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1. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war es, abzuklédren, ob das Border-Disease-Virus (BDV)
von einem persistent mit BDV infizierten (pi-BDV-) Kalb bzw. Jungstier auf
andere seronegative Rinder und Kiihe iibertragbar ist. Es wurden anhand der
Tiergruppen A und B zwei unterschiedliche Ubertragungswege untersucht. Die
Gruppe A bestand aus sechs Rindern, welche ab dem 50. Tag der Triachtigkeit
wiahrend 60 Tagen zusammen mit einem persistent mit BDV infizierten Kalb in
einem Laufstall gehalten wurden. Die Tiere wurden in dieser Zeit téglich kli-
nisch untersucht und es wurden in regelmissigen Abstinden Blutproben zum
Nachweis von pestiviraler RNA und Antikorpern entnommen. Nach den 60 Ta-
gen wurden die Tiere geschlachtet und die Feten und Plazenten der Tiere patho-
logisch-anatomisch und virologisch untersucht. Nur bei drei Rindern konnte
zwischen den Tagen 8 und 14 nach Infektionsbeginn eine leichte Virdmie fest-
gestellt werden. Bis zum Tag 40 hatten aber alle sechs Rinder gegen BDV sero-
konvertiert. Die Plazenten der drei virdmisch gewesenen Rinder wiesen histolo-
gisch Anzeichen einer Plazentitis auf und die Organe ihrer Feten waren bei der
immunhistochemischen Untersuchung auf BDV positiv. Ebenso konnte in den
Organproben dieser Feten BDV-RNA nachgewiesen werden. Zusammenfassend
fiihrte die gemeinsame Haltung der Rinder mit einem pi-BDV-Kalb bei allen
sechs Rindern zur Serokonversion und bei drei davon zusétzlich zu einer persis-
tenten Infektion des Fetus.

Die Gruppe B bestand aus sechs Kiihen. Fiinf davon wurden mit Sperma eines
pi-BDV-Jungstiers besamt und eine Kuh diente als Kontrolle. Bis zum Tag 28
nach Besamung wiesen alle besamten Kiihe neutralisierende Antikorper gegen
BDV auf, wihrend die Kontrollkuh seronegativ blieb. Eine Konzeption trat,
vermutlich aufgrund der schlechten Spermaqualitét, bei keinem Tier ein. Die
Untersuchungen zeigten, dass die Besamung mit virushaltigem Sperma eines pi-

BDV-Stiers bei allen besamten Rindern zur Serokonversion fiihrte.



2. SUMMARY

The purpose of this study was to investigate the transmission of Border disease
virus (BDV) from a persistently infected calf to pregnant heifers and from a per-
sistently infected bull to bred cows. Two groups of cattle were investigated.
Group A consisted of six heifers that were co-housed with the infected calf in a
free stall barn from days 50 to 110 of pregnancy. The heifers were examined
clinically every day and underwent periodic blood sampling for pestivirus RNA
and antibody testing. The heifers were slaughtered after 60 days of exposure to
the infected calf, and the fetuses and placentaec underwent postmortem and viro-
logical examination. Three heifers had mild viraemia between days 8 and 14 af-
ter the start of exposure, and by day 40, all heifers had seroconverted to BDV.
The placentae of the three viraemic heifers had histological evidence of inflam-
mation, and immunohistochemical evaluation of various fetal organs showed
positive staining for BDV antigen. The organs were positive for BDV RNA.
This trial showed that pregnant heifers co-housed with a calf persistently infect-
ed with BDV are highly likely to seroconvert and are likely to produce offspring
persistently infected with BDV.

Group B consisted of six cows, five of which were artificially inseminated with
frozen semen from a young bull persistently infected with BDV. The remaining
cow served as a control and was not inseminated. By day 28 post insemination,
all five experimental cows, but not the control cow, had developed neutralising
antibodies against BDV. None of the experimental cows conceived, which was
attributed to poor semen quality. This trial showed that cows inseminated with
frozen semen from a bull persistently infected with BDV are highly likely to se-

roconvert to this virus.



3. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Das Border-Disease-Virus (BDV) gehort zusammen mit den Genotypen 1 und 2
des Bovinen-Virus-Diarrhoe-Virus (BVDV-1 und -2) und dem Virus der klassi-
schen Schweinepest (,,classical swine fever virus®, CSFV) zum Genus Pestivi-
rus. Urspriinglich wurden die Pestiviren anhand der betroffenen Spezies und der
ausgelosten Erkrankung benannt. So wurden Isolate vom kleinen Wiederkauer
als BDV, Isolate vom Rind als BVDV und Isolate vom Schwein als CSFV be-
zeichnet. Inzwischen ist jedoch bekannt, dass sowohl die Wiederkduer als auch
die Schweine durch mehrere Pestiviren infiziert werden konnen (NETTLETON
und WILLOUGHBY, 2008; LEBLANC et al., 2010). So konnte das Border-
Disease-Virus schon von mehreren Autorengruppen beim Rind isoliert werden
(BECHER et al., 1997; CRANWELL et al., 2007, HORNBERG et al., 2009;
STRONG et al., 2010; McFADDEN et al., 2012). Ebenfalls konnten schon meh-
rere Autorengruppen Interspeziesiibertragungen von Pestiviren zwischen Rin-
dern und kleinen Wiederkduern nachweisen (CARLSSON, 1991; CARLSSON
und BELAK, 1994; CAMPBELL et al., 1995; BROADDUS et al., 2007; KRA-
METTER-FROTSCHER et al., 2008a, 2008b; BROADDUS et al., 2009;
BACHOFEN et al., 2013). Thema neuerer Studien war nun insbesondere die
Ubertragbarkeit des Border-Disease-Virus von Schafen auf Rinder. So wurde in
experimentellen Studien gezeigt, dass es bei Kontakt von seronegativen Rindern
mit persistent mit BDV infizierten Schafen zur Serokonversion kommt
(REICHLE, 2009; BRAUN et al., 2013a), und dass das BD-Virus bei trachtigen
Rindern die Plazentarschranke gleich wie das BVD-Virus iiberschreitet, den Fe-
tus infiziert und bei tiber 50 % der Tiere zum frithzeitigen Abbruch der Tréich-
tigkeit fiihrt (KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2010a). Ob die Ubertragung
des BD-Virus von persistent mit BDV infizierten Rindern auf seronegative Rin-
der ebenfalls moglich ist und welche Auswirkungen eine solche Infektion haben
konnte, wurde bisher nicht erforscht. Einzig aus Neuseeland liegt ein Bericht

vor, in welchem in einer Herde ein Zuchtstier als persistent mit BDV infiziert
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identifiziert wurde (McFADDEN et al., 2012). Bei allen Kiihen der Herde wur-
den zu diesem Zeitpunkt Antikérper gegen BDV im Blut nachgewiesen. Auf
welchem Weg die Tiere infiziert wurden, war retrospektiv nicht mehr feststell-
bar. Das Ziel dieser Arbeit war es, abzukldren, ob das Border-Disease-Virus von
einem persistent mit BDV infizierten Kalb bzw. Jungstier auf andere seronegati-
ve Rinder bzw. Kiihe iibertragbar ist. Es wurden dazu bei zwei Tiergruppen zwei
verschiedene Ubertragungswege untersucht, nimlich die Kontaktinfektion friih-
trachtiger seronegativer Rinder mit einem pi-BDV-Rind einerseits und die In-

semination seronegativer Kithe mit virushaltigem Sperma andererseits.



