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Aus dem Eidgenossischen Vakzine-Institut, Basel! (Leiter: Prof. Dr. U. Kihm) und
dem Institut fiir Virologie der Universitit Ziirich? (Direktor: Prof. Dr. R. Wyler)

Getrocknetes Vollblut auf Filter-Discs zum Nachweis
von IBR/IPV-Antikorpern im ELISA

von Ch. Spirig', Hp. Weber?, U. Kihm', H. K. Miiller, L. Bruckner' und M. Ackermann'*

Einleitung

Die Bekdmpfung der Bovinen Infektiosen Rhinotracheitis (IBR) beruht auf der Er-
fassung und Ausmerzung von Tieren, welche Antikorper gegen das IBR/IPV-Virus
(Bovines Herpesvirus Typ 1, BHV-1) aufweisen [1, 2, 18]. Die Reagenten werden im
IBR-ELISA erkannt. In Zweifelsfillen wird das Resultat im Serumneutralisationstest
(SNT) iiberpriift. Der ELISA kann mit Serum [5], aber auch mit Sammelmilch von ma-
ximal 5 laktierenden Rindern [19] durchgefiihrt werden. Das darauf basierende Be-
kimpfungsprogramm erwies sich bei Kiihen als sehr erfolgreich. Anfangs Juli 1987 wa-
renin der Schweiz nur noch 13 Milchviehbetriebe wegen IBR gesperrt (Erhebungen des
Bundesamtes fiir Veterindrwesen, nicht publiziert). In einer seroepidemiologischen
Untersuchung zeigte sich, dass bei nichtbovinen Paarhufern praktisch keine IBR-Re-
agenten vorkommen [9]. Bei Ziegen konnte ausserdem festgestellt werden, dass in den
meisten serologisch IBR-positiven Fillen die Reaktion die Folge einer Infektion mit
dem Ziegenherpesvirus (CapHV) war [2, 9]. Das Mastvieh — es sind noch nicht einmal
alle Betriebe untersucht worden — bildet das einzige noch relevante inldndische IBR-
Virusreservoir. Das Risiko der Seuchenausbreitung geht demzufolge nicht nur vom Im-
port infizierter Tiere [1, 16] oder Samen [11], sondern zweifelsohne auch von unseren
tgenen Rindermastbestinden aus.

Es existieren mehrere Griinde, warum die IBR-Sanierung beim Milchvieh erfolg-
feich, beim Mastvieh hingegen eher schleppend vor sich geht:

1) Die Seuchenausbreitung im Milchviehbestand hat eine ganz andere Dynamik als
i Rindermastbetrieb [4, 14, 15, 17]. Beim heutigen Stand der Bekampfung sind in der
Regel nur einzelne Kiihe in einem Bestand positiv. Sofern nicht latent infizierte Tiere in
tine IBR-freie Herde gebracht werden, kommt es nur selten zu einer erneuten Ausbrei-
lng innerhalb eines Milchviehbestandes [4, 16]. Im Gegensatz dazu wird die Infektion
nden grosseren Mastherden stindig aufrechterhalten und auf frisch eingestallte Tiere
ﬁbertragen [10, Dissertation Hp. Weber, in Vorbereitung).

~ 1) Mit dem Milch-ELISA hat sich die Uberwachung der Milchviehbestinde ver-
enfacht und verbilligt [19]. Beim Mastvieh, insbesondere bei grosseren Stieren, ist die
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Entnahme von vendsem Blut fiir die Serumgewinnung nicht nur zeitraubend, sondemn
auch (lebens-)gefihrlich. |

ii1) Der IBR-Bekdmpfung in Mastbetrieben wurde moglicherweise auch aus finan-
ziellen Erwiagungen zuwenig Nachdruck verschafft. Zwar existiert eine Kosten/Nut-
zen-Analyse fiir die Bekdmpfung der IBR [13]. Die Berechnungen bezogen sich aber auf
die Sanierung von Zucht- und Milchviehbestinden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Probenerhebung so zu vereinfachen, dass
die serologische Untersuchung der Mastrinder aller Altersstufen leichter durchfiihrbar
wurde. Zu diesem Zwecke wurde der ELISA zum Nachweis von IBR-Antikérpern so
modifiziert, dass anstelle von Serum auch Vollblut untersucht werden konnte 3, 8, 11]
Durch mehrere Einstiche an der Unterseite der Schwanzwurzel wurde eine Blutunger-
zeugt und das Vollblut auf Filter-Discs aufgesaugt und getrocknet. Die IBR-Antikor-
per wurden dann in der ELISA-Platte eluiert und mit einem Peroxidase-Antiperoxi-
dase-(PAP-)Nachweissystem sichtbar gemacht.

Dieser modifizierte Test soll zur Feststellung der Pravalenz der IBR-Antikorperin
Mastrindern dienen und somit ein Instrument im IBR-Eradikationsprogramm werden.

Material und Methoden

1. Versuchsanordnung

Um die Serum- und Vollblut-Filter-Disc-Methoden miteinander vergleichen zu kénnen, wurden
in einem bekannten, IBR-positiven Munimastbetrieb Proben von allen Tieren erhoben. Von Tieren
mit einem Gewicht bis zu ca. 300 kg Korpergewicht wurde sowohl venoses Blut zur Gewinnung von
Serum als auch Vollblut fiir die Disc-Methode entnommen. Von schwereren Tieren wurde nur Disg—
Vollblut genommen. Die Doppelproben wurden verwendet, um die Resultate des Disc-ELISA mit
den Ergebnissen des Serum-ELISA und des SNT zu vergleichen. Die Discproben von den schweren
Tieren dienten v. a. dazu, die Durchfiithrbarkeit der Blutentnahme bei den nicht ungefihrlichen Mast-
munis zu erproben.

2. Filter fiir den Disc-ELISA

Die Verwendung von Whatman-1M-Filterpapier zur Gewinnung von Vollblut fiir den ELISA
wurde von Banks [3] beschrieben. Die Filter wurden so gestanzt, dass Rechtecke mit 8 Ohren (Di.SCS)
entstanden (vgl. Bild 2). Die Grosse der Rechtecke wurde so gewihlt, dass die blutgetrinkten Filter
zur Trocknung und Lagerung in ein Gestell passten (z. B. ein Kleinbild-Dia-Magazin). Der Durch-
messer der Discs entspricht dem Durchmesser der Dellen auf der Mikro-ELISA-Platte.

3. Blutentnahmen

Venéses Blut wurde mit dem Vacutainer-System (Vacutainer®, Becton Dickinson AG, Bagel) aus
der V. jugularis entnommen, zu Serum verarbeitet und portionenweise eingefroren. Zur Gewinnung
von Vollblut fiir die Disc-Methode wurden die Gefisse an der Schwanzunterseite punktiert. Dazu
wurden Injektionsnadeln mit einem Innendurchmesser der Kaniile von 1,2 mm verwendet.

Die Filter wurden mit der Nummer des entsprechenden Tieres beschriftet und das austre
Blut mit den Filter-Discs aufgesaugt.

tende

4. Laboruntersuchungen

n Lazaro

Der Seroneutralisationstest (SNT) zum Nachweis von IBR-Antikorpern wurde, wie vo i

wicz et al. beschrieben [12], durchgefiithrt. Der Serum-ELISA (Trachitest®) erfolgte nach der
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schrift des Herstellers der Antigenplatten (Labor Dr. Bommeli, Bern). Fiir die Untersuchung der Fil-
ter-Discs mit dem getrockneten Blut waren einige Modifikationen notwendig:

Die Antigendellen wurden zuerst mit 200 Mikroliter Verdiinnerlésung (PBS-Tween, vgl. 5, 6) be-
schickt. Vier Discs mit getrocknetem Blut wurden mit einer Pinzette abgedreht und direkt in je zwei
Dellen mit Negativ-(= Kontroll-)Antigen bzw. mit Positiv-(= IBR-)Antigen gegeben und eine
Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Dann wurden die Filter-Discs in den Dellen mit einem
Schiittler aufgeriittelt und mit einem kriftigen Schwung samt der Verdiinnerfliissigkeit verworfen.
Darauf wurden die Platten wie im Serum-ELISA gewaschen. Die Antigen-Antikorper-Reaktion
musste mit einem Peroxidase-Antiperoxidase-(PAP-)System verstiarkt werden. Die Evaluation dieses
Systems ist anderswo beschrieben (H. K. Miiller et al., Nachweis von IBR-Antikorpern im Rindersa-
men, Manuskript in Vorbereitung). Das PAP-System bestand (kurz zusammengefasst) aus einem Lei-
tersystem von konsekutiven Antikdrpern: Zunichst aus Rabbit Antibovine IgG (7S Fraktion 1:5000,
1 Stunde Inkubation bei RT, Hersteller Nordic, Tilburg, NL), dann aus Swine IgG to Rabbit Immu-
noglobulins (1:5000, 30 Min. bei RT, Dakopatts, DK) als Linker und PAP (soluble complex of horse-
radish peroxidase and rabbit anti horseradish peroxidase, 1:5000, 30 Min. RT, Dako, DK). Schliess-
lich erfolgte die Visualisierung der Reaktionen durch die Zugabe von ABTS-Substrat.

Bld1: Durch mehrere Stiche mit einer Kaniile Bild 2: Das ausgetretene Blut wird mit den
% 1cm lateral von der Mitte der Schwanzunter-  Discs (Pfeil) des Filterpapiers aufgesaugt, so dass
“ie (Kreis), kann eine geniigend grosse Blutung ~ die Filter vollstandig und gleichmassig mit Blut
tvorgerufen werden. benetzt werden.
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Resultate und Diskussion
1. Gewinnung von Vollblut mit Filtern

Die Gewinnung von Vollblut von der Unterseite des Schwanzansatzes erwies sich
als sehr geeignete Methode. Im Gegensatz zur Entnahme von Blut aus der V. jugularis
mussten keine Zwangsmassnahmen angewendet werden. Die Tiere wurden anlisslich
der routinemassigen Wigung in die mobile Waage getrieben und gewogen.

Anschliessend fasste eine Hilfsperson die Schwanzquaste und bog den Schwanz
nach oben. Zu starke Flexion wurde vermieden, weil sonst die Fiillung der Gefiasse un-
geniigend war und nach dem Loslassen Blutungen auftraten. Leicht paramedian wur-
den (Bild 1) mehrere Stiche mit einer Injektionsnadel angebracht und das austretende
Blut wurde mit den Ohren (Discs) eines Filters aufgesaugt (Bild 2). Um zuverléssige
Resultate zu garantieren, sollte darauf geachtet werden, dass sich die Filter-Discs voll-
stindig und gleichmissig mit Blut vollsaugen. Anschliessend wurden die Filter zum
Trocknen in ein Diamagazin gestellt. Um ein Zusammenkleben zu verhindern, muss die
Berithrung der Filter untereinander vermieden werden. Fiir jedes Tier wurde eine [ri-
sche Injektionsnadel verwendet, um die Ubertragung von Infektionserregern (z.B. En-
zootische Bovine Leukose [7]) zu vermeiden.

Die Verwendung von Whatman-1M-Filtern zur Gewinnung von Vollblut anstelle
von Serum fiir einen ELISA wurde bereits von anderen beschrieben und erfolgreich fiir
den Nachweis von Antikorpern gegen das Aujeszky-Virus angewendet [3, 8, 20]. In un-
serem Labor fanden diese Filter auch Verwendung fiir die Untersuchung von Vollblut-
proben von Miusen und Meerschweinchen in verschiedenen ELISA-Systemen und er-
wiesen sich dabei nicht nur als zuverlissig, sondern auch als schonende Alternative zur
Herzpunktion (nicht publiziert).

2. Spezifitdt und Sensitivitit des modifizierten ELISA

Zur Evaluation der Spezifitit und der Sensitivitit des Vollblut-ELISA wurden 261
Filterproben untersucht. Die korrespondierenden Serumproben wurden im Serumneu-
tralisationstest (SNT) und im routinemissigen (Serum-)ELISA auf IBR-Antikorper
gepriift.

Die Resultate sind in Tab. 1 und Tab. 2 dargestellt:

51 Proben reagierten in allen drei Testsystemen klar positiv. Bei allen im ELISA
positiv reagierenden Proben konnten auch im SNT IBR-Antikorper nachgewiesen wer
den. 201 Proben reagierten in allen drei Systemen klar negativ. 9 Proben reagierten i
ELISA so, dass eine direkte Zuordnung des Resultates nicht moglich war (fraglich)
Zwei Proben reagierten in beiden ELISA unklar. Fiinf fragliche Resultate stam.mten
aus dem Serum-ELISA, sechs aus dem Filter-ELISA. Somit kann dem ELISA mit def
Verwendung von getrocknetem Vollblut anstelle von Serum eine sehr gute Spexifitdt
und eine dem Serum-ELISA ebenbiirtige Sensitivitit zugesprochen werden. Bei def Be-
urteilung des modifizierten Tests sind folgende drei Punkte zu beachten:

i) Um im Vollblut-Disc-ELISA positive von negativen Proben unterscheiden 2
koénnen, wurde eine Signalverstirkung durch ein PAP-System benotigt. Interessanter”
weise war diese Verstiarkung nicht mit allen Antigenpriparationen moglich.
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Tabelle 1:  Vergleich des Vollblut-ELISA (Filterdisc) mit dem SNT
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Vollblut-ELISA SNT + SNT — Total
Positiv 51 0 51
Fraglich 4 i 6
Negativ 0 204 204
Total 58 206 261
Tabelle 2:  Vergleich des Vollblut-ELISA mit dem Serum-ELISA

$ Voliblut Positiv Fraglich Negativ Total
erum

Positiv 51 2 0 53
Fraglich 0 2 3 5
Negativ 0 2 201 203
Total 81 6 204 261

1) Fiir den Vollblut-ELISA existierten noch keine Referenz-Reagentien. Aus die-
sm Grunde wurden die positiven und negativen Referenz-Seren aus dem Trachitest-
Kit als Kontrollen mitgefithrt. Das positive Referenz-Serum wurde durchschnittlich
umeinen Faktor 1,6 verstirkt. Aus diesem Grunde wurden Filterproben mit einer rela-
lven Reaktivitit bis zu 60% als positiv, mit Reaktionen zwischen 25 und 60% als frag-
lich und unter 25% als negativ beurteilt.

iif) Das modifizierte System bringt zwar einen erhéhten Laboraufwand und damit
verbundene Mehrkosten mit sich, eignet sich aber zweifelsohne zur raschen Durchun-
tersuchung von Rindermastbetrieben. Wohl treten, wie beim Serum-ELISA auch, gele-
gentlich nicht interpretierbare Proben auf, diese kénnen aber mit geringem Mehrauf-
¥and im SNT abgeklirt werden.

3 Anwendung des modifizierten ELISA zur Bekdmpfung der IBR in Rindermastbetrieben

Das in dieser Arbeit beschriebene System ist entwickelt worden, um die Bekdamp-
flng der IBR in Rindermastbetrieben voranzutreiben. Aus fritheren Untersuchungen
%ht hervor, dass die Mastrinder zur Zeit das einzige grossere IBR-Reservoir in der
Shweiz darstellen [2, 9]. Mit der vereinfachten Moglichkeit der Probenerhebung ist
hoffentlich ein attraktives Instrument zur Untersuchung und spéteren Sanierung dieses
Reservoirs geschaffen worden. Aufgrund des hoheren Laboraufwandes (PAP-System)
““d den damit verbundenen Mehrkosten wire es hingegen nicht gerechtfertigt, das mo-
lifizierte System auch auf die Untersuchung von Milchvieh auszudehnen.

Zusammenfassung

_ Obwohl die Mastrinder das einzige relevante IBR/IPV-Virusreservoir in der Schweiz bilden,
ind noch nicht alle Mastbestinde durchuntersucht worden. Verantwortlich dafiir war u.a. auch der
Aufwand bej der Blutentnahme.
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Durch Punktion der Gefisse an der Schwanzunterseite von Mastrindern kann problemlos Voll-
blut auf Filterpapier (Discs) aufgesaugt werden. Das getrocknete Blut wird im ELISA anstelle von
Serum fiir den Nachweis von Antikorpern gegen das IBR/IPV-Virus verwendet. Um eine dem Serum-
ELISA ebenbiirtige Spezifitat und Sensitivitit zu gewéhrleisten, muss die Reaktion mit einem PAP-
System (Peroxidase-Antiperoxidase) verstiarkt werden.

Wegen des hoheren Laboraufwandes und den damit verbundenen Mehrkosten soll das modifi-
zierte System nur fiir die Untersuchung von Mastrindern angewendet werden.

Résumé

Bien que les bovins d’engraissement soient toujours un réservoir du virus de la rhinotrachéite in-
fectieuse bovine (RIB) en Suisse, le contrdle sérologique du bétail 4 ’engrais n’est pas encore effectué
systématiquement. Le danger, le surplus de travail et de temps lors des prélévements en sont les prin-
cipales causes.

Une méthode simple a réaliser est décrite ici. Quelques gouttes de sang sont prélevées des vais-
seaux sanguins situés sous la queue, a 'aide d’un disque filtrant. Pour la détection d’anticorps RIB
(Herpesvirus bovin type 1, HVB-1) le sang séché est utilisé pour ’ELISA de la méme fagon que le sé-
rum. Afin d’obtenir la méme spécificité et sensibilité, et de pouvoir comparer les résultats avec le tra-
ditionnel sérum-ELISA, la réaction doit étre rehaussée par un systéme PAP (péroxidase-antipéroxi-
dase). ,

Il est recommandé de réserver cette méthode aux troupeaux d’engraissement pour éviter laug-
mentation du cofit des travaux de laboratoire.

Riassunto

Sebbene i bovini da ingrasso rappresentino I'unico rilevante serbatoio del’IBR/IPV in Svizzera,
non ancora tutti gli allevamenti da ingrasso sono stati controllati. Responsabile di questo fatto ¢ fra
Ialtro il costo del prelievo del sangue.

Con la punzione dei vasi alla faccia ventro-laterale della coda dei bovini da ingrasso il sangue puo
esser assorbito senza problemi su carta da filtro (Discs). Il sangue disseccato viene usato per la provd
ELISA al posto del siero per la ricerca degli anticorpi del’IBR/IPV. Per garantire una specificita ¢
sensitivitd equivalente al siero-ELISA, la reazione deve esser rafforzata con un sistema PAP (peros-
sidasi-antiperossidasi).

Siccome I'impegno del laboratorio e quindi i costi sono piu elevati, il sistema modificato dovreb-
be esser usato solo per 'esame analitico dei bovini da ingrasso.

Summary

Cattle in fattening herds are still a reservoir for Infectious bovine rhinotracheitis (IBR) virus it
Switzerland. Since sampling of sera from these animals was expensive, timeconsuming and danger
ous, the fattening herds have not yet been completely screened for the prevalence of IBR carriers.

In this paper, a feasible technique is described, to sample whole blood from the tails of fa_ttem}lg
cattle. The blood is soaked on filter discs, dried, and applied in the place of serum to detect antﬁ?o_d{es
to IBR virus (bovine herpesvirus type 1, BHV-1) by ELISA. In order to achieve the same sensitivity
and specificity as the routinely applied serum-ELISA, the reaction has to be enhanced by a PAP (per
oxidase-antiperoxidase)-system.

This modified procedure is recommended for the serological BHV-1 survey of fattening cattle.
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