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Aus dem Eidg Vakzine-Institut, Basel und dem Institut fur Virologie der Universität Zurich

Stellen nichtbovine Paarhufer ein IBR-Virus-Reservoir dar?

I. BHV-1- und CapHV-l-Infektions- und Reaktivierungsversuche
an Ziegen, Virustyp-Spezifität der humoralen Antikörper

und Charakterisierung der viralen Antigene

M Ackermann', A E Metzler2, H McDonagh, L Bruckner, H K Muller und U Kihm

Einleitung

Das Bekampfungsprogramm mit dem Ziel der Tilgung der IBR/IPV (Infektiöse
Bovine Rhmotracheitis/Infektiöse Pustulose Vulvovaginitis bzw. Balanoposthitis) in
der Schweiz ist in naher Zukunft abgeschlossen [18]. In die Wege geleitet wurde es in
den Jahren 1979 bzw. 1983 wegen des seuchenhaften Verlaufes m erstinfizierten
Rindviehbestanden und wegen der damit emhergehenden wirtschaftlichen Verluste (fieberhafte

Allgememerkrankung, Entzündung der oberen Luftwege, Aborte) Die Bekamp-
fungsstrategie gegen die Seuche basiert auf den besonderen biologischen Eigenschaften
ihres Erregers, des bovinen Herpesvirus 1 (BHV-1).
i) Obwohl im Verlaufe der Infektion neutralisierende Antikörper gebildet werden,

bleiben infizierte Tiere zeitlebens Virustrager. Nach der Virusvermehrung am Ort
der Infektion (Respirationstrakt, bzw. Vagma) wandert das Virus den sensiblen
Nerven entlang bis zu den korrespondierenden Ganglien und verbleibt dort latent
und fur die humorale Immunabwehr nicht erfassbar, bis gewisse Umstände (z. B.

Stress) zur Reaktivierung und Ausscheidung von infektiösem Virus fuhren [ 1, 2,17,
20],

ii) Eine Vakzination kann eine Feldvirusinfektion und damit die Etablierung einer
Latenz nicht verhindern [9]

m) Latent infizierte Tiere stellen ein ernstzunehmendes Virusreservoir dar, besonders
weil die Virusausscheidung symptomlos verlaufen kann [8].

Aufgrund dieser Tatsachen basiert die Seuchenbekämpfung auf der Erfassung und
Bimimerung von IBR/IPV seropositiven Tieren und auf Einschränkungen des Tier-
verkehrs [18].

Die bisherigen Erfahrungen lassen nicht zwingend auf wesentliche BHV-1-Reservoirs

ausserhalb der Rinderpopulation schhessen
Andere Paarhufer sind jedoch empfänglich fur eine IBR-Virusinfektion [z.B. 14,

2'] In diesem Zusammenhang bilden Ziegen einen besonders zu beachtenden Faktor,

1

Eidg Vakzine-Institut, Hagenaustr 75, 4025 Basel
2 Institut fur Virologie der Universität Zurich, Winterthurerstr 266A, 8057 Zurich
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weil bei ihnen eine Caprine Herpesvirus-l-(CapHV-l) Infektion bekannt ist, welche

mit IBR-Virus kreuzreagierende Antikörper hervorruft [5, 11] Frühere Untersuchungen

zeigten, dass dieses Virus m der Schweiz vorkommt [16, 22], Auch die positive
Reaktion von Ziegenseren im IBR-ELISA ist gelegentlich beobachtet worden (Ackermann

und Ascherl, nicht publiziert)
Die vorliegende Arbeit schafft wesentliche Voraussetzungen zur Abklärung der

Rolle der Ziegen als IBR-Virusreservoir und zur Unterscheidung einer IBR-Virus

(IBRV)- und einer CapHV-1-Infektion mittels verschiedener ELISA-Techmken
Zu diesem Zwecke wurden zwei Ziegen mit IBR-Virus und zwei Ziegen mit Ziegen

herpesvirus (CapHV-1) infiziert Nach erfolgter Serokonversion wurden die Ziegen mit

Dexamethason (DM) belastet, um eine Reaktivierung der Infektion herbeizufuhren

Eine mögliche Virusausscheidung wurde m vitro auf Zellkulturen und m vivo durch

beigestellte Kontakttiere untersucht Der Verlauf der Immunantwort und das spezifische

Reaktionsvermögen der Antikörper nach einer IBRV- und einer CapHV-Infektion
wurde anhand von nacheinander entnommenen Seren im Seroneutrahsationstest

(SNT) und im IBR-ELISA sowie im CapHV-ELISA geprüft. Aufgrund dieser

Untersuchungen kann bei Ziegen serologisch eine IBRV-Infektion von einer CapHV-Infek-

tion unterschieden werden Ausserdem wurden die typspezifischen und kreuzreagierenden

viralen Antigene m nativem und denaturiertem Zustand charakterisiert

Material und Methoden

1 Virus und Zellkultur

Beim IBR-Virus (IBRV) handelt es sich um ein schweizerisches Feldisolat, das bereits von Probst

et al beschrieben wurde [ 17] Das Caprine Herpesvirus (CapHV-1) war ebenfalls ein Schweizer Feld

isolat und wurde bereits mehrfach beschrieben und charakterisiert [5,11, 16] Beide Virusisolatewur

den, wie anderswo beschrieben [9], auf primären fötalen Kalbernasenepithelzellen (FKNE) propa

giert Fur die Infektionen wurden dieselben Viren verwendet wie fur die Seroneutralisationen die

Herstellung von ELISA-Antigenen und die Antigencharaktensierungen Die verwendeten Zellkul

turbedingungen und -medien wurden an anderer Stelle beschrieben [17]

2 Versuchsanordnung

Zwei Ziegenbocke und zwei Geissen im Alter von 2 bis 3 Jahren wurden aus einem IBRV- und

CapHV-freien Bestand zugekauft Die seronegativen Tiere wurden m zwei Pärchen aufgeteilt und n>

separaten Stallungen mit unabhängiger Betreuung gehalten Em Ziegenparchen wurde intranasal mit

107 TCIDso IBRV inokuliert Die zwei anderen Ziegen wurden mit 107 TCI Dsn CapHV ebenfalls '11

tranasal inokuliert In der 4 Woche nach der Infektion (p 1) wurden zwei seronegative Kalber zu en