4. LITERATURUBERSICHT

4.1. Border-Disease

Die Border-Disease (BD) ist eine virale Erkrankung bei Schafen und Ziegen, die
nicht nur durch das Border-Disease-Virus (BDV), sondern auch durch das Bo-
vine-Virus-Diarrhoe-Virus-1 und -2 (BVDV-1/-2) ausgelost werden kann
(CARLSSON, 1991; SAWYER, 1992; CARLSSON und BELAK, 1994;
CAMPBELL et al., 1995). Die Infektion kann sowohl transient als auch persis-
tent auftreten. Persistent infizierte Tiere spielen jedoch aufgrund ihrer starken
Virusausscheidung in der Epidemiologie der Erkrankung eine weitaus grossere
Rolle als transient infizierte. Infolge der typischen klinischen Symptome wie
haarig gekriduseltem Vlies und tonisch-klonischen Muskelkrdmpfen werden an
Border-Disease erkrankte Tiere auch als ,hairy-shakers* oder ,,fuzzy lambs* be-
zeichnet (NETTLETON, 1987). Bis heute konnte die Border-Disease fast welt-
weit diagnostiziert werden, und sie wurde in mehreren Ubersichtsartikeln be-
schriecben (WOLF und BUTTNER, 1994; BOSTEDT und DEDIE, 1996;
NETTLETON et al.,, 1998; BRAUN et al., 2002; NETTLETON und WIL-
LOUGHBY, 2008; KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2010b). In der Schweiz
trat die Erkrankung 1975 das erste Mal bei Limmern auf (CRAVERO et al.,
1975), und das sie verursachende Virus konnte 2001 das erste Mal isoliert wer-

den (BRAUN et al., 2002).

4.2. Border-Disease-Virus

4.2.1. Taxonomie

Das Border-Disease-Virus (BDV) gehort zusammen mit dem Bovinen-Virus-
Diarrhoe-Virus (BVDV) und dem Virus der klassischen Schweinepest (‘clas-
sical swine fever virus‘, CSFV) zum Genus Pestivirus. Die Genera Pestivirus,
Flavivirus und Hepacivirus bilden zusammen die Familie der Flaviviridae
(PLETNEV et al., 2011). Diese Einteilung ist noch nicht sehr alt, denn urspriing-
lich wurden die Pestiviren zur Familie der Togaviridae gezdhlt (MOENNING,
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1990). BDV und BVDV bilden zusammen die Gruppe der ruminanten Pestivi-
ren. Die ruminanten Pestiviren bestehen aus einer Vielzahl von Genotypen; an-
hand phylogenetischer Analysen (Abb. 1) konnte bis heute bereits eine grosse
Diversitit aufgezeigt werden (BECHER et al., 2003; STALDER et al., 2005). So
werden heute die Bovinen-Virus-Diarrhoe-Viren in zwei Genotypen (BVDV-1
und -2) unterteilt und innerhalb des Genotyps BVDV-1 in bis zu 16 Subgenoty-
pen unterschieden (VILCEK et al., 2001; NAGAI et al., 2008; PETERHANS et
al., 2010). Die Border-Disease-Viren werden zurzeit in bis zu 7 Genotypen un-
tergliedert (PETERHANS et al., 2010), wobei jedoch immer wieder neue Typen
isoliert werden (VALDAZO-GONZALES et al., 2007, OGUZOGLU et al.,
2009; GIAMMARIOLI et al., 2011; GIANGASPERO, 2011). In der Schweiz
konnten bisher sowohl BD-Viren des Genotyps BDV-3 als auch einer separaten
Untergruppe BDSwiss gefunden werden (BRAUN et al., 2002; BUCHI, 2009;
REICHERT, 2009; SCHENK, 2012; BRAUN et al., 2013a).

4.2.2. Struktur

Pestiviren besitzen eine (+)-Strang-RNA, welche einen einzelnen offenen Lese-
rahmen (,,open reading frame®, ORF) kodiert. Am 5'- und am 3'-Ende dieses
ORF befindet sich jeweils eine nicht kodierende Sequenz (UTR, ,,untranslated
region) (NETTLETON und ENTRICAN, 1995; NETTLETON und WIL-
LOUGHBY, 2008). Die Sequenz der 5'-UTR ist zirka 288 Basenpaare lang
(VILCEK et al., 2001) und bei allen Pestiviren sehr dhnlich, sie besitzt aber in-
nerhalb dieser Sequenz zwei kurze, innerhalb der Pestiviren variable, Regionen.
Dies fiihrt dazu, dass die 5'-UTR zur Herstellung von Primern zur Amplifizie-
rung, aber auch Spezifizierung der Pestiviren mittels PCR verwendet wird
(NETTLETON und WILLOUGHBY, 2008). Der ORF wird in ein einzelnes Po-
lyprotein translatiert, welches aus den Proteinen N*°, C, E™, El, E2, p7, NS2-3,
NS4A, NS4B, NS5A und NS5B besteht.



Das BD-Virus wie auch das BVD-Virus lassen sich in zwei Biotypen, einen zy-
topathogenen (cp) und einen nicht zytopathogenen (ncp), unterteilen. Nach dem
heutigen Wissensstand entsteht das cp-Virus innerhalb des jeweiligen Tragers
durch Mutation aus dem ncp-Virus (BECHER et al., 1996; NETTLETON und
WILLOUGHBY, 2008). Der nicht zytopathogene Biotyp kann sowohl hori-
zontal als auch vertikal libertragen werden und wird in Feldversuchen viel hiu-
figer als der zytopathogene isoliert (NETTLETON und ENTRICAN, 1995; PE-
TERHANS et al., 2010).

