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Bundesanstalt
for Finanzdienstleistungsaufsicht

Bekanntmachung
iiber einen Entschidigungsfall

Vom 28. Oktober 2008

Die Bundesanstalt fiir Finanzdienstleistungsaufsicht gibt nach
§5 Abs. 1 Satz 3 des Einlagensicherungs- und Anlegerentschadi-
gungsgesetzes bekannt, dass sie fiir das Institut '

Lehman Brothers Bankhaus AG,
Rathenauplatz 1,
60313 Frankfurt am Main,

den Entschidigungsfall geméb §5 Abs. 1 Satz 2 des Einlagensi-
cherungs- und Anlegerentschidigungsgesetzes festgestellt hat.
Das Institut gehort folgender Entschddigungseinrichtung an:

Entschiddigungseinrichtung deutscher Banken GmbH (EdB),
BurgstraBe 28,
10178 Berlin.

Bonn, den 28. Oktober 2008
BA 16 - K 5003 - 100140 - 2008/0001

Bundesanstalt
fiir Finanzdienstleistungsaufsicht

Im Auftrag
Peter Abrahams

Friedrich-Loeffler-Institut
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit

Bekanntmachung
der amtlichen Methodensammlung
fiir die Untersuchung der Bovinen Virusdiarrhoe

Vom 30. Oktober 2008

Nach §4 Abs. 3 des Tierseuchengesetzes in der Fassung der Be-
kanntmachung vom 22. Juni 2004 (BGBL I S. 1260, 3588) macht
das Friedrich-Loeffler-Institut nachstehend die amtliche Samm-
lung von Verfahren zur Probennahme und Untersuchung von
Untersuchungsmaterial tierischen Ursprungs fiir die Bovine Virus-
diarrhoe bekannt (Anlage).

Greifswald Insel Riems, den 30. Oktober 2008

Der Prisident des
" Friedrich-Loeffler-Instituts
Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit

Prof. Dr. Dr. h.c. Thomas C. Mettenleiter

Anlage
12 BVD/MD - Bovine Virusdiarrhoe/Mucosal Disease
12.1 Charakterisierung der Infektion
12.1.1 Erreger

Der Erreger bildet gemeinsam mit dem Virus der Klassischen
Schweinepest und dem Border Disease Virus das Genus Pestivirus
in der Familie der Flaviviridae. Es werden 2 Genotypen als selbst-
sténdige Spezies unterschieden, bei denen jeweils zytopathogene
(cp) und nicht-zythopathogene (ncp) Biotypen vorkommen. Wei-
tere Subtypisierungen auf genomischer Grundlage sind méglich.
Es handelt sich um ein 40-60 nm groBes, behiilltes Virus, das
Genom besteht aus einer einstringigen RNA positiver Polaritat
von einer Linge von ca. 12 kB.

12.1.2 Klinische Symptomatik

Akute Infektionen verlaufen i. d. R. symptomlos, vor allem bei
Kélbern kinnen Fieber, Inappetenz, seroser Nasenausfluss, mil-
de Atemwegserkrankung oder Durchfall auftreten, bei Kiihen
kann es zum Riickgang der Milchleistung kommen. Selten (in
Amerika hiufiger beschrieben) tritt ein , hdmorrhagisches Syn-
drom" mit Blutungen an den Schleimh#uten und Parenchymen
sowie hoher Mortalitit auf.

Eine Infektion tridchtiger Tiere resultiert in Abhiingigkeit vom
Zgitpunkt der Infektion in Fruchtbarkeitsstérungen (Umrindern
infolge Fruchtretention), Aborten, Totgeburten, Missbildungen
und Geburt von lebensschwachen Kiilbern. Bei Infektionen zwi-

schen dem 40. und dem 120. Graviditétstag werden persistent
virdmische Kalber geboren, die entweder kiimmern (ca. 50 %),
aber sich auch normal entwickeln kénnen.

Die late onset Form der BVD stellt die todlich verlaufende
Mucosal Disease dar, die entsteht, wenn persistent virdmische
Tiere BVD-Viren beider Biotypen (cp und ncp-BVDV) tragen.
Chronische Abmagerung, Fieber, Anorexie, blutige, therapie-
resistente Durchfille, Speichelfluss, Erosionen im Bereich des

harten Gaumens, am Flotzmaul und Naseneingang, weniger hau-

fig im Zwischenklauenspalt sowie an Kronsaum und Euter tre-
ten auf.

12.1.3 Pathologie

Zur pathologisch-anatomischen Untersuchung gelangen in ers-
ter Linie an Mucosal Disease verendete Tiere. Neben der bereits
klinisch sichtbaren erosiven und ulzerativen Stomatitis (besonders
harter Gaumen, Gingiva, Papillen der Backenschleimhaut), fin-
den sich lingliche Erosionen im gesamten Oesophagus, an Pan-
senpfeilern und an den Réndern der Bldttermagenschleimhaut,
im Labmagen und im gesamten Darm. Auch bei ausgeprégten pa-
thomorphologischen Befunden ist mitunter kein Virus nach-

. weisbar. Bestimmte hochvirulente ncp-BVDV-Stimme fithren zu

hochgradiger Thrombozytopenie mit nachfolgendem hamorrha-
gischem Syndrom.

Intrauterine Infektionen bis zum 100. Gravidititstag fithren zum
Tod des Fétus, Aborten oder mumifizierten Friichten. Zu den
nach Infektionen nach dem 100. Gravidititstag auftretenden Miss-
bildungen zéhlen Mikroenzephalie, zerebellare Hypoplasia, Hy-
dranenzephalie, Hydrozephalus, Mikrophthalmie (,,okulozere-
bellares Syndrom*), Thymusaplasie, Hypotrichosis congenita,
Brachygnathie, Wachstumsverzégerung und Hypoplasie der Lun-
gen.

12.1.4 Differentialdiag’no stik

Bosartiges Katarrhalfieber, Rinderpest, Maul- und Klauenseuche
und andere vesikulére Erkrankurngen, Stomatitis papulosa, Ver-
dtzungen, Intoxikationen

12.1.5 Diagnostische Indikation

— Antigen-, Genom- und Antikérperuntersuchungen nach BVD-
Verordnung

—Klinischer und/oder pathologischer Verdacht auf Mucosal
Disease bzw. Vorliegen eines hdmorhagischen Syndroms

12.1.6 Zusténdige Untersuchungseinrichtungen
— Veterindruntersuchungseinrichtungen der Linder

— Nationales Referenzlabor fiir BVD/MD am Friedrich-Loeffler-
Institut, Insel Riems (Telefon: 03 83 51-7 02 12) — Abklarungs-
untersuchungen :

12.1.7 Rechtsgrundlagen

— Verordnung zum Schutz der Rinder vor einer Infektion mit dem
Bovinen Virusdiarrhoe-Virus — BVDV-Verordnung —

—Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestric
Animals, Chapter 2.10.6., Bovine Viral Diarrhea, 5th edition,
2004

12.2 Untersuchungsmaterialien und Probenschemata

Der diagnostische Nachweis von persistent BVDV-infizierten Rin-
dern kann durch die Aufnahme von BVDV-Antikérperhaltigem
Kolostrum beeintrachtigt sein (Diagnostische Liicke). Diese Ein-
schriankungen héngen von den aufgenommenen Antikérper-
mengen, der angewendeten Diagnostik sowie vom Zeitpunkt der
Probennahme ab. Im Folgenden werden zulissige diagnostische
Verfahren zur Zertifizierung der BVD-Unverdichtigkeit eines
Rindes bzw Rinderbestandes und zur Bestiitigung der Antikér-
perfreiheit unter Beriicksichtigung der Diagnostischen Liicke auf-
gefiihrt, Detaillierte Protokolle sind im Abschnitt Untersuchungs-
gang beschrieben.

