauf zur Prostata mittelgradige chronische Urethritis mit méBig
vielen Leukozyten.

Hoden: Beidseitig deutliche vakuolige Degeneration, vor allem im Bereich der
Spermiozyten. Spermiogenese herabgesetzt. In Samenkandlchen spérlich Spermien,
dagegen vermehrt Restitutionskerne und Spermidenriesenzellen.
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Nebenhoden: Beidseitig fast entleert. In der Cauda locker gelagerte pyknotische und
Restitutionskerne, sehr spérlich Spermien.

Ubrige Teile des Geschlechtsapparates und tibrige Organe o.B.

Gliedmapfen: An Pradilektionsstellen beginnender Dekubitus (nach Festliegen von
10 Tagen Dauer infolge «Vergritten »).

Steer C (K 760/67 ), Alter etwa 4 Jahre

(anscheinend am 18. Februar 1967 infiziert, bei der Schlachtung am 28. Febraur 1967
seziert)

Penis- und Prdaputialschleimhaut: Neben Umschlagstelle des Praputiums eine gut
5 cm breite, ringférmige Zone mit multiplen, rundlich-ovalen, flachen Ulcera von 2 bis
3 mm @, oft mit gerdtetem Rand (Abb. 5). An Glans penis auBlerdem kleinfleckige
Rotungen und 1 bis 2 mm groBe Knétchen (Abb. 6). Histologisch im Bereich der Ulcera
reichlich Neutrophile. Daneben etwas vermehrt vakuolige Degeneration, kleine intra-
epitheliale Leukozytennester, Hyperdmie und kleine Diapedesen. Solitdrfollikel ver-
groBert.

Urethra: Im Penisschaft leicht eitrige, gegen die Prostata hinauf abnehmende
Urethritis.

Samenblase links: Vereinzelt submiliare Infiltrate (Plasmazellen, Lymphozyten).

Hoden: In einzelnen Tubuli vakuolige Degeneration im Bereich der Spermiozyten,
sonst o0.B. (Spermiengehalt in beiden Nebenhoden normal).

Ubrige Teile des Geschlechtsapparates und iibrige Organe o.B.

Yirusisolierung

Die Ergebnisse der Virusisolierungsversuche im ersten Ausbruch sind in
Tabelle 1 zusammengefalt; die beschrinkte Zahl der Tiere erlaubt keine
allgemeinen Schliisse. Der Virusnachweis gelang zwischen 1 bis 15 Tagen

Tabelle 1
o ) Tingpemsch Virustiter in
Bestand |  Tier Nr. Blinisshes Bild mm g der Infektion Tu}::_)fer ader
der Materialentnahme durch Daslealet Spiilproben
TCD;,/0,1 ml*
N Stier A Balanopostithis granulosa 17 negativ
Stier B - Balanopostithis granulosa 11 < 109, positiv
nach Subkultur
H Kuh 1882 abgeheilt 15 nicht untersucht
Kuh 755 diphtheroide Vulvovaginitis < 15 10°
Kuh 2178 pustulose, semikonfluierende
diphtheroide Vulvovaginitis < 15 108
pustuldse Vulvovaginitis <15 1087
K Kuh 6035 pustulése Vulvovaginitis a 8 102
Kuh 6079 b 8 102
F Stier C Balanoposthitis 4 1047
Kuh 1413 katarrhalische, akute a 1 108-0
Vulvovaginitis b 1 1017

i Beriicksichtigt man die ungefiihre Verdiinnung der mit den Tupfern entnommenen Vagi-
nalfliissigkeit im Isoliermedium, so ergibt sich ein Virustiter/0,1 ml, der etwa 20 mal hoher liegt
als die aufgefiihrten Werte. Bei den Praputla,lspulungsproben 1484 sich die Verdimnung nicht
genau abschitzen, sie konnte aber etwa gleich grof3 sein.
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nach der Infektion. Die maximalen Virustiter betrugen auf der Hohe
der Kklinischen Erkrankung unter Beriicksichtigung der Verdiinnung im
‘Isoliermedium etwa 10 Millionen Gewebekultur-infektiése Dosen (TCDy,)
pro Milliliter Vaginalfliissigkeit und Praputiumschleim. Elf bzw. 11 bis 15
Tage nach Beginn der Erkrankung waren nur noch Spuren des Virus nach-
weisbar, ein Tag nach dem Deckakt bei einer Kuh ein- bis zehntausend infek-
tiose Einheiten. Es wurde nicht versucht, die Dauer der Virusausscheidung
zu verfolgen, obgleich diese Information natiirlich sehr wertvoll wiire.