Bovine viral diarrhoea viruses

" Classical swine fever viruses

\\
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Abb.1: Phylogenetische Analyse und Klassifizierung der Pestiviren basierend
auf der fiir das Virusprotein N”°-kodierenden Sequenz (modifiziert von PE-

TERHANS et al., 2010)
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4.2.3. Tenazitit und Uberlebensfihigkeit

Die Tenazitit von Pestiviren ist gering. Die Viren werden durch géngige Desin-
fektionsmittel inaktiviert. Das BVD-Virus verliert seine Infektiositdt bei 37 °C
nach etwa 4 Tagen, bei 56 °C jedoch schon nach zirka 45 Minuten (MAYR und
KAADEN, 2007).

4.3. Pathogenese

4.3.1. Intraspeziesiibertragung

4.3.1.1. Horizontale Ubertragung

Die wichtigsten Quellen fiir Pestiviren sind asymptomatisch persistent infizierte
(pi-) Tiere. Diese scheiden das Virus in grossen Mengen in allen Sekreten aus.
So kann bei oronasalem Kontakt eine Ubertragung iiber jegliche Art von Sekre-
ten und Exkreten stattfinden, insbesondere iiber Speichel und Nasenausfluss
(NETTLETON und ENTRICAN, 1995). In verschiedenen Untersuchungen
wurde gezeigt, dass sich das Virus auf diese Weise schnell von einem pi-Tier
auf die ganze Herde verbreiten kann (BARLOW et al., 1980; CARLSSON und
BELAK, 1994; BRAUN et al., 2004). Das Virus wird aber auch im Sperma von
mit Pestiviren infizierten Stieren und Schafbocken ausgeschieden (BARLOW et
al., 1986; GIVENS et al., 2003; GIVENS und MARLEY, 2013). Laut GARD et
al. (2007) kann das Virus infolge vier verschiedener Infektionstypen in das
Sperma gelangen: a) persistente Infektion des Stiers infolge Exposition in utero
(McFADDEN et al., 2012), b) akute Infektion des Stiers infolge Exposition nach
Entwicklung des Immunsystems, c¢) anhaltende testikuldre Infektion des Stiers
infolge andauernder Infektion des Hodengewebes nach einer akuten Infektion
(DUNSER et al., 2005; GIVENS et al., 2007; GIVENS et al., 2009) und d) per-
sistente testikuldre Infektion infolge unbekannter Virusexposition (VOGES et
al., 1998; GARD et al., 2007). Bei persistent mit BVDV infizierten Tieren ist die
nachgewiesene Virusmenge bedeutend hoher als bei transient infizierten. Das

Sperma kann dabei eine normale (MEYLING und MIKEL JENSEN, 1988;
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KIRKLAND et al., 1991), aber auch eine vergleichsweise schlechtere Qualitit
aufweisen (PATON et al, 1990; NETTLETON et al., 1998). Eine schlechte Qua-
litat dussert sich in einer Reduktion des Spermavolumens sowie der Spermien-
zahl und -motilitédt. Sie fithrt damit auch zu einer schlechteren Befruchtungsfa-
higkeit eines persistent mit BVDV infizierten Stiers (McFADDEN et al., 2012)
bzw. eines persistent mit BDV infizierten Schafbocks (GARDINER und BAR-
LOW, 1981). Das ausgeschiedene BVD-Virus kann die Kryokonservierung und
Prozessierung des Samens unbeschadet iiberstehen und somit auch iiber die
kiinstliche Besamung iibertragen werden (GARD et al., 2007). In verschiedenen
Experimenten wurde versucht, das BVD- bzw. das BD-Virus natiirlich und via
kiinstliche Besamung zu tibertragen. So besamten GARDINER und BARLOW
(1981) verschiedene seronegative Mutterschafe mit Sperma eines pi-BDV-
Bocks oder liessen sie von ihm decken. Nach 30 Tagen hatten alle Mutterschafe
serokonvertiert. Weiter wurde festgestellt, dass sich das Virus im Uterus der
Mutterschafe bis zu 32 Tage halten kann und somit auch bei einer spiteren Be-
fruchtung eine Gefahr fiir den Fetus darstellt. MEYLING und MIKEL JENSEN
(1988) haben als erste gezeigt, dass auch BVDV via Sperma tibertragen und zur
Serokonversion der besamten Rinder fithren kann. Ebenfalls wurde iiber die
transiente Infektion und Serokonversion bei Rindern durch die Befruchtung mit
Samen von pi-BVDV-Stieren (KIRKLAND et al., 1994) und zusétzlich von
transient mit BVDYV infizierten Stieren (KIRKLAND et al., 1997) berichtet. Da-
bei war die Konzeptionsrate von einem pi-BVDV-Stier wesentlich schlechter
(38 %) als von einem transient infizierten (65 %) und von den mit letzterem
Sperma besamten Rindern serokonvertierten bedeutend weniger Tiere. Bei der
Insemination von Rindern mit Samen von Stieren mit einer anhaltenden testiku-
laren BVDV-Infektion wurde keine Serokonversion der besamten Tiere festge-
stellt und das Virus persistierte im Hodengewebe der Stiere bis zu 2.75 Jahre
(GIVENS et al., 2009). Bei den Infektionsversuchen, bei denen eine Serokon-

version des Muttertiers stattfand, wurde zusitzlich eine vertikale Ubertragung
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nachgewiesen. Neben der Geburt von nicht infizierten kam es auch zur Geburt
von persistent infizierten Nachkommen (GARDINER und BARLOW, 1981;
MEYLING und MIKEL JENSEN, 1988; KIRKLAND et al., 1994). Diese ent-
standen moglicherweise infolge der Rezirkulation des Virus in empfanglichen
Muttertieren oder infolge Virus-Persistenz innerhalb des Urogenitaltrakts
(FRAY et al., 2000). In einem Betrieb, in welchem ein persistent mit Border-
Disease-Virus infizierter Stier zum Decken verwendet wurde, wurde im Nach-
hinein festgestellt, dass alle Rinder auf dem Betrieb, welche mit dem Stier zu-
sammengehalten wurden und fiir Bluttests noch zur Verfiigung standen (15/62),
gegen das Border-Disease-Virus serokonvertiert hatten (McFADDEN et al.,
2012).

