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Aus dem Institut fir Veterinarpathologie (Direktor: Prof. Dr. H. Stiinzi)
und dem Institut fiir Virologie (Direktor: Prof. Dr. R. Wyler) der Universitit Ziirich

Auftreten der caninen Herpes-Virus-Infektion in der Schweiz

von B. Schiefer, B. Ruckstuhl, A. Metzler und I. Shirley’

Einleitung

Todesfalle bei Welpen sind keine Seltenheit. Eine entsprechende Studie bei den
Nachkommen von 103 Hiindinnen in 11 Zwingern ergab, dass die Gesamtverlust-
rate von der Geburt bis zum Absetzen 21,5% betrug. Die Mehrzahl der Todesfille
(19,6% ) traten dabei zur Zeit der Geburt bzw. in den ersten Lebenstagen auf [1].
Neben verschiedenen Infektionen werden fiir die Sterblichkeit auch nichtinfektiose
Noxen verantwortlich gemacht.

Ein bedeutender Fortschritt in der Abklarung infektionsbedingter Todesfille
war die Isolierung eines Herpes-Virus (canine Herpes Virus = CHYV) aus Organen
erkrankter oder gestorbener Welpen [7, 8] . Entsprechende Befunde erhoben spiter
auch andere Autoren in den USA [24, 25, 26], in Canada [9], Deutschland [2, 4],
England [10, 11,23], Frankreich [12],Holland [30],Norwegen [6] und Australien
[13, 15, 16, 31].

Bei klinisch gesund erscheinenden Welpen [7], erwachsenen Hunden [17, 21]
sowie bei adulten Hunden mit Tracheobronchitis (Zwingerhusten) [5, 17, 21, 32]
und solchen mit Fortpflanzungsstorungen [14] wurde das CHV ebenfalls isoliert.

Eine ausgezeichnete Synopsis der Literaturbefunde, einschliesslich einer
Beschreibung der pathomorphologischen Befunde, pathogenetischer Erwagungen
sowie Therapie- und Prdaventivmassnahmen ist von Kohler [18] verdffentlicht
worden.

Einzelnen Autoren zufolge treten Infektionen mit CHV mit zunehmender
Haufigkeit bzw. Pathogenitat auf [4, 22].

In der Schweiz ist das Vorkommen dieser Krankheit zwar seit einigen Jahren
vermutet worden, bislang haben sich aber nur serologische Hinweise gefunden. Im
Serum von Hiindinnen konnten in drei von sieben untersuchten Hundezuchten
Antikorper gegen CHV nachgewiesen werden [29], jedoch sind bislang weder die
charakteristischen pathomorphologischen Befunde erhoben worden noch ist der
direkte Virusnachweis in der Zellkultur oder elektronenoptisch gelungen.

Die vorliegende Veroffentlichung beschreibt das Auftreten der CHV-Infektion
in einem hiesigen Wurf reinrassiger Setterhunde.

1 Adresse der Autoren: Winterthurerstr. 260, CH—8057 Ziirich.
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Material und Methoden

Vorbericht: Dem Institut fur Veterinarpathologie der Universitat Ziirich wurden an zwei aufein-
anderfolgenden Tagen je ein 8 bzw. 9 Tage alter Setterwelpe zur Sektion iibersandt. Der Besitzer beob-
achtete an beiden Tieren fur einige Tage Durchfall. Da die Tiere einen moribunden Eindruck machten,
entschloss sich der Besitzer zur Totung durch Zertrimmerung des Schadels und tibersandte die Tiere
ohne weiteren Vorbericht zur Sektion.

Pathologische Untersuchung:

Die Tiere wurden routinemassig seziert. Nach der Sektion wurden Gewebsproben von verschie-
denen Organen (Herz, Lunge, Leber, Milz, Thymus, Niere, Darm, Pankreas und Lymphknoten) in
Formalin und in Bouinscher Losung fixiert und in Paraffin eingebettet. Histologische Schnitte von
6 ¢ Dicke wurden mit Himatoxylin-Eosin angefarbt.

Virologische Untersuchungen:

Fiir die Virusisolierungsversuche aus den bei —20° C gelagerten Organproben wurden allgemein
tibliche Zellkulturverfahren angewandt. In Ermangelung primarer Welpennieren-Zellkulturen kamen
primire und sekunddre Welpenlungen-Zellkulturen zur Anwendung. In 10tdgigem Intervall wurden
insgesamt zwei Blindpassagen angesetzt. Die Bebriitung der Kulturen erfolgte bei 36 ° C. Deckglaskul-
turen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten mit HE gefarbt und mikroskopisch beurteilt.