Das Isolat von Stier C wurde weiterverwendet fiir die ndhere Charakteri-
sierung; es trigt die Bezeichnung V 227/67.

Im unabhéngigen Bestand W wurde IBR-Virus bei 2 Kithen mit klini-
schen Erscheinungen aus Vaginalabstrichen und bei einer weiteren Kuh aus
einem Nasentupfer isoliert.

Yiruscharakterisierung

V 227/67 wurde plaque-gereinigt und dreimal in Kélberhodenzellen pas-
sagiert. Die in den Charakterisierungsversuchen verwendete Viruscharge
hatte einen Titer von 10¢ TCD,,/0,1 ml.

- Ather- und Chloroformempfindlichkeit

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten Versuchsergebnisse zeigen die vollstindige
Inaktivierung des Virus durch Ather und Chloroform. -

Tabelle 2 Ather- und Chloroformempfindlichkeit

Virusmenge
TCD;,/0,1 ml

V 227/67 unbehandelt 1085
'V 227/67 nach Atherbehandlung?! <1
V 227/67 nach Chloroformbehandlung <1

1 Technik siehe unter Methoden

Hemmung der Virusréplikation durch 5-Iodo-2-Deoxyuridin

Die Beisetzung von IDU zum Kulturmedium fithrte zu einer vollstdndigen
Unterdriickung der Virusentwicklung und des charakteristischen zytopathi-
schen Effektes (Tabelle 3).

Tabelle 3 Hemmung der Virusreplikation durch 5-Iodo-2-Deoxyuridin

Virusinokul Inkubation in Virustiter
““,Sl’,‘g% st GK fiir 3 Tage (TCD4,/0,1 ml)
50 bei 37°C nach Inkubation
102 ohne IDU 1083
102 mit 50 ug IDU <1
pro ml Kultur-
medium
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Ultrafiltration

Millipore-Filter mit einem mittleren Porendurchmesser von 2204 mu
hemmen den Durchtritt von Viruspartikeln sehr stark. Filter mit dem mitt-
leren Porendurchmesser von 100+ muly halten das Virus vollstindig zuriick
(Tabelle 4). - 3 '

Das Virus besitzt einen Durchmesser von itber 100 my und unter 220 my.

Tabelle 4 Ultrafiltration von V 227/67

Mittlerer Virustiter im Ultrafiltrat
Filterporen- TCDy,/0,1 ml
durchmesser Aol E—E

Unfiltriert 106-0 » 1062
220 pym 101 1023
100 ym - <1 . <1

50 pym <1 <1

Verhalten in Gewebekultur

In Kilberhodenzellkultur produziert das Isolat 227/67 einen charakteri-
stischen CPE, identisch mit den Verdnderungen, hervorgerufen durch den
IBR-Vergleichsstamm. Der CPE ist charakterisiert durch eine Abkugelung
der Zellen innerhalb von etwa 48 Stunden, unter Bildung von Polykaryo-
zyten, gefolgt von Ablosung der Zellen und vollstindiger Zerstorung des
Zellrasens innerhalb von etwa 72 Stunden. Die Kultur zeigt keine hdmad-
sorbierenden Eigenschaften (Abb. 7 und 8).

Serologische Identiﬁzierung des Isolates 227/67

Die Kreuzneutralisationsversuche mit den IBR-IPV-Antiseren zeigten
eine gleichsinnige Neutralisation unseres Isolates 227/67 und des IBR-Ver-
gleichsstammes (Tabelle 5).

‘Tabelle 5 Kreuzneutralisation von IBR und V 227/67, Neutralisationsindex

Anti-IBR Anti-V 227/67
Virusstamm 10 neutralisierende | 10 neutralisierende
Einheiten Einheiten
IBR 42 4,7
V 227/67 ' 5,3 5,2

Serologische Bestandsunteréuchungen

* Fiir die serologischen Untersuchungen standen uns je zwei Serumproben
zur Verfiigung. Beim ersten beobachteten Ausbruch wurde die erste Serum-
probe am 22.Februar entnommen, also je nach Tier 1 bis 17 Tage nach der
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Deckinfektion. Eine zweite Serumprobe wurde am 25.April, das heiBt 62
Tage spiter entnommen. Beim isoliert beobachteten Ausbruch in einem
Einzelbestand wurde eine erste Serumprobe am 25. April, eine zweite Serum-
probe am 2.Juni entnommen, also im Abstand von 38 Tagen; in diesem
Bestand ist der Zeitpunkt der Infektion der Einzeltiere nicht bekannt.