4.3.1.2. Vertikale Ubertragung

Die schwerwiegendsten Konsequenzen treten bei einer Pestivirus-Infektion ei-
nes empfanglichen Muttertiers wéihrend der Tréichtigkeit ein. Die betroffenen
Tiere zeigen selbst kaum Anzeichen einer Infektion, wihrend das Virus den Fe-
tus innerhalb einer Woche infiziert (OSBURN und CASTRUCCI, 1991). Die
Auswirkungen einer solchen Infektion hidngen von verschiedenen Faktoren, wie
dem spezifischen Virusstamm, der Virusdosis und dem genauen Trichtigkeits-
stadium zum Zeitpunkt der Infektion ab (BROWNLIE, 1990; GROOMS, 2004).
Generell sind die Auswirkungen auf die Triachtigkeit umso dramatischer, je frii-
her die Infektion stattfindet. Die ovinen und caprinen Feten sind erst mit 60 bis
80 Tagen fahig, auf einen Antigenstimulus immunologisch zu reagieren. Daher
sterben bei einer Infektion vor diesem Zeitpunkt bis zu 50 % von ihnen ab
(DEPNER et al., 1991; LOKEN und BJERKAS, 1991; NETTLETON und
ENTRICAN, 1995; BACHOFEN et al., 2013). Beim bovinen Fetus fiihrt eine
Infektion bis zum 100. Gestationstag zu den meisten Verlusten, wobei die Uber-
lebensrate mit bis zu 70 % bedeutend hoher als bei Schafen ist (RADOSTITS et
al., 2007a).
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4.3.2. Speziesspezifitit und Interspeziesiibertragung

Urspriinglich wurden die Pestiviren anhand der betroffenen Spezies und der
ausgelosten Erkrankung benannt. So wurden Isolate vom kleinen Wiederkauer
als BDV, Isolate vom Rind als BVDV und Isolate vom Schwein als CSFV be-
zeichnet. Inzwischen ist jedoch bekannt, dass sowohl die Wiederkduer als auch
die Schweine durch verschiedene Pestiviren infiziert werden konnen (NETTLE-
TON und WILLOUGHBY, 2008), und es existieren unterschiedliche Berichte
iiber die Ubertragung von Pestiviren zwischen Rindern und kleinen Wieder-
kduern (CARLSSON, 1991; CARLSSON und BELAK, 1994; CAMPBELL et
al., 1995; BROADDUS et al., 2007; KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2008a,
2008b; BACHOFEN et al., 2013). Die Rolle der Wildwiederkduer und Neu-
weltkameliden ist bis heute nicht geklart. Es wurde allerdings iiber einen Bor-
der-Disease- Ausbruch bei wild lebenden Gdmsen berichtet (MARCO et al.,
2007) und serologische Untersuchungen zeigten, dass bei Gimsen, Rothirschen
und Neuweltkameliden sowohl BVDV- als auch BDV-Infektionen vorkommen
konnen (PIOZ et al., 2007; MARCO et al., 2008; DANUSER et al., 2009;
MUDRY et al. 2010; CASAUBON et al., 2012). Jedoch wurde nie ein Beweis
erbracht, dass die genannten Tierarten eine Infektionsquelle fiir die Hauswieder-

kéuer darstellen (VILCEK und NETTLETON, 2006).

4.3.2.1. Ubertragung vom Rind auf kleine Wiederkiuer

Uber die Ubertragung von BDV vom Rind auf die kleinen Wiederkiuer wurde
bis heute nicht berichtet. Vom BVD-Virus ist jedoch bekannt, dass es sowohl
auf natlirlichem Weg als auch experimentell vom Rind auf die kleinen Wieder-
kauer tibertragbar ist (CARLSSON, 1991; CAMPBELL et al., 1995; BROAD-
DUS et al., 2007, 2009; BACHOFEN et al., 2013). Die Infektion mit BVDV
bewirkte bei nicht triachtigen Ziegen lediglich eine Serokonversion (BROAD-
DUS et al., 2007), wiahrend sie bei den Feten bzw. den nachfolgen geborenen

Jungtieren von trachtigen Schafen und Ziegen zu Symptomen der Border-Dis-
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ease fithrte. Es traten Aborte und Totgeburten auf (BROADDUS et al., 2009;
BACHOFEN et al., 2013) und es wurden lebensschwache Ziegenkitze (BRO-
ADDUS et al., 2009) bzw. Lammer geboren, die teilweise neurologische Symp-
tome wie Tremor zeigten und ein verdndertes Vlies aufwiesen (CARLSSON,
1991; CAMPBELL et al., 1995). Bei einem Teil der Jungtiere konnten das
BVD-Virus, aber keine BVDV-Antikorper nachgewiesen werden, was fiir eine

persistente Infektion sprach.

4.3.2.2. Ubertragung vom kleinen Wiederkiuer auf das Rind

Ein erster Bericht iiber den Versuch, Rinder mit dem vom Schaf gewonnenen
Border-Disease-Virus zu infizieren, ist bereits 40 Jahre alt (GIBBONS et al.,
1974). Es gelang damals durch die intramuskulédre Injektion einer Emulsion aus
Gewebe von pi-BDV-Schafen bei 9 von 10 Kiihen einen Abort oder eine Totge-
burt auszulosen. CARLSSON und BELAK (1994) berichteten iiber einen Be-
trieb, in welchem im Winter 1989/90 fiinf spattrachtige Rinder, die aus einem
BVDV-freien Betrieb stammten, gegen Pestiviren serokonvertierten. Der Ur-
sprung der Infektion wurde bei einem persistent mit BDV infizierten Mutter-
schaf vermutet, das erst wenige Monate zuvor zugekauft wurde und zu welchem
die Rinder engen Kontakt hatten. Die Kélber der betroffenen Rinder wiesen
auch nach drei Monaten noch hohe Antikorpertiter gegen Pestiviren auf. Dies
sprach fiir eine Infektion nach Eintritt der Immunkompetenz, also in der spéten
Tréachtigkeit, und es handelte sich nicht mehr um maternale Antikorper. Weitere
solche Berichte folgten erst einige Jahre spiter aus Osterreich. KRAMETTER-
FROTSCHER et al. (2008a, 2008b) berichteten sowohl iiber natiirliche als auch
tiber experimentell verursachte Infektionen von Rindern durch persistent mit
BDV infizierte Schafe. In einer Schatherde in der Nidhe von Salzburg kam es
durch einen zugekauften persistent infizierten Schafbock zu mehreren Aborten
bei Schafen und zum Abort bei einer Kuh. Mittels einem Serumneutralisations-