Nach dem Tod der Welpen wurde das Muttertier zweimal serologisch untersucht. Dic Bestim-
mung der virus-spezifischen Antikorper (Herpes canis) basierte auf den Angaben in der Literatur [4,
9].

Elektronenmikroskopische Untersuchungen:

Zum Nachweis von Viren in den bei der histologischen Untersuchung gefundenen Einschlusskor-
perchen (siche weiter unten) wurden histologische Schnitte sowie Formalin-fixiertes Gewebe (Lunge,
Leber) an das EM-Labor des Department of Veterinary Pathology, University of Saskatchewan,
Saskatoon, Sask (Canada) geschickt. Das Gewebe wurde nach Umfixierung in Osmiumséure in Epon
eingebettet, auf einem Porter-Blum-Ultramikrotom geschnitten und mit Uranyl-Bleizitrat gefarbt. Die
Schnitte wurden in einem Hitachi-HS-8-Elektronenmikroskop untersucht.

Ergebnisse

Pathologisch-anatomische Befunde:

Die augenfalligsten Befunde waren die multiplen petechialen und teilweise
ecchymotischen Blutungen in allen Organen, besonders in den Nieren (Abb. 1) und
im Darm (Abb. 2). Winzige Nekroseherde von submiliarer Grosse waren in Leber,
Milz und Lunge erkennbar. Die Lungen waren odematos, und das Parenchym wies
bei der Palpation eine erhohte Festigkeit auf. Alle Lymphknoten, insbesondere die
mesenterialen, erschienen geschwollen und hyperamisch. Infolge Zertrimmerung
des Schadels erwies sich das Gehirn als nicht mehr untersuchbar.

Histologische Befunde:

In sémtlichen untersuchten Organen fanden sich multiple Gewebsnekrosen, die
meist scharf von der Umgebung abgesetzt erscheinen. Die Abwesenheit von Entziin-
dungszellen war auffallig (Abb. 3, 4, 5). In der Lunge waren die Gewebsnekrosen

Abb. 1  Punkt- und flachenformige Blutungen in der Nierenrinde eines Setterwelpen.
Abb. 2 Petechiale Blutungen in der Darmschleimhaut.

Abb. 3 Nekroseherd in der Leber. Man beachte das Fehlen einer entziindlichen Reaktion (HE,
300X ).
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weniger deutlich abgegrenzt; statt dessen lagen herdformige Exsudationen von
Fibrin und Blut in den Alveolen vor (Abb. 4). Die germinalen Zentren der Lymph-
knoten und der Milz wiesen eine verringerte Zellzahl auf, wobei gleichzeitig
Nekrosen zu beobachten waren (Abb. 6). Auch in der Magen- und Darmschleim-
haut konnten zahlreiche Nekroseherde beobachtet werden (Abb. 7). In allen unter-
suchten Organen war es moglich, intranukledre basophile Einschlusskorperchen zu
finden. Am leichtesten gelang dies in der Leber in der Peripherie der Nekroseherde
sowie innerhalb normal erscheinender Parenchymbezirke (Abb. 8). In der Lunge
hingegen war der Nachweis von Einschlusskorperchen erheblich schwieriger.

Virologische Befunde:

Aus den Organen beider Welpen konnte kein zytopathogenes Agens, insbeson-
dere kein Herpes-Virus isoliert werden. Die am Versuchsende gefarbten Deckglas-
kulturen wiesen gegeniiber der Zellkontrolle keine virusspezifischen Veranderungen
auf. Auch der wiederholte Versuchsansatz unter Verwendung von Welpenlungen-
Zellkulturen anderer Individuen erbrachte kein Virusisolat.

In den zwei Serumproben des Muttertieres konnten keine virusspezifischen
Antikorper festgestellt werden.

Elektronenmikroskopische Befunde:

Trotz der erheblichen autolytischen Vorgidnge und Fixationsartefakte war es
moglich, im Innern der Zellkerne Virusmaterial nachzuweisen (Abb. 9). Die
Ansammlung der Viruspartikel diirfte den lichtmikroskopisch sichtbaren Ein-
schlusskorperchen entsprechen. Im Kerngebiet fanden sich nur rundliche Nukleoide
mit einem Durchmesser von annihernd 60—70 nm. Im Zytoplasma hingegen gelang
es, herdformige Ansammlungen von Viruspartikeln nachzuweisen. Diese Partikel
waren von einer Doppelmembran umgeben, und ihre Grosse betrug 95—-105 nm
(Abb.10).