IBR-Ziegen in den Freilaufstall gebracht Gleichzeitig wurden die IBR-Ziegen wahrend 5 aufeinan

derfolgenden Tagen mit Dexamethason (DM) (Voren®, Bohrmger, Ingelheim, BRD) behandelt ^
tägliche Kortison-Dosis enthielt 2,5 mg DM pro kg Korpergewicht und wurde 1 v verabreicht In e

5 Woche wurden die CapHV-Ziegen auch mit DM behandelt Zwischen diese wurde ein weitere»

Pärchen seronegativer Ziegen aus dem gleichen Herkunftsbestand gestellt h,
Wahrend der ersten acht Wochen des Versuches wurden die Tiere täglich klinisch untersu

(Korpertemperatur, Atmung, Puls, Allgemeinbefinden, Fresslust) ^
Ausserdem wurden täglich bei allen Tieren Nasen-, Augen-, Anal- und Vaginal- bzw

tupfer zur Virusisolation entnommen Zweimal pro Woche bis 11 Wochen nach der Infektion w
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eine Blutprobe zur Feststellung von IBRV- und CapHV-Antikorpera und zur Virusisolation aus
Leukozyten (buffy coat) entnommen. Bei den Kontakttieren wurde neben der täglichen klinischen
Untersuchung zweimal pro Woche Blut zur Antikorperbestimmung entnommen.

3. Virusnachweis

3.1 in vitro:

Die Nasen-Rachen-, Augen-, Anal- und Vaginal- bzw. Praputialtupfer sowie die Leukozyten der
Blutproben wurden auf konfluente FKNE-Zellrasen inokuliert und somit auf die Anwesenheit von
infektiösem Virus geprüft wie bei Lazarowicz et al. [9] beschrieben. Die Virusidentität in positiven
Proben wurde durch eine Schachbrettneutrahsation bestätigt.

3.2 in vivo:

Beginnend mit den Reaktivierungsversuchen wurden den infizierten Ziegen empfangliche Kon-
takttiere beigesellt. Diese sollten anhand klinischer Symptome, mindestens aber aufgrund einer
Serokonversion indirekt eine Virusausscheidung der infizierten Ziegen aufdecken.

4 Serologische Untersuchungen

4.1 Seroneutrahsation

Neutralisierende Antikörper gegen IBRV bzw. CapHV-1 wurden mit dem Serumneutralisa-
tionstest (SNT) [9] jeweils gegen das homologe und das heterologe Virus bestimmt.

4.2 IBR-ELISA

Der IBR-ELISA wurde im Trachitest®-System (Labor Dr. W. Bommeli, Langgassstrasse 7, 3001
Bern) durchgeführt. Die Reaktion der Seren wurde mit einem Titertek Multiskan Photometer gemessen.

Die Messwerte wurden on line auf einen SORD M68 Computer ubertragen, wo gleichzeitig die
Umrechnung in die relativen Werte prozentual zum Referenzserum erfolgte.

4.3 CapHV-ELISA
Die Antigene für den CapHV-ELISA wurden aus dem Uberstand infizierter und nicht infizierter

FKNE-Zellen nach dem gleichen Prinzip wie beim IBR-ELISA hergestellt. Die Durchfuhrung des

CapHV-ELISA erfolgte identisch zum IBR-ELISA. Weiljedoch ein Referenzserum fehlte, wurde als

Resultatjeweils Delta OD angegeben. Delta OD ergab sich aus dem Mittelwert derDifferenz der
optischen Dichte (OD405 nm) von je 2 Dellen mit positiv-Antigen (Überstand von infizierten Zellen als

Antigen) und 2 Dellen mit negativ-Antigen (Überstand von nicht infizierten Zellen).

5 Charakterisierung der Antigene

5-1 Immunfarbung von Antigenen, die auf der infizierten Zelloberflache exprimiert werden

Die Methode entsprach der Vorschrift von Ackermann et al., 1986 [4]: Konfluente FKNE-Zell-
tasen wurden mit ca. 500 TCIDso IBRV oder CapHV-1 infiziert. Nachdem die entstehenden Plaques
^geforderte Grosse erreicht hatten, wurden die Zellen (ohne vorherige Fixation) wahrend 1 Stunde
But 10% Pferdeserum bei 37 Grad inkubiert. Dann wurde der Überstand bis auf einen kleinen Rest

^gegossen und mit 1 ml Medium und Ziegenserum m einer Verdünnung von 1:50 wahrend einer
Binde weiterinkubiert. Nach einmaligem Waschen mit phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS)

folgte eine 30mmütige Inkubation mit Anti-Ziegen-IgG-Biotin. Gleichzeitig wurde m einem sepa-
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raten Gefass die sog. ABC-Losung (je 1 Tropfen Avidin (A) und Biotin-Peroxidase (B) pro 10 ml PBS)

mkubiert. Nach 30 Minuten und einmaligem Waschen wurden die infizierten Zellkulturen mitje 1 ml

ABC-Losung uberschichtet und weitere 30 Minuten inkubiert Nach erneutem Waschen erfolgte die

Zugabe des präzipitierenden Substrates, welches Chloronaphthol und Peroxid enthielt. Die Färbung
der Plaques war nach ca. 10 Minuten abgeschlossen. Der biotinyherte Antikörper und die Reagentien
fur die ABC-Losung stammten aus dem Vectastain® ABC Kit der Firma Vector, Burlingame, CA

USA.

5 2 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese, Elektrotransfer und Immunfarbung

Prinzipiell wurde die Methode von Ackermann etal., 1984 [3] angewendet Infizierte und nichtin-

fizierte (Mock) Zellen wurden in SDS Buffer solubilisiert und im SDS Polyacrylamid Gel (Crosslin-
ker: DATD) aufgetrennt Als Molekulargewichtsmarker wurden die infizierten Zellproteine von

Flerpes-Simplex-Virus Typ-1 (HSV-1) nach den fur dieses Gelsystem etablierten Angaben [15]
verwendet

Nach der Elektrophorese wurden die separierten Proteine elektrophoretisch auf Nitrocellulose

ubertragen Die Immunfarbung auf der Nitrocellulose erfolgte nach dem gleichen Schema wie oben

beschrieben, unter Verwendung des ABC-Kits. Der 10%igen Pferdeserumlosung wurde zusätzlich

noch 0,5% OBG (Octyl-Beta-Glucopyranoside, Sigma, St. Louis, MO, USA) beigemischt (Blocking

Losung) Die Ziegenseren wurden in 0,3-x-Blocking-Losung verdünnt.

Resultate

Klinischer Verlauf der Infektions- und Reaktivierungsversuche

1.1 Infektion von zwei Ziegen mit IBR-Vtrus

Um die Auswirkungen einer IBR-Virusinfektion bei Ziegen zu prüfen, wurde eine

Dosis von 107 TCIDso IBR-Virus intranasal zwei Ziegen inokuliert. Während einer

Beobachtungszeit von 3 Wochen nach der Infektion konnten keinerlei klinische
Krankheitssymptome an diesen Ziegen festgestellt werden.

1.2 Infektion von zwei Ziegen mit CapHV-1

Die Auswirkungen einer Ziegenherpesvirusmfektion wurden an zwei separat
gehaltenen und betreuten Ziegen geprüft. Zwei Tage nach der intranasalen Inokulation

von 107 TCIDso CapHV-1 konnten bei beiden Ziegen diskrete klinische Anzeichen der

Infektion festgestellt werden: Neben geringgradiger Apathie und Fressunlust erhöhte

sich die Körpertemperatur während drei bzw. vier Tagen auf über 40 Grad. Ab dem 8

Tag nach der Infektion verschwanden alle Symptome. Wahrend einer dreiwöchigen

Beobachtungszeit traten keine weiteren Störungen mehr auf.

1.3 Reaktivierungsversuche

Um die möglicherweise latenten Infektionen zu reaktivieren, wurden die IBR-Zie'

gen wahrend 5 Tagen in der 4. Woche p.i., die CapHV-Ziegen ebensolange m der

5. Woche p.i. mit Dexamethason behandelt. Ausserdem wurden zwei CapHV-sero
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negative Ziegen als Kontakttiere zwischen die CapHV-Ziegen gestellt. Zu den IBR-
Ziegen wurden zwei IBR-seronegative Kälber gegeben. Wahrend einer Beobachtungszeit

von 7 (IBRV-Infektion) bzw. 6 (CapHV-Infektion) Wochen nach dem Beginn der
Kortisontherapie konnten weder an den infizierten noch an den Kontakttieren irgendwelche

klinische Anzeichen einer Infektionsubertragung festgestellt werden.

2. Virusisolation

Um eine Virusvermehrung bzw. -reaktivierung m den Ziegen festzustellen, wurden
täglich während 8 Wochen von allen infizierten Tieren Nasen-, Augen-, Anal- und
Vaginal- bzw. Präputialtupfer genommen und auf Zellkulturen inokuliert. Zweimal
wöchentlich wurden zusätzlich Virusisolationen auf «buffy-coat»-Zellen angesetzt.

IBR-Virus konnte vom 3. bis 10. Tagp.i., CapHV vom 1. bis 6. Tagp.i. aus den
Nasentupfern isoliert werden. Spater und insbesondere nach der Kortisontherapie konnte
keine Virusausscheidung nachgewiesen werden. Weder aus dem Blut noch aus den Augen-,

Anal- und Vaginal- bzw. Praputialtupfern konnte je Virus isoliert werden.

3. Serologie

3.1 Seroneutralisation

Um den Erfolg der Virusinfektionen zu prüfen, wurden die Ziegenseren auf
neutralisierende Antikörper gegen das IBRV- und das Ziegenherpesvirus untersucht.

Der Verlauf der neutralisierenden Antikörpertiter der IBR- bzw. CapHV-Ziegen
ist in Tabelle 1 zusammengestellt. Neutralisierende Antikörper sowohl gegen IBR-Vi-

Tabelle 1 Auftreten und Titerverlauf neutralisierender Antikörper gegen IBRV und CapHV-1 im

IBR-Ziegen CapHV-Ziegen

Zeitpunkt Anti IBRV11 Anti CapHVb Anti IBR Anti CapHV

v°r Infektion
Infektionstag
' Woche p i
1 Woche p.i.
^ Woche p.i
4 Woche p.i
5 Woche p.i.
' Woche p.i.
ä- Neutralisierende Antikörper gegen IBR-Virus

~ Neutralisierende Antikörper gegen CapHV-1
^ - keine neutralisierenden Antikörper nachweisbar

~ Angabe der reziproken Serumverdünnung
e ~ Nicht untersucht

neg
neg
neg
neg
4

20
27

N.U.e

neg
neg
neg
neg
4
35

4
N.U.

neg
neg
neg
3

4
6,8
6,8
9

neg
neg
3d

>4
>4
>2187
>2187
>2187
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rus wie auch gegen CapHV traten zuerst in den CapHV-Ziegen auf. Ab der 3. Woche

p.i. serokonvertierten auch die IBR-Ziegen. Die Antikorpertiter gegen das IBR-Virus

waren m allen Tieren nicht sehr hoch (zwischen 1:3 und 1:27). Die Antikorpertiter
gegen das CapHV hingegen stiegen m den homolog infizierten Ziegen ab der 4. Wochep i

stark an (über 1:2000) wahrend sie m den heterolog (IBRV) infizierten Tieren niedrig

(max. 1:35) blieben. In den Seren der Kontakttiere konnten nie neutralisierende Anti-

korper gegen IBRV oder CapHV nachgewiesen werden.

3 2 IBR-ELISA

Um die Tauglichkeit des Trachitest® IBR-ELISA fur die Feststellung einer IBRV-

bzw. CapHV-Infektion von Ziegen zu prüfen, wurden alle Ziegenseren im routinemassigen

IBR-ELISA unter Verwendung des gebräuchlichen Konjugates (Anti-bovine-
IgG-Peroxidase) geprüft. Die Reaktionen konsekutiv entnommener Seren einer IBRV-

und einer CapHV-mfizierten Ziege mit dem IBR-Antigen sind m Fig. 1A dargestellt

Die mit dem ELISA feststellbare Serokonversion erfolgte mteressanterweise zuerst bei

der CapHV-Ziege (in der 2. Woche p.i.) und erst m der 3. Woche auch beim IBRV-mfi-

zierten Tier. Wahrend die Seren der CapHV-mfizierten Tiere jedoch maximal Werte

von der Grossenordnung der aufjeder Platte mitgefuhrten schwach positiven Kontrolle

erreichten, stiegen die Werte der IBR-Ziegenseren von der 3. bis 8. Woche p i. m den

stark positiven Bereich und fielen bis zur 11. Woche wieder deutlich ab. Alle Seren der

Kontakttiere blieben immer negativ. Die Reaktionen der beiden anderen infizierten

Tiere waren von den m Fig. 1A dargestellten kaum unterscheidbar. Aus diesem Grunde

wurde auf deren Darstellung verzichtet.