Versuche, neutralisierende Antikérper nachzuweisen in einer Versuchs-
anordnung, bei der das Virus-Serumgemisch nach Ablauf der Virus-Anti-
korperreaktion 10fach verdiinnt wurde (vgl. Methoden Variante 1), verliefen
nur bei 6 von 24 Serumproben positiv. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit den Rapporten aus der Literatur (Gillespie et al. 1959) (Rolle und
Mayr 1966), welche iiber geringgradiges oder fehlendes Auftreten zirkulie-
render Antikérper im AnschluB an die vaginale Infektion mit IBR-IPV
berichten. Beim Serumneutralisationstest Variante 1 trat aber der zytopathi-
sche Effekt des Virus bei einzelnen Seren etwas verzogert auf, was auf eine
partielle Hemmung schlieBen lie. Die Seren wurden deshalb im Plaque-
reduktionstest. gegen 30 bis 80 plaquebildende Einheiten des V 227/67 ge-
priift. ‘ ~

Im Plaque-Reduktionstest lieen sich bei allen Tieren in der zweiten Serum-
probe — bei einzelnen auch in der ersten — neutralisierende Antikérper nach-
weisen (Abb. 9). Wird als Serumtiter eine 50%, Reduktion der Plaquezahl
angenommen, so betragen die Titer bei den positiven Seren 1/16 bis 1/32 und
mehr (Tab. 6). Diese Methode ist leider sehr aufwendig und fiir Routine-
diagnostik in unsern Verhéltnissen nicht geeignet.

Die Serumneutralisation in Gewebekulturrohrchen wurde deshalb so
modifiziert (vgl. Methoden Variante 2), daB} keine Verdinnung des Virus-
Serumgemisches wihrend der Adsorption und der nachfolgenden Inkubation
erfolgt. Die Resultate dieser modifizierten Serumneutralisation sind in Ta-
belle 6 aufgefithrt. Der Test zeigte eine dhnliche Empfindlichkeit wie der
Plaquereduktionstest und ergab gleichsinnige Resultate. Der einzige Nach-
teil der modifizierten Methode liegt im relativ groflen Serumverbrauch.

In der Komplementbindungsreaktion, in der ein Gewebekulturantigen
verwendet wurde, konnte bei keiner der getesteten Serumproben eine posi-
tive Reaktion nachgewiesen werden.

Diskussion

Die wirtschaftliche Bedeutung der Bldschenseuche 1aBt sich schwer in
Zahlen fassen. Obschon die Genitalinfektion beim Stier und beim weiblichen
Tier mit wenigen Ausnahmen gutartig verlduft, ergeben sich doch wirt-
schaftliche Verluste: 1. wird das normale Deckgeschéft unterbrochen, 2. ist
die Konzeptionsrate der Kiihe, die beim Deckakt infiziert werden oder die
schon vorher erkrankt waren, herabgesetzt, 3. kann die Infektion tréchtiger
Kiihe zu Abort fithren. Als besonders schwerwiegend wirkt sich 4. die Ver-
breitung von IPV-Virus durch infizierten Samen bei kiinstlicher Besamung
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1. Serumprobe

Serumprobe

Abb.9 Plague-Redukittonstest mit Serum-
paaren zweier Kithe. A Kuh 1413, @ Kuh
6079; erste Serumprobe am 1. bzw. 8, Tag
nach der Infektion, zweite Serumprobe
62 Tage spéter. Durchfithrung der Neutra-

V2 va 8 16 132 - lisation siehe unter Methoden. P = beo-
bachtete Plaquezahl, P, = Anzahl Plaques
Serumverdiinnung in Kontrollkulturen ohne Antikérper.

aus (Straub und Méckle 1965), da der Erreger in diesem Fall in das Uterus-
lumen deponiert wird und dort zu nekrotisierenden Endometritiden fithren
kann (Kendrick und McEntee 1966).

Verschiedene ausldndische Veterindrbehdrden verlangen fiir Import-
stiere eine serologische Untersuchung auf IBR-IPV-Antikérper, um sich
gegen Ausbriiche im Anschluf an kiinstliche Besamung zu schiitzen.
Serclogische Untersuchungen als Grundlage fiir seuchenpolizeiliche Ma@3-
nahmen im internationalen Tierverkehr sind sicher nur dann berechtigt,
wenn eine geniigend empfindliche Nachweismethode fiir Antikérper ange-
wendet wird. Es ist aber fraglich, ob es sinnvoll ist, Tiere mit positiven Anti-
korpertitern zu sperren, da zirkulierende Antikorper meist parallel mit
Immunitédt gehen und umgekehrt negative Tiere sich im Inkubationsstadium
befinden kénnen. Der Entscheid hingt unter anderem auch von der Seuchen-
lage im Importland ab.