test (SNT) wurde nachgewiesen, dass die Kuh gegen BDV serokonvertiert hatte
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(KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2008a). Diese Beobachtung wurde dann
experimentell bestitigt, indem vier zwei Monate alte, Pestivirus-negative Kélber
mit sechs persistent mit BDV infizierten Schafen gemeinsam gehalten wurden.
Aufgrund einer Serokonversion gegen BDV wurde bei allen vier Kélbern auf ei-
ne Infektion mit dem BD-Virus geschlossen (KRAMETTER-FROTSCHER et
al., 2008b). Ein dhnliches Experiment wurde mit neun Kilbern durchgefiihrt,
welche mit persistent mit BDV infizierten Schafen zusammengehalten wurden
(REICHLE, 2009). Infolge des Kontakts zu den Schafen serokonvertierten 6 von
9 Kilbern gegen BDV. Zusitzlich zeigten alle Kilber wiahrend der Infektions-
phase leicht- bis mittelgradige Schleimhautverdnderungen im Bereich des Gau-
mens, der Mundwinkel, der Schleimhiute der Ober- und Unterlippen und der in-
zisivalen Gingiva. In einem weiteren Versuch (KRAMETTER-FROTSCHER et
al., 2010a) wurden die Auswirkungen einer gemeinsamen Haltung von persis-
tent mit BDV infizierten Schafen und trichtigen Rindern untersucht. Dazu wur-
den 8 zwischen 47 und 73 Tagen trichtige Rinder zusammen mit 9 gesunden
persistent mit BDV infizierten Schafen gehalten. Alle Rinder serokonvertierten
nach 23 bis 38 Tagen. Ausser einem milden Temperaturanstieg wurden keine
weiteren klinischen Symptome festgestellt. Fiinf Tiere abortierten jedoch nach
54 bis 202 Tagen. In vier Feten und in der Plazenta des fiinften Fetus (der Fetus
stand fiir die Untersuchung nicht zur Verfligung) konnte BDV nachgewiesen
werden. Drei Rinder gebaren drei klinisch gesunde Kélber. Zwei der Kilber wa-
ren Pestivirus-negativ, eines davon prékolostral serologisch positiv und eines
negativ. Das dritte Kalb war zum Zeitpunkt der Geburt Pestivirus-positiv und
Antikorper-negativ; es wurde deshalb eine persistente Infektion vermutet. Als
das Kalb jedoch im Alter von 7 Monaten wieder getestet wurde, hatte es sero-
konvertiert, und es konnte kein Pestivirus mehr nachgewiesen werden. Die
Abortraten in dieser Studie sowie in derjenigen von GIBBONS et al. (1974) zei-
gen, wie drastisch der Einfluss einer BDV-Infektion auf die Fertilitdt von Rin-

dern ohne Antikorper gegen Pestivirus sein kann.
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4.4. Vorkommen und Klinik

Pestiviren infizieren im Allgemeinen nur Tiere der Ordnung Paarhufer (Artio-
dactyla) (NETTLETON und ENTRICAN, 1995). Ruminante Pestiviren wurden
sowohl bei domestizierten Arten als auch bei Wildwiederkduern nachgewiesen
(BECHER et al., 1997; VILCEK und NETTLETON, 2006; CASAUBON et al.,
2012). Bei den domestizierten Arten sind dies vor allem Schweine, Rinder,
Schafe, Ziegen, Rothirsche, Alpakas, Lamas und Kamele. Bei den Wildwieder-
kduern sind bis zu 40 betroffene Spezies bekannt (NETTLETON und ENTRI-
CAN, 1995).

4.4.1. Schaf

Infektion von nicht trichtigen immunkompetenten Schafen

Bei gesunden Schaf-Neonaten und adulten Schafen verlauft die Infektion mit
BDV meist subklinisch. Es kann zu milden Temperaturanstiegen kommen, die
aber meist unbemerkt bleiben. Die kurzzeitige Virdmie ldsst sich, wenn tiber-
haupt, nur zwischen dem 4. und 11. Tag post infectionem nachweisen. Sie wird
von einer leichtgradigen Leukopenie begleitet. Etwa 2 bis 3 Wochen nach der
Infektion konnen Antikorper nachgewiesen werden (NETTLETON et al., 1998;
THABTI et al., 2002). Die sogenannte Aveyron-Disease bildet eine Ausnahme
von diesen subklinischen Féllen (NETTLETON, 1990). Im Jahr 1983 starben in
der Aveyron-Region in Frankreich etwa 1500 Mutterschafe und 24’000 Lammer
an einer Erkrankung, die mit hochgradigem Fieber, Durchfall, Nasenausfluss,
Dyspnoe und einer anhaltenden Leukopenie einherging. Als Erreger wurde ein

ungewohnlich virulentes BD-Virus nachgewiesen (NETTLETON, 1990).

Infektion von trachtigen serologisch negativen Schafen
Eine BDV-Infektion wihrend der Trichtigkeit verlduft beim Muttertier fast
symptomlos. Der ncp-Biotyp des BDV kann jedoch eine nekrotisierende Plazen-

titis verursachen und den Fetus infizieren (NETTLETON und ENTRICAN,
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1995). Der weitere Verlauf der Trachtigkeit ist vom Zeitpunkt der Infektion ab-
hingig. Die unten aufgefiihrten Angaben der Trachtigkeitstage stellen nur
Richtwerte dar, und die Grenzen verlaufen fliessend. Es kann zu jedem Zeit-

punkt der Trichtigkeit, am wahrscheinlichsten jedoch in der friihen Gestations-

phase, zum Abort des Fetus kommen (NETTLETON et al., 1998).

a) Infektion vor dem 60. Trachtigkeitstag

Bei einer Infektion vor Entwicklung der fetalen Immunabwehr kann sich das Vi-
rus ungehindert replizieren und es befillt Haut, Gehirn und innere Organe. Dies
fiihrt in bis zu 50 % der Fille zum Tod und zur anschliessenden Resorption oder
zum Frithabort der Frucht (NETTLETON und ENTRICAN, 1995; BOSTEDT
und DEDIE, 1996; NETTLETON et al., 1998).

b) Infektion zwischen dem 60. und 70. Trachtigkeitstag

Wenn der Fetus eine Infektion trotz nicht entwickeltem Immunsystem iiberlebt,
wird er gegeniiber dem Virus tolerant. Dieses repliziert und verteilt sich in allen
Organen und infiziert so den Fetus persistent. Persistent infizierte Limmer sind
bei der Geburt meist klein und schwach, manchmal konne sie nicht aufstehen.
Typisch sind neurologische Symptome und Vliesverdnderungen (,,hairy shaker)
sowie Missbildungen der langen Rohrenknochen und des Schiadels (SAWYER,
1992). Eine Hypomyelinisation im ZNS fithrt zu Nachhandataxie und Tremor
(NETTLETON, 1990; NETTLETON und ENTRICAN, 1995; RADOSTITS et
al., 2007b). Der Tremor reicht von feinem Zittern des Kopfes, der Ohren und
des Schwanzes bis hin zu tonisch-klonischen Muskelkrdmpfen der Hinterglied-
massen, des Beckenbereichs, des Kopfes und des Nackens (NETTLETON et al.,
1998). Infolge einer Vergrosserung der primédren Haarfollikel entstehen Vlies-
verdnderungen, welche am besten bei feinwolligen Rassen zu sehen sind. Das

