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Institut fiir Veterindrpathologie der Universitdt Ziirich

Immunbhistologie als zuverlassige
und effiziente Methode fiir die Diagnose

von BVDV-Infektionen

B. Thiir, K. Zlinszky, E Ehrensperger

Zusammenfassung

Eine persistente Infektion mit dem Virus der Bo-
vinen Virusdiarrhoe / Mucosal Disease (BVDV)
kann mit Hilfe immunhistologischer Methoden
diagnostiziert werden. Es zeigte sich, dass mit der
LSAB-(Labeled Streptavidin Biotin)-Peroxidase-
Methode das BVDV an Kryostatschnitten unfi-
xierter Gewebeproben zuverlissig nachzuweisen
ist. Fiir die Diagnostik am lebenden Tier haben
sich Hautbiopsien bewihrt. An toten Tieren eig-
nen sich v.a. Gewebeproben von der Schilddriise,
der Haut, der Maulschleimhaut, dem Osophagus
und dem Labmagen.

Schliisselworter: Bovines Virusdiarrhoe-/
Mucosal-Disease-Virus (BVDV) — Diagnostik
— Immunhistologie — LSAB-Methode — Kryo-
statschnitte — Hautbiopsien

Einleitung

Der Erreger der Bovinen Virusdiarrhoe/Mucosal Disease
(BVDV = Bovines Virusdiarrhoe-Virus) gehort zur Fami-
lie der Flaviviren aus dem Genus der Pestiviren (Francki
et al., 1991). Er ist antigenetisch eng verwandt mit dem
Virus der Europdischen Schweinepest (ESP) und dem
Virus der Border Disease (BD) der Schafe. Infektionen
mit dem BVDV konnen beim Rind zu verschiedenen kli-
nischen Erscheinungen wie Durchfall, Mucosal Disease
(MD), Kiimmern, Fortpflanzungsstorungen, Geburt von
lebensschwachen Kilbern fiihren (Done et al., 1980;Van
Oirschot, 1983; Duffel und Harkness, 1985; Perdrizet et
al., 1987).Die Infektion ist oft durch eine Immunsupres-
sion (Bolin et al., 1985; Perdrizet et al., 1987) und damit
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Immunohiétology as a reliable and efficient
~method for the diagnosis of BVDV infections

Persistent infection with the Bovine Viral Diar-
rhea / Mucosal Disease Virus (BVDV) can be de-
tected using immunohistological methods. The
experiments show that the LSAB (Labeled Strep-
tavidin Biotin) peroxidase method is suitable to
detect the BVDV in cryostat sections of unfixed
tissue. For the diagnostic work up in living ani-
mals, skin biopsies give reliable results. In dead
animals, organs such as thyroid gland, skin, muco-
sa of the mouth, esophagus and abomasum are
well suitable for immunohistological BVDV de-
tection. ' ‘ .

Key words: Bovine Viral Diarrhea/Mucosal
‘Disease Virus (BVDV) — diagnostics — im-
munohistology — LSAB-method — cryostat
sections — skin biopsies

verbundene Sekundirinfektionen begleitet, die sich z.B.
in Pneumonie, Pyelonephritis, Dermatitis dussern. Uber-
dies kommen asymptomatische Virustriger vor, die als
Dauerausscheider eine wichtige epidemiologische Rolle
einnehmen. Uber die Pathogenese, Klinik und Epidemio-
logie der BVDV-Infektionen wurde in einem kiirzlich er-
schienenen Ubersichtsartikel eingehend berichtet
(Weiss et al., 1994).

Ausser bei der typischen MD ist die klinische Diagnose
einer BVDV-Infektion i.a. nicht eindeutig zu stellen. Aus
diesem Grunde ist die Nachfrage nach diagnostischen
Verfahren zum Nachweis einer Infektion mit dem BVDV
sehr gross. Da der Antikdrpernachweis nur von begrenz-
ter Bedeutung ist, muss die Diagnose in der Regel auf
einen Virusnachweis gestiitzt werden. Am lebenden Tier
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liefert der Virusnachweis aus Leukozyten (EDTA- oder
Heparinblutprobe) momentan die zuverldssigsten Resul-
tate. Das Virus kann auf Zellkulturen angeziichtet und
mit markierten Antikoérpern in den infizierten Zellen
sichtbar gemacht werden.In der Routinediagnostik wird
das BVDV mit einem Antigen capture ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) aus Leukozyten nachge-
wiesen. Der ELISA gilt aber als weniger empfindlich als
der Virusnachweis mittels Zellkulturen, erfasst aber per-
sistent infizierte Tiere zuverlissig (Gottschalk et al.,
1992; Thiir, 1993; Steffen, 1993).

Am toten Tier ist der Virusnachweis durch die Inokula-
tion von frischem Organmaterial auf Zellkulturen mog-
lich. Diese Methode ist aber arbeitsaufwendig, und es
dauert ca. 2 Wochen, bis ein Resultat vorliegt. Als Alter-
native dazu bietet sich der immunhistologische Nach-
weis von BVD-Virusantigen an Gefrier- oder Paraffin-
schnitten von Organen an (Duffel und Harkness, 1985;
Bielefeldt Ohmann, 1988; Wilhelmsen et al., 1991; Wohr-
mann et al.,1992;Haines et al.,1992).Dieses immunenzy-
matische Verfahren ist weniger aufwendig, und das Er-
gebnis liegt innert wenigen Stunden vor. Fluoreszein-
markierte polyklonale Antikérper aus Immunseren von
Rindern sind seit vielen Jahren kommerziell erhiltlich.
Ihr Einsatz in der immunhistologischen Diagnostik hat
sich jedoch wegen storender Hintergrundreaktionen
nur bedingt bewahrt. Mit der Verfiigbarkeit monoklona-
ler Antikorper konnten diese Nachteile weitgehend be-
seitigt werden.

In dieser Arbeit werden die Technik des immunenzyma-
tischen BVDV-Nachweises und ihre Anwendungen in
der postmortalen histologischen Diagnostik vorgestellt.
Im besonderen gingen wir den Fragen nach, welche Or-
gane und welche der verfiigbaren monoklonalen Anti-
korper sich fiir den immunhistologischen BVDV-Nach-
weis besonders eignen und wie empfindlich die Immun-
histologie im Vergleich zu anderen Virusnachweisme-
thoden ist.

Material und Methoden

Die verwendeten Organproben stammen von Tieren der
Rindergattung aus dem Sektionsgut des Institutes fiir Ve-
terindrpathologie der Universitit Ziirich. Vom Januar
1991 bis und mit Januar 1994 wurden 284 Tiere auf
BVDV untersucht. Darunter waren solche mit typischen
Symptomen einer MD, solche mit Verdacht auf eine
BVDV-Infektion sowie Proben von unverdichtigen Tie-
ren als Negativkontrollen. Von einzelnen Tieren wurde
ein sehr breites Organspektrum untersucht;in der Mehr-
zahl der Fille wurden Proben von der Schilddriise, der
Maulschleimhaut, dem Osophagus, des Pansens, des Lab-
magens und des Darmes sowie der Haut entnommen.
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Tabelle 1: Protokoll der LSAB(Labeled
Streptavidin-Biotin)-Methode

P [ ST
_ endogenen Peroxidase | 0,2% NaNj in H,O !

Blockierung Normalserum

der Unsperzifitit von Ziege ?

Primiirer Antikorper | Maus-antiBVDY

(Tabelle 2) ~ . .

Blockierung des Avidin >

endogenen Biotins ,

Blockierung des _ | Biotin ?

endogenen Avidins

| Ziege-anti MausIgG,

; | biotinyliert
Peroxidase-markiertes ~ RT |10 Min
Streptavidin® ‘ _ ,
Substrat | AEC 3-Amino9Ethyk |RT |10-30
| Carbazole) . und H,0, | Min.

Kontrolle der Firbeintensitit unter dem Mikroskop

Schnitte mit Glyzeringelatine eindecken

Zwischen allen Inkubationsschritten werden die Priparate jeweils gut
mit PBS (pH 8) gespiilt.

! H,0, in Methanol ungeeignet, da BVD-Antigen-Nachweis unterdriickt
wird

2 LSAB KIT Dako A/S ,Glostrup, Denmark (Dako Diagnostics AG,
Zug, CH)

3 Avidin/Biotin Blocking Kit, Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA (Reactolab SA, Servion, CH)

4 Peroxidase Substrat Kit AEC, Vector Laboratories

Immunhistologie an Kryostatschnitten

Bei der Sektion wurden kleine Organproben (Durchmes-
ser bzw. Kantenlinge 5-10 mm) entnommen, in Fliissig-
stickstoff gefroren und bis zur Weiterverwendung bei
-20 °C aufbewahrt. Auf einem Kryostaten (2800 Frigo-
cut E, Cambridge Instruments, D-6907-Nussloch) wur-
den Schnitte mit einer Dicke von 5-8 um hergestellt, auf
mit Chromgelatine (Chromalaun, Flucka, Buchs SG) be-
schichteten Objekttrigern aufgezogen und wihrend 10
Minuten in kaltem Azeton fixiert. Die Weiterverarbei-
tung geschah gemaiss Tabelle 1 mit der LSAB(Labeled
Streptavidin Biotin)-Peroxidase-Methode. In einigen Fil-
len wurden parallel dazu Fluoreszein-markierte Antikor-
per in einem direkten Verfahren angewendet.

Immunhistologie an formalinfixierten Paraffinschnitten

Die zur Einbettung vorgesehenen Organproben wurden
wihrend 12 bis 48 h in gepuffertem 4%-Formalin fixiert.
Die ca. 4 um dicken Paraffinschnitte wurden bei 37 °C
aufgezogen, iiber Nacht getrocknet,danach in der abstei-
genden Alkoholreihe entparaffiniert, mit Himalaun (Har-
ris’ Himalaun) wihrend 1 bis 2 Minuten angefirbt, mit
0,1% Pronase (Protease Typ XXVII, Sigma, Bio-Science
Products AG, Emmenbriicke) wihrend 5 Minuten bei
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Tabelle 2: Spezifitdit der fiir die LSAB-Methode
verwendeten monoklonalen Antikorper*

C16 - gcnchtet gegen das nichtstrukturelle Protein p125/80
_ (= bestkonserviertes Protein der Pestmren) .
- erkennt alle Pestiviren

CA3** | - gerichtet gegen ein Epitop auf dem Glykoprotein gp53,

, welches fiir die Induktion proteknver Antlkorper chhtxg
ist ,
- erkennt keme Viren der ESP

CA34*| - gerichtet gegen ein Epitop auf dem Glykoprotein gp53,
welches nur schwach neutralisierende Antik('irper
_induziert
- breit reagierend, erkennt aber keine Vlren der ESP

C42

gerichtet gegen Glykoprotein gp48
erfasst keine Viren der ESP
geeignet flir Paraffinschnitte formalinfixierter Gew¢be

1

1

Alle verwendeten monoklonalen Antikérper wurden im Labor
von Herrn Prof. V. Moennig, Institut fiir Virologie der Tierirztlichen
Hochschule Hannover, hergestellt und charakterisiert (Bolin et al.,
1988; Moennig et al., 1987)

** CA3 und CA34 wurden als Pool verwendet

37 °C inkubiert und gemiss Tabelle 1 weiterverarbeitet.
Auch von diesen Priparaten wurden parallel einige mit
der Immunfluoreszenz-Methode untersucht.

Verwendete Antikorper

Als primire Antikorper bei der LSAB-Methode wurden
die in Tabelle 2 aufgefiihrten monoklonalen Antikorper
verwendet, die uns von Prof. V. Moennig, Institut fiir Vi-
rologie der Tierirztlichen Hochschule Hannover, bzw.
vom Labor Dr. Bommeli, Liebefeld BE, freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt wurden. Bei den Fluoreszein-mar-
kierten AntikOrpern handelte es sich um polyklonale
Rinderantikorper gegen das BVDV (Bovine anti BVDV-
FITC, Fa. VMRD Inc. Pullman, WA 99163, USA).

Weitere Methoden fiir den Virusnachweis

Parallel zu den immunhistologischen Untersuchungen
an Gewebeschnitten wurden aus Leukozyten von kran-
ken Tieren oder aus Organproben von sezierten Tieren
eine Virusisolation auf Zellkulturen bzw. ein Virusnach-
weis mittels Antigen capture ELISA (Gottschalk, 1991;
Strasser et al., 1995) versucht. Zur Virusisolation auf Zell-
kulturen wurden die aufbereiteten Organproben auf fo-
tale Nasenepithel-Zellen gegeben und einige Tage inku-
biert. BVD-Viren, die sich in diesen Kulturen vermehren
konnten, wurden nach einer Passage auf neue Zellkultu-
ren mit einer Immunmarkierung nachgewiesen (Thiir,
1993; Weiss et al., 1994).

Resultate

Die Resultate der LSAB-Methode an Kryostatschnitten
waren im allgemeinen eindeutig beurteilbar. Unter den
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285 getesteten Rindern waren deren 65 BVDV-positiv.
Bei diesen BVDV-positiven Rindern waren mit nur einer
Ausnahme alle untersuchten Organe positiv; bei der ei-
nen Ausnahme handelte es sich um ein persistent infi-
ziertes 3,5 Monate altes Kalb, bei dem von 8 getesteten
Organen einzig die Leber negativ reagierte. Virushaltige
Zellen fanden sich vor allem in Epithelien, so u.a. in je-
nen des Verdauungs- und Respirationstraktes, der Haut
und der Driisengewebe. Regelmaissig positiv reagierten
auch glatte Muskelzellen, so z.B. in Gefisswianden und
im Uterus, sowie das ZNS (vor allem Neurone) und das
lymphatische Gewebe.

Fiir die immunbhistologische BVD-Diagnostik haben sich
insbesondere die Schilddriise (Abb. 1a), die Maul- oder
Zungenschleimhaut sowie der Osophagus (Abb. 2) und
die Haut (Abb. 3) bewihrt. Diese Organe erwiesen sich
bei persistent infizierten Tieren in unserem Material aus-
nahmslos als viruspositiv, sie liessen sich am Kryostaten
in der Regel gut schneiden,und es traten kaum unspezifi-
sche Hintergrundreaktionen auf. In Tabelle 3 sind die
Zahlen der untersuchten Rinder und der BVDV-positiven
Gewebe aufgelistet.

Interpretationsschwierigkeiten gab es vor allem beim
Vorliegen von starken Hintergrundreaktionen, wie sie ab
und zu in Proben des Magen-Darm-Traktes,der Leber,der
Speicheldriise, des Knochenmarks und der Lunge beob-
achtet wurden.

In den anderen Organproben konnten unspezifische Fir-
bungsreaktionen i.a. durch die Blockierung des endoge-
nen Biotins sowie der endogenen Peroxidase verhindert
werden.

Beziiglich des Reaktionsmusters der verschiedenen in
Tabelle 2 aufgefiihrten monoklonalen Antikorper an
Kryostatschnitten unfixierter Gewebeproben ergaben
sich keine grossen Unterschiede. Alle mit dem monoklo-
nalen Antikorper C16 reagierenden Organe waren mit
nur einer Ausnahme auch mit dem CA3/CA34-Pool posi-
tiv. Ein Kalb zeigte eine positive Reaktion mit dem C16
sowie mit dem C42, nicht aber mit dem CA3/CA34-Pool.
Der monoklonale Antikérper C42 reagierte manchmal
nur schwach oder zeigte Hintergrundreaktionen, so dass
das Resultat nicht immer eindeutig war.Alle mit dem C16
positiven Fille, die auch mit dem C42 untersucht wur-
den (36 von 43), ergaben, sofern beurteilbar, stets auch
mit dem C42 eine positive Reaktion. In parallel unter-
suchten Proben zeigte sich prinzipiell eine Ubereinstim-
mung zwischen dem Immunfluoreszenzverfahren und
der LSAB-Methode. Wegen der stirkeren Hintergrundre-
aktionen war jedoch die Immunfluoreszenz schwerer
oder nicht beurteilbar.

An Paraffinschnitten von formalinfixiertem Gewebe
zeigte von den uns zur Verfigung stehenden Antikor-
pern der monoklonale AntikOrper C42 i.a. die starkste
und zuverlissigste Reaktion. Diese war aber in jedem
Falle schwiicher als die entsprechende Reaktion auf dem
Kryostatschnitt (Abb. 1a, 1b). Schwach positive Signale
ergaben sich auch mit dem CA3/CA34-Pool. Der mono-
klonale Antikérper C16, der am Kryostatschnitt alle Pe-
stiviren erfasst, erwies sich fiir Paraffinschnitte ungeeig-
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Abbildung 1a: Schilddriise, Kryostatschnitt,
Vergriosserung 144 X. Zablreiche BVDV-positive
Follikelepithelzellen.

net. Auch in stark infizierten Geweben vermag dieser
Antikorper in formalinfixierten Paraffinschnitten BVD-
Antigen nicht zu erkennen. Oft waren in den Paraffin-
schnitten nur sehr wenige Strukturen BVDV-positiv, wo-
bei es sich meist um Epithelien der Haut handelte. Zum
Teil reagierten auch Driisenepithelien und die Epithe-
lien des Magen-Darm-Traktes sowie die glatte Muskula-
tur. Die meist schwache Reaktion war nur deshalb zu
beurteilen, weil bei den Paraffinschnitten i.a.sehr wenig
Hintergrundreaktion auftrat. Die Schleimhaut des Lab-
magens, die in Kryostatschnitten stark positiv reagierte,
erwies sich in Paraffinschnitten z. T. negativ, ebenso das
Bindegewebe und die Gefisswinde.

Tabelle 3:Anzabl immunbistologisch auf BVDV
untersuchter Rinder bzw. Gewebe 1991-1994

Untersuchte Tiere ! 284
immunbhistologisch negativ 219
immunhistologisch positiv 65
Schilddriise positiv 37/372
Maulschleimhaut positiv 33/33
Labmagen positiv 29/29
Haut positiv 3 24/24
Osophagus positiv 16/16

Es wurden vorwiegend Kilber und Jungrinder mit Durchfall,
Pneumonie, Schleimhauterosionen, Kiimmern untersucht

2 Anzahl positiv / Anzahl untersucht

% Hautproben wurden teils als Biopsien, teils post mortem untersucht

Wie aus Tabelle 4 ersichtlich,hatten entgegen den Erwar-
tungen anamnestisch nur wenige Tiere Durchfall gezeigt.
So waren es bei den Kilbern unter 4 Monaten weniger
als 50%, bei Tieren zwischen einem Monat und einem
Jahr nur gut 16% und bei noch ilteren sogar nur eines
unter 14 Rindern. Hiufiger hingegen wurden Erosionen
im Verdauungstrakt festgestellt, dies vor allem bei mehr
als 4 Monate alten Tieren; bei diesen waren in 86% der
Fille Schleimhauterosionen sichtbar.

Erosionen im Zwischenklauenspalt wurden selten be-
obachtet.

Band 138, Heft 10, Oktober 1996

Abbildung 1b: Schilddriise, Paraffinschnitt,
Vergrdsserung 144 X.Vereinzelte positive
Follikelepithelzellen.

Iabelle 4: Klinik und Pathologie der
immunbistologisch BVDV-positiven Fdlle (n = 65)

Alter der Tiere: 0-4 Mt. | 4-12 Mt.| 12-36 Mt.
Durchfall 6 6 1
Erosionen im Verdauungstrakt 6 29 12
Erosionen im Zwischenklauenspalt 1 5] 5
Pneumonie/Bronchitis 5 11 2
Himorrhagien 0 4 0
total untersucht 15 36 14

Tabelle 5: Auf der Zellkultur untersuchte Fdille
(n=39), die mit der LSAB-Methode BVD-positiv waren

Alter der Tiere 0-4 Mt. | 4-12 Mt. |12-36 Mt.| (total)
auf Zellkultur untersucht 7 23 9 39
davon BVYDV-positiv 7 20 8 35
zytopathogen 3 13 6 22
nicht-zytopathogen 4 7 2 13

Tabelle 6: Parallel mit der LSAB-Methode und dem
Antigen capture ELISA untersuchte Tiere (n=50)

Im ELISA untersuchte LSAB-positive Tiere 11
davon im ELISA positiv 9*
Im ELISA untersuchte LSAB-negative Tere 39
davon im ELISA positiv 0

* 2 im Antigen capture ELISA negative Tiere waren in der Zellkultur
positiv

In 18 von den 65 BVDV-positiven Fillen wurde eine
Pneumonie oder Bronchitis diagnostiziert.

Bei 4 Kilbern zwischen 4 und 12 Monaten waren ausge-
prigte Himorrhagien oder petechiale Blutungen in di-
versen Organen aufgetreten.

Zur Uberpriifung der immunhistologischen Resultate
wurde in 39 BVDV-positiven Fillen eine Virusaufzucht
auf Zellkulturen durchgefiihrt. Dies ergab in 35 von 39
Fillen eine Ubereinstimmung (Tab 5).Von 4 Tieren liess
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Abbildung 2: Osophagus, Kryostatschnitt,
Vergrosserung 144 X. BVDV-positive Zellen
vorwiegend in tieferen Epithelschichten, Submucosa
mit positiven Bindegewebszellen.

sich aus den aufbewahrten Organen kein Virus anziich-
ten, wobei es sich um sehr kleine, mehrheitlich ausge-
trocknete Proben handelte, die bis zur Virusisolation
mindestens 1% Jahre bei -20 °C gelagert worden waren.
Zusitzlich wurde in 3 anamnestisch verdichtigen, im-

Abbildung 3. Haut, Kryostatschnitt, Vergrosserung
88 X. Stark positive Reaktion in der Basalzellschicht
und in tiefen Epithelschichten sowie in der
epithelialen Wurzelscheide der Haare.
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munhistologisch aber BVDV-negativen Fillen eine Virus-
isolation auf Zellkulturen durchgefiihrt. Diese fiel eben-
falls negativ aus.

Von den 13 Tieren, aus welchen nicht-zytopathogene
BVDYV isoliert wurden, hatten nur deren 4 an Durchfall
gelitten.

In 3 der 4 BVDV-positiven Fillen, die Himorrhagien auf-
wiesen, wurde ein nicht-zytopathogenes BVDV nachge-
wiesen.

Bei 6 BVDV-positiven Rindern ergab der Virusnachweis
auf Zellkulturen, trotz vorhandenen Erosionen im Ma-
gen-Darm-Trakt bzw. im Zwischenklauenspalt, ein nicht-
zytopathogenes BVDV.

Zytopathogene Viren wurden ausschliesslich bei Tieren
mit Erosionen und Durchfall isoliert. Umgekehrt jedoch
waren nicht bei allen BVDV-positiven Rindern mit Ero-
sionen zytopathogene Viren nachweisbar.

Erstaunlich war, dass schon 3 Tiere unter 4 Monaten
(22 Mt., 3 Mt., 3% Mt.) ein zytopathogenes BVDV auf-
wiesen.

Von den 4 BVDV-positiven Tieren mit Himorrhagien
wurde in einem Fall ein zytopathogenes BVDV isoliert.
Als weitere Uberpriifung des immunhistologischen
BVDV-Nachweises wurde bei 50 Tieren parallel ein Anti-
gen capture ELISA durchgefiihrt. Die Resultate sind der
Tabelle 6 zu entnehmen.

Diskussion

Die Resultate der immunhistologischen Untersuchun-
gen zeigen, dass bei BVDV-Infektionen (MD und andere
Manifestationen) Virusantigen in sehr vielen Organen
nachzuweisen ist; dies wurde auch durch andere Auto-
ren beobachtet (Bielefeldt Ohmann, 1982, 1988; Haines
et al., 1992). Fur diagnostische Zwecke haben sich nach
unseren Erfahrungen vor allem Schilddriise, Haut bzw.
Hautbiopsien, Maulschleimhaut, Osophagus und Labma-
gen bewihrt. Die Methode ist nur an Gefrierschnitten
unfixierter Gewebe ausreichend sensitiv, in diesen Fil-
len besteht jedoch eine gute Korrelation mit anderen
Nachweismethoden wie dem Antigen capture ELISA
und der Virusisolation in der Zellkultur. Mit wenigen Aus-
nahmen (bei lange gelagerten Proben) waren alle im-
munhistologisch positiv beurteilten Tiere auch in der
Virusisolation in Zellkulturen positiv. 11 der immunhisto-
logisch positiven Tiere waren parallel im Antigen captu-
re ELISA untersucht worden, 9 davon reagierten positiv.
Die zwei abweichenden Fille waren aber in der Zellkul-
tur positiv. Der Virusnachweis auf Zellkulturen gilt als
empfindlicher als der Antigen capture ELISA (Steffen,
1993). Der verwendete Antigen capture ELISA wurde
hingegen als genug empfindlich fiir die Erkennung von
persistent mit BVDV infizierten Tieren beschrieben
(Gottschalk, 1991; Strasser et al., 1995). Unter den im-
munhistologisch negativen Proben waren deren 39 par-
allel im Antigen capture ELISA und deren 3 auf der Zell-
kultur getestet worden. Es gab keine divergierenden Re-
sultate.
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Die Immunperoxidase-Markierung hat sich im Vergleich
zur fluoreszenzmikroskopischen Technik nach unseren
Erfahrungen wesentlich besser bewihrt. Die in dieser
Untersuchung verwendeten monoklonalen Antikorper
konnen nicht zwischen zytopathogenen und nicht-zyto-
pathogenen Viren unterscheiden (Waschbiisch, 1990;
Liebler et al.,1991). Deshalb ist es uns unmoglich, mittels
der Immunbhistologie festzustellen, ob es sich beim nach-
gewiesenen BVDV um ein nicht-zytopathogenes Virus
handelt oder ob zusitzlich,im Falle einer MD, ein zytopa-
thogenes Virus vorhanden ist. Fiir eine Sicherung der MD
wire die Isolierung von zytopathogenem Virus in Zell-
kulturen notwendig.Somit besteht die Gefahr einer klini-
schen Fehldiagnose, da Erosionen in der Maulschleim-
haut und im Zwischenklauenspalt auch bei transient und
persistent infizierten Tieren beobachtet werden konnen
(Duffel und Harkness, 1985; Ames, 1986; Perdrizet et al.,
1987; Bolin, 1990; Travén et al., 1991). Vor allem bei der
Untersuchung von Hautbiopsien wire es hinsichtlich
Therapie und Prognose wichtig zu wissen, ob es sich
beim Patienten um ein an der todlich endenden MD er-
kranktes Tier handelt oder nicht. Es konnte sich auch um
ein transient oder um ein persistent infiziertes, noch
nicht an MD erkranktes Rind handeln, das voriibergend
Erosionen zeigt. Aus epidemiologischen Griinden ist je-
doch auch die sichere Erfassung persistent infizierter
Tiere von grosser Bedeutung.

Die Immunbhistologie hat gegeniiber den herkémmli-
chen Methoden den Vorteil, dass die Resultate schnell
vorliegen und dass sie speziell fiir die pathologisch-ana-
tomische Diagnostik geeignet ist. Die beschriebene Me-
thode am Kryostatschnitt ist sehr sensitiv und erfasst
nach unseren Erfahrungen und denen anderer Autoren
die persistent mit BVDV infizierten Tiere zuverlissig
(Bielefeldt Ohmann, 1988). Uber die Erkennung von

Mise en évidence du virus de la diarrhée virale
hovine et de la maladie des muqueuses grace
a une méthode immunohistologique

11 est possible de diagnostiquer des infections
persistantes diies au virus de la diarrhée virale
bovine et de la maladie des muqueuses (BVDV)
grice a une méthode immunohistologique appe-
1ée LSAB (Labeled Streptavidin Biotin) peroxi-

~ dase method. Celle-ci permet de mettre en évi-
dence le BVDV directement sur des coupes
cryostatiques de tissus non fixés. En pratique,
avec des animaux vivants, cette méthode de dia-
gnostic s’est révélée particulierement efficace
sur des biopsies de peau. Post mortem la mise en
évidence du BVDV est optimale dans les organes
suivants: la glande thyroide, la peau, les muqueu-
ses buccales, 'oesophage et la caillette.
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akut,d. h.transient mit BVDV infizierten Tieren ist wenig
bekannt. Durch eine einmalige Untersuchung lisst sich
nicht eindeutig feststellen, ob ein Tier persistent oder
transient infiziert ist. Es ist jedoch zu vermuten, dass bei
transient infizierten Tieren im Gewebe weniger Virus-
antigen vorhanden ist. Ebenso ist nicht auszuschliessen,
dass sich die Virusverteilung im Organismus transient
infizierter Tiere von der persistent infizierter Tiere unter-
scheidet, da das Virus bei transient infizierten Tieren
innert kurzer Zeit durch neutralisierende Antikorper eli-
miniert wird (Travén et al., 1991).

Die Sensitivitit der Immunhistologie an Paraffinschnit-
ten erwies sich in parallel untersuchten Fillen als we-
sentlich geringer im Vergleich zu Kryostatschnitten; zu-
dem liessen sich nur mit dem monoklonalen Antikérper
C42 einigermassen befriedigende Resultate an Paraffin-
schnitten erreichen. Der monoklonale Antikorper C16,
der am Kryostatschnitt alle Pestiviren bzw. alle BVDV-
Stimme erfasst,reagierte am Paraffinschnitt stets negativ.
Gleiche Erfahrungen machten Liebler et al.(1991), Wohr-
mann et al. (1992) und Haines et al. (1992), die diese
unterschiedlichen Reaktionen der Antikorper am forma-
linfixierten und am unfixierten Material der Tatsache
zuschrieben, dass die meisten Epitope der Oberflichen-
proteine durch eine Formalin- oder Alkoholfixierung
zerstort werden. In unseren Untersuchungen reagierten
zwar die meisten der getesteten Kryostatschnitte von
unfixierten Proben mit dem paraffingingigen monoklo-
nalen Antikorper C42; es werden aber diverse BVDV-
Stimme beschrieben, die nicht mit dem C42 reagieren
(Wohrmann et al. 1992; pers. Mitteilung, M. Weiss, Institut
fiir Veterinir-Virologie, Bern).

Uberdies machten wir die Beobachtung, dass die BVDV-
spezifischen Antikorper keine Bindung mehr zeigten,
sofern die Kryostatschnitte mit H,O, in Methanol, zur

 Cimmunoistologia come metodo efficientee
_ sicuro per la diagnosi di infezioni da BVDV

~ Un'infezione persistente con il virus della diarrea
bovina/mucosal disease puo’ essere diagnosticata
con l'aiuto di metodi immunoistologici. Si & potu-
~ to constatare che con il metodo LSAB (Labeled
Strepatavidin Biotin) della perossidasi € possibile
determinare con sicurezza la presenza del virus
~ della diarrea bovina in tagli di tessuto congelato
non fissato. Per la diagnosi nell'animali e vivo
~ sono risultate valide le biopsie cutanee. Negli ani-
- mali morti si adattano bene i tessuti della tiroide,
della pelle, della mucosa della bocca, dell’esofago
e dell’abomaso. - '
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Blockierung der endogenen Peroxidase, vorbehandelt
wurden; wurde das H,O, hingegen in Wasser gelost, tra-
ten keine Probleme auf.

Zusammenfassend stellt die Immunhistologie eine geeig-
nete Methode zur schnellen Diagnose von BVDV-Infek-
tionen am lebenden und toten Tier dar.Voraussetzung ist
die Verfiigbarkeit von frischem, unfixiertem Gewebe.Im
Vergleich zur Virusisolation ist die Methode weniger auf-
wendig und schneller, vermag aber nicht zwischen zyto-
pathogenen und nicht-zytopathogenen Biotypen zu un-
terscheiden.
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