Wie unsere Untersuchungen in Uberemstlmmung mit auslindischen Au-
toren (Roth und Mayr 1966, Dawson und Darbyshire 1964) zeigen, sind
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die neutralisierenden Antikorper gegen IPV-Virus bei Tieren mit nachge-
wiesener Genitalinfektion in der iblichen Testanordnung nur in sehr geringen
Titern oder bei vielen Tieren iiberhaupt nicht nachweisbar.

Damit wire auch die serologische Untersuchung als Grundlage seuchen-
polizeilicher Kontrolle der Blidschenseuche, zum Beispiel im kiinstlichen
Besamungsbetrieb, unbrauchbar. In unseren Fillen zeigten nur 6 von 24
Serumproben infizierter Tiere positive Reaktionen in der iiblichen Anord-
nung der Virusneutralisation, wobei in keinem Fall signifikante Titerbewe-
gungen auftraten. Im Plaquereduktionstest und im modifizierten Serum-
neutralisationstest lieBen sich dagegen spezifische Reaktionen in 18 von 22
untersuchten Serumproben nachweisen. Bei 5 von 11 Tieren, von welchen
gepaarte Serumproben zur Verfiigung standen, konnten mit diesen Methoden
zudem signifikante Titeranstiege festgestellt werden. Diese erhéhte Sensibi-
litédt der beiden letztgenannten Methoden kénnte sowohl auf einer Verhin-
derung der Reaktivierung von Virus durch Verdiinnung des Serum-Virus-
gemisches beim Beimpfen der Kulturen als auch auf der langeren Einwir-
kungsdauer der Antikérper oder auf beiden zusammen beruhen.

Als einziger Nachteil fiir die Routinediagnostik ist der relativ groBe
Serumverbrauch zu nennen (2 ml Serum bei einer Ausgangsverdiinnung von
1/4 und zwei Rohrchen pro Verdiinnung). Wie wir nachtréglich feststellten,
verwendeten auch McKercher et al. 1959, McKercher und Straub 1960
sowie Mondino und Straub 1966 eine dhnliche Versuchsanordnung mit
einem kleineren Endvolumen von 1 ml.

Der neutralisierende Effekt auf IBV-Virus wird als spezifisch angesehen,
weil signifikante Titeranstiege im Anschlufl an eine nachgewiesene Infektion
mit diesem Virus beobachtet werden konnten. Die Titeranstiege stehen in
keiner Beziehung zu neutralisierenden Antikérpern gegen Virusdiarrhoevirus
und zu hdmagglutinationshemmenden Antikdrpern gegen Parainfluenza 3.

In den von uns untersuchten Féllen wurde die Infektion vor allem durch
den Deckakt ibertragen, daneben aber auch durch Kontakt mit weiblichen
Nachbartieren und eventuell via Scheidenspiillungen durch den Besitzer. Die
Ubertragung wird durch die hohen Virustiter in den Genitalsekreten von bis
zu 1 Million infektioser Viruspartikel pro 1 ml Exsudat und Schleim begiin-
stigt. :

Was die klinischen und pathologisch-anatomischen Erscheinungen anbe-
langt, so entsprechen unsere Beobachtungen den Angaben in der Fachlitera-
tur (zum Beispiel der farbig bebilderten Darstellung von Straub 1967).
Auch die histologischen Befunde bei den 3 untersuchten Stieren bieten nichts
Neues, abgesehen von sekunddren degenerativen Hodenverdnderungen, welchen
gewohnlich zu wenig Beachtung geschenkt wird. Beim Stier C diirfte dazu
allerdings das akzidentelle Festliegen wesentlich beigetragen haben. Auf die
Moglichkeit sekundérer aszendierender Infektionen im Harnsamenweg und
auf die gelegentlich im Anschlufl an Blidschenseuche auftretende Orchitis
wurde schon frither hingewiesen (K6nig 1960). In den vorliegenden Fillen
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kam es nicht zu dieser schweren Verlaufsform. Die im Harnsamenweg der
3 Stiere vorhandenen Abwehrreaktionen diirften als unspezifisch zu werten
sein, wiahrend ein grofler Teil der Priputial- und Penisschleimhaut-Lésionen
bei Stier A und C mit Blischenseuche in Zusammenhang zu bringen ist. Bei
Stier B schien — morphologisch gesehen — die Infektion bei der Schlachtung
bereits abgeklungen.