Vlies erscheint rauhwollig, ist weniger gekrauselt und hat vor allem an Kopf und

Nacken tiberstehende Wollhaare (SAWYER, 1992; NETTLETON et al., 1998).
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Manche Lammer weisen eine abnorme Pigmentierung auf. Als zugrunde liegen-
de Ursache fiir die defiziente Myelinisierung und das retardierte Wachstum wird
eine verminderte Aktivitit der Schilddriisenhormone T; und T, diskutiert
(SAWYER, 1992; RADOSTITS et al., 2007b). Es muss aber bedacht werden,
dass pi-Lammer auch klinisch unauffillig sein konnen. Die pi-Tiere besitzen oft
eine verminderte zellmediierte Immunitit und sind daher empfanglicher fiir jeg-
liche Art von Erkrankung. Dies wird auch als Grund dafiir angesehen, dass die
Tiere meist vor Erreichen der Geschlechtsreife sterben (BOSTEDT und DEDIE,
1996; RADOSTITS et al., 2007b; NETTLETON und WILLOUGHBY, 2008).
Persistent infizierte Schafbocke konnen infolge qualitativ schlechten Spermas
eine verminderte Fruchtbarkeit aufweisen und scheiden {iber das Sperma meist
sehr viele Viren aus (GARDINER und BARLOW, 1981; NETTLETON et al.,
1998).

c) Infektion zwischen dem 60. und 85. Trachtigkeitstag

Bei einer Infektion in diesem Stadium kann es zu einer Reaktion des Immunsys-
tems gegen das Virus kommen. Infolge der einsetzenden Antikdrperbildung
konnen schwerwiegende immunmediierte Missbildungen im ZNS auftreten

(NETTLETON et al., 1998; NETTLETON und WILLOUGHBY, 2008).

d) Infektion nach dem 85. Tréachtigkeitstag

Bei einer Infektion nach dem 85. Trachtigkeitstag entwickelt der Fetus eine
normale, nicht iiberschiessende Immunantwort, welche das Virus eliminiert. Der
Fetus wird ohne klinische Anzeichen der Border-Disease lebend geboren. Das
Blut enthélt post partum reichlich Antikorper, aber kein Virus (NETTLETON et
al., 1998; NETTLETON und WILLOUGHBY, 2008).
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Late-onset disease bei persistent infizierten Schafen

Wenn persistent infizierte Schafe plotzlich Symptome wie unstillbaren Durch-
fall, Kiimmern, Augen- und Nasenausfluss sowie Atemnot entwickeln, handelt
es sich wahrscheinlich um eine late-onset disease (NETTLETON et al., 1998).
Die Symptomatik dhnelt derjenigen der durch das zytopathogene BVDV ausge-
losten bovinen Mucosal Disease (MD) (NETTLETON, 1990; NETTLETON
und WILLOUGHBY, 2008). Diese wird bei einem persistent mit nicht zytopa-
thogenem BVDYV infizierten Rind durch ein zweites zytopathogenes BVD-
Virus ausgelost und man unterscheidet ein early- und late-onset MD. Nach expe-
rimenteller Infektion von persistent mit ncp BVDV infizierten Rindern mit ei-
nem cp BVD-Virus konnte bei einem Teil der Tiere bereits 1-2 Wochen (early-
onset) und beim anderen Teil erst nach einigen Monaten (late-onset) Symptome
der Mucosal Disease beobachtet werden (FRITZEMEIER et al., 1997). Auf-
grund der Ergebnisse wurde vermutet, dass das cp-Virus bei der early-onset MD
durch Mutation des ncp-Virus aus dem eigenen Viruspool entsteht oder aber das
cp-Virus durch Superinfektion in das pi-Tier gelangt. Demgegeniiber sind fiir
die late-onset MD Rekombinationsvorginge zwischen dem ncp-Virus des pi-
Tiers und dem superinfiziernden cp-Virus notwendig (FRITZEMEIER et al.,
1997). Die Vorginge, die zur MD-dhnlichen Erkrankung bei pi-BDV Schafen
fiihren, sind noch nicht genauer bekannt. In der Schweiz wurde bisher nur ein
Fall bei einem persistent mit BDV-3 infizierten Schaf beschrieben, welches ent-
zlindliche Schleimhautverdanderungen an verschiedenen Lokalisationen aufwies

(HILBE et al., 2009).

4.4.2. Ziege

Bei Ziegen konnte in experimentellen Infektionsversuchen mit BVDV
(DEPNER et al., 1991; BROADDUS et al., 2007, 2009; BACHOFEN et al.,
2013) und BDV (LOKEN und BJERKAS, 1991; REICHERT, 2009) eine relativ

hohe Anfilligkeit fiir Pestiviren gezeigt werden. Im Gegensatz dazu sind aber
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Berichte iiber natiirliche Infektionen weniger hdufig (PRATELLI et al., 2001;
STALDER et al., 2005; KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2006; DANUSER
et al., 2009; BACHOFEN et al., 2013). LOKEN et al. (1982) beschrieben ein
Ziegenkitz, das aufgrund einer natiirlichen Infektion an Border-Disease erkrankt
war und auch Symptome der Erkrankung zeigte. Dazu gehorten neben starkem
Tremor auch erschwertes Aufstehen und Gehen. Grosse, Form und Haarkleid
des Tieres waren unauffillig. Beim betroffenen Tier sowie bei weiteren 43 %
der Herde wurden im Serum BDV-neutralisierende Antikorper nachgewiesen.
Infektionsversuche mit BVDV und BDV zeigten, dass die typischen Border-
Disease-Symptome bei lebensschwach geborenen Zicklein meist fehlen, wih-
rend bei Mutterziegen Fruchtbarkeitsstorungen iiberwiegen (DEPNER et al.,
1991; LOKEN und BJERKAS, 1991; LOKEN et al., 1991; BROADDUS et al.,
2009; BACHOFEN et al., 2013). LOKEN und BJERKAS (1991) infizierten 50
Ziegen in verschiedenen Tréachtigkeitsstadien intramuskulédr entweder mit einem
nicht zytopathogenen ovinen oder einem zytopathogenen bovinen Pestivirus. Al-
le Tiere bildeten innerhalb von 5 Wochen neutralisierende Antikoérper. Die Fol-
gen unterschieden sich zwischen den zwei Virustypen kaum. Analog zu den
Schafen waren auch hier die Folgen fiir die Trachtigkeit umso gravierender, je
frither die Infektion stattfand. Bei vier lebenden Nachkommen konnte eine per-
sistente Infektion nachgewiesen werden. Drei erschienen klinisch gesund und
eines zeigte Tremor. Es handelte sich bei drei der vier Tiere um eine Infektion
mit BDV und bei einem Tier um eine Infektion mit BVDV. Von den 17 Ziegen,
die um den 40. Tag infiziert wurden, gebar keine ein gesundes Zicklein. Sieben
abortierten, drei beherbergten im Uterus mumifizierte Feten, vier erwiesen sich
als nicht trachtig und drei gebaren tote oder lebensschwache Jungtiere. Von den
18 Ziegen, die um den 60. Tag infiziert wurden, gebaren zwei gesunde Nach-
kommen. 12 Ziegen brachten tote oder lebensschwache Jungtiere zur Welt, von
denen eines ataktisch war und sieben Tremor aufwiesen. Zwei Ziegen abortier-