12.2.1 Anerkannte Untersuchungen zum BVDV-Nachweis

12.2.1.1 Erregernachweis bei Tieren mit positivem oder unbe-
kanntem BVDV-Antikorperbefund

12.2.1.1.1 Nach §17c des Tierseuchengesetzes zugelassene EX%-
Antigen-Fanger-ELISA-Tests

Probenmaterial: Serum, Plasma, EDTA-Vollblut, gereinigte
und gewaschene Blutleukozyten, Organ-
proben und Hautbiobtate eines Tieres

Probenmenge: Nach Angaben des Herstellers

Probenaufbereitung: Einzelproben nach Angaben des Herstellers
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Vor Aufnahme von Kolostrum sowie im
Alter von mehr als 60 Tagen fiir Blutpro-
ben, keine Einschrinkung fiir Hautbiopta-
te und andere Organproben.

12.2.1.1.2 Nach § 17c des Tierseuchengesetzes zugelassene NS3-
Antigen-Fanger-ELISA-Tests

Probennahme:

Probenmaterial:’ Blutleukozyten eines Tieres, Hautbiopta-
te, soweit vom Hersteller vorgesehen
Probenmenge: Nach Angaben des Herstellers

Probenaufbereitung: Einzelproben nach Angaben des Herstel-
lers

Vor Aufnahme von Kolostrum oder im Al-
ter von mehr als 90 Tagen; bei optimierter
Leukozytenpriparation aus frischen, nicht
hémolytischen EDTA-Blutproben mit in-
tensivern Waschen von aufgereinigten Leu-
kozytenpellets ist eine Exweiterung des
Probenzeitraumes auf Tag 0 bis 3 post par-
tum zuldssig. Keine Einschriankung fiir
Hautbioptate, allerdings ist bei Tieren < 90
Tagen ein negatives Ergebnis durch eine
Antikérperuntersuchung am Ohrgewebe-
lysat und ggf. weitere Tests abzukldren.

12.2.1.1.3 Durchflusszytometrische Analyse nach NS3-Immun-
fluoreszenzfarbung mit nach §17¢ Tierseuchengesetz zugelasse-
nen NS3-spezifischen Antikérpern

Probenmaterial:
Probenmenge:

Probennahme:

Aufgereinigte Leukozyten eines Tieres

Leukozyten aus mindestens 50 pl Vollblut
eines Tieres '

Probenaufbereitung: Hémolyse, Waschen des Leukozytenpel-
lets

Vor Aufnahme von Kolostrum oder im Al-
ter von mehr als 90 Tagen; bei optimierter
Leukozytenpréparation aus frischen, nicht
hémolytischen EDTA-Blutproben mit
intensivem Waschen von aufgereinigten
Leukozytenpelletes ist eine Erweiterung
des Probenzeitraumes auf Tag 0 bis 3 post
partum zulédssig.

12.2.1.1.4 Virusisolierung auf permissiven bovinen Zellkulturen,
z.B. KOP-R-Zellen oder priméren bovinen Zellkulturen

Probennahme:

Probenmaterial: Aufgereinigte und gewaschene Leukozy-
: ten (vorzugsweise) oder Serum eines Tie-
res, Organproben (Milz, Lymphknoten, Thy-
mus)
Probenmenge: Mehr als 1 x 10° Leukozyten eines Tieres

im Doppelansatz, aufgearbeitete Organ-
proben

Probenaufbereitung: Hiémolyse undeffizientes Waschen des
: Leukozytenpellets; Organanreibungen.

Vor Aufnahme von Kolostrum oder im Al-
ter von mehr als 40 Tagen; bei optimierter
Leukozytenpréparation aus frischen, nicht
hémolytischen EDTA-Blutproben mit in-
tensivem Waschen von aufgereinigten Leu-
kozytenpelletes ist eine Erweiterung des
Probenzeitraumes auf Tag 0 bis 7 post par-
tum zuléssig. Keine Einschrédnkung fiir Or-
ganproben.

12.2.1.1.5 RT-PCR mit nach § 17c des Tierseuchengesetzes zuge-
lassenen Testkits .

Probenmaterial:

Probennahme:

Serum, Plasma, Vollblut, gereinigte und ge-
waschene Leukozyten, Milch, Organ- oder
Gewebeproben

Poolproben von bis zu 50 Tieren bzw. nach
Herstellerangaben

Probenmenge: Nach den Angaben der Hersteller

Probenaufbereitung: Nach den Angaben der Hersteller

Probennahme: Fiir Einzelblutproben keine Einschrankung;
fiir gepoolte Blutproben Tag 0 bis 7 post
partum oder ab einem Alter von mehr als

40 Tagen, keine Einschrdnkung fiir Gewe-
beproben als Einzel- oder Poolproben.

12.2.1.1.6 Antigennachweis mittels Immunfluoreszenz mit nach
§17c des Tierseuchengesetzes zugelassenen Antikérpern bzw.
Konjugaten

Probenmaterial: Organ- und Gewebeproben (Hautstanzen),
Probenmenge: ‘ca. 6-8 mm groBe Gewebestiicke

Probenaufarbeitung: Kryoschnitte, einschlieBlich negativer Ge-
webe- und Antikorperkontrollen
postmortal oder am lebenden Tier (Haut-
stanzen), keine zeitliche Einschrinkung.
12.2.1.2 Erregernachweis bei Tieren mit negativem BVDV-Anti-
kérperbefund

Alle unter Nummer 12.2.1.1 genannten Methoden kénnen bei
nachweislich BVDV-Antikérper-negativen Tieren ohne Alters-
grenze angewendet werden.

12.2.2 Bestdtigungsuntersuchung

Probennahme:

Bei der Bestiitigung von vermutlich persistent infizierten Tieren

durch eine zweite Untersuchung muss die unterschiedliche Sen-

sitivitdt der beschriebenen Methoden beriicksichtigt werden. Es

sind folgende Untersuchungsabsténde einzuhalten:

— Reverse Transcriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR):

— Virusisolierung:

— Antigen-Fianger-Enzyme-Linked-
Immunosorbant-Assays (ELISA):

— Durchflusszytometrie:

mindestens 42 Tage
mindestens 28 Tage

mindestens 21 Tage
mindestens 21 Tage

Ein negativer Befund kann bereits vor Ablauf dieser Fristen
hoben werden.

12.2.3 Anerkannte Untersuchungen auf BVDV-Antikérper

Alle BVDV-Antikérper-Tests miissen die BVDV-Referenzseren
Refl_BVDV1 und Ref3_BVDV2 - bereitgestellt vom Friedrich-
Loeffler-Institut — sicher erkennen. :

12.2.3.1 Testsysteme fiir die Bestitigung der Antikérperfreiheit
nach Nummer 1.2 :

— Neutralisationstest gegen BVDV-Typ 1 und BVDV-Typ 2 (BVDV-
1/2-NT) mit 100 KIDs, Testvirus.

