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Schweiz Arch. Tierheilk. 128, 289-297, 1986

Aus dem Institut fur Virologie der
Universität Zurich

Reaktivierung
einer latenten Bovinen Herpesmamillitisvirus (BHV-2)-Infektion

bei einem Tier mit fraglicher IBR-Serologie

M Hofmann, M Engels, A. E Metzler und R Wyler1

Einleitung

Zur serologischen Diagnose der BHV-1-Infektion (IBR/IPV) wird heute routinemassig

der ELISA eingesetzt. Seren, die im ELISA fraglich reagieren, werden zur
Verifizierung einem Serumneutralisationstest (SNT) unterzogen, dessen Resultat dann für
die Beurteilung massgebend ist. Neuerdings wird an unserem Institut zusätzlich auch
ein Plaque-Hemmtest (PHT) durchgeführt. Mit diesen Methoden lässt sich der grösste
Teil der Seren eindeutig beurteilen.

Es finden sich jedoch auch Seren, die teilweise bei Anwendung obengenannter
Testverfahren keine eindeutigen Ergebnisse zeigen.

Ziel der Arbeit war es, bei einer serologisch fraglich reagierenden Kuh mittels einer
5tagigen Dexamethason-Behandlung eine eventuell vorhandene latente BHV-1-Infektion

zu reaktivieren [3, 7, 13], das ausgeschiedene Virus zu identifizieren, sowie ein
Ansteigen des BHV-1-Antikörpertiters aufzuzeigen [22, 23].

Statt eines BHV-1 konnten wir nach der Reaktivierung jedoch aus Vaginaltupfern
ein BHV-2, den Erreger der bovinen Herpesmamillitis, isolieren.

Material und Methoden

a) Tier
Es handelte sich um eine öjahnge Simmentaler Fleckvieh-Kuh, die vor vier Wochen abgekalbt

alte Dieses Tier war wahrend 4 Monaten wiederholt serologisch auf IBR-Antikorper untersucht
forden, wobei die Sammelmilchprobe m der ersten Untersuchung fraglich positiv war, und nachher
wchgefuhrte Serumneutralisations- und Plaquehemmtests teils eine positive, teils eine negative

Reaktion ergaben. In dem Viehbestand, aus dem die Kuh stammte, erwiesen sich alle übrigen Tiere
blutserologisch als IBR-negativ, und nach Angaben des Besitzers war klinisch me IBR beobachtet
»orden

b) Zellen
^ur aUo Versuche wurden ausschliesslich embryonale bovine Lungenzellen (eBLC) in der 2. bis

fassage verwendet [12],

•,,,
' ^örrespondenz-Adresse: Institut fur Virologie der Universität Zurich, Winterthurerstrasse
CH-8057 Zurich



290 M Hofmann, M Engels, A E Metzler und R Wyler

c) Viren

Alle im folgenden beschriebenen serologischen Tests wurden mit dem BHV-1, Stamm LA (Refe

renzvirus fur die IBR-Diagnostik) und mit dem BHV-2, einem Schweizer Isolat (BHMV 12/83)

durchgeführt [20]

d) Seren

Fur die Virustypisierung standen folgende Seren zur Verfugung
1 BHV-l-Referenzantiserum (Pool aus diversen im Diagnostikbetrieb anfallenden IBR-positiven

Seren, Neutralisationstiter 1 3, verwendet fur den IBR-ELISA als positive Kontrolle)
2 BHV-l-negatives Referenzserum (Pool aus IBR-negativen Seren, verwendet fur den IBR-ELISA

als negative Kontrolle)
3 BHV-l-Antiserum, von einem Stier stammend
4 BHV-2-Antiserum, Serum eines schweizerischen Rindes, Neutralisationstiter 1 128 [20]
5 BHV-2-Antiserum, von einem experimentell infizierten Kalb stammend und von Prof Castrucci

Perugia zur Verfugung gestellt, Neutralisationstiter 1 32

e) Reaktivierungsversuch sowie Probengewinnung und Verarbeitung

Die Kuh wurde wahrend der ganzen Versuchsdauer bis zur Schlachtung im institutseigenen Iso

lationsstall gehalten
Zur Reaktivierung einer eventuell vorhandenen latenten BHV-1-Infektion wurden an den Tagen