B Zusammenfassung

Zwei Ausbriiche von Blaschenseuche wurden epidemiologisch, klinisch, pathologisch-
anatomisch und virologisch untersucht. Der Nachweis von IBR-IPV-Virus und von
spezifischen Antikérpern gelang bei der Mehrzahl von 22 infizierten Tieren (19 Kiihe
und Rinder, 3 Stiere). Zum Nachweis neutralisierender Antikérper wurden 3 ver-
schiedene Methoden gepriift. Der Plaque-Reduktionstest und eine Methode ohne Ver-
dinnung des Serum-Virusgemisches beim Beimpfen erwiesen sich als wesentlich emp-
findlicher als die iibliche Serumneutralisation. Klinische, pathologisch-anatomische
und histologische Befunde entsprachen dem aus der Literatur bekannten Krankheits-
bild.

Résumé

Deux éruptions de vaginite contagieuse ont été étudiées sur les plans épidémiolo-
gique, clinique, anatomo-pathologique et virologique. Les auteurs ont réussi a déceler
la présence du virus IBR-IPV et d’anticorps spécifiques chez la plupart des 22 animaux
infectés (19 vaches .et génisses et 3 taureaux). Ils ont expérimenté trois méthodes dif-
férentes pour prouver la présence d’anticorps neutralisants. Le test de la réduction
sur plaque et une méthode sans dilution du mélange sérum-virus se sont avérés beau-
coup plus sensibles lors des inoculations que la neutralisation usuelle du sérum. Les
résultats des examens clinique, anatomo-pathologique et histologique correspondent &
I’aspect clinique décrit dans la littérature.

Riassunto

Due casi di vaginite contagiosa vennero esaminati dal lato epidemiologico, clinico,
patologico-anatomico. L’identificazione del virus IBR-IPV e di anticorpi specifici fu
possibile nella maggior parte di 22 animali infetti (19 vacche e 3 tori). Per I'identifica-
zione di anticorpi neutralizzanti si usarono 3 metodi diversi. Il test della riduzione sulla
placea ed un metodo senza diluzione del miscuglio siero-virus si dimostrarono molto *
pit1 sensibili che le altre usuali neutralizzazioni. Reperti clinici, patologico-anatomico
ed istologici corrisposero a quelli descritti nella letteratura. -

Summary

Two outbreaks of vesicular stomatitis were examined epidemiologically, clinically,
pathological-anatomically and virologically. IBR-IPV-virus and specific antibodies
could be proved in most of the 22 infected animals (19 cows and heifers, 3 bulls). Three
different methods were tested to prove neutralising antibodies. The plaque-reduction
test and a method not involving dilution of the serum-virus mixture in inoculation
proved to be considerably more sensitive than the usual serum neutralisation. Clinical,
pathological-anatomical and histological findings corresponded to the picture of the
disease as already known in literature.
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. Frl. Gertrud Schmer sei an dieser Stelle fiir ihre ausgezeichnete technische Hilfe herzlich
gedankt. :

Zur Behandlung der Ranula beim Hund. Von C.W. Prescott. Aust. vet. J. 44/8, 382
(1968).

Die Speichelzyste, die beim Hund oftmals unter der Zunge zum Vorschein kommt,
kann erhebliche Ausmalfe annehmen, so daf3 aus kosmetischen Grimden und um Futter-
und Wasseraufnahme zu erleichtern, eingeschritten werden muf3. Wenn man die Zyste
nur spaltet, so flieBt zwar der Inhalt aus, aber der Sack fiillt sich in der Regel bald
wieder. Die radikale Therapie ist bekanntlich die Exstirpation der Gl. sublingualis und
submaxillaris, was beim Hund ziemlich leicht méglich ist, aber immerhin eine eingrei-
fende Operation bedeutet. Der Verfasser hat in einigen Féllen eine einfachere Behand-
lung als wirksam befunden: Nach breiter Spaltung, eher vertikal, Einndhen einer
Drahtligaturschlaufe in den Zungengrund, so daf3 der zusammengedrehte Teil aus der
Wunde herausschaut, aber nicht zwischen die Zdhne kommt. In allen Féllen blieb eine
Offnung, durch welche sich der Speichel entleeren konnte. Kontrollen nach 5 bis 6
Monaten ergaben guten Speichelabflufl bei immer noch vorhandener Ligaturschlaufe.

‘ A. Leuthold, Bern
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