3 3 CapHV-ELISA

Um die Reaktivität der CapHV-spezifischen Antikörper weiter zu charakterisieren,
wurde ein einfacher CapHV-ELISA entwickelt und die Seren aller infizierten und Kon-

trolltiere wurden damit getestet.
Wie m Fig. IB fur je eine IBR- und eine CapHV-Ziege dargestellt, schnellte die

Reaktion der CapHV-Ziegenseren bereits in der zweiten Woche p. i. hoch, stieg bis zur

4. Woche p.i. an und blieb bis zum Ende des Versuches m der 11. Woche p.i. hoch Im

Gegensatz dazu verlief die Reaktion der IBR-Ziegenseren sehr flach und wurde nur

ausnahmsweise schwach positiv Die Reaktion der Seren der Kontakttiere blieb
wahrend des ganzen Versuches deutlich negativ.

4. Charakterisierung der IBRV- und CapHV-Antigene

Um typspezifische und kreuzreagierende Virusantigene zu evaluieren, wurde die

Reaktion stark positiver IBR- und CapHV-Ziegenseren mit nativen und denaturierten

Antigenen geprüft.
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4.1 Native Virusantigene auf der Oberfläche infizierter Zellen

Membranglykoproteine der Herpesviren sind bedeutende Faktoren bezüglich
Pathogenität. Weil sie nicht nur auf der Oberfläche des Virions, sondern auch auf den
Oberflächen von infizierten Zellen exprimiert werden, sind sie auch für die Entwicklung

der Immunantwort des befallenen Wirtes wichtig [19]. Solche Oberflächenproteine
konnten wie folgt auf nativen infizierten Zellen festgestellt werden:

l) Mit dem Serum der IBR-Ziegen Hessen sich sowohl Plaques von IBRV- wie auch
von CapHV-infizierten Zellen schwarz anfärben.

I BR EL I SP 1A

TPGE NOCH DER INFEKTION

Fig- 1 Reaktion der Seren der IBRV-infizierten Ziege I 1 und der CapHV infizierten
Egg] im ELISA.

1A IBR ELISA. Die X-Achse gibt den Zeitpunkt der Serumentnahme nach der jeweiligen
Infektion an. Auf der Y-Achse sind die relativen Extinktionswerte der Seren prozentual bezogen auf das
schwach positive Referenzserum dargestellt (%OD).

CapHV-ELISA. Die X-Achse gibt den Zeitpunkt der Serumentnahme nach der jeweiligen
Sektion an. Auf der Y-Achse sind die Delta OD der jeweiligen Seren dargestellt. Delta OD errechnet
Slch aus der Differenz der Mittelwerte der Serumreaktion mit 2 Dellen des positiven und des negativa

Antigens.
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ii) Seren der CapHV-Ziegen vermochten nur die CapHV-infizierten Zellen zu

schwärzen. IBRV-infizierte Zellen wurden höchstens grau.

Diese Ergebnisse sind in Fig. 2 dargestellt.

4.2 Typspezifische und kreuzreagierende Virusantigene

Um die Art der typspezifischen und kreuzreagierenden viralen Antigene näher zu

charakterisieren, wurden infizierte und nichtinfizierte (mock) Zell-Lysate auf Poly-

Fig. 2 Darstellung der nativen Antigene auf den Oberflächen infizierter Zellen mittels in

munfärbung. FKNE-Zellen wurden mit CapFlV- bzw. mit IBR-Virus infiziert. Die entstandenen a

ques wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, mit je homologem und heterologem Antise

rum markiert. Die als Plaques sichtbaren infizierten Zellen sind je nach Reaktivität des Ziegenserums

grau schwache Reaktion) bis schwarz starke Reaktion) angefärbt. Nicht infizierte Zellen sin

unsichtbar.
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acrylamid-Gel aufgetrennt und elektrophoretisch auf Nitrocellulose übertragen. Die
transferierten Antigene wurden mit IBR- bzw. mit CapHV-Ziegenserum inkubiert und
die Reaktion wurde mit einem Biotin-Avi dm-verstärkten ELISA unter Verwendung
eines präzipitierenden Substrates sichtbar gemacht. Wie Fig. 3 zeigt, reagierten die Seren
im homologen System nur mit wenigen Banden stark. Das Muster der mit IBR-Serum

homo- hetero-
prä log log

fm
1 2

yj
iL3 4 5 6

Fig- 3 Immunfärbung von SDS Polyacrylamidgel (9,3% Acrylamid) separierten und
elektrophoretisch auf Nitrocellulose transferierten Proteinen aus IBR- und CapHV-infizierten Zell-Lysaten

Ptaimmunserum (Bahn 1 und 2), mit stark positiven, homologen Seren (Bahn 3 und 4) und den
wehen Seren im heterologen System (Bahn 5 und 6). Die Nitrocellulose Streifen, die mit ungeraden

ahlen (1,3,5) bezeichnet sind, enthielten CapHV-Proteme. Die Streifen 2,4,6 enthielten IBRV-Pro-
'eine. Die im homologen System stark reagierenden CapHV-Proteine sind mit bezeichnet. Die
omolog stark reagierenden IBRV-Proteine sind mit (>) bezeichnet. Kreuzreagierende Antigene
ahn 5 und 6) wurden mit C common) markiert. Die stark reagierenden Zellproteme sind mit Z

Zeichnet.
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angefärbten IBRV-Antigene entsprach den viralen Glykoproteinen VP7, VP17 und

22A sowie den Virusproteinen VP31 und VP32A/ 33A (Nomenklatur nach Metzler et al.

[12, 13]).
Im homologen CapHV-1-System reagierten v.a. die Virusglykoproteine VP7 und

VP17 sowie weitere Virusproteine mit Molekulargewichten (MW) von 40 000, 38 000,

34 000 und 32 000/31 000 [MW nach 12, 13]. Im heterologen System reagierten bei

MWxlOOO

.1

97-*
z

82- z

41-
33— « -f
29— 'S?

1 2 3

Fig. 4 Immunfarbung von 11 % Polyacrylamidgel-separierten und elektrophoretisch auf
Nitrocellulose transferierten Zell-Lysaten mit dem Serum einer CapHV-infizierten Ziege. Bahn 1 enthie

Proteine aus CapHV-infizierten Zellen, Bahn 2 Proteine nicht infizierter Zellen und Bahn 3 Proteine

von IBR-infizierten Zellen. Die Molekulargewichte der stark reagierenden CapHV-Proteine sin au

der linken Seite angegeben (MW X 1000). „
Als Molekulargewichtsstandard dienten HSV-1 infizierte Zellproteine gemäss Morse etal, 1

[15]. Die reaktiven, nichtviralen Zellantigene wurden am rechten Rand der Figur mit Z bezeichnet.
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den Antigenen v. a. das Hauptkapsidprotein und das virale Glykoprotein VP7. Wie die
Reaktion mit Praimmunseren zeigte, reagierten auch nichtvirale Zellproteine (Z).

In einem weiteren Experiment wurde die Reaktion des CapHV-Ziegenserums mit
CapHV-, dem IBRV- und dem Mock-Antigen naher untersucht und die Molekulargewichte

der reaktiven Proteine wurden bestimmt. Die Resultate sind in Fig. 4 dargestellt.
Im wesentlichen reagierten Polypeptide des CapHV-Lysates mit folgenden

Molekulargewichten: 170 000 (VP3), 150 000 (Hauptkapsidprotein, VP4), Glykoprotein
VP17 mit MW 94 000 bis 100 000, eine relativ starke Bande im Bereich 80 000 bis
84 000, die dem Glykoprotein VP22A oder VP23 entsprechen könnte und eine schwache

Bande im Bereich 41 000. Die Hauptreaktion aber stammte von einer Doppelbande
mit MW 33 000 (VP32) und 29 000 (VP33). Anhand des mock-infizierten Zell-Lysates
konnten die reaktiven nichtviralen Zellproteine (Z) aufgezeigt werden.

Diskussion

Um die Rolle der Ziegen als IBR-Virus-Reservoir abzuklären, wurden Grundlagen
fur die Unterscheidung von zwei verschiedenen Herpesvirusinfektionen (nämlich der
IBR-Virus- und der Ziegenherpesvirus-Infektion) bei Ziegen - anhand serologischer
Daten - geschaffen. Zu diesem Zweck wurden die folgenden drei Aspekte untersucht:
i) Zuerst wurde abgeklärt, ob Ziegen überhaupt durch experimentelle intranasale

Inokulation mit den genannten Viren angesteckt werden konnten und ob eine
möglicherweise latente Infektion durch Kortison reaktivierbar sei.

u) Durch Serumneutralisation mit beiden Viren und durch IBR- und CapHV-ELISA
wurden die typspezifischen und kreuzreagierenden Antikörper im Serum der Ziegen

nachgewiesen.
m) Die Eigenschaften der typspezifischen und der kreuzreagierenden viralen Antigene

wurden charakterisiert.

f Infektions- undReaktivierungsversuch von IBR-Virus (BHV-I) und Ziegenherpesvirus
(CapHV-1) an Ziegen

Es konnte gezeigt werden, dass Ziegen sowohl für eine IBRV- wie für eine CapHV-
1-Infektion empfanglich sind. Die intranasale Inokulation der entsprechenden Viren
führte zu einer lokalen Virusvermehrung und zu einer Serokonversion. Es konnten
jedoch keine weiteren Beweise für eine Generalisierung der Infektion erbracht werden.
Weder aus Augen-, Anal-, Vaginal- bzw. Praputialtupfern noch aus dem Blut («buffy-
coat») der infizierten Tiere konnte je Virus isoliert werden.

Vier bzw. fünf Wochen nach der Infektion wurde ein Reaktivierungsversuch mittels

Kortisontherapie durchgeführt. Andere Autoren hatten schon vorher gezeigt, dass
eine Dexamethasonmenge von 0,1 mg/kg Korpergewicht, die normalerweise zur IBR-
Wnisausscheidung bei latent infizierten Rindern führt [1,2, 17], nicht ausreichte, um
eme Herpesvirusinfektion bei Ziegen zu reaktivieren [21]. Aus diesem Grunde verwendeten

wir die 20fache Dosis, wie sie auch bei Schweinen zur Reaktivierung von Au-
jeszkyvirus eingesetzt werden muss [23], Trotzdem zeigte keiner der drei verwendeten
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Indikatoren eine Virusreaktivierung an: Erstens blieben Kontaktkontrollen gesund

und seronegativ; zweitens konnte zu keinem Zeitpunkt (ausser wahrend der Primarm-

fektion) Virus aus den Ziegen isoliert werden; drittens konnte auch kein signifikanter
Antikorpertiteranstieg im Gefolge des Reaktivierungsversuches gemessen werden.
Somit muss zumindest festgestellt werden, dass eine BHV-1-, aber auch eine CapHV-
1-Infektion bei Ziegen nicht ohne weiteres reaktiviert werden kann. Unter Berücksichtigung

der seroepidemiologischen Studie von Hasler und Engels [7], fuhren unsere
Resultate zum Schluss, dass die Ziegen in der Schweiz in der IBR-Epidemiologie keine odei

höchstens eine minimale Rolle spielen.

2. Serologische Unterscheidung der BHV-1- und der CapHV-1 -Infektion bei Ziegen

Ein weiteres Hauptziel dieser Arbeit war, im Hinblick auf seroepidemiologische
Studien [7], Grundlagen für die serologische Unterscheidung einer BHV-1- und einer

CapHV-1-Infektion bei Ziegen zu schaffen. Vorhergehende Arbeiten hatten gezeigt,
dass naturliche CapHV-Infektionen in Ziegen zu niedrigen Titern von IBRV-neutrali-
sierenden Antikörpern und zu sehr hohen Titern von CapHV-neutralisierenden
Antikörpern führten [16], Allerdings war hier unbekannt, inwieweit diese Reaktionen von

überlagernden IBRV-Infektionen verursacht worden waren. Umgekehrt wusste man.

dass die Seren von IBRV-infizierten Rindern CapHV-1 und BHV-1 in etwa dem
gleichen Masse zu neutralisieren vermochten [16]. Unsere Resultate zeigten, dass die Seren

von IBRV-infizierten Ziegen ungefähr gleich hohe Titer neutralisierender Antikörper

gegen BHV-1 und das Ziegenherpesvirus aufwiesen. Die Seren der CapHV-Ziegen
neutralisierten das homologe Virus in sehr hohem Masse und enthielten relativ geringe
Titer von BHV-1-neutralisierenden Antikörpern. Die Titerhohe der neutralisierenden

Antikörper gegen das Ziegenherpesvirus ermöglichte also die Typisierung des
infizierenden Virus.

Der Trachitest® IBR-ELISA eignete sich sowohl zur serologischen Erfassung einer

IBRV- wie einer CapHV-1-Infektion von Ziegen. Obwohl als Konjugat Anti-Rind-

IgG-Peroxidase verwendet wurde, reagierten die Seren der IBR-Ziegen stark, die Seren

der CapHV-Ziegen ungefähr im gleichen Masse wie das schwach positive Kontrollserum.

Das typenspezifische Resultat wurdejedoch vom CapHV-ELISA erbracht:
Wahrend die Seren der IBR-Ziegen fast keine Reaktion hervorriefen, reagierten die Seren

der CapHV-Ziegen sehr stark. Ausserdem war wahrend des ganzen Versuches kein

Titerabfall der CapHV-ELISA-Antikörper zu bemerken.

3. Charakterisierung der typspezifischen und kreuzreagierenden viralen Antigene

Die viralen Antigene wurden m drei verschiedenen Präsentationen untersucht: Im

Seroneutralisationstest (SNT) und m der immunologischen Plaquefarbung reagierten

native Antigene. Im ELISA waren die Antigene an Polystyrol adsorbiert und mit De-

tergens behandelt. Auf der Nitrocellulose schliesslich handelte es sich um denaturierte

Antigene.
Im Unterschied zum SNT, wo die Menge neutralisierender Antikörper gemessen

wurde, erlaubte die immunologische Plaquefärbung mit stark positiven Seren Ruck
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Schlüsse auf die Antigenmenge, die auf der Oberflache infizierter Zellen exprimiert
wurde Dass die Seren der IBR-Ziegen IBRV- und CapHV-Antigen auf den infizierten
Zellen ungefähr gleichmassig anfärbten, lasst darauf schhessen, dass CapHV-1 em
Oberflachenantigen kodiert, das dem IBRV-Antigen verwandt ist und das m einer
vergleichbaren Menge produziert wird. Andererseits bedeutet die sehr intensive Schwarz-
farbung der CapHV-Plaques mit dem Serum der CapHV-Ziegen und die vergleichsweise

schwache Reaktion der IBRV-Plaques mit den gleichen Seren, dass das Ziegen-
herpesvirus em typspezifisches Protein kodiert, das m sehr grossen Mengen auf der
Oberflache infizierter Zellen erscheint Die Tatsache, dass aus dem Uberstand CapHV-
mfizierter Zellen wohl eine grosse Menge typspezifisches ELISA-Antigen, aber nur wenig

infektiöses Virus gewonnen werden kann (Ackermann und Ursenbacher nicht
publizierte Beobachtung), fuhrt zur Vermutung, dass das typspezifische Ziegenherpesvi-
rusprotem nicht nur auf der Zelloberflache exprimiert, sondern auch sezermert wird
Diese Behauptung wird unterstutzt durch die Tatsache, dass CapHV extrem hohe Titer
von neutralisierenden Antikörpern induziert Die Separierung von Protemlysaten der
infizierten Zellen auf Polyacrylamidgelen und der anschliessende Transfer auf
Nitrocellulose erlaubte nicht nur die Bestimmung der Molekulargewichte, sondern auch die
Untersuchung einzelner Antigene m denaturiertem Zustand Dieserart konnten drei
verschiedene Antigengruppen festgestellt werden
0 Fur die jeweilige Virusinfektion typische Antigene
u) Kreuzreagierende virale Antigene (C-AG, C common).
in) Reaktive Zellantigene (Z-AG), die sowohl in der infizierten wie auch m der mchtm-

fizierten Zelle vorhanden waren und die von den Praimmunseren gleichermassen
wie von den Immunseren angefärbt wurden

Die Z-Antigene mussten fur die Analyse der jeweiligen Immunfarbung zuerst
subtrahiert werden.

Als C-Antigene konnten das Hauptkapsidprotem (VP4) und das Glykoprotem
VP7 identifiziert werden (Nomenklatur nach Metzler et al [12, 13]) In Kombination
mit den Resultaten der immunologischen Plaquefarbung fuhrt diese Feststellung zum
Schluss, dass VP7 auf der Oberflache infizierter Zellen exprimiert wird (diese
Vermutungkonnte mittels monoklonaler Antikörper bestätigt werden [Spirig, Metzler undAk-
kermann, nicht publiziert]) und kreuzreagierende, neutralisierende Antikörper induziert

[6], Fur die typspezifische Reaktion waren jeweils mehrere Proteine verantwortlich

Von besonderem Interesse waren dabei die Glykoproteme und die speziell stark
magierenden Antigene. Im IBRV-System reagierten mit VP32A und VP33A zwei
mchtglykosylierte virale Proteine am intensivsten Die Hauptreaktion im CapHV-Sy-
stem verursachte eine Protem-Doppelbande mit einem Molekulargewicht von 33 000
(VP32) bzw. 29 000 (VP33). Von den Glykoprotemen reagierten m unserem System
VP17 und VP22A typspezifisch. Bezuglich Typspezifitat durftejedoch dem Glykopro-
tein VP 12 die grosste Bedeutung zukommen, obwohl dieses Protein im denaturierten
Zustand auf der Nitrocellulose von den Seren gar nicht angefärbt wurde. Bisher konnten

weder bei Verwendung von monoklonalen Antikörpern noch m der Radioimmun-
Pmzipitation gemeinsame Antigene auf VP12 festgestellt werden [5 und Metzler, nicht
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publiziert]. Die starke typspezifische Reaktion im ELISA und im Plaquetest ist
wahrscheinlich auf dieses VP12 zurückzufuhren. Die auf der Nitrocellulose am stärksten

reagierenden Proteine kommen dafür weniger in Frage, weil sie als Nicht-Glykopro-
teine wohl kaum auf der Zelloberflache expnmiert oder gar sezerniert werden. Um
diesen Punkt definitiv abzuklären, sind allerdings weitere Experimente durchzuführen. Im

Polyacrylamidgel, in dem Methylenbisacrylamid als Crosslinker verwendet wird, hat

VP17 ein offensichtliches Molekulargewicht von 73 000 [13]. Im hier verwendeten
System, mit DATD als Crosslinker migrierte das fragliche Protein offensichtlich zwischen

100 000 und 94 000. Solche Unterschiede des apparenten Molekulargewichtes,
verursacht durch die beiden Crosslinkersysteme, sind aus der Literatur bekannt [3,10,15].

Zusammenfassung

Um die Bedeutung der Ziegen als Reservoir von IBR/1PV (Infektiöse Bovine Rhinotracheitis/
Pustulose Vulvovagimtis)-Virus abzuklären, wurden neben seroepidemiologischen Untersuchungen
[7] die folgenden Experimente durchgeführt: l) Je zwei Ziegen wurden intranasal mit IBR-Virus

(IBRV Bovines Herpesvirus 1 BHV-1) bzw. mit Capnnem Herpesvirus-1 (CapHV-1) inokuliert

Spater wurde die Reaktivierbarkeit derjeweiligen Infektion geprüft, u) Neutralisierende- und ELISA-

Antikorper gegen das homologe und das heterologe Virus bzw. die virusinduzierten Antigene wurden

gemessen, in) Native und denaturierte virale Antigene wurden mit verschiedenen Techniken
untersucht.

Die Ergebnisse waren wie folgt: i) Die Ziegen waren sowohl fur eine IBRV- wie fur eine CapHV-

Infektion empfanglich. 11) Mittels Kortisontherapie konnte weder die IBRV- noch die CapHV-Infek-
tion reaktiviert werden. 111) Durch die Prüfung der Ziegenseren im IBR-ELISA und im CapHV-

ELISA konnten IBR-Ziegen von CapHV-Ziegen unterschieden werden, iv) Kreuzreagierende Anti-

korper wurden hauptsachlich durch das Hauptkapsidprotein (VP4) und das virale Glykoprotein VP7

induziert, v) Mehrere virale Proteine induzierten Antikörper, welche nur mit dem ursächlichen Virustyp

spezifisch reagierten, vi) Fur die Induktion hoher Titer an CapHV-spezifischen Antikörpern, die

sowohl im homologen Seroneutralisationstest als auch im CapHV-ELISA nachgewiesen werden

konnten, war vermutlich das CapHV-1-kodierte VP 12 verantwortlich.
Unter Berücksichtigung der seroepidemiologischen Untersuchungen [7] und der hier erarbeiteten

Grundlagen kann geschlossen werden, dass Ziegen in der Schweiz keine oder nur eine unbedeutende

Rolle als IBR-Virus-Reservoir spielen.

Resume

Afm de pouvoir determiner le röle de la chevre dans la transmission de la Rhinotracheite Infec-

tieuse Bovine (RIB), en plus d'une etude seroepidemiologique (Hasler et Engels [7]), l'experimentation
suivante a ete realisee: 1) Deux chevres ont ete infectees par voie intranasale avec le virus de la RI

(Herpesvirus bovin BHV-1). 2) Deux autres subirent le meme traitement avec l'Herpesvirus capnn

(CapHV-1). Apres seroconversion, les animaux infectes BHV-1 furent mis en contact avec des veaux

sero-negatifs vis-ä-vis du BHV-1, tandis que Celles infectees au CapHV-1 furent mises en contact avec

des chevres seronegatives vis-ä-vis du CapHV-1. Les animaux de contact furent controles serologi-

quement, tandis que les differents isolats journaliers des animaux infectes furent controles sur cultu

res cellulaires. D'autre part, la presence d'anticorps dans les serums de tous les animaux a ete syste

matiquement suivie deux fois par semaine. 3) La reponse immunitaire specifique ä l'infection homo

logue ainsi qu'heterologue a ete determmee par seroneutralisation et par ELISA. 4) Les antigenes w

raux specifiques et de reaction croisee ont ete mis en evidence d'une part ä l'etat natif par la met o

dite de «Black plaque» (coloration immunologique enzymatique des antigenes expnmes ä la sur ac

des cellules infectees) et d'autre part ä l'etat denature, par reaction des antiserums aux proteines pro
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venant de cellules mfectees et non mfectees, separees en gel de Polyacrylamide et transferees par elec-
trophorese sur feuilles de nitrocellulose Amsi, nous avons pu constater: 1) que les chevres sont aussi
receptives a une infection BHV-1, qu'acelle du CapHV-1,2) qu'aucune reactivation des infections re-
spectives n'a ete provoquee par le traitement ä la cortisone, 3) que le virus responsable des infections
respectives peut etre defini par les tests ELISA BHV-1 et CapHV-1,4) que la capside proteimque
majeure VP4 et la glycoproteme VP7 sont responsables de l'mduction de 1'immumte croisee, c. a d que
l'antigene du BHV-1 induit des anticorps envers le CapHV-1 et vice versa, 5) que les anticorps speci-
fiques aux types de virus ont ete induits par plusieurs polypeptides virales, que la proteme VP12 est
responsable de 1'induction d'anticorps neutralisants specifiques au type CapHV-1, 6) que celle-ci est
egalement responsable de la reaction des serums CapHV-1, prouvee par le test ELISA-CapHV-1 En
outre, cette glycoproteme a tres probablement ete exprimee sur la surface des cellules infectees avec le
CapHV-1 et semblerait meme etre secretee dans le surnageant

Les resultats de l'etude seroepidemiologique [7] - demontrant que les chevres suisses sont rare-
ment atteintes de RIB, ainsi que ceux de nos experiences, demontrant qu'une reactivation de 1'infec-
tion est tres difficile sinon impossible - nous permettent d'affirmer que les ongules non-bovms ne
peuvent etre source de transmission de la RIB

Riassunto

Per valutare 1'importanza delle capre come serbatoio della IBR/IPV (rimte infettiva del bovim/
vulvovagimte pustulosa) accanto a ricerche sieroepidemiologiche [7], vennero eseguiti i seguenti espe-
nmenti i) Ogm volta vennero inoculate due capre per via intranasale con IBR-virus (IBRV
Herpesvirus bovino 1 BHV-1), rispettivamente con Herpesvirus caprmo 1 (CapHV-1) Di seguito Venne

controllata la capacitä reattiva delle due mfeziom. 11) Anticorpi neutralizzanti ed ELISA contro ll
virus omologo ed eterologo, rispettivamente gli antigeni virusinducenti vennero quantificati in) An-
tigeni virali naturah e denaturati vennero esaminati con diverse tecmche

I nsultati sono stati l seguenti: i) Le capre risultarono recettive sia per una infezione IBR, sia per
una CapHV n) Con una terapia cortisonica non pote esser riattivata ne una IBRV, ne una CapHV
in) Con ll controllo dei sieri caprmi con la IBR-ELISA e la CapHV-ELISA fu possibile distinguere le
capre IBR da quelle CapHV iv) Anticorpi a reazione crociata vennero indotti prmcipalmente per
mezzo della capsidprotema principale (VP4) e la ghcoproteina virale VP7 v) Diverse proteme virali
inducono anticorpi, i quali reagiscono in modo specifico solo con ll tipo virale originale vi) Per la m-
duzione di titoli specifici elevati di CapHV, che possono esser individuati sia nell'omologa sieroneu-
tralizzazione, sia nel CapHV-ELISA, e responsabile probabilmente ll CapHV-1, codificato con la
sigla VP 12

Sulla scorta degli esami sieroepidemiologici [7] e delle conclusioni qui accertate, si puö ritenere
che le capre in Svizzera non sono, o lo sono in modo irrilevante, serbatoi di IBR-virus

Summary

In order to investigate the role of goats as a source for Bovine Herpesvirus-1 (BHV- l)-infection in
Swiss cattle, the following experiments gave complementary evidence to a seroepidemiological study
on Swiss non-bovine ungulates [7]. i) Each of two goats were inoculated intranasally with BHV-1 and
Caprine Herpesvirus-1 (CapHV-1) 11) After seroconversion the separately kept animals were treated
Wlth dexamethasone (DM) (2.5 mg DM/kg of bodyweight) At the same time susceptible animals
(seronegative calves with BHV-1 infected goats, and seronegative goats with CapHV-1 infected goats)
were housed with the infected animals. In order to monitor reactivation of the respective infections,
the sera of the sentinel animals were tested for seroconversion Furthermore, swabs taken daily from
the infected goats were tested for presence of virus by inoculation of cell cultures Finally, the sera of
fh animals were checked twice every week for the amount of antibodies to both viruses in) The specie

antibody-response to each infection was determined by homologous and heterologous seroneu-
'falization tests and BHV-1-ELISA as well as CapHV-l-ELISA iv) Native as well as denaturated, type-
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specific and crossreactive antigens were characterized by immunostaining of antigens expressed on

the surface of infected cells, and by reaction of antisera with proteins, separated on polyacrylamidgel
and transferred to nitrocellulose, in infected and mockinfected cell lysates.

The results were as follows: 1) The goats were susceptible to BHV-1 as well as to CapHV-1 infection

ii) Neither infection could be reactivated by DM treatment. 111) The respective infecting virus

type could be determined by testing the goat sera with BHV-1-ELISA and CapHV-l-ELISA iv)The

major capsid protein (VP4) and viral glycoprotein VP7 were responsible for the induction of crossre-

actmg antibodies, v) Type specific antibodies were induced by several viral polypeptides vi) VP12

specified by CapHV-1 seemed to be responsible for the induction of type specific CapHV neutralizing
antibodies and largely for the reactivity of homologous sera in the CapHV ELISA test. Furthermore,
this glycoprotein was, most probably, expressed on the surface of CapHV infected cells and it seemed

even to be secreted to the supernatant.
Regarding the rare occurrence of BHV-1 infected goats and the fact that this infection may not be

easily reactivated in these animals, we conclude that this species is of no importance in the transmission

of BHV-1 infection in Switzerland.
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Manuskripteingang 5 August 1986

BUCHBESPRECHUNGEN

Wie behandle ich meinen Tierarzt? (Wunderliche Erlebnisse eines Landtierarztes) F Knusel, mit
Illustrationen von Caspar Frei Ca 170 S, Pappbd NZN-Buchverlag AG, Zurich, Preis ca
Fr 26-
Dr Franz Knusel, Luzern, der Chronist der Gesellschaft Zentralschweizerischer Tierarzte

(Schweiz Arch Tierheilk 128, 26, 1986) überrascht und erfreut uns-vier Jahre nach seinem Erstling
(Schweiz Arch Tierheilk 124, 565-566, 1982) - mit einem weiteren literarischen Werk Es handelt
sich wohl zum grossten Teil um eigene Erfahrungen und Erinnerungen, was aber geschickt hinter
einer kleinen Rahmenerzahlung verborgen wird

Er - der Autor - besucht auf einer Fahrt ins Bundnerland im Herbst 1945 seinen Studienfreund
Peter Dolder, der kaum zwei Jahre nach dem Fachexamen, gegen Ende des letzten Weltkrieges, im
unteren Toggenburg eine tierärztliche Praxis übernommen hat Dies von einem alteren Kollegen, dem es
an Selbstsicherheit nicht zu mangeln schien und der m eine amtliche Stellung uberwechselte Dr
Rothenbuhler (Est nomen omen9) Der Freund gibt dem Autor seine Aufzeichnungen aus den ersten
Praxisjahren zu lesen, wahrend er selbst - auf Praxis fahrt Dieser ist davon zunehmend gefesselt,
nimmt sie mit m den Urlaub Ihre Wiedergabe in 33 kurzen Kapiteln macht nun den Inhalt semes
Meinen Buches aus

Um das Ende - d h den zweiten Teil der Rahmenerzahlung - vorauszunehmen ein Jahr spater
stirbt Cordelia, Peters grosse Liebe, unerwartet an akuter Leukämie, der junge Tierarzt gibt seine Pra-
tis auf und wandert aus

Der Inhalt der Abschnitte mit den mannigfachen Erfahrungen eines jungen Landtierarztes, von
ter gestrengen Haushälterin über währschafte Bauern bis hin zu recht romantischen Figuren lasst
erkennen, dass der Tlerarzt nicht nur Tlere, sondern auch Menschen behandeln muss - wenn auch nicht
nti medizinischen Sinne - und dass er sich selbst auf vielfache, erfreuliche und oft weniger erfreuliche,
Weise behandelt sieht Es soll aber nichts davon verraten werden, um dem Leser nicht den Gluscht zu
stehlen

Der Stil ist unterhaltsam, die Sprache oft eigenwillig - was sich schon in den Kapiteluberschrif-
ten verrat - aber man wird dies dem Autor gerne nachsehen

Nachdem vor nicht so langer Zeit die Erinnerungen eines Kollegen aus der franzosisch sprechen-
en Schweiz erschienen und einen erfreulichen Erfolg hatten (Schweiz Arch Tierheilk 125, 108-110,
9°3) ist zu hoffen, dass dieses ganz anders geartete, aber liebenswerte Buch aus dem alemannischen
weich eine ebenso freundliche Aufnahme finden wird R Fankhauser, Bern
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