Diskussion

Aufgrund der pathologisch-anatomischen, histologischen und elektronenopti-
schen Befunde wurde die Diagnose CHV-Infektion gestellt, obwohl die Anztichtung
des Virus nicht gelang.

Abb. 4 Fokale Nekrosen und Blutungen in der Lunge (HE, 160X).

Abb. 5 Nekrose in der Niere und fokale Blutungen (unten rechts) (HE, 160 X ).
Abb. 6 Subkapsuldre Nekrosen in der Milz (HE, 100X ).

Abb. 7 Zwei Nekrosen in der Magenschleimhaut (HE, 100X).

Abb. 8 Intranukledre Einschlusskorperchen in der Leber (HE, 1200X).

Abb. 9 Elektronenoptischer Befund eines Leberzellkernes. Zahlreiche Nukleoide eines Virus im
Kern (16500X).

Abb. 10 Herpes-Virus-Partikel im Zytoplasma einer Leberzelle (30000 X ).
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Betrachtet man die an sich recht charakteristischen makroskopischen Befunde,
so lasst sich bereits eine Verdachtsdiagnose stellen. Als Differentialdiagnose
mussten zum Zeitpunkt der Sektion allerdings andere septikdmische Erkrankungen
(Bakteriamie, HCC-Infektion) erwogen werden. Nach Durchsicht der histologi-
schen Schnitte jedoch bestanden an der Diagnose CHV kaum Zweifel, da die herd-
formigen akuten Gewebsnekrosen zusammen mit den intranukledren Einschluss-
korperchen als pathognostisch gelten konnen. Mit der Hilfe des Elektronenmikro-
skopes gelang es jedoch, andere virale Erkrankungen, wie z. B. Adeno-Virus- und
Staupe-Virus-Infektionen, bei denen ebenfalls intranukledre Einschliisse gesehen
werden, von CHV-Infektionen abzugrenzen [27]. Die genannten Krankheiten tre-
ten zudem eher zu einem spiteren Zeitpunkt im Leben von Hundewelpen in
Erscheinung, d.h. im Alter von 6 Wochen bis 3 Monaten und alter.

Als Erklarung fiir die erfolglose Virusisolierung gibt es grundsatzlich zwei
Moglichkeiten. Wahrscheinlich ist die Annahme berechtigt, dass beim vorliegen-
den, fortgeschrittenen Krankheitsstadium sowie der unbestimmten Dauer zwischen
Totung der beiden Welpen und Probeentnahme kein infektioses Virus mehr
vorhanden war. Diese Annahme steht in keinem Widerspruch zum Nachweis von
Herpes-Virus-Strukturen im Elektronenmikroskop. Soweit aus der Literatur
ersichtlich, sind bis heute fiir die Isolierung von caninem Herpes-Virus ausschliess-
lich Zellkulturen aus Hundenieren verwendet worden. Deshalb muss die Frage
vorlaufig offenbleiben, ob sich das canine Herpes-Virus in Lungenzellkulturen des
Hundes, entgegen allen Erwartungen, als vollig refraktar erweist. Entsprechende
Abklarungen sind zurzeit im Gange.

Die Ursache der Infektion konnte nicht ermittelt werden. Die Hiindin wurde
nach dem Tod der Welpen und Erstellung der Verdachtsdiagnose zweimal serolo-
gisch untersucht, mit negativem Ergebnis. Diesem Umstand kommt keine prakti-
sche Bedeutung zu, weil die meist subklinisch verlaufende Infektion alterer Tiere in
der Regel eine geringe oder auch keine serologisch erfassbare Immunantwort
hervorruft [9]. Dariiber hinaus ist bekannt, dass die Infektion der Welpen wéhrend
oder nach der Geburt durch infektiose Ausscheidungen des miitterlichen Genitalap-
parates erfolgen kann. Daneben ist eine horizontale (Welp-Welp) und eine vertikale
(intrauterine) Ansteckungsmoglichkeit ebenfalls gegeben.