1 bis 5 unmittelbar nach der Entnahme von 10 ml Blut je 0,1 mg/kg Korpergewicht Dexamethason

(DMS, 25 ml Dexadresone®, Nobilis) intravenös in die Vena jugulans injiziert
An den Tagen 0 (Emtrittstag) bis 11 sowieam 14, 18 und21 Tag (Schlachtung) wurden Tupfer

proben von Konjunktiva, Nase und Vagina entnommen und sofort m 5 ml Transportmedium [Eagles

Minimal Essential Medium mit 2% fötalem Kalberserum (FCS, frei von Antikörpern gegen IBR Vi

rus) sowie 500 I U /ml Penicillin, 200 pg/ml Streptomycin, 50 pg/ml Gentamycin und 1 jig/ml E»
nazol® zur Verhinderung von Pilzkontaminationen [27] ausgewaschen

Innert einer Stunde nach der Probeentnahme wurde das Transportmedium bei 400 X g wahrend

10 min zentrifugiert Anschliessend wurdenje 0,6 ml des Uberstandes mje 4 Dellen einer Makrotiter

platte, in die 24-48h zuvor eBLC ausgesat wurden, gegeben und auf den Zellen belassen

Vor, wahrend und nach der Reaktivierung wurde an den Tagen 0-11, sowie am 14, 18 und21

Tag eine Blutprobe entnommen
Mit Zellkulturen, die keinen zytopathischen Effekt (CPE) zeigten, wurden 2 Bhndpassagen in

Abstand von 7-10 Tagen durchgeführt, indem die Zellen zum Aufschliessen je dreimal eingefroren

und aufgetaut wurden, dann wurde 10 min bei 9900 X g(Eppendorf-Zentrifuge) geklart,je0,2ml"0
Uberstandes auf frische Zellkulturen gegeben und 1 hbei37 °Cinkubiert Nach Absaugendes Inol

ulums und einmaliger Waschung mit PBS (Phosphatgepufferte Kochsalzlosung) folgte die Uber

Schichtung der Zellkulturen mitje0,6ml Erhaltungsmedium (E'MEMmit 2% FCS sowie 1001 U/o
Penicillin und 100pg/ml Streptomycin)

Zellkulturen mit mikroskopisch erkennbarem CPE wurden durch Abschaben und mehrmalig»

Aufziehen und Ausblasen mit einer Pipette mechanisch von der Unterlage gelost, dreimal eingefrot®

und aufgetaut und bei 9900 X g 10 min klarzentrifugiert Der Uberstand, als Isolat VlOO/85 bezeic

net, wurde m 1-ml-Portionen bis zur weiteren Verwendung bei —70 °C tiefgefroren
Zur Herstellung von Deckglaskulturen wurden runde Deckglaser, Durchmesser 10 mm,111

Makrotiterplatten gegeben und anschliessend die Zellen ausgesat 24 h spater wurden die Kmtur^
inokuliert Beim Auftreten eines deutlich erkennbaren CPE wurde der Zellrasen 20 min im'

Formaldehyd fixiert und 3min mit 0,5% Kristallviolett gefärbt und nach der Trocknung die Dec 4

ser mit der Zeilschicht nach unten auf einem Objektträger mit Eukitt eingeschlossen
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f) Elektronenmikroskope

Formvar-beschichtete Gnds wurden mit 50 gl des Isolates V100/ 85 5 mm uberschichtet und
danach 5 mm mit 2% Phosphorwolframsaure kontrastiert. Die Untersuchung im Elektronenmikroskop
erfolgte bei 30 000-facher Vergrosserung

g) Typisierung des isolierten Virus

Die Charakterisierung des Isolates erfolgte mittels Serumneutralisationstest (SNT) unter
Verwendung von Mikrotiterplatten Die verwendeten Seren sind im Abschnitt d) Material und Methoden,
sowie in Tabelle 1 aufgeführt

