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Eradikation der Bovinen Virus
Diarrhoe (BVD) mittels
LightCycler® Real-Time PCR

VON MICHAEL DUNSER, MICHAELA ALTMANN, MAXIMILIAN BIEBL,
ANDREA BRANDSTATTER, CORNELIA EINFINGER, KARL SCHOPF,
HANS SCHWEIGHARDT, ANITA WUNDER UND ANDREAS ZOLLNER

Erstmalig wurde in Osterreich ein Real-Time PCR-Verfahren in einem grofB-

angelegten Seuchenscreening an 45.448 Rindern aus 9.019 Tiroler Betrieben

angewandt.

Einleitung

Die systematische Bekdmpfung von
Tierseuchen bzw. Zoonosen gehort
zu den Kernaufgaben der Veterindr-
medizinischen Institute der Oster-
reichischen Agentur fiir Gesundheit
und Erndhrungssicherheit und hat
mittlerweile jahrzehntelange Tradi-
tion. Durch Zusammenarbeit mit
den Veterindrbehorden der Lander
und des Bundes ist es gelungen, die
heimischen Rinderbestdnde nach-
haltig von gefdhrlichen Zoonosen,
wie der Brucellose (,Abortus Bang“,
»Seuchenhaftes Verwerfen”), der
(,,Perlsucht”,

»Schwindsucht”), sowie von wirt-

Rindertuberkulose

schaftlich bedeutsamen Seuchen,
wie der Enzootischen Rinderleukose
(Genus Deltaretrovirus) oder der In-
fektiosen Bovinen Rhinotracheitis
(Genus Varicellovirus), zu befreien.
Wahrend die klassischen Verfahren

der Serologie, wie Immunodiffu-
sion, Komplementbindungsreak-
tion und Agglutinationsreaktionen,
zusehends von Enzyme-linked Im-
munoassays (ELISA) verdrdngt wur-
den, setzen sich molekularbiologi-
sche Verfahren, wie die Polymerase
Chain Reaction (PCR), nur langsam
durch, letztendlich, weil es fiir vete-
rindrmedizinische Fragestellungen
bislang kaum kommerziell erhaltli-
che Testsysteme gibt und die Ent-
wicklung, Etablierung und Validie-
rung der Methoden somit den ein-
zelnen Laboratorien obliegen.

Genotyp Erreger

Pestivirus Typ 1

Pestivirus Typ 2
Pestivirus Typ 3

Unklassifizierte Diverse Isolate

Pestivirus-Typen

Tab. 1: Genus Pestivirus der Familie Flaviviridae

Bovine Virus Diarrhoe Virus-1 (BVDV-1)
Bovine Virus Diarrhoe Virus-2 (BVDV-2)

Klassische Schweinepest Virus (KSPV)
Border Disease Virus (BDV)

Erstmals wurde in Osterreich
von unserer Arbeitsgruppe in Zu-
sammenarbeit mit der Veterindrab-
teilung der Tiroler Landesregierung
ein systematisches Seucheneradika-
tionsprogramm mittels Real-Time
PCR in Kombination mit ELISA
durchgefiihrt.

Der Erreger der Bovinen
Virus Diarrhoe

Die Bovine Virus Diarrhoe (BVD)
zahlt weltweit zu den wirtschaftlich
bedeutendsten Infektionskrankhei-
ten des Rindes. Sie wird durch ein

Wirtsspektrum

Rind, Schaf, Ziege, Hirsch,
Biffel, Schwein

Schwein
Schaf, Ziege, Rind

Giraffe, Rentier, Antilope,
Bison, Kantschil
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mdgliche Viruspersistenz nach intrauteriner Infektion
Implantation (19.-20. Tag)
Fet. Kotyledonen (30.Tag)

Persistente Virdmie, keine klinischen Symptome
lebensschwach, keine prékolostralen AK

l |

Abortus

Immunsystem beginnt sich zu entwickeln

Abb. 1: Die unterschiedlichen Auswirkungen einer BVDV-Infektion

wdhrend der Trdchtigkeit

Abb. 2: Himorrhagisches Syndrom infolge einer BVDV-Infektion;

massive Himorrhagien im Bereich des Herzens bei einem zwolf

Wochen alten Kalb

Pestivirus (Tab. 1) aus der Familie
der Flaviviridae hervorgerufen. Es
handelt sich dabei um ein einzel-
strangiges RNA-Virus mit positiver
Polaritdt und einer Ldnge von
12,5 kb. In der Zellkultur lassen sich
zwei verschiedene Biotypen des Bo-
vinen Virus Diarrhoe Virus (BVDV)

ZNS-Lasionen

Augenlasionen (ca. 150.Tag)

Graviditat

unterscheiden, der zytopathogene
(zp) sowie der nicht zytopathogene

(nzp) Typus.

Die klinischen Aus-
wirkungen

Die Infektion mit dem Virus der
BVD hat in Abhdngigkeit vom Im-

Abb. 3: Hydrocephalus durch eine BVDV-Infektion wihrend der

Abb. 4: Links Kleinhirnhypoplasie bei einem Kalb, rechts normal

entwickeltes Kleinhirn bei einem gleichaltrigen Tier

munstatus und dem Trachtigkeits-
stadium (Abb. 1) des betroffenen
Tieres, der Immunitdtslage der
Herde, dem Geno- oder Biotyp des
Erregers und seiner Virulenz ver-
schiedenartige Auswirkungen:

- Die transiente postnatale Infek-

tion immunkompetenter Rinder
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nimmt meist ei-

nen subklinischen

Verlauf, gegebe-
nenfalls kommt
es, meist in Ver-

bindung mit Se-
kunddarinfektio-
nen, zu Pneumo-
nien und/oder
Durchfall (,Bo-
vine Virus Diar-
rhoe”)

Stérungen in der

bzw. zu
Blutgerinnung
(,hdmorrhagi-
sches Syndrom*)
(Abb. 2).

Die

tare Infektion des

transplazen-

Embryo/Fetus

fihrt zu Fruchttod, Aborten, der
Geburt mifRgebildeter  Kdlber
(,okulozerebelldres  Syndrom*)
(Abb. 3, 4) oder aber der Geburt
persistent mit dem BVD-Virus infi-
zierter Kalber (,,PI-Tiere”). Virdmi-
ker bzw. PI-Tiere entstehen aus-
schlief}lich prdnatal, eine postna-
tale Infektion mit dem BVDV fiihrt
lediglich zur transienten Virdmie.
Daraus resultiert letztendlich die
Bildung neutralisierender Anti-
korper. Als typisch klinische Er-
scheinungen haben PI-Tiere meist
Durchfall, sie kimmern und lei-
den an Pneumonien.

Die Superinfektion eines mit ei-
nem nzp Virusstamm infizierten
PI-Tieres mit einem homologen
zp Virusstamm fiihrt zum Aus-
bruch der sogenannten ,,Mucosal
Disease” (MD) (Abb. 5), einer stets
letal verlaufenden und mit schwe-

ren klinischen Erscheinungen ein-

hergehenden  Allgemeinerkran-
kung.
Seuchenbekampfung

Aus seroepidemiologischen Studien
geht hervor, daf’ in manchen Regio-
nen bis zu 90% der Rinder im Laufe
ihres Lebens eine BVDV-Infektion
durchmachen und dann mit der Bil-
dung neutralisierender Antikorper
reagieren. Als wichtigste Faktoren
fiir die Verbreitung des BVDV gelten
die persistent mit dem Virus infizier-
ten Tiere, da diese zeitlebens hohe
Konzentrationen an Virus {iber
simtliche Korperexkrete und -se-
krete ausscheiden und somit durch
eine Neuinfektion trdchtiger Rinder
wiederum zum Entstehen von PI-
Tieren beitragen.

Dem Auffinden und Ausmer-
zen solcher PI-Tiere kommt somit
die entscheidende Bedeutung zu,

um die Rinderbestdnde ldngerfri-

TITELSTORY

Abb. 5: Massive Erosionen im Bereich der Maulschleimhaut bei Mucosal Disease

stig frei von dieser Seuche zu be-
kommen.
Der Auftrieb

von PI-Tieren auf Gemeinschafts-

unkontrollierte

weiden bzw. die Alpung in den Ge-
birgsregionen spielen eine mafigeb-
liche Rolle bei der BVDV-Verbrei-
tung in seuchenfreie Bestdnde.
Langjahrige Erfahrungen in groflen
Rinderbestéinden mit teilweise tiber
500 Tieren belegen, dafy die aus-
schliefdliche Weiterverbreitung des
BVDV liber transiente immunkom-
petente Tiere letztendlich abbricht,
wodurch einmal mehr die Bedeu-
tung der PI-Tiere als Schliissel zur

Seucheneradikation belegt wird.

BVD-Bekdmpfung in Tirol

Im Rahmen eines von der Tiroler
Landesregierung gefoérderten frei-
willigen BVD-Bekdmpfungspro-
gramms erfolgte seit 1999 eine sy-
aller

stematische Untersuchung
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Rinder in der Altersgruppe von drei
Monaten bis drei Jahren mittels
BVD-Antigen ELISA. Durch jahrli-
che  Wiederholungsuntersuchung
der Bestdinde konnte der Anteil an
PI-Tieren in der Tiroler Rinderpopu-
lation von urspriinglich 1,22% im
Jahr 1999 auf 0,23% (Stand 2003)

reduziert werden.

Bekdmpfungsstrategien

Aufgrund der meist regional unter-
schiedlichen Betriebsgroflen und
-strukturen gibt es verschiedene Mo-
delle, die darauf abzielen, PI-Tiere
ausfindig zu machen und aus der

Herde zu entfernen.

Tankmilchserologie und Jung-
tierfenster

PI-Tiere durchseuchen héchst wir-
kungsvoll eine Herde, wodurch sich
iiber den Antikorpernachweis in der
Tankmilch bzw. in Serumproben
BVD-verddchtige Bestdnde erfassen
lassen. In einer nachfolgenden
kombinierten Antikérper/Antigen
ELISA-Untersuchung erfolgt die De-
tektion mdoglicher PI-Tiere in Anti-
korper-positiven Besttinden mittels
ELISA. Dieses Verfahren wurde be-
reits in Skandinavien mit Erfolg ein-
gesetzt, erfordert jedoch aufgrund
des mehrstufigen Verfahrens und
der verschiedenen Probenmateria-
lien (Tankmilch, Serumproben) ei-
nen erheblichen Aufwand, vor al-
lem, was Administration und Pro-
benlogistik anbelangt.

Da PI-Tiere am hdufigsten in der
Altersgruppe bis zu drei Jahren
anzutreffen sind, ist alternativ bzw.
erginzend zur Tankmilchuntersu-

chung das sogenannte ,Jungtier-

fenster” entwickelt worden. Eine
definierte Anzahl von Jungrindern
einer epidemiologischen Einheit
wird auf BVDV-Antikdrper unter-
sucht. Ein erhohter Anteil an sero-
positiven Tieren kann einen Hin-
weis auf ein aktuelles BVD-Gesche-
hen infolge eines PI-Tieres in der

Herde geben.

Impfung

Die Impfung ist ein Verfahren, das
in praxi lediglich zur Bestands-
sanierung angewandt wird, da es
aufgrund der Heterogenitdt rumi-
nanter Pestiviren zu keiner aus-
gegen
alle moglichen BVDV-Feldstdmme

reichenden  Immunitat
kommt. Ein flachendeckendes Be-
kdmpfungsprogramm erscheint
mit der Impfung somit nicht ziel-
fihrend.

PCR-Screening mittels LightCycler®
Real-Time PCR

Die Entwicklung von Real-Time
Gerdten schuf erstmals die Voraus-
setzung, = Massenuntersuchungen
mittels PCR durchfiihren zu kon-
nen. In der Real-Time PCR wird die
konventionelle PCR mit einer sofor-
tigen Detektion der entstehenden
Amplifikate kombiniert. Durch den
Einsatz von sequenzspezifischen
fluoreszenzmarkierten Sonden er-
reicht man tiberdies ein Hochstmaf3
an Spezifitdt.

In unserem Verfahren wird die
hohe Sensitivitdat der Real-Time PCR
dahingehend ausgenutzt, gepoolte
Proben von bis zu 20 Tieren in ei-
nem PCR-Gefafy zu untersuchen.
Der Einsatz gepoolter Proben redu-

ziert die Untersuchungskosten im

Vergleich zu den im ELISA erforder-
lichen Einzeltieruntersuchungen er-
heblich. Die systematische Untersu-
chung aller Uber zehn Wochen al-
ten Tiere eines Bestandes verein-
facht

bekdmpfung im Gegensatz zum dif-

zusdatzlich die Seuchen-
fizilen Bekdmpfungsmanagement
beim sogenannten ,Tankmilch”-

Bekdmpfungsprogramm.

Material und Methode
Plasma versus Serum
Umfangreiche Validierungsstudien
zur Nachweisbarkeit viraler RNA in
Serum bzw. Plasma wurden im Vor-
feld unseres Screenings durchge-
fihrt, um die optimale Matrix fiir
den Nachweis des BVDV unter Pra-
xisbedingungen respektive den Ein-
flufd von Transportdauer und Trans-
portbedingungen zu erheben.

Als optimales Probenmaterial
zum Virusnachweis mittels Real-
Time PCR erweist sich Plasma aus
EDTA-Blutproben, wahrend in Voll-
blutproben ein verhaltnismaRig ra-
scher Abbau der viralen RNA er-
folgt.

Entnahme und Poolung der
Blutproben

Die Organisation der Probenent-
nahme erfolgte durch die Veterinar-
abteilung der Tiroler Landesregie-
rung und wurde durch Amts-
tierarzte bzw. ortsansdssige prakti-
sche Tierdrzte vorgenommen. Mit-
tels Vacutainer®-Blutentnahmesy-
stem (Fa. Greiner) von 45.448 tber
zwei Wochen alten Rindern aus
9.019 Tiroler Rinderbestdnden ent-
nommene EDTA-Blutproben lang-
ten im Zeitraum Mdarz-April 2004
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im AGES-Institut fiir Veterindrmedi-
zinische Untersuchungen Innsbruck
ein. Mittels TECAN-Genesis 4-Kanal
Pipettierroboter wurden automati-
siert Plasmapools aus je 20 Einzel-
proben hergestellt und unverziig-
lich zur weiteren Real-Time PCR-
Untersuchung an das AGES-Institut
fiir Veterindrmedizinische Untersu-

chungen Linz gesandt.

Virus-RNA Extraktion

Zur Extraktion der viralen RNA aus
den Plasmaproben diente der High-
Pure Viral RNA-Extraktionskit von
Roche Diagnostics.

Real-Time Reverse Transkriptase
PCR

Da es sich beim BVDV um ein RNA-
Virus handelt, ist vor der eigentli-
chen PCR ein sogenannter Reverse
Transkriptase Schritt erforderlich, in
dem die Virus-RNA in die komple-
mentdre DNA umgeschrieben wird.
Als Reagenzien fiir die Reverse
Transkriptase Real-Time PCR ver-
wendeten wir den QuantiTect Probe
RT-PCR Kit von Qiagen.

Als Real-Time PCR Gerdt kam der
LightCycler® von Roche Diagnostics
zum Einsatz, da dieses Gerdat auf-
grund seiner Konstruktionseigen-
schaften eine besonders kurze Pro-
bendurchlaufzeit ermdéglicht, was
gerade in der klinischen Massendia-

gnostik besondere Vorteile bietet.

Lokalisation von Primern und
Sonde: Simultaner Nachweis von
BVDV-1, BVDV-2, KSPV und BDV
Zum Nachweis des BVDV in der
Real-Time PCR wurde ein Abschnitt
der bei Pestiviren hoch konservier-
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R: Reporter
Q: Quencher

@ : Freigesetzte Nucleotide

Abb. 6: Prinzip der TagMan® Sonde

ten 5’'Untranslated Region (5'UTR)
gewdahlt. Die Auswahl der Primer
bzw. TagMan® Sonde erlaubt den
Nachweis aller Vertreter des Genus
Pestivirus bei Haustieren. So ist mit
diesem Verfahren der gleichzeitige
Nachweis von BVDV-1, BVDV-2,
KSPV sowie BDV mdoglich. Die Spezi-
fitit der Methode wurde anhand
verschiedener internationaler Pesti-

virus-Referenzsstimme sowie einer
Reihe

stdmme Uberpriift.

Osterreichischer Feldvirus-

Bei TagMan® Sonden handelt es
sich um sogenannte ,dual labeled
probes”, die am 5'Ende mit einem
»fluorescent reporter” Farbstoff, bei
unserer Methode mit 6-FAM, gekop-
pelt sind, wahrend sich am 3’Ende

der Sonde als sogenannter , quen-

Fluorescence (F1/F2)

Baseline Adjustment: Arithmetic

Color Compensation: Off

0.0 - e e e o i

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Cycle Number

Abb. 7: Auswertung einer BVDV Real-Time PCR am LightCycler® mit 19 Proben;

Nr. 2 = positiver Pool; Nr. 17, 18 = Positivkontrollen; restliche Proben bzw. Negativkontrolle

zeigen keinen Anstieg und werden somit negativ beurteilt

|
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Bezirk Anzahl der Anzahl der BVDV-pos. BVDV-pos.
Betriebe Tiere Tiere (%) Bestdnde (%)
Innsbruck 57 320 0 0
Innsbruck-Land 1518 7729 15 12
Imst 945 3611 12 1"
Kitzblhel 1223 7500 15 10
Kufstein 1366 8346 24 17
Landeck 1060 2825 10 9
Lienz 1356 6894 6 6
Reutte 391 1455 1 1
Schwaz 1103 6768 8 6
Summe 9019 45.448 91 (0.2%) 72 (0.8%)

Tab. 2: BVDV-Ergebnisse im Untersuchungszeitraum Marz—-April 2004

cher” der Farbstoff TAMRA befindet
(Abb. 6).

Wahrend der Extensionsphase
der PCR bewirkt die 5'-3’Exonu-
clease-Aktivitiit der DNA-Polyme-
rase eine Ablosung des ,fluorescent
reporters”, was ein mefibares Fluo-
reszenzsignal auslost, das sich pro-
portional zur Menge der angesam-
melten PCR-Produkte verhalt und
somit auch eine quantitative Aus-
sage zur Viruskonzentration im Pro-
benmaterial zulaf’t (Abb. 7).

Antigen-ELISA
Im Falle eines positiven PCR-Er-
gebnisses wurden die am AGES-In-
stitut fiir Veterindrmedizinische Un-
tersuchungen Innsbruck verbliebe-
nen Einzelproben des betreffenden
Pools mittel Chekit III Epns-ELISA
(Fa. Bommeli) auf BVDV unter-
sucht.

Zum Ausschluf’ transient infi-
zierter Tiere erfolgte eine Nachun-
ELISA-positiven

Reagenten nach 4-6 Wochen. Bei

tersuchung  der

Bestatigung der positiven Erstunter-
suchung wurden diese Tiere aus
dem Bestand entfernt und der
Schlachtung zugefiihrt.

Qualitdtsmanagement

Alle Stufen der Laboruntersuchung
an beiden beteiligten Laboratorien
entsprachen der Akkreditierungs-
norm EN/ISO 17.025.

Ergebnisse
Von den insgesamt 2260 untersuch-
ten Pools waren 64 in der Real-Time
PCR positiv, dies entspricht einem
Anteil von 2,8%. In diesen Pools
konnten mittels ELISA 91 BVDV-po-
sitive Tiere aus insgesamt 72 Bestdn-
den ermittelt werden (siehe Tab. 2).
Da es sich hierbei um die Ergeb-
nisse der Erstuntersuchung handelt
und die Nachuntersuchung zum
Ausschluf transient-infizierter Tiere
zum gegenwdrtigen Zeitpunkt noch
aussteht, diirfte der tatsdchliche
Anteil an PI-Tieren im Jahr 2004
unter 0,2% liegen.

Schlufdfolgerung

Die Entwicklung und Etablierung
eines am Institut fiir Veterindrmedi-
zinische Untersuchungen Linz nach
EN/ISO 17.025 akkreditierten Real-
Time PCR Verfahrens zum Nach-
weis von BVDV erdffnet eine voéllig

neue Perspektive zur Eradikation ei-

ner der wirtschaftlich bedeutend-
sten Infektionserkrankungen bei
Rindern. Die im Vergleich zu den
gdngigen Laborverfahren hohere
Sensitivitdt in Verbindung mit einer
100%igen

uberdies die Untersuchung von bis

Spezifitit ermoglicht
zu 40 Tieren als gepoolte Proben,
wodurch einerseits die Laborkosten
deutlich reduziert werden konnten
und andererseits ein hoherer Pro-
bendurchsatz ermoglicht wird. So
konnten in einem Zeitraum von
zwei Monaten 45.448 Rinder erfolg-
reich auf BVDV untersucht werden.

Dr. M. Diinser, Fachtierarzt fiir
Klinische  Laboratoriumsdiagno-
stik, Dr. H. Schweighardt, Fachtier-
arzt fiir Klinische Laboratoriums-
diagnostik, Michaela Altmann,
M. Biebl, Cornelia Einfinger und
Ing. A. Zollner, Institut fiir Vete-
rindrmedizinische Untersuchungen
Linz, Osterreichische Agentur fiir
Gesundheit und Erndhrungssicher-

heit GmbH.

Dr. K. Schopf, Fachtierarzt fiir Kli-
nische Laboratoriumsdiagnostik,
Andrea Brandstditter und Anita
Wunder, Institut fiir Veterindrme-
dizinische Untersuchungen Inns-
bruck, Osterreichische Agentur fiir
Gesundheit und Erndhrungssicher-

heit GmbH.

Literatur beim Verfasser

Der Landesveterindrdirektion des Landes Tirol (Lan-
desveterindrdirektor HR Dr. E. Wallnéfer) sei fiir die
gute Zusammenarbeit bei der Durchfiihrung der
Untersuchungen gedankt.

Bei Herrn Dr. W. Gaede vom Landesamt fiir Ver-
braucherschutz Sachsen-Anhalt méchten wir uns
fiir die Unterstiitzung bei der Methodenetablierung
herzich bedanken.
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