In Anbetracht der Tatsache, dass das Vorkommen der CHV-Infektion in der
Schweiz bereits durch serologische Untersuchungen vor dem Auftreten eindeutiger
Todesfalle durch diese Krankheit nachgewiesen wurde [29], muss man fragen,
wieso die typischen Sektionsbefunde nicht schon eher beobachtet worden sind. Es
ist beinahe unmoglich, derartig eindeutige und aufféllige Befunde bei einer Sektion
zu ubersehen. Vielmehr muss man annehmen, dass das Virus zwar relativ weit
verbreitet ist, Erkrankungen und Todesfille hingegen nur unter spezifischen
Umstdnden auftreten. Hierbei scheint beim Welpen der Umgebungstemperatur und
dem Zeitpunkt der Infektion (innerhalb der ersten Lebenswoche) die entscheidende
Bedeutung zuzukommen [9].

Bei Welpensterben in den ersten 14 Tagen post partum kann vom klinischen
Verlauf her selten auf die Art der Erkrankung geschlossen werden [29]. Auch bei
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der caninen Herpes-Virus-Infektion ist die Diagnosestellung mit Sicherheit erst am
toten Tier moglich. Da zudem die Prognose bei Welpen, die in den ersten zwei
Lebenswochen an einer CHV-Infektion erkranken, infaust ist, muss der Prophylaxe
besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden [18]. Bei gefihrdeten Wiirfen ist
deshalb darauf zu achten, dass die Welpen bei ausreichend hoher Umgebungstem-
peratur und Luftfeuchtigkeit gehalten werden.

Eine weitere, vielversprechende prophylaktische Massnahme scheint die von
Bibrack [2] vorgeschlagene «Aktive Interferonisierung = Pramunisierung» von
Muttertier und Welpen zu sein. Die Mutterhiindin wird vor dem Deckakt sowie
wahrend der Trachtigkeit durch subkutane Applikation von Pramunititsinducer?
behandelt. Den Welpen wird am ersten Lebenstag zweimal Pramunitatsinducer
subkutan verabreicht, moglicherweise noch einmal bei Auftreten irgendwelcher
Krankheitssymptome. Dieser Praimunitédtsinducer wurde von Mayr [20] aus einem
fur Vogel avirulenten und im Menschen und Saugetier nicht vermehrungsfahigen
Avipox-Virus entwickelt. Seine Wirkung soll auf einer Aktivierung der Phagozy-
tose, der Stimulierung des lymphopoetischen Systems und der Ausbildung bzw.
Freisetzung von Interferon beruhen. Es handelt sich also nicht um eine spezifische
Behandlung der caninen Herpes-Virus-Infektion. Da bislang keine brauchbare
Maoglichkeit zur aktiven oder passiven Immunisierung zur Verfiigung steht, kommt
der Pramunisierung als prophylaktischer Massnahme wohl die grosste Bedeutung
zZu.

Zusammenfassung

Zwei Setterwelpen, die wegen Durchfallserscheinungen getotet wurden, zeigten bei der Sektion
multiple Parenchymblutungen und Nekrosen. Bei der histologischen Untersuchung wurden neben
Gewebsnekrosen zahlreiche intranukledre Einschlusskorperchen festgestellt. Im mit Formalin fixier-
ten Gewebe gelang es elektronenoptisch, typische Herpes-Virus-Strukturen nachzuweisen. Demge-
geniiber misslang die Virusisolierung, so dass keine Charakterisierung des Erregers moglich war.
Trotzdem kann die Diagnose einer caninen Herpes-Virus-Infektion als gesichert angenommen
werden. Anhand dieser in der Schweiz erstmals erhobenen Befunde wird darauf hingewiesen, dass
Infektionen mit caninem Herpes-Virus scheinbar weiter verbreitet sind als bislang vermutet worden
ist. Eine Therapie dieser Virusinfektion ist nicht moglich, deshalb werden prophylaktische Massnah-
men, wie ausreichend hohe Umgebungstemperatur und Luftfeuchtigkeit sowie aktive Praimmunisie-
rung mit einem Interferon-Inducer, empfohlen.

