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anleltung 

Die systematische Bekampfung der BYD/ 
MD ist ein vordringliches Problem in der 
Rinderhaltung. Impfkonzepte werden in 
ihrem Erfolg begrenzt durch die starken 
serologischen Unterschiede der einzelnen 
BVD Virusstamme. Zudem kann bei der An­
wendung van Lebendvakzinen bei persi­
stent infizierten Tieren eine Mucosal 
Disease ausbrechen (1). Bei Vakzinierung 
von Kohen um den Konzeptionszeitpunkt 
oder bis zur ersten Halfte der Graviditat ist 
die Gefahr der Erzeugung immuntaleranter 
Nachkommen gegeben, die als dauerhafte 
Virustrager den Bestand belasten (5,6). Die 
Indikatian fi1r eine Impfung ist deshalb 
entsprechend streng zu stellen. Eine Be­
standsdiagnostik ist erste Voraussetzung 
fQr die systematische Bekampfung. Dabei 
ist der seralogische AntikOrpemachweis 
durchaus geeignet, in nicht geimpften Be­
standen auf die Prasenz van BVDV hinzu­
weisen. For die ldentifizierung von Virus­
tragem jedach ist ein Antigennachweis nat­
wendig. Unabhangig van einer weiteren 
Bekampfungsstrategie ist insbesondere die 
Identifizierung und Abschaffung persistent 
infizierter Virustrager angezeigt. Im Fall 
von klinisch manifesten Erkrankungen ist 
eine rasche virolagische BVD-Diagnastik 
wonschenswert. 

Derzeit sind fQr den BVD Virusnach­
weis neben den klassischen Verfahren 
Ober Zellkulturvermehrung des Antigens ei­
nige zellkulturunabhangige Verfahreri be­
schrieben. Als malekularbialagische Me­
thaden sind eine Polymerase Kettenreak­
tian (PCR) (9) und die in situ RNS-Hybridi­
sierungstechnik (3) angewendet warden. 
Als immunalogische Nachweisverfahren 
sind Antigen-Fanger ELISAs und ein fluo­
reszenzhistologisches Verfahren mittels 

durchfluflzytometrischer Mef>technik ver­
Offentlicht (8). 

Thema der vorliegenden Untersuchun­
gen ist die Entwicklung eines einfachen, 
schnellen Nachweisverfahrens fClr die BVD 
Viramie. Dabei ist unabhangig van BVD 
Virusstamm und Krankheitszustand des Pa­
tienten eine sichere Diagnose mittels lrn­
munofluoreszenztechnik an Blutleukozyten 
zu stellen. 

Material und Methoden 

Blutproben: Die Proben stammen von 

1 

Patienten der Rinderklinik der Tierarztlichen 
Fakultat. EDTA stabilisiertes Vollblut wurde 
bis zur Verarbeitung kOhl gelagert. Insge- , 
samt wurden 304 Blutproben untersucht. 1 

Antik()rper: Der pan-Pestivirus reaktive E 

monoklonale AntikOrper Cl6 (7) wurde von 
der Fa. Bommeli (Schweiz) in affinitats­
chromatographisch gereinigter Form filr 
diese Untersuchungen zur VerfQgung ge- . 
stellt (Proteingehalt 0.67g/l. Verdunnung 
1:256). Als Konjugat wurden FITC markierte 1 

Schaf-ex-Maus AntikOrper (Fa. SIGMA. Nr. 
F6257, Verdonnung l:100) verwendet. 

Reagenzien: Phosphat gepufferte Sall· 
ne ohne Ca/Mg (PBS); Hamolyse-Puffer 
(829 g/1 NH4Cl, 1.0 g/1 KHCS)3, l mM EDTA1 
in a.dest.), F ~CS-Puffer (10 mM Hepes; !OmM 
EDT Ai OJ% NaN31 2% FBSi in PBS-Losung)1 
Digitoninpuffer l0,0025% Digitonin (SIGMA ' 
Nr.

5 
Dl407) in PBS), Propidiumjodid (PO 

10- M (SIGMA Nr. P4170) in FACS-Puffer1 
Paraformaldehyd (PF A) 4% Stamml6sung, 
Gebrauchsverdonnung 1% . 