Ausserdem wurden die Restriktionsmuster der DNA des isolierten Virus mit bekannten Mustern
von BHV-2 [1, 16, 17, 21] verglichen und zwar unter Verwendung der Restriktionsenzyme EcoRI,
BamHI, Hpal, Bglll und Xbal

Im weiteren wurde das virale Proteinmuster des Isolates V100/85 mit den bekannten Mustern
von BHV-1, Stamm Jura, sowie mit dem BHV-2-Referenzstamm TVA verglichen [19].

h) Antikorpernachweis im Serum der Kuh nach Dexamethasonbehandlung

Antikörper gegen BHV-1 wurden mittels ELISA, der in der Schweiz fur die IBR-Diagnostik
vorgeschrieben ist (Labor Dr W. Bommeli, Bern), m den Serumproben nachgewiesen Alle Seren wurden
im gleichen Ansatz untersucht und die Extinktionswerte mittels Photometer bestimmt.

Tabelle 1 Typisierung des Isolates V100/85 mittels Serumneutralisationstest (SNT) im Vergleich zu
bekannten BHV-1- und BHV-2-Stammen

Serum Virus
(s Material und
Methoden d) Seren)

BHV-1 BHV-2
BHMV 12/83

Isolat
V100/85

1 anti-BHV-1
positives Referenz-
serum (Diagnostik) posa (l:3)c pos (L32) pos (> l'2)e

2 anti-BHV-1
negatives Referenz-
serum (Diagnostik) negb pos (1.45) pos (> 1 2)=

3 anti-BHV-1
Einzelserum nud neg neg

3 anti-BHV-2
Emzelserum

neg pos (1:128) pos (1.32)
3 anti-BHV-2

Einzelserum n u pos (1-32) pos (1:180)
b Serum

Kuh 766

^fgKCnach DMS neg pos (1-45) pos (1:181)

b
"eulra'lsierende Antikörper nachgewiesen d nicht untersucht

c ö
eme neutralisierenden Antikörper nachgewiesen e nicht austitriert
Uer der neutralisierenden Antikörper
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Zusätzlich wurden in den Serumproben die Antikorpertiter gegen BHV-1 und BHV-2 im Serum

neutralisationstest ermittelt Gearbeitet wurde mit Serumverdunnungen (Faktor 2) und konstantei

Viruskonzentration (1000 TCIDso/ml), wobei sowohl Virus wie Serum mit Erhaltungsmedium ver

dünnt wurden
50(1,1 Serum-Verdunnung mit 50(4 Virusgebrauchsverdunnung wurden in 4fachem Ansatz in

Mikrotiterplatten 1 h bei 37° C inkubiert und anschliessend auf 24-48 h alte eBLC gegeben Die end

gültige Ablesung erfolgte nach 7 Tagen Die Titer wurden nach Wirth berechnet [18]

Ergebnisse

a) Kimischer Verlauf

Die Auswirkungen der 5tagigen Dexamethason-Behandlung beschrankten sich auf

einen - allerdings drastischen - Ruckgang der Milchleistung von anfänglich 271 Tages

milch (Tag 0) auf 1,5 1/Tag wahrend der DMS-Behandlung Nach dem Absetzen der

DMS-Behandlung stieg die Milchleistung sofort wieder an und erreichte am 9 Ver

suchstag 15 1 Sonst waren keine Symptome zu beobachten

bj Virusisoherung

Mit Ausnahme von zwei Vaginal-Tupferproben erwiesen sich sämtliche anderen

entnommenen Nasen-, Konjunktival- und Vaginaltupferproben auch nach zwei Blind

passagen als virusfrei
Bei den erwähnten beiden Vagmaltupferproben, entnommen am Tag 3 und 4, trat5

respektive 4 Tage nach der Inokulation m je 1 der 4 angesetzten Dellen ein deutlicher

CPE auf Nach der ersten Passage kam es auch in den übrigen 3 Dellen, entnommen am

Tag 3, zu einem gleichartigen CPE Auffallend war die Bildung riesiger Synzytien mit

z T über 100 Zellkernen, sowie das Auftreten langer, schmaler Zytoplasmabrucken Es

dauerte relativ lange (ca 48 h), bis sich die Synzytien abrundeten und sich von der Un

terlage losten Uberhaupt kam es nur zögernd zu einer Zytolyse und die Veränderungen

breiteten sich konzentrisch von einzelnen Virusvermehrungsherden aus Das Vorliegen

grosser Synzytien sowie die geringgradige Zellabrundung sprach fur eine BHV-2-In

fektion und nicht fur eine BHV-1-Infektion [10, 11]

c) Typisierung des isolierten Virus

Eine Ubersicht über die Ergebnisse der serologischen Typisierung vermittelt Ta

belle 1

Der SNT mit dem Virusisolat V100/85 und dem BHV-1-Antiserum (Serum Nr D

resp dem BHV-2-Antiserum (Serum Nr 4) ergab m beiden Fallen eine Hemmung DeI

Verdacht lag nahe, dass das IBR-Referenzserum auch Antikörper gegen BHV-2 ent

hielt, was sich im Kontrollversuch bestätigte, indem sowohl das IBR-positive (Serum

Nr 1), als auch das IBR-negative Referenzserum (Serum Nr 2) Antikorpertiter gegel1

das bovine Herpesmamillitisvirus (BHM VI2/83) aufwiesen (1 32 resp 1 45)

Bei der Wiederholung des SNT mit einem IBR-Antiserum frei von Antikörpern?

gen BHV-2 (Serum Nr 3) ergab sich keine Hemmung des Isolates V100/85 so aS
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BHV-1 serologisch ausgeschlossen werden konnte. Zur Absicherung wurde der SNT
mit dem Isolat V100/85 und einem weiteren BHV-2-Antiserum (Serum Nr. 5) durchgeführt,

wobei sich eine deutliche Hemmwirkung zeigte (1:180).
Im SNT mit dem Isolat und dem am Tag 18 nach Beginn der Reaktivierung

entnommenen Serum wurde ein Titer von 1:181 ermittelt.
Sowohl die Restriktionsanalyse der DNA als auch die Protemanalyse des Virusiso-

lates V100/85 ergaben fur BHV-2 typische Muster.
Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung des Überstandes von Zellkulturen

mit einem deutlichen CPE konnten massenhaft Viruspartikel nachgewiesen werden,

die sich aufgrund ihrer Morphologie eindeutig als Herpesviren ansprechen liessen,
obwohl kein einziges behulltes Viruspartikel zu finden war

d) Antikorpernachweis im Serum der Kuh nach Dexamethasonbehandlung

Der mittels ELISA bestimmte Verlauf des Antikorpertiters gegen BHV-1 ergab
Netto-Extinktionswerte, die zwischen 5 und 15% des Wertes des schwach positiven
Referenzserums lagen, aber dennoch deutlich hoher waren als der mit dem negativen
Referenzserum ermittelte Wert. Die Seren konnten daher nicht eindeutig als frei von Anti-
korpern gegen BHV-1 bezeichnet werden

Die an den Tagen 0 bis 21 entnommenen Seren waren, im SNT getestet, frei von
Antikörpern gegen BHV-1, wobei die Seren unverdünnt eingesetzt worden waren.

Ein BHV-1 -Plaquehemmtest wurde mit zwei Seren angesetzt: Serum Tag 0' 85%

Hemmung, Serum Tag 18 87% Hemmung. Beide Werte lagen somit im fraglichen
Bereich (50-90% Hemmung).

Antikörper gegen BHV-2 liessen sich mittels SNT im Serum der Kuh von Beginn
der Reaktivierung bis zum 9. Tag nur in niedrigen Titern von < T2,8 nachweisen. Von
Tag 10 an stiegjedoch der Titer signifikant an und erreichte am Tag der Schlachtung der
Kuh einen Wert von 1.64 (Abb 1)

Es war leider nicht möglich, den ganzen Bestand serologisch auf Antikörper gegen
BHV-2 zu untersuchen Tierarzt und Besitzer gaben jedoch an, dass keine Zitzenhaut-
erkrankungen m diesem Bestand zu beobachten waren.

Diskussion

Nach der Behandlung der Kuh mit Dexamethason konnte eine latente BHV-1-
'nfektion ausgeschlossen werden, denn es kam zu keiner Virusausscheidung und der
Antikörpernter gegen BHV-1 im Serumneutrahsationstest stieg nicht an.

Auch im ELISA war kein Anstieg der Antikörper gegen BHV-1 nachweisbar,
Jedoch waren die Serumproben nicht eindeutig als frei von Antikörpern gegen BHV-1

bezeichnen.
Statt des erwarteten BHV-1 (IBR-Virus) wurde jedoch ein BHV-2 (bovines Her-

Pesmamillitisvirus) isoliert. Der Antikorpertiteranstieg gegen BHV-2 nach der Dexa-
melhasonbehandlung zeigte, dass es sich beim Isolat VI00/85 mcht um eine Kontami-
nahon der Zellkulturen, sondern höchstwahrscheinlich um einen Erreger, der bei der
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Abb 1 Titerverlauf der Antikörper im Blut gegen BHV-2 (BHM V12/83) mittels Serumneutralisa

tionstest (SNT) nachgewiesen (O O) und Virusisolierung aus der Vagina (V) nach Dexamethason

behandlung (J,) der Kuh f Schlachtung, Nachweisgrenze im SNT

Kuh eine Infektion verursacht hatte, handelte. Eine Laborkontamination ist auszu

schhessen, da zu diesem Zeitpunkt im Institut nicht mit BHV-2 gearbeitet wurde

Fur BHV-2 ist m der Schweiz eine Durchseuchungsrate von durchschnittlich 7

ermittelt worden [9,20]. Das Virus kommt also m der Schweiz vor. Die Lokalisation des

isolierten Virus war aber fur BHV-2 atypisch; denn nach einer Reaktivierung wurde das

Virus bisher aus Hautlastonen, speziell Zitzen- und Euterhaut, Nasenschleimhau'

Pharynx, Nervensystem und Lymphknoten isoliert, nicht jedoch aus dem Genitale
[2, 6, 14, 24]. Es gelang damit unseres Wissens zum ersten Mal bei einer natürlichen

BHV-2-Infektion nach Dexamethason-Behandlung eine Virusausscheidung nachzu

weisen. Das Tier zeigte jedoch im Unterschied zu bisher beschriebenen Fallen keiner ei

Symptome einer BHV-2-Infektion. Eine Aggravierung beziehungsweise ein Neuaus

bruch der Krankheit gilt als BHV-2-typisch, ganz im Gegensatz zu einer reaktiviert®

BHV-1-Infektion [7], bei der die Tiere wohl Virus ausscheiden, aber keine klinisce

Symptome einer IBR zeigen [25].
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Es stellt sich die Frage nach der Interpretation der fraglichen serologischen IBR-
Befunde (ELISA, SNT, PHT) und damit zwangsläufig nach der antigenen Verwandtschaft

zwischen BHV-1 und BHV-2. Eine Kreuzreaktion zwischen BHV-2 und dem
Herpes-simplex-Virus (HSV-1 und HSV-2) ist bekannt [5, 8, 26], Eine antigene
Verwandtschaft zwischen BHV-2 und anderen bovinen Herpesviren stellten R. L. Levings
etal. [15] in der Immunelektrophorese fest. Dies würde die fraglichen Befunde bei der
IBR-Serologie erklaren. Weiter ist an die Präsenz nicht definierter, unspezifischer
Virushemmstoffe im Serum, die sich bei den einzelnen Tests unterschiedlich auswirken,
und an niedrige BHV-1 Antikörpertiter im Serum-nahe und unterhalb der Nachweisgrenze

- zu denken. Zuletzt ist auch eine (latente) Infektion mit einem unbekannten
(Herpes-) Virus nicht auszuschliessen.

Die beiden BHV-l-Referenzseren (Tab. 1, Seren Nr. 1 +2), ein Gemisch von Seren,
die uns im Rahmen der IBR-Diagnostik eingesandt wurden, sind eine Bestätigung
früherer Befunde, dass BHV-2-Infektionen im Einzugsgebiet des Institutes vorkommen.
Anscheinend gaben aber bisher die in den auf IBR untersuchten Seren vorhandenen
Antikörper gegen BHV-2 weder im SNT noch im ELISA Anlass zu falsch positiven
Reaktionen bei der IBR-Diagnostik.

Die Isolierung von BHV-2 aus dem Genitaltrakt führt zwangsläufig zur Frage nach
der Lokalisation des BHM-Virus wahrend der Latenz. Bis heute ist es nie gelungen,
ohne Reaktivierung bei latent infizierten Tieren Viruspartikel nachzuweisen [14]. Als
mögliche Lokalisationen der Latenz werden das Nervensystem, die Haut oder
Körperlymphknoten diskutiert.

Elektronenoptisch waren nur Viruspartikel ohne Hülle in den Zellkulturen
nachweisbar. Wohl ist vom BHV-1 bekannt, dass nach einer Reaktivierung nicht infektiöse
Partikel früher und auch langer ausgeschieden werden als infektiöse Virionen [22], ob
aber damit der Nachweis nur unbehüllter Kapside zu erklären ist, bleibt fraglich.

Zusammenfassung
Bei einer Kuh mit fraglicher IBR-Serologie sollte mittels einer Dexamethason-Behandlung

versucht werden, eine latente BHV-1-Infektion zu reaktivieren. Anstelle des erwarteten IBR-Virus wurde
ein bovines Herpesmamtllitisvirus (BHV-2) aus der Vagina isoliert. Der BHV-2 Antikörpertiter im

erum der Kuh stieg nach der Reaktivierung signifikant an, wahrend kein Anstieg des Antikorperti-
ters gegen das IBR-Virus (BHV-1) nachzuweisen war. Die antigenen Beziehungen zwischen BHV-1
und BHV-2 sowie deren möglicher Einfluss auf die IBR-Serologie bei BHV-2-Infektionen werden
diskutiert

Resume
Au cours de la lutte contre l'IBR-IPV une vache avec une reaction serologique douteuse (ELISA,

^neutralisation, test de reduction de plaques) vis-ä-vis du virus de l'IBR (BHV-1) fut traitee avec de

riRRXiamahaS°ne en vue d'une reactivation, d'une infection latente presumee. Au heu d'un virus de
HR le virus de la mamillite herpetique bovine (BHV-2) fut isole par ecouvillonnage dans le vagm. En
|re chez la vache traitee on a pu deceler un taux eleve d'anticorps contre le virus de la mamillite her-
lque bovine mais pas contre le virus de l'IBR.

relal'ons antigemques entre BHV-1 et BHV-2 et leurs influences possibles sur le diagnostic
0 °gique de l'IBR sont discutees.



296 M Hofmann, M Engels, A E Metzler und R Wyler

Riassunto

In una mucca con serologia da IBR dubbia, si e tentato, con applicaziom di dexametasone di

riattivare l'infezione latente da BHV-1 Invece dell'atteso virus IBR e stato isolato, dalla vagina, ll vi

rus della mammillite erpetica dei bovim (BHV-2) II titolo anticorpale contre BHV-2 nel siero della

mucca si e elevato sensibilmente, mentre non si e registrato un'aumento del titolo anticorpale control]

virus dell'IBR (BHV-1)
Vengono discussi 1 rapporti antigenici fra BHV-1 e BHV-2 cosi come ll loro possibile mflusso sul

la serologia dell'IBR nel cofso di mfezione da BHV-2

Summary

In the course of the Swiss IBR elimination program a cow with an equivocal IBR serolog)

(ELISA, serumneutralization, plaque reduction test) was treated with dexamethasone to reactivate a

supposed latent BHV-1 infection Instead of a BHV-1 a bovine herpes mamillitis virus (BHV-2) could

be isolated from vaginal swabs Also a rise in the antibody titer against BHV-2 but not against BHV 1

in the serum of the treated cow could be observed
The antigenic relatedness between BHV-1 and BHV-2 and its possible influence on IBR serologt

is discussed
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