Résumé

Deux jeunes setters tués a cause d’une diarrhée présentaient a I'autopsie des hémorragies
multiples des organes parenchymateux et de la nécrose. A part la nécrose des tissus I’examen histo-
logique a révélé la présence de nombreuses inclusions intracellulaires. Au microscope électronique
on a pu prouver la présence de structures virales de I’herpés dans les tissus fixés a la formaline. Mais
I'isolation du virus a échoué, de sorte qu’il n’a pas été possible de déterminer les caracteres de I’agent
causal. Cependant on peut admettre avec certitude que le diagnostic d’une infection virale herpétique
du chien est juste. C’est la premiere fois que I’on fait cette constatation en Suisse mais il est fort pro-
bable que cette infection par le virus herpétique du chien est plus répandue qu’on ne I'imagine. Il n’y
a pas de traitement pour cette infection virale, c’est la raison pour laquelle seules des mesures pro-
phylactiques entrent en ligne de compte, comme par exemple une température ambiante et un degré
d’humidité assez ¢levés, ainsi qu’une préimmunisation par un inducteur d’interféron.

2 Versuchspraparat der Firma Philipps Duphar, Weest (Holland).
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Riassunto

Due cuccioli di razza Setter, che erano stati uccisi a causa di una diarrea, hanno mostrato,
all’esame necroscopico, emorragie ¢ necrosi multiple nei parenchimi. Le ricerche istologiche hanno
evidenziato, attorno ai focolai necrotici, numerosi corpi inclusi intranucleari. Con materiale fissato in
formalina ¢ stato possibile evidenziare ultrastrutturalmente tipici herpes-virus. L’isolamento virolo-
gico cosi come la caratterizzazione dell’agente infettante non hanno pero avuto successo. Cié nono-
stante da diagnosi di una infezione da herpes-virus canis puo ritenersi sicura. Sulla base di questa prima
segnalazione in Svizzera, si presume che I'infezione da herpes-virus canis sia pit ampiamente diffusa
di quanto finora sospettato. Una terapia di questa infezione virale non ¢ possibile, percio si raccoman-
dano misure profilattiche, come una temperatura e una umidita ambientali sufficientemente alte e una
preimmunizzazione attiva con un induttore di interferone.

Summary

Post mortem examination of two Setter puppies, killed for having diarrhea, revealed multiple
hemorrhages and foci of necrosis in various organs. Tissue necrosis and intranuclear inclusion bodies
were found on light microscopic examination. With the aid of the electron-microscope, Herpes-virus
was demonstrated in formalin fixed tissue samples. Attempts to isolate the virus from frozen tissue
failed. Despite of the fact that this is the first report of Herpes canis infection in Switzerland, it is
assumed that the disease occurs more frequently than previously thought. Therapeutic measures are
of little value; therefore it is recommended to raise pups in an optimal temperature environment, and
to prevent the disease by induction of preimmunity with an interferon-inducer.
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BUCHBESPRECHUNG

12 Jahre Niirnberger Tieriirztliche Referierabende 1966—1977. Kompendium der Referate zu 72 Vor-
triagen an 60 Referierabenden, die von den Autoren erneut iiberarbeitet und dem neuesten Stand
der Erkenntnisse angeglichen wurden. Herausgegeben von G. Steger. Druckerei A. Hofmann,
Niirnberg 1978. Offset, brosch. Preis DM 14.—.

Es ist hier nicht der Ort und wiirde die Besprechung iiber Gebiihr aufblihen, die Inhalte dieser
Broschiire auch nur aufzahlen zu wollen. Sie soll aber erwdhnt werden als beispielhaftes Dokument
liber eine der vielen Anstrengungen, die landauf, landab, meist ohne iiber eine bestimmte Region
hinaus Widerhall zu finden, von idealistisch Gesinnten im Interesse der tierdrztlichen Weiterbildung
gemacht werden. Dabei scheint es uns besonders nachahmenswert, dass die Vortragsreihe — organi-
siert vom Leiter des Niirnberger Veterindrinstituts, Prof. Dr. Giinter Steger — sich nicht auf rein
tierdarztliche Belange beschrinkte, sondern sogenannten Randgebieten wie Tierschutz, Umweltschutz,
Okologie sowie kulturellen und philosophischen Themen Raum gewihrte.

Herr Kollege Steger ist zu seiner Initiative, an der Begeisterung fiir die Sache ja nur eine Seite
darstellt und Verhandlungsgeschick, Ausdauer, Opferbereitschaft ebenso ausschlaggebende Qualita-
ten sind, zu begliickwiinschen. Esist zu hoffen, dass die Niirnberger Referierabende nicht nur weiterle-
ben, sondern dass sie vielerorts Nachahmung finden werden.

R. Fankhauser, Bern
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