ten, eine blieb leer und eine hatte einen kleinen, sich in Auflésung befindenden
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Fetus im Uterus. Von den 15 Ziegen, die um den 100. Tag infiziert wurden, be-
kamen 11 gesunde Nachkommen, nur eine Ziege abortierte und drei Ziegen ge-
baren tote oder lebensschwache Jungtiere. Ahnliche Ergebnisse ergab ein Ver-
such mit 25 Ziegen nach Inokulation von BVDV vor bzw. nach dem 78. Trach-
tigkeitstag (DEPNER et al., 1991) bzw. zwei Versuche mit trachtigen Ziegen,
welche mit persistent BVDV infizierten Rindern zusammengehalten wurden

(BROADDUS et al., 2009; BACHOFEN et al., 2013).

4.4.3. Rind

Bis heute existieren nur wenige Berichte iiber Erkrankungen beim Rind durch
Border-Disease-Viren. Hingegen konnte das BD-Virus beim Rind schon von
mehreren Autorengruppen isoliert werden (BECHER et al., 1997, CRANWELL
et al., 2007; HORNBERG et al., 2009; STRONG et al., 2010; McFADDEN et
al., 2012). BECHER et al. (1997) identifizierten Ende der 60er Jahre ein bei ei-
nem australischen Rind isoliertes Virus anhand molekulargenetischer Untersu-
chungen als Border-Disease-Virus. CRANWELL et al. (2007) berichteten von
drei Rindern in Grossbritannien, welche nachweislich mit dem Border-Disease-
Virus infiziert waren. Ein 13 Monate altes Rind zeigte Kiimmern und Durchfall,
ein weiteres, 2.5 Jahre altes Rind wies Symptome der Mucosal Disease auf und
das dritte, ein lebensschwaches Kalb, starb kurz nach der Geburt. Anhand einer
TagMan-RT-PCR wurden die Virusisolate als BDV identifiziert. Im Fall des
Kalbes wurde das BDV zudem in Thymus und Hirn nachgewiesen und eine per-
sistente Infektion bestétigt. Bei allen drei Féllen erschien die Klinik dhnlich wie
bei einer BVDV-Infektion. Kiirzlich wurde in Neuseeland (McFADDEN et al.,
2012) ein 3-jahriger Galloway-Stier aufgrund sehr schlechter Fruchtbarkeitsleis-
tungen untersucht. Der Stier war fiir sein Alter eher klein, und es fehlte das ty-
pisch ménnliche Charakteristikum des ausgeprigten Halses. Zusétzlich betrug
der Hodenumfang nur 22 cm; dieser sollte laut den Autoren ab einem Alter von

24 Monaten mindestens 34 cm betragen. Ein BVDV-Antigen-ELISA war posi-
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tiv, der entsprechende BVDV-Antikorper-ELISA war wie erwartet negativ. Ein
Monat danach wurden die Tests wiederholt und sie ergaben dieselben Resultate.
Eine darauthin durchgefiihrte PCR war positiv fiir BDV und negativ fiir BVDV.
Der Stier wurde darauf geschlachtet und in Milz, Hoden und lymphatischem
Gewebe konnte BDV, nicht jedoch BVDV, nachgewiesen werden.

4.5. Pathologisch-anatomische Befunde bei Border-Disease

Die bei mit Border-Disease-Virus persistent infizierten Schafen typischen pa-
thologisch-anatomischen Befunde wurden in der Dissertation von REICHERT
(2009) ausfiihrlich beschrieben. Zusédtzlich wurden bei der histologischen Unter-
suchung der Hoden eines persistent mit BDV infizierten Galloway-Stiers eine
hochgradige, chronische, testikulire Degeneration und Atrophie gefunden
(McFADDEN et al., 2012). Beide Hoden waren diffus degeneriert. Die Samen-
kandlchen waren nur teilweise zu erkennen und sie enthielten nur eine geringe

Zahl Spermatiden. Eine aktive Spermatogenese war nicht zu sehen.

4.6. Epidemiologie der Border-Disease
Das weltweite Vorkommen und die Verbreitung der Border-Disease wurden in

den Dissertationen von BUCHI (2009) und SCHENK (2012) ausfiihrlich be-

schrieben.
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5. TIERE, MATERIAL UND METHODIK

5.1. Tiergruppen

Fiir die Untersuchungen wurden ein persistent mit Border-Disease-Virus infi-
ziertes méannliches Rind (zuerst war es ein Kalb, spiter ein Jungstier) und die
zwei Tiergruppen A und B verwendet. Die Gruppe A bestand aus sechs serone-
gativen Rindern. Diese wurden besamt und wihrend der Friihtrachtigkeit mit
dem pi-BDV-Kalb zusammen gehalten. Das Ziel war es, abzukldren, ob es durch
den Kontakt zu einer Virusiibertragung kommt. Die Gruppe B bestand aus sechs
seronegativen Kiihen. Fiinf der Kiihe wurden mit Sperma des pi-BDV-Jungstiers
besamt. Eine Kuh diente als Kontrolle und wurde nicht besamt. Das Ziel dieser
Untersuchung war es, abzuklédren, ob es durch die Insemination mit virushalti-

gem Sperma zu einer Virusiibertragung kommt.