Technische Ausstattung: Zytofluoro· 
meter F ACScan (Becton Dickinson); Soft­
ware Consort 30 

Probenvorbereitung: Vollblut (ca. 0.5ml) 
wird 1:4 mit Hamolysepuffer gemischt. Nach 
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vollstandiger Hamolyse 0-5 min) warden 
die Leukozyten auf Eis 15 min. mit 1% PF A 
fixiert. Anschlie6end erfolgt die Permeabili­
sierung mit Digitoninpuffer 5 min. bei Raum­
temperatur. Nach Abzentrifugieren (300g, 
l min.) des Digitonins wird das Zellpellet in 
ca. 200 "1 F ACS-Puffer suspendiert und in 
ReaktionsgefMe (Eppendorf Nr.381O oder 
96-Lochplatten) zur anschlieBenden far,. 
bung gegeben. 

Fluoreszenz!Srbung: Die Zellen warden 
in Suspension (50µ1) fo.r 15 min. bei Raum­
teinperatur (RT) mit dem monoklonalen Anti­
k0rper Cl6 (100µ1) inkubiert. Nach Abzentri­
fugieren wird in einem zweiten Inkubations­
schritt mit dam cxMaus Konjugat gefarbt (15 
min, RT). Eine Konjugatkontrolle (ohne Cl6) 
wird far jede Probe mitgefOhrt. Nach Abzen­
trifugieren wird das Zellpellet in 300 µl PI­
Puffer aufgenommen. Die Messung kann 
sofort erfolgen. Eine Lagerung im Kohl­
schrank Ober ·rage ist ohne Verlust der 
MeBsignale mOglich. 

DurchOuJJzytometrische Messung: Bei 
der Messung werden an ca. 10000 Zeijen 
far jede Zelle die Parameter Vorwartsstreu­
lic:ht (FSC), Seitwartsstreulicht (SSC), mc­
Fluoreszenz (FU) und PI-Fluoreszenz (FL2) 
erfaBt und gelistet. Die Streulichtparameter 
warden zur Abgrenzung van Zellklustem 
herangezogen. Die PI-Fluoreszenz gibt den 
DNA-Gehalt der Zellen wieder und eignet 
sich zur Ausgrenzung von Zellverklumpun­
gen und zur Schwellenwertsetzung bairn 
MeO.vorgang (4). Als BVDV spezifisches 
Signal wird die FLl-Intensitat der Lympho­
zyten und der Granulozyten/Monozyten 
der 06 ~arkierten Probe jeweils mit der 
Konjugatkontrolle verglichen und in einer 
Histogrammdarstellung mit 256 Kanalen 
(•Klassen) bewertet. Zellen, deren FU­
Signal mit Cl6 deutlich hOher ist als bei 
der Konjugatkontrolle, warden · als BVDV 
-Antigen positiv betrachtet und anteils­
maftig angegeben. Der untere Grenzwert 
fOr ·positiv· wurde dabei festgelegt als 
11+3o+l6 (i,t•mittlere FU, a- Standardabwei­
chung) 

Zellkulturanzucht (T(_erglei§hsmethode): 
Nach Hamolyse wurd~n ca. 10 Leukozyten 

auf fetalen bovinen Nierenzellkulturen an­
geimpft und nach jeweils 3 und 7 Tagen 
mit den o.g. AntikOrpem gefarbt und fluo­
reszenzhistologisch ebenfalls mittels Durch­
fluflzytometrie untersucht. 

Ergebnisse 

1. Permeabilisierung und Degranulie­
rung von polymorphkemigen Blutzellen: 
Die Permeabilisierung der Zellmembran mit 
Digitonin fuhrt innerhalb von ca. 30 sec. 
zur Degranulation von Ober 90% der Gra­
nulozyten (s. Abb. 1). Nach der Degranu­
lation verhalten sich diese Zellen im Laser­
strahl optisch wie Monozyten. Insbeson­
dere besitzen die degranulierten Granulo­
zyten die gleiche Hintergrundfluoreszenz 
wie die· Monozyten. 

••- &■■ ... U■ ■ U •·~ · •, ■ a . •·•· ·. I 

FORWARD SCATTER 

Abb. l: Degranullerung und damit verbun­
dene Abnalune des Seltwartsstreullchtes 
(SSC) von Granulozyten. Dot plot VorwAI1s­
streullaht (FSC) gegen SSC, GGranulo­
zyten. M-Monozyten. LY•Lymphozyten. 
a•vor Dlgitonlnzugabe. b-lOsec, c-20sec, 
d-30sec nach Dlgltonlnzugabe. 
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2. Propidiumjodid Farbung: Bei der 
gewahlten Zellpraparation sind im Mittel 
90% der gemessenen Partikel als Einzel­
zellen aufgrund des DNA-Gehaltes ein­
grenzbar (Abb. 2) 

9& 
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Abb. 2: Hlstogramm Ober FL2 bei Propidlwn­
jodid gefarbten Leukozyten: hoher Peak•Ein­
zelzellen, rechts davon Zellverldumpungen. 

3. Spezifisches FU-Signal zur Ouantifi­
zierung des Antigens (BVDV pl25/80) in 
Leukozyten: Die in Abb. ld dargestellten 
Zellkluster ·Ly· und ·G1M· /wurden - zu­
satzlich in der FL2 als Einzelzellen einge­
grenzt - bezO.glich FU des Clo gefarbten 
Praparates und der Konjugatkontrolle ver­
glichen. Das spezifische FU Signal war bei 
allen Proben deutlich abgesetzt von der 
unspezifischen FU der Zellen. Die FU-Ver­
teilungsmuster (s. Abb. 3) der infizierten 
Zellen waren individuell unterschiedlich. 
Auch die Zahl inflzierter Zellen variierte 
stark (s. Abb. 4) 

Bei alien Tieren, welche in der Zellkul­
turanzucht BVD positiv diagnostiziert wur­
den, konnten auch im zytofluorornetrischen 
Nachweis infizierte Zellen gefunden war­
den. In einem Fall waren bei der ersten 
Probennahme durchflubzytometrisch keine 

infizierten Blutzellen nachweisbar. funf Ta­
ge spater waren bereits 10% Granulozyten/ 
Monozyten und keine Lymphozyten BVDV 
positiv. 

Abb. 3: FLl Histogramm der Granulozyten/ 
Monozyten eines viramlscben Patienten 
( ......... •Konjugatkontrolle, -- -CJ.6 mailder-
te Probe, schraftlerte Flache •BVDV-positlv 
bewertete Zellen. 
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4. Patientendaten und BVD-Viramie: Von 
233 stationar aufgenommenen Rindem wa­
ren 46 BVD viramisch. Von 55 Kalbem bis 
zum Alter von 2 Wochen, vorwiegend mit 
Neugeborenendiarrhoe, war nur eines BVD 
viramisch. Zur Altersverteilung siehe Abb. 5. 
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Abb. 5: Altersverteilung der untersuchten 
Rinder 
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Abb. 6: BVD-V1rAmie und typische Eroslo­
nen an Maul-. Nasen-. und Genitalschlelm­
haut, Flotzmaul und lm Zwlschenklauen­
bereich. 

Typische Erosionen wurden zum Zeitpunkt 
der Blutentnahme bei 77%, eine deutliche 
Auspragung von Erosionen an alien unter­
suchten Stellen (Maul-. Nasen-. Genital­
schleimhaut, Flotzmaul, Zwischenklauenbe­
reich) bei 45% der viramischen Tiere beob­
achtet. Bei den nicht viramischen Tieren 
zeigten 76% keine Schleimhautlasionen. 
Eines aus 143 nicht viramischen Tieren 
erschien klinisch aufgrund 'von Lasionen 
an alien untersuchten Stellen typisch tor 
BVD/MD. 

Dlslrussion 

Der IF-Nachweis des BVDV-Antigens in 
Leukozyten war bislang begrenzt durch 
die hohe Autofluoreszenz der Granulo­
zyten. Bei der Mikroskopie ist diese 
kaum von der spezifischen FITC-Fluores­
zenz zu unterscheiden. Bei der zytofluo­
rometrischen Untersuchung kOnnen Gra­
nulozyten aufgrund von Streulichteffekten 
von mononuklearen Blutzellen gut abge­
grenzt werden, sind jedoch aufgrund der 
hohen Autofluoreszenz insbesondere bei 
schwachen spezifischen Fluoreszenzsig­
nalen nur bedingt tor die diagnostische 
Verwertung geeignet. Im Gegensatz zu 
Arbeiten von Ovist (8) wird mit der vor­
gestellten Technik die Analyse van Gra­
nulozyten sehr gut mOglich. Die Be­
handlung der Leukozyten mit Digitonin 
tohrt zur Degranulation fast aller .Granu­
lozyten unter Erhalt des BVDV-Antigens. 
Die Zellen verlieren damit die hohe Au­
tofluoreszenz (Abb. l) und sind zusam­
men mit den Monozyten bezOglich 
FITC -Fluoreszenz bewertbar. Die Nach­
weismethode wird hierdurch sehr sensi­
tiv. Auch Patienten ohne oder mit 
schwachem BVDV-Signal in den Lym­
phozyten sind gut diagnostizierbar. Die 
Laborzeit der Diagnostik betragt dabei 
weniger als zwei Stunden. 

Bai einer Blutprobe konnte im Zell­
kultumachweisverfahren eine BVD-Vira­
mie nachgewiesen warden. die in der 
Leukozytenfarbung nicht feststellbar war. 
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Der Patient war wegen einer Umbilikal­
hemie stationAI in der Tierklinik. In der 
Wiederholungsprobe nach tonf Tagen 
waren bereits Q .5% . Granulozyten/Mono­
zyten BVDV positiv. Eine BVD/MD Symp­
tomatik wurde nicht beobachtet. 

Neben der Schnelligkeit der Methode 
ist die hohe Sensitivitat bei gleichzeitiger 
UnabMgigkeit von einem Zellkulturlabor 
tor den Diagnostikeinsatz von Vorteil. 

Die Zytofluorometrie hat ihre Haupt­
an~endungsbereiche in der morphologi­
schen und funktionellen Zytodiagnostik 
und in der quantitativen DNA Messung 
an Einzelzellen (2). Die Multiparameter­
messung ermOglicht die Verbindung der 
Infektionsdiagnose an der Einzelzelle mit 
weiteren funktionellen wie morphologi­
schen Parametem. Dies sind methodische 
Voraussetzungeh tor die Erkennung patho­
genetischer Mechanismen. 

Bei entsprechender Automatisierung 
laBt sich die Technik auch tor Serienun­
tersuchungen in Routinelabors einsetzen. 

Summary 

A fast and simple assay with high sensitivity 
to BVDV in blood samples. independent cf 
blood storage and clinical status of animals. 
is described. A pan-pesti virus reactive 
monoclonal antibody Cl6 (BVDV-p 80/125 
specific) was applied for immuno­
fluorescence (IF) in flow cytometry with 
leukocytes and for IF with infected bovine 
kidney cells as a reference method. From 
304 blood samples of patients of the 
veterinary clinic 63 NCP- and 7 CP- BVDV 
strains were isolated. There is a high BVDV­
specific IF in granulocytes and monocytes, 
whereas in lymphocytes the IF intensity per 
cell is weaker. The percentage of antigen 
positve cells varies from 1% to 87 % (mean 
22%) in granulocytes/monocytes and 0% to 
37% (mean 8%) in lymphocytes. There is a 
total correlation between conventional 
BVDV-diagnosis with tissue culture isolation 
and leukocyte analysis with flow cytometry. 
After blood freezing or storage at +8°C for 

6 w~ks BVDV detection in leukocytes is 
not significantly influenced. 
Flow cytometry provides a quantitative, 
objective analysis of leukocyte associated 
BVDV-antigen. Both low levels of antigen 
per cell and low percentages of antigen 
positive cells are detectable. Direct leuko­
cyte analysis with flow cytometry is a rapid 
(2 hours). easy and reliable method for 
detection of viremic cattle. 

Zusammenfassung 

Ein einfacher, hoch sensitiver Schnelltest 
fQr den Nachweis von BVDV in Blutproben 
von gesunden und kranken Rindem wird 
beschrieben. Ein pan-Pestivirus reaktiver 
monoklonaler AntikOrper diente zurn Anti­
gennachweis mittels indirekter Immunofiuo­
reszenz (IF). Die Analyse von Leukozyten 
erfolgte Ober Durchfluflzytofiuorometrie. Als 
diagnostische Referenzmethode wurde IF 
mit beimpften Zellkulturen durchgef11hrt. 
Aus 304 Blutproben von Patienten der Tier­
klinik wurden 63 NCP und 7 CP-BVDV Strun­
me isoliert. Das spezifische IF Signal in 
Granulozyten/Monozyten war im Vergleich 
zu den kleineren Lymphozyten entspre­
chend hOher. Die relative Anzahl BVDV­
positiver Zellen variierte von 1%-87% (Mittel­
wert 22%) bei Granulozyten/Monozyten und 
0%-37% (Mittelwert 8%) bei Lymphozyten. 
Bei alien Patienten konnte das Ergebnis 
der Leukozytenfarbung durch die Zellkul­
tur-IF bestatigt warden. Einfrieren der Blut­
proben oder langere Lagerung im Kuhl­
schrank beeinfluflt den BVDV Nachweis 
nur unerheblich. 

Die Durchfluflzytometrie ermoglicht ei­
ne quantitative und objektive Erfassung 
von BVDV Antigen in Leukozyten. Bereits 
geringe Antigenmengen pro Einzelzelle 
urid anteilsmaflig wenige infizierte Zellen 
erlauben eine sichere Diagnose. Die zyto­
fluorometrische Methode zum Nachweis 
BVD viramischer Tiera ist aufgrund der 
differenzierten Aussage bezuglich infizier­
ter Zellen. der kurzen Testdauer (ca. 2 Stun­
den) und der einfachen Farbetechnik 
allen anderen Methoden uberlegen. 
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Resume 
Nous decrivons ici une methode simple, 
sensible et rapide de mise en evidence 
du BVDV dans des prelevements sanguins; 
elle est independante du statut clinique 
des animaux. La mise en evidence de 
l'antigene se fait par immunofluorescence 
indirecte, grace a I 'utilisation d 'un anti­
corps monoclonal reagissant avec le pesti­
virus. Le decomple de leucocytes est 
realise par cytofluorometrie de flot La 
methode diagnostique de reference est 
realisee par immunofluorescence avec des 
cultures cellulaires infestees. Parmi les 304 
echantillons sanguins preleves sur les 
patients de la clinique en a isole 63 sou 
ches NCP et 7 souches CP BVDV. Le signal 
specifique enregistre par immunofluores­
cence s'est avere etre plus fort dans les 
granulocytes et les monocytes que dans 
!es petits lymphocytes. Le pourcentage de 
cellules BVDV-positives a varie entre 1% et 
87% (moyenne 22%) pour les granulocytes/ 
monocytes et entre 0% et 37% (moyenne 
8%) pour les lymphocytes chez tous les 
patient on a observe une correlation 
parfaite entre les resultats enregistres lors 
de diagnostic BVDV classique sur culture 
cellulaire et ceux obtenus par decompte 
des leucocyte grace a la methode cyto­
metrique. La refrigeration des echantillons 
·sanguins a 89: pendant 6 semaines n'a 
nullement perturbe la mise en 03\.lvre de 
cette methode. La cytometrie de flat est 
done une methode permettant une mise 
en evidence quantitative et objective des 
antigenes BVDV associes aux leucocytes. 
Elle s'applique meme aux cas ou les anti­
genes dans les cellules sont faibles et a 
ceux ou le pourcentage de cellules anti­
gene-positives est bas. Le decompte des 
leucocytes par cytometrie de flat est par 
consequence une methode rapide (2h). 
facile et fiable de detection du virus BVDV 
dans les troupeaux. 
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