— Zugelassene BVDV-NS3-Antikorper-blocking-Tests. -
— Zugelassene indirekte BVDV-Antikérper-ELISAs.

12.2.3.2 Testsysteme fiir die Diagnostische Stichprobe (z.B. ,,Jung-
tierfenster”)

12.2.3.2.1 Ab einem Alter der Tiere von sechs Monaten:
Zugelassene indirekte BVDV-Antikérper-ELISAs
12.2.3.2.2 Ab einem Alter der Tiere von zwolf Monaten:

— Neutralisationstest gegen BVDV Typ 1 und BVDV Typ 2 (BVDV-
1/2-NT) mit 100 KIDs, Testvirus.

" — Zugelassene BVDV-NS3-Antikérper-blocking-Tests

— Zugelassene indirekte BVDV-Antikiérper-ELISAs

Die unterschiedliche, zeitliche Einschrankung erfolgt aufgrund
der unterschiedlich hohen Sensitivitit der Testsysteme fiir ko-
lostrale Antikorper.

Ein negativer Befund dieser Teste ist auch im jiingeren Alter fiir
die Stichprobenbeurteilung geeignet. .

12.2.3.3 Testsysteme fiir die Untersuchung von Tankmilchpro-
ben ‘

Alle fiir die Untersuchung von Tankmilch zugelassenen Testsys-
teme. Es ist ausschliefilich eine Differenzierung in ,Milch-posi-
tive und ,,Milch-negative“ Bestinde vorzunehmen.

12.3 Untersuchungsgang

12.3.1 Erregernachweis

12.3.1.1 Virusisolierung

Leukozyten v
Hémolyse und Waschen der Leukozyten, z.B. 1,5 ml EDTA-Blut
+ 4,5 ml Lysispuffer (8,29 g/l NH4CL, 1,0 g/l KHCO3, 1 mM ED-
TA), 10 min Eis, Zentrifugation bei 1000 rpm, 2-mal Waschen
mit Zellkulturmedium + Antibiotika (z. B. Gentamycin, 50 ng/ml;
Baytril, 20 pg/ml; oder Penicillin/Streptomycin), Resupendie-
rung, in der Aufarbeitung sollten >10° Leukozyten sein.
Alternativ: 5-10 ml EDTA-Blut mit 1 ml Dextransulfatlésung ver-

setzen und nach vorsichtigem Schwenken etwa 1 bis 2 Stunden
bei Raumtemperatur (alternativ 30 Minuten bei 37 °C) stehen las-
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sen. In dieser Zeit setzen sich die Erythrozyten ab..Den leuko-
zytenhaltigen milchig-triiben Uberstand absaugen und fiir 10 Mi-
nuten bei 2000 g zentrifugieren. Das Sediment wird nach zwei-
maligem Waschen in je 5 ml Ca-Mg-freier phosphatgepufferter
Salzldsung (PBS-minus) in 2 ml Kulturmedium aufgenommen.

Die konzentrierte Leukozytensuspension dient als Inokulum fiir
die weiteren Arbeitsschritte. Fiir den spéiteren Gebrauch kann
das Material bei —70°C gelagert werden,

Organmaterial

Ca. 1 g Organmaterial wird mit der Schere fein zerkleinert und
in 10 Vol serumfreiem Zellkulturmedium bzw. isotonischem Puf-
fer mit Antibiotika in einem Mérser, bei N otwendigkeit mit ste-
rilem Seesand homogenisiert. Andere Methoden der Homogeni-
sierung (Homogenisatoren, tissue lyser) sind méglich. Nach min-
destens einstiindiger (besser iiber Nacht) Aufbewahrung bei
4-8°C wird die Organsuspension fiir 15 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand dient als Inokulum fir die weiteren
Arbeitsschritte. Fiir den spiteren Gebrauch kann das Material
bei —70°C gelagert werden.

Inokulation der Zellkulturen

Wie o0.a. aufbereitetes Untersuchungsmaterial wird im Doppel-
ansatz in einem Volumen, das /19 des Zellkulturmediums ent-
spricht (z.B. 0,1 ml fiir 24 well, 0,3 ml fir 6 well, 0,5 ml fiir
TC12,5 usw.) auf 1-2 Tage gewachsene Zellkulturen, von denen
das Anzuchtmedium vorher entfernt wurde, inokuliert, Nach ei-
ner Adsorptionszeit von 30~60 min bei 37 °C, wird das Inokulum
entfernt (nicht bei frischem Leukozytenpellet) und nach ein- bis
zweimaligem Waschen Erhaltungsmedium zugegeben. Positiv-
und Negativkontrollen sind mitzufithren. Die Zellkulturen wer-
den 3, besser 5 Tage bei 37 °C inkubiert. Wahrend dieser Zeit wer-
den die Zellkulturen auf das Auftreten zytopathischer oder zell-
toxischer Effekte mikroskopisch kontrolliert, Die Zellkulturplatten
kénnen anschlieBend einer Immunfirbung unterzogen werden,
die Kulturflaschen werden nach Gefrier-Tau-Zyklus weiter
passagiert bzw. auf 96 well Zellkulturplatten mit dem Ziel einer
Immunfirbung weiterverimpft. Es werden in der Regel bis zu
drei Passagen durchgefiihrt.

Immunfirbung
Fixation

Das Kulturmedium wird abgesaugt und der Zellrasen einmal mit
isotonischem Phosphatpuffer (z.B. PBS) gewaschen. Vor der
Fixation fiir 2h in einem Trockenschrank bei 80°C ist der Zell-
rasen griindlich zu trocknen (z. B. Fén). Nach dem Abkiihlen der
Platten erfolgt die Immunfirbung. Wenn die zu untersuchenden
Platten nicht sofort weiter bearbeitet werden konnen, besteht die
Moglichkeit sie kurzfristig (<1 Woche) bei 4 °C und langerfristig
(>1 Woche) bei —20°C zu lagern. Alternative laboriibliche Fixa.
tionsmethoden (z.B. 80% Azeton, 4 % Paraformaldehyd) kon-
nen angewendet werden, wenn ihre Eignung gezeigt wurde.

Immunfirbung

Die Immunfirbung kann direkt mit einem gepriiften BVDV-
bzw. pan-pesti-Konjugat durchgefiihrt werden. Alternativ besteht
die Mglichkeit, indirekt mit einem monoklonalen Antikor-
per, der an das Testvirus bindet und éinem FITC-, bzw. POD-
markierten Anti-Maus-Antikérper zu firben.

Durchfiihrung der Fluoreszenzfirbung
Direkte Methode:

~ Zugabe von 50-100 yl eines Fluorochromni- (z.B. FITC-)mar-
- Kkierten Antikérpers in Gebrauchsverdiinnung in IP bzw,
PBS", (bei Bedarf 0,001 % Evans blue),

—Inkubation bei 87°C fiir 1 h, Waschen der Zellen 2 x mit PRS-

- oder IP pH 7,2 und 1 x 10° mit PBS~ oder IP pH 7,2, Puffer ab-
saugen, 1 x Waschen mit Aquadest, Eindecken der Zellen mit
FIuoreszenzerhaltungspuffer (DABCO-Puffer)

Indirekte Methode:

= Zugabe von 50-100 pl eines antigenspezifischen monoklona-
len Antikérpers (z.B. C16, Bommeli: Wb103/105, c.c.pro) in
Gebrauchsverdiinnung in PBS™ oder IP pH 7,2,

— Inkubation bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde, Absaugen des
Antikérpers, einmal Waschen in IP bzw. PBS-

— Zugabe von 50-100 pl des 2. Antikérpers FITC-Anti-Maus-IgG
(z.B. Firma DAKQ Dénemark Best.-Nr. F047 9) in Gebrauchs-
verdiinnung (bei Zugabe von Evans blue — 0,001 % Endkon-
zentration) :

— Inkubation bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde, Absaugen des
Konjugats,

— Waschen der Zellen 2 x mit PBS™ oder IP pH7,2und 1 x 10
min

~ Absaugen des Puffers, 1 x Waschen mit Aquadest

— Eindecken der Zellen mit F luoreszenzerhaltungspuffer (DAB-
CO-Puffer)

Durchfiihrung der Peroxydaseféirbung (indirekt)

— Zugabe des 50~100 1l eines antigenspezifischen monoklonalen
Antikérpers (z.B. C16, Wh103/ 105) in Gebrauchsverdiinnung
in Verdiinnungspuffer (PBS” bzw:. IP, 0,005 % Tween 20, 2%
Pferdeserum)

—Inkubation bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde, Absaugen des
Antikérpers, einmal Waschen in Waschpuffer (PBS™ bzw IP,
0,005 % Tween 20)

— Zugabe des 2. Antikérpers POD-Anti-Maus-IgG (z.B. Sigma,
A-9044) in Gebrauchsverdﬁnnung : :

— Inkubation bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde, Absaugen'des
Konjugats,

— Waschen der Zellen in Waschpuffer (2mal kurz, einmal 10 min)
— Absaugen des Puffers,
— Substratreaktion:

— Dazu wird 1 Tablette AEC (3-amino-9-Ethylcarbazol) in 2,5 ml
Dimethylformamid (DMF) gelsst (Stammlésung). Zur An-
wendung werden fiir eine Platte 0,25 ml Stamml6sung in 5ml
0,05 M Natriumazetatpuffer, pH 5,0 verdiinnt, mit 15 1l 3%
H:0. versetzt und je 50 nl/well pipettiert. Nach 15min wird
die Férbeldsung abgesaugt und mit PBS-Tween 20 aufgefiillt

— Die AEC-Stamml8sung wird portioniert bei —20°C gelagert
Achtung, AEC ist kanzerogen! (Laborhandschuhe tragen)
Geriite und Reagenzien
— Zellkuturflaschen (z.B. TC12,5, TC25)
— Pipetten
— Zellkulturplatten (6-, 24, 48, 96-well)
— Sterile Plastikspitzen ‘

~Empfingliche Zelllinien, vorzugsweise KOP-R, MDBK, Klu,
(Herkunft: Zellbank des FLI) oder primire bovine Zellkulturen

— Spezifische monioklonale Antikérper gegen BVDV bzw. Pesti-
viren (z.B. c.c.pro)

— FITC-markiertes anti-BVD-Konjugat (z.B. BioX, c.c, pro)

— Peroxidasemarkierte(POD) bzw. Fluoresceinisothiocyanatmar—
kierte (FITC) Anti-Maus-Antikérper (z.B. Sigma, DAKO)

— Waschpuffer, Substrat/Chromogenlésung (Rezeptur siehe An-
hang)

— StandardméBige Laborausstattung fiir ein Viruslabor (Steril-
werkbank, Umkehrmikroskop, CO2-Schrank (37°C), Zentrifu-
ge, Inkubator (80°C), Kiihlschrank, Kiihltrithe (=20°C,-70°C).

Puffer

PBS™: 8g NaCl
02¢g KCl1
1,15 g Na,HPO, x 2H,0
02g - KH,PO,
ad 1000 ml Aqua dest
IPpH 7,2 8,28¢g NaCl
1,186 g Na,HPO, x 2H,0
02g KH,PO,

ad 1000 ml Aqua dest
Fluoreszenzerhaltungspuffer (DABCO):
2,5 g 1,4-Diazobicyclo[2,2,2]-octan (DABCO)
in 90 ml Glycerol lésen (37°C, Wasserbad)

+10ml PBS -
PH mit HCI konz. auf 8,6 einstellen (wenige Tropfen)

fiir rote Kernfédrbung: zu 100 ml Fluoreszenzpuffer 100yl
Propidiumiodid-Stammlésun
(2 mg/ml) zugeben. :
12.3.1.2 Antigennachweis mittels ELISA

Fir den Antigennachweis werden amtlich zugelassene ELISA-
Testkits nach Herstellerangaben eingesetzt,
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Folgende Testkits sind derzeit in Deutschland zugelassen:
— Herdchek BVDV AG/Leukozyten (IDEXX)
— Herdchek BVDV Ag/Serum Plus (IDEXX)
—BVD/MD p80 Ag (Inst. Pourquier)

— BVDV-antigen mix (Inst. Pourquier)

— PrioBVDV Ag PI plus

— PrioCHECK Ag PI focus

12.3.1.3 Antigennachweis mittels Indirekter Immunfluoreszenz

1

Zielstellung: Detektion persistent virdmischer Tiere

Hautstanzen (vorzugsweise mind. 6 mm @) werden in fliissigem
Stickstoff oder in auf ca. —70°C herabgekiihltem n-Heptan schock-
gefrostet und bei —70°C gelagert. .

Etwa 5 nm dicke Kryostatschnitte werden luftgetrocknet {ca. 30
min). Die Fixierung erfolgt in auf ca. ~20°C vorgekiihltem Aze-
ton fiir 15 bis 20 min bei ca. —20°C.

Fixierte Kryostatschnitte kénnen mehrere Monate bei ca. ~20°C
gelagert werden. ‘

In einem Priifansatz werden bearbeitet:
1. Schnitte von verddchtigen Organproben,

2. Schnitte von Organproben eines BVDV-freien Rindes (= nega-
tive Kontrollen),

3. Schnitte eines BVDV-positiven Rindes (= positive Kontrollen).
In jedem Priifansatz kommen zur Anwendung:
a) Anti-Pestivirus-mAk (z.B. WB 103/105, c.c. pro)
b) Irrelevanter mAk :

Protokoll

Alle folgenden Schritte erfolgen bei Raumtemperatur.

— Waschen der fixierten Kryostatschnitte in PBS fiir 5 min

— Blockierung mit 5 % bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS fiir
30 min

—Kurz waschen in PBS

— Inkubation mit mAk in vom Hersteller empfohlener Arbeits-
verdiinnung in PBS fiir 60 min

— Waschen in PBS: 3 x 5 min

— Inkubation mit FITC-markiertem Sekundéirantikorper (Anti-

Maus-Ig-FITC-Konjugat) in empfohlener Arbeitsverdiinnung
flir 60 min

— Verdiinnung in PBS und Zusatz des Kontrastfarbstoffes Evans
blue (3 Teile Konjugat-Arbeitsverdiinnung + 1 Teil 0,005 %
Evans blue in PBS).

— Waschen in PBS: 3 x 5 min

— Waschen in A. dest. fiir mindestens 5 min

— Lufttrocknung B

— Eindecken der noch leicht feuchten Schnitte mit PBS-Glycerol-
Gemisch (1 Teil PBS + 9 Teile Glycerol) oder DABCO-Fluores-
zenzerhaltungs-Puffer

Mikroskopische Beurteilung der Schnitte

Fiir die mikroskopische Beurteilung der Schnitte ist ein auf-

rechtes Mikroskop mit Auflichtfluoreszenz (Quecksilberdampf-
Kurzbogenlampe HBO 100 W) erforderlich.

Die Beurteilung der Schnitte erfolgt im Vergleich mit den nega-
tiven und positiven Kontrollschnitten. Pestivirusantigen-positi-
ve Zellen zeigen zytoplasmatische, weitgehend homogene, leuch-
tende hellgriine Fluoreszenz. Die Zellkerne bleiben dunkel aus-
gespart. Virusantigen findet sich in Keratinozyten der Epider-
mis, im Haarfollikelepithel, in Haarmatrixzellen der Haarzwie-
bel sowie in der dermalen Haarpapille.

12.3.1.4 Antigennachweis mittels Durchflusszytometrie

Der Virusnachweis mittels Durchflusszytometrie wird nur noch
in wenigen Laboren angewandt. Hier sind laborintern validier-
te Protokolle zu verwenden. i
12.3.1.5 Virusgenomnachweis mittels RT-PCR

Fiir den Nachweis von BVD-Virusgenom werden zugelassene
Testkits bzw. an thnen validierte PCR-Protokolle eingesetzt.

Nachstehende PCR-Kits sind in Deutschland amtlich zugelassen:
— ADIAVET BVD REALTIME, (AES-Laboratoire)
—BVDV-LC®, LightCycler RT-PCR Kit, (AnDiaTec)

— BoVir-SL TagMan RT-PCR-Kit (AnDiaTec)
—BVDV Q-PCR-HP (Inst. Pourquier)
— Virotype BVDV (LDL Leipzig)

Protokolle fiir eine konventionelle pan-pesti PCR unter Verwen-
dung der Standardprimer nach Vilcek, eine subtypenspezifische
BVD-RT-PCR und eine vom AVID zur Anwendung empfohlenen
real time RT-PCR sind im Folgenden aufgefiihrt,

Konventionelle pan pesti RT-PCR (Hoffmann, mod. nach Vilcek)

RNA-Isolierung: Die RNA-Isolierung erfolgt mit Extraktionsver-
fahren, die fiir die Aufreinigung von viraler RNA aus den ver-
schiedenen Ausgangsmaterialien zugelassen sind.

~ zellfreie Proben: z.B QIAamp RNA viral Mini Kit (Qiagen), Tri-
zol (Invitrogen)

— zellhaltige Proben: z.B. RNeasy Mini Kit (Qiagen), Trizol (In-
vitrogen) ~
(1) Die gleichzeitige Aufreinigung von sicher negativen Proben
zur Kontrolle des kreuzkontaminationsfreien Arbeitens wihrend
der RNA-Extraktion ist empfohlen. Fiir die Aufreinigung von bis
zu 7 Feldproben sollte mindestens eine RNA-Isolierungs-Kon-
trolle (RIC) mitgefiihrt werden. Bei einer groBeren Anzahl von
Proben sollte die Anzahl der RIC entsprechend erhht werden.

(2) Die RNA-Extraktion erfolgt nach den Vorgaben der Hersteller
und wird nur durch die Zugabe einer ,Internen Kontroll-RNA
(IC)“ zu jeder Probe modifiziert. Diese IC kontrolliert den Erfolg
der RNA-Extraktion und der RT-PCR.

(3) Die Zugabe von Interner Kontroll-RNA (IC) zur Probe erfolgt
nachdem der Lysispuffer die RNasen der Probe zerstért hat. Die
Menge der eingesetzten IC-RNA richtet sich nach dem Elutions-
volumen und sollte davon /5o betragen.

— Zum Beispiel bei einem Elutionsvolumen von 50 ul werden 5yl
IC der lysierten Probe zugesetzt

~IC-RNA in RNA-Safe-Buffer (RSB): 2 x 10° Kopien/ul

— 10 sec kriftig per Hand mixen

— Proben kurz zentrifugieren

(4) Weitere Co-Extraktion von viraler und IC-RNA entsprechend

den Protokollen der Hersteller

~ Lagerung der RNA: kuzfristig auf Eis; mittelfristig bei —20°C;
langfristig bei —70°C

Durchfiihrung der PCR:

(1) Die Amplifizierung erfolgt auf Basis des Superscript III One-

Step RT-PCR Kits (#12574-026; Invitrogen) in 25 pl Gesamtvo-

lumen. .

(2) Als Kontrollen werden neben der RNA-Isolierungskontrolle

(RIC) eine ,,No Template“ Kontrolle (NTC) und mindestens eine

positive Kontrolle mitgefiihrt.

(3) Nach Herstellung der Mastermixe werden je 20 ul vorgelegt
und 5ul Template zugefiigt.

Panpesti-Nachweis -
Mastermix 1X NX
RNase freies Wasser 4,0qul
2x Reaction Mix 12,5 ul
MgSO, (5 mM) 0,5 pl
SS I RT/Platinum Tag-Mix 1,0 nl
Primer-1: ML120 (20pmol/yl) “1,0pl
Primer-2: ML121 (20pmol/nl) 1,0 ul
Total Volumen Mastermix: 20 pl
Template: je 5ul
Feldprobe/n (N x) \
RIC :
NTC (SDW)
T7-PK3alf (2 x 10°Kopien/yul) .
Cycler-Programm: RT 30min 50°C
Inaktiv./Aktiv. 2min 94°C
Denaturierung 30sec  94°C
Annealing 1min 57°C |40
Zyklen
Elongation 1min 68°C
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Auswertung;

Die eingesetzten Primer amplifizieren ein Produkt von ca. 300 bp

in den allermeisten Pestiviren (Ausnahme: atypisches Pesitvirus

Hobi)

— Fiir die NTC und die RIC sollte kein Amplifikat feststellbar
sein.

—Fiir die PC (T7-PK3alf) sollte ein Produkt von ¢a. 300 bp fest-
stellbar sein.

— Reagieren die positiven und negativen Kontrollen entsprechend
den Erwartungen, ist eine Auswertung der Feldproben mog-
lich.

— Hierbei werden alle Banden, die eine der PC #hnliche GriBe
aufweisen, als verddchtig angesehen.

—Eine abschlieBende Charakterisierung der positiven Feldpro-
ben ist iiber eine Sequenzierung von Abschnitten der 5°-NTR
moglich.

Primer-Sequenzen (Vilcek)

Primer ML120 (=V324) 5'-ATG CCC WTA GTA GGA CTA

GCA-3

Primer ML121 (=V326) 5'-TCA ACT CCA TGT GCC ATG
TAG-3

Genotypspezifische RT-PCR (n. Strebelow)

RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgt iiblicherweise durch chromatogra-
phische Trennung an Silica-Oberfléchen. Dafiir sind in Abhin-
gigkeit von der Probenart verschiedene kommerziell erhiltliche
Kits verwendbar,

Denaturierungsmix
Reagenzien Konzentration pl/Probe
DMSO p.a. 99,5% 0,5
Primer rev. 15 pmol 1,0
Probe 2,5

Zur Denaturierung wird der Reaktionsansatz im Thermocycler
erst 5 min auf 95°C und dann fiir 2 min auf 42 °C erhitzt. Danach
erfolgt Abkiihlung auf 4 °C,

Der Reaktionsansatz wird dann zentrifugiert (zur Entfernung evtl,
vorhandener Trépfchen vom GefiBrand oder Deckel).

Dann erfolgt die Zugabe des RT-Mix.

RT-Mix
Reagenzien Konzentration pl/Probe
5x —RT-Puffer 1x 3,0
dNTP-Mix je 100 mM 0,4
Dest. Wasser Rnase frei S| 7,15
Rnasin 40U 0,1
AMV-Revertase 35U 0,35

Je 11 pl RT-Mix werden zur denaturierten Probe pipettiert.
Der Ansatz wird geschiittelt und zentrifugiert und dann fiir 30 min
bei 42°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Revertase wird dann
fiir 5 min auf 98°C erhitzt. Dann wird der Reaktionsansatz auf
4°C abgekithlt und zentrifugiert. Danach erfolgt die Zugabe des
PCR-Mix.

PCR-Mix
Reagenzien Konzentration ul/Probe
Magnesiumchlorid 25 mM 2,1
10x Polymerasepuffer 1x ' 3,5
steriles dest. Wasser 28,15
Primer forw. 15 pmol 1,0
Taq-Polymerase 1,25 U 1,25

Je 35 pl PCR-Mix werden zur Probe (RT-Ansatz) pipettiert. Mit
35 pl Minerals]l wird {iberschichtet. Die Reaktion wird dann ei-
nem Thermocyclus aus Denaturierung, Annealing und Elonga-
tion unterzogen.

Primer und Temperaturprofil fiir BVDV I

UTR51 (rev. Primer): 5-CAA CTC CAT GTG CCA TGT
AC-3°

BVD I (forw. Primer): 5°-GGT AGC AAC AGT GGT GAG
TTC-3°

3 min 92°C; 35 x (30 sec 92°C,

30 sec 55°C, 1 min 72°C);
7 min 72°C; 4°C bis Ende
Primer und Temperaturprofil fiir BVDV II

UTR51 (rev. Primer): 5-CAA CTC CAT GTG CCA TGT
AC-3°

5-AGC GGT AGC AGT GAG TTC -
ATT-3”
Temperaturprofil: wie fiir BVDV
Auswertung und Validierung

Die Auswertung der RT-PCR erfolgt durch Analyse der PCR-Pro-
dukte mittels Agarosegelelktrophorese. Die Spezifitit positiver
Reaktionen wird durch anschliefende Direktsequenzierung der
PCR-Fragmente iiberpriift.

Real time RT-PCR (n. Gaede)

Prinzip

Nach der Nukleinséure-Isolierung erfolgen mit Hilfe eines one-
tube RT-PCR Kits die reverse Transkription viraler RNA in cDNA

und die anschlieBende Amplifikation im als real-time RT-PCR
im geschlossenen System.

Fiir den Virusnachweis ohne Speziesdifferenzjerung werden Pri-
mer und eine Sonde mit pan-Pesti-Spezifitit eingesetzt. Damit
wird die sichere Detektion aller bisher bekannten BVDV-Stim-
me gewdhrleistet, Positive Resultate werden mit diesemn System
auch fiir KSPV und BDV erzielt.

Der spezifische Nachweis einer Infektion mit BVDV 2 ist mit Hil-
fe spezies-spezifische Sonde in Kombination mit einem weite-
ren pan-Pesti-Primerpaar méglich. Ein analoges spezifisches
System fiir BVDV 1 existiert nicht. Die Sonde PPV reagiert zwar
negativ auf BVDV 2, detektiert aber neben BVDV 1 auch BDV
und KSPV. Indirekt ist die spezifische Bestitigung des Vorlie-
gens von BVDV 1 nur durch den Ausschluss von BVDV 2, BDV
und ggf. KSPV mit fiir diese Virusspezies spezifischen Sonden
moglich.

Alternativ wird auf die Méglichkeit der Differenzierung durch
die Analyse der viralen Gensequenzen bzw. durch spezifische
Anfdrbung von Virusisolaten mit Hilfe monoklonaler Antikér-
per verwiesen.

RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgt iiblicherweise durch chromatogra-
phische Trennung an Silica-Oberflichen. Dafiir sind in Abhén-
gigkeit von der Probenart verschiedene kommerziell erhiltliche
Kits verwendbar. In automatisierten Systemen kann die aktive
Silica-Oberfléche zur Separation an Magnetpartikel gekoppelt
sein. Die hier dargestellte Auflistung umfasst lediglich einige er-
probte und geeignete Beispiele.

Blutserum und EDTA-Plasma (auch gepoolt)

Die RNA-Isolierung aus Blutproben erfolgt nach den Hersteller-

angaben der jeweiligen Kithersteller.

—RNeasy Mini Kit, (Qiagen, Hilden, Deutschland)

~ High Pure Viral RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics, Mann-
heim, Deutschland) )

— High Pure Viral Nucleic Acid Isolation Kit*** (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Deutschland)

— Agowa Mini Kit, manuelle und automatisierte Nukleinsiure-
extraktion (Agowa, Berlin, Deutschland)

Temperaturprofil:

(258bp)

BVD II (forw. Primer):

(257bp)

*** bevorzugt bei unsauberen Plasmen mit Anteil an Zellen bzw. Himoglo-
bin, auch bei Vollblut einsetzbar

Milch (auch gepoolt)

Der BVDV-Nachweis in Milchproben erfolgt im Zellsediment.
Dazu werden die Zellen von ca. 10 bis 50 ml (bei Poolproben)
zur Sedimentation fiir 10 min bei 3000 g zentrifugiert, mit PBS
gewaschen und nochmals zentrifugiert. Die weitere Bearbeitung
erfolgt wiederum nach den Herstellerangaben der jeweiligen
Kithersteller.

— RNeasy Mini Kit, (Qiagen, Hilden, Deutschland)

— High Pure Viral Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland)

— High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland)
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Gewebe und Tupfer

Die RNA-Isolierung aus Geweben erfolgt nach den Herstelleran-
gaben der jeweiligen Kithersteller.

— RNeasy Mini Kit, (Qiagen, Hilden, Deutschland)

— High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland)

Zellkulturen ;

Zellen von Zellkulturen mit BVDV-verdichtigem CPE werden

durch Abzentrifugieren gewonnen und danach entsprechend den

Herstellerangaben des verwendeten Kits zur RNA-Isolation auf-

bereitet.

— RNeasy Mini Kit, (Qiagen, Hilden, Deutschland) ‘

— High Pure Viral Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) ‘

Ansatz der RT-PCR

Die hier beschriebenen Parameter gelten fiir die Verwendung des

Quantitect Probe RT-PCR Kits® (Qiagen, Hilden, Deutschland)

auf dem Mx3000 (Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande)

und iCycler (Biorad, Hercules, USA). Bei Verwendung anderer

Geréte-Systeme fiir die real-time PCR kann eine Anpassung er-

forderlich werden, insbesondere wenn diese Gerite nicht im ib-

lichen 96er Blockformat arbeiten. Die Eignung anderer Enzym-

kits ist im Bedarfsfall zu priifen. - '

Reaktionsgemisch (20 ul): enthaltend

— 10 yl QuantiTect Probe RT-Mastermix,

— 0,2 pl QuantiTect Probe RT-Mix,

— 1,0 ul forward-primer (Gebrauchsldsung: 10 pmol/nl),

— 1,0 pl reversed-primer (Gebrauchslésung: 10 pmol/ul),

— 1,0 pl Sonde (Gebrauchslésung: 4 pmol/ul****) und

— 2 pl RNA-Template

mae Konzentration der Sonde kann variieren und muss ggf. tiber-
~ priift werden.

Thermocycler-Programm fiir one-step RT-PCR:

—reverse Transkription: 50°C, 30 min,

~ Denaturierung und Aktivierung der Tag-Polymerase: 95°C,

15 min,

—45 Zyklen: Denaturierung bei 94°C fiir 20 sek und Annea-
ling/Primer-Extension bei 60°C fiir 1 min.

— Messung der Fluoreszenz zum Ende der Annealingphase (FAM-
Filter)

Auswertung und Validierung:

Die Spezifitdt und die diagnostische Sensitivitit der real-time
RT-PCR zum Nachweis und zur Differenzierung von BVDV 1 und
BVDV 2 wurden in umfangreichen Untersuchungen an Virus-
isolaten der verschiedenen pestivirus-Spezies gepriift.

Die real-time RT-PCR dient in erster Linie zum qualitativen Nach-
weis von BVDV. Durch Erstellung von Eichkurven nach Parallel-
titration von Virusstimmen fiir die PCR wie auch fiir die Virus-
isolierung auf der Zellkultur kann ein quantitativer Nachweis er-
folgen. Eine absolute Quantifizierung bzw. die Ermittlung der
labor-spezifischen Nachweisgrenze sind ebenfalls durch die Ver-

wendung eines synthetischen Standards (Bezugsquelle: FLI In--

sel Riems) moglich.

Die typische Nachweisgrenze liegt bei ca. 50—100 Viruskopien.
Bei BVDV-PI werden iiblicherweise ct-Werte von 25-30 (positi-
ve Signale zwischen dem 25. und 30. Zyklus) gemessen. Bei der
Untersuchung von Poolproben, die Blut oder Milch von PI ent-
halten,;muss ein ct-Wert von ca. 30—35 erwartet werden. Eine La-
borvergleichsuntersuchung hat ergeben, dass bei Zykluszahlen
>35 die Gefahr falsch-positiver Reaktionen proportional zunimmt.
Wiederholte Gefrier-Tau-Zyklen kinnen dagegen durch die Frei-
setzung zelluldrer RNasen zu falsch-negativen Ergebnissen
fithren.

Tabelle 1: Primer fiir die BVDV real-time RT-PCR (pan-pesti)

Pestivirus-spezific
Primers (5-UTR) Quelle Fragment | Anwendung
one-step RT-PCR
Primer: Pesti 3 zum simultanen
CCT GAGTAC  Hyndman ~171 bp Nachweis von
AGG RTA GTC  etal. (1998) ) BVDV 1 und
GTC A BVDV 2 in
Primer: Pesti 4 Kombination
GGC CTC TGC mit der Sonde
AGC ACCCTA TQ-Pesti
TCA
Differenzierung
Primer: A 11 von BVDV 1
AGT ACA GGG MCGoldrick ~220bp und BVDV 2
TAG TCG TCA:- etal. (1998) in Kombination
GTG GTT CG mit den Sonden
Primer: A 14 PPV oder BVD-2
CAA CTC CAT
GTG CCA TGT
ACA GCA G

Tabelle 2: TagMan-Sonden fiir den simultanen Nachweis von
BVDV 1 und BVDV 2 sowie zur Differenzierung von BVDV 1 und
BVDV 2

TagMan DNA-probes

(5‘-FAM und 3‘-TAMRA) Quelle Spezifitit

Sonde: TQ-Pesti Gaede et al. Genus Pestivirus
(,Reiting-Sonde”) (2005)

TGC YAY GTG GAC

GAG GGC ATG C

Sonde: BVD-2 McGoldrick BVDV 2

CTG ATA GGG TGT et al. (1999)

AGC AGA GACCCT

Sonde: PPV McGoldrick BVDV 1, auler-
CTG ATA GGG TGC et al. (1999) dem CSFV und
TGC AGA GGC CCA CT BDV

12.3.2 Indirekter Erregernachweis

12.3.2.1 Neutralisationstest

Prinzip

Dieser Test basiert auf einer in vitro Neutralisation einer defi-
nierten Virusmenge durch spezifische (neutraliserende) Anti-
kérper in Seren. Durch Jogarithmische Verdiinnung der Seren
wird der neutralisierende Antikorpertiter bestimmt, Die Visu-

alisierung der Testergebnisse erfolgt mittels Immunfluoreszenz
bzw. Immunperoxydasetest.

Testdurchfiihrung

Probenaufarbeitung

Der Neutralisationstest wird mit Serum durchgefiihrt, Nur in
Ausnahmefillen, wenn kein Serum zur Verfiigung steht oder

wenn spezielle Fragestellungen zu beantworten sind, kann der
Test auch mit Plasma durchgefiihrt werden. Dann ist aber ein

“hoherer Grenztiter (~ 1:20) anzusetzen.

Serum wird aus Blutproben ohne gerinnungshemmenden Zusatz
gewonnen. Fir die Verwendung im Neutralisationstest werden
die Seren fiir 30 min bei 56 °C inaktiviert. Plasma wird aus Blut-
proben mit gerinnungshemmenden Zusitzen gewonnen.

Verdiinnungsreihen

Der Test wird in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte unter Verwen-
dung von Zellkulturmedium mit Antibiotikazusatz (siehe An-
hang) durchgefiihrt.

Es wird eine Serumverdiinnungsreihe in 2er-Stufen (z.B. von 1:5
bis 1:640) mit je einem Volumen von 50 ul pro Kavitdt herge-
stellt. Pro Serumverdiinnungsstufe werden zwei oder vier Ka-
vitdten (Doppelansatz, bzw. Vierfachansatz) nebeneinander be-
schickt. Ein Beispiel fiir eine Plattenbelegung ist weiter unten
gezeigt. ‘
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In die Kavitéten der ersten Vertiefungsreilie werden 80 yl, in die
Kavitdten der anderen Reihen 50 pl Kulturmeédium vorgelegt.
Zur ersten Vertiefungsreihe wird dann 20 pl Serumprobe zuge-
geben. Mit einer Multikanalpipette werden aus der ersten Ver-
diinnungsstufe (1:5 Verdiinnung) 50 yl aufgenommen, in die
néchste Reihe gegeben, durchmischt, und die Verdiinnungsrei-
he fortgesetzt (8-12 Verdiinnungsstufen). Die letzten 50 pl wer-
den verworfen. Jede Kavitit enthilt jetzt 50 1l einer Serum-Me-
dium-Verdiinnung.

Mindestens zwei positive Referenzseren (BVD-ref1 oder 2 fiir
BVD1-AK; BVD-ref3 fiir BVD2-AK; Herkunft: BVDV-NRL, FLI In-
sel Riems) werden in gleicher Weise als Kontrollen mitgefiihrt
(positive Serumkontrollen).

Testvirus

In jede Kavitdt werden danach 50 11l mit 100 KIDs, der Testvi-
russuspension gegeben. Die Testvirussuspension muss unmittelbar
vor Gebrauch mit Kulturmedium auf 100 KIDs/50 pl (2000
KIDso/ml) eingestellt werden. Die benétigte Menge an Testvirus
{ca. 5 ml pro Mikrotiterplatte) ist in einem Ansatz herzustellen.
Der Verdiinnungsfaktor um die Testvirussuspension auf 100
KIDg/50 1l einzustellen wird rechnerisch ermittelt. Ein Re-
chenbeispiel ist weiter unten zu finden.

Kontrollen

Neben den positiven Serumkontrollen werden eine Zellkontrol-
le (100 pl Kulturmedium ohne Serum und Virus), je zu testen-
des Serum eine virusfreie Serumkontrolle (Grundverdiinnung),
eine Viruskontrolle und eine Riicktitration des Testvirus zur Be-
stimmung der eingesetzten KIDs, mitgefiihrt. Mit der Riicktitra-
trion kontrolliert man den tatsdchlichen Virusgehalt im Test.
Hierbei wird die im Test eingesetzte Virusverdiinnung in log-2-
Schritten beginnend bei 1:10 bis 1:1280 ausverdiinnt. 180 pl Kul-
turmedium werden vorgelegt, 20 pl Testvirussuspension dazu-
gegeben (1:10) und anschlieBend ausverdiinnt. Pro Verdiin-
nungsstufe werden zwei oder vier Kavititen nebeneinander mit
100 pl Virusverdiinnung bheschickt.

Neutralisation

Die Mikrotiterplatte inkubiert daraufhin fiir 2 Stunden bei 37 °C
in einer feuchten Umgebung in einem CO,-Schrank (2,5 bzw. 5 %
CO.). Wihrend dieser Zeit findet der Neutralisationsprozess statt.

Zellsuspension

Nach der Inkubationszeit werden in jede Kavitdt 100 ul der ent-
sprechenden Zellsuspension hinzugefiigt. Die Zelldichte muss:

so eingestellt sein, dass nach 24 Stunden ein konfluenter Zell-
‘rasen entsteht (ca. 300000 Zellen/ml). Die Mikrotiterplatte ver-

bleibt fiir 72 h zur Inkubation bei 37°C in einer feuchten Umge-

bung im CO,-Schrank (2,5 bzw 5% CO,).

Immunreaktion

Grundsitzlich, d.h. auch bei Verwendung eines zytopathogenen

NT-Virus sollte die Auswertung des Testes nach Detektion des

Virus mittel Immunfluoreszenz- bzw. Immunperoxydasetest nach

3 Tagen erfolgen

Die Berechnung des Antikérpertiters erfolgt als ND50 nach Beh-
rens und Kaerber.

Neutralisationstiter = V-d(S-0,5)

V: lg der ersten 100 % pos Serumverdiinnung

d: lg des Verdiinnungsfaktors (0,3) '

S: Summe der pos. Reagenten von 0 bis 100 % Reagentenzahl
je Verdiinnung

Gerite und Reagenzien

- Mikrotiterplatten (96-well)

— Mehrkanalpipetten, Pipetten, sterile Plastikspitzen

—Empfingliche Zellkulturen, z.B.: MDBK, KOP-R, (Herkunft:

Zellbank des FLI)
Zellkulturmedien

— Referenzviren, BVD-1: NADL; BVD2: CS8644; Virusbank des
FLI)

—monoklonale Antikdrper gegen Pestiviren (Herkunft: kommer-
zielle Anbieter, z.B. cc pro) ‘ .

— Peroxidasemarkierte Anti-Maus-Antikérper (Herkunft: kom-
merzielle Hersteller, z.B. Sigma)

— Positiv- und Negativreferenzen

— StandardméBige Laborausstattung fiir ein Viruslabor (Steril-
werkbank, Umkehrmikroskop, CO,-Schrank (37°C), Zentrifu-
ge, Wiarmeschrank (80°C), Kiithlschrank, Kiihltruhe (—20°C,
—70°C).

Reagenzien
Referenzseren: NRL BVD, FLI Insel Riems
Antibiotikalgsung 1,25 g Penicillin
2 g Streptomycin
In 20 ml sterilem Aqua bidest 1ésen,
portionieren und bei —20°C einfrieren
oder Gentamycin, 1 ul/ml Kulturmedium

(50 ng/ml) Amphotericin, 10 pl/ml

Rechenbeispiel zur Berechnung des Verdiinnungsfaktors fiir das
Testvirus

Die im Neutralisationstest zum Einsatz kommende Virus-
suspension (Testvirus) soll einen Titer von 100 KIDs,/50 pl ha-
ben. Folglich muss das Ausgangsvirus entsprechend verdiinnt
werden. Die Berechnung des Verdiinnungsfaktors erfolgt nach
der Formel:

Titer logip KIDs0/0,1 ml Ausgangsvirus minus 10>%* = logy,
Virusverdiinnung;

entlogarithmieren.
Reziproker Wert = Virusverdiinnung.
(* 10%* = 200 KIDs, pro 0,1 ml)

Beispiel: Der Titer des Ausgangsvirus betrégt 1052 KIDso/ml. Das
sind 10%° KIDso/0,1ml.

Berechnung: 1052 - 1022 = 103
Entlogarithmierung 3,0 logy, = 1000

— Das Ausgangsvirus muss 1 : 1000 in Kulturmedium verdiinnt
werden.
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Plattenbelegungsschema:

Serum 1 Serum 2 Serum 3 Serum 4 Serum 5 Serum 6

1 2 3 4 ’ 5 6 7 8 9 10 11 12
A -
B
G
D
E
F
G
H
ND50

Serum-/

Serum 7 Serum 8 Serum 9 Serum 10 Riicktitration Zellkontrollen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A S1 S2
B S3 S4
C S5 S6
D S7 |s8
E S9 S10
F ZK ZK
G
H VK VK
ND50

12.3.2.2 Antikérper-ELISA

Fir den Antikérpernachweis werden amtlich zugelassene — Svanovir BVDV (2 Handelsformen) (Svanova) indirelkt

ELISA-Testkits nach Herstellerangaben eingesetzt. — Ceditest BVDV (Ced.i Diagn.), kompet}tiv
Folgende Testkits sind derzeit in'Deutschland zugelassen: —BVD/MD p80 Antikérper (Inst. Pourquier) kompetitiv
— HerdChek BVDV Ab (IDEXX) indirekt — Chekit BVD-Sero II (Bommeli) indirekt

— SERELISA BVD/MD Antik6rper (Synbiotics) kompetitiv
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Offentliche Bekanntmachung gemiB §23 Abs. 2 des Allge-
meinen Eisenbahngesetzes (AEG) — Freistellung von Bahnbe-
triebszwecken betreffend Flurstiicke in der Gemeinde Wil-
lingen —. Vom 24. Oktober 2008
Offentliche Bekanntmachung gemiB §23 Abs. 2 des Allge-
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triebszwecken betreffend ein Flurstiick in der Stadt Bad
Homburg —. Vom 27. Oktober 2008
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Offentliche Bekanntmachung gem#B §23 Abs. 2 des Allge-
meinen Eisenbahngesetzes (AEG) — Freistellung von Bahnbe-
triebszwecken betreffend ein Flurstiick im Bereich der Ge-
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