5.1.1. pi-BDV-Rind

Beim persistent mit Border-Disease-Virus infizierten Rind handelte es sich um
ein mannliches Tier, das am 15. September 2011 geboren und im Alter von 41
Tagen ans Tierspital gebracht wurde. Die Mutter war eine Braunviehkuh, der
Vater ein Limousinstier. Das Kalb war 1m Zuge des BVDV-
Eradikationsprogramms in der Schweiz in der Ohrstanzprobe mittels Antigen-
ELISA positiv auf Pestiviren getestet worden. Die Nachuntersuchung einer
Blutprobe mittels RT-PCR erbrachte das gleiche Ergebnis, so dass das Tier defi-
nitiv als persistent virimisch diagnostiziert wurde. Mittels Sequenzierung wurde
dabei eine Infektion mit dem Border-Disease-Virus (BDSwiss, R8540/
11 _ch149) nachgewiesen. Da das Tier zum Zeitpunkt der Diagnose noch nicht
cuthanasiert worden war, wurde es am 26. Oktober 2011 fiir weiterfiihrende Un-
tersuchungen im Quarantinestall des Departements fiir Nutztiere der Universitit
Zirich eingestallt. Um den Infektionsursprung zu finden, wurden alle Tiere im
Ursprungsbetrieb getestet (SCHENK, 2012; BRAUN et al., 2013b). Die Abkla-

rungen im Betrieb ergaben, dass von 24 Rindern und 20 Schafen die Mehrheit
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der 12 positiven Rinder (9) und alle positiven Schafe (18) hohere Antikorpertiter
gegen BDV als gegen BVDV aufwiesen. Pestivirale RNA war jedoch bei kei-
nem Tier nachzuweisen. Trotzdem wurde davon ausgegangen, dass ein pi-BDV-
Schaf zum Zeitpunkt der Triachtigkeit des Muttertiers des pi-BDV-Kalbes auf
dem Betrieb gewesen war. Diese Vermutung wurde unterstiitzt durch das grosse

Vorkommen von BDV-Antikorpern in der Schafgruppe dieses Betriebs.

5.1.2. Gruppe A: Kontaktinfektion von friihtrichtigen Rindern

Die Gruppe A bestand aus sechs friihtrachtigen Rindern, die zum Zeitpunkt der
Infektion 382 bis 748 Tage alt waren (506 £ 126 Tage) und aus fiinf Betrieben
stammten. Drei Tiere gehorten der Fleckviehrasse an und bei zwei Tieren han-
delte es sich um Gebrauchskreuzungen (Fleckvieh x Braunvieh bzw. Fleckvieh
x Gebrauchskreuzung). Alle Tiere waren zum Zeitpunkt des Ankaufs nicht
trachtig. Sie wurden wihrend der Akklimatisationsphase brunstsynchronisiert

und besamt bzw. mit einem virusfreien Stier (BVD-, BD-, IBR-negativ) gedeckt.

5.1.3. Gruppe B: Besamung von Kiihen mit infiziertem Sperma

Die Gruppe B bestand aus sechs nichttrachtigen Braunvieh-Kiihen, die zum
Zeitpunkt der Infektion 972 bis 1320 Tage alt waren (1102 + 137 Tage) und aus
sechs verschiedenen Betrieben stammten. Die Kiihe wurden wihrend der Ak-
klimatisationsphase brunstsynchronisiert; fiinf davon wurden darauf mit virus-
haltigem Sperma des pi-BDV Jungstiers besamt. Eine Kuh diente als Kontrolle

und wurde nicht besamt.

5.2. Pestivirusstatus der beiden Tiergruppen A und B

Alle Tiere waren bereits frither mittels Ohrstanze negativ auf Pestivirus-Antigen
getestet worden (THUR et al., 1996; HILBE et al., 2007a). Zudem waren sie vor
Beginn der Akklimatisationsphase zweimal im Abstand von 20 (Gruppe A) bzw.
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14 Tagen (Gruppe B) mittels ELISA negativ auf das Vorhandensein von Pestivi-

rus-Antikdrpern getestet worden.

5.3. Untersuchungsort und -zeitraum

5.3.1. Haltung der Tiere

Die Untersuchungen wéhrend der Infektionsphase wurden in einem Rinderstall
des Alten Strickhofs der Universitét Ziirich durchgefiihrt. Es handelte sich dabei
um einen betonierten Anbindestall, welcher mit Gittern zu einem Laufstall
umgebaut wurde und Zugang zu einem betonierten Auslauf aufwies. Die Tiere
der Gruppe A mussten aufgrund verschiedener Besamungsdaten gestaffelt mit
dem pi-BDV-Kalb eingestallt werden. In der Zeit bis zum Eintritt in den Infek-
tionsversuch wurden die Tiere daher separiert in den Stallungen des Tierspitals
der Universitdt Ziirich gehalten. Wahrend des Infektionsversuchs wurden die
Tiere der Gruppe A iiber Nacht angebunden, damit allfillige Aborte nicht iiber-
sehen wurden. Wéhrend des Tages konnten sie sich frei im Laufstall und im
Auslauf bewegen. Der Laufstall wurde tiglich mit frischem Stroh eingestreut.
Die Tiere der Gruppe B wurden in Anbindehaltung gehalten und konnten nur am
Nachmittag in den Auslauf. Die Fiitterung bestand bei beiden Gruppen aus Heu
ad libitum, Kraftfutter und einem Erginzungsfuttermittel (Totalin®, Werner Stri-
cker AG, Zollikofen, Schweiz). Wasser stand den Tieren liber Wassertranken
zur freien Verfligung. Die Tiere der Gruppe A hatten zusitzlich freien Zugang
zu zwei mineralisierten Salzleckschalen (UFA 999, Zollikofen, Schweiz) im

Laufstall.

5.3.2. Untersuchungszeitraum

Die Untersuchungen der Gruppe A fanden zwischen dem 12. Januar und dem
24. Juli 2012, diejenigen der Gruppe B zwischen dem 14. Januar und dem 2.
Mai 2013 statt.
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5.3.3. Phasen der Untersuchung
Bei beiden Gruppen ging den Untersuchungen in der Infektionsphase eine Ak-

klimatisationsphase voraus.

5.3.3.1. Akklimatisationsphase

Die Akklimatisationsphase diente als Quarantdnephase und zur Eingewohnung,
Brunstsynchronisation und Besamung der Tiere. Um diese an das Handling zu
gewoOhnen, wurden sie wihrend dieser Zeit angebunden gehalten. Die Tiere
durften in dieser Quarantidnezeit den serologischen Status, der durch serologi-
sche Untersuchungen am Anfang und Ende der Akklimatisationsphase iiberpriift
wurde, nicht verdndern. Um das Infektionsrisiko zu minimieren, wurden die
Rinder raumlich getrennt von anderen Wiederkduern und vom pi-BDV-Kalb ge-
halten. Es wurden separate Schutzkleidung und Stiefel getragen, und die Hande
wurden vor und nach dem Kontakt mit Seife (Baktolin®) und Propanol (Sterilli-

um”) (beides Bode Chemie, Hamburg, Deutschland) desinfiziert.

Gruppe A

Die Akklimatisationsphase dauerte bei den Tieren der Gruppe A zwischen 55
und 97 Tagen (78 £ 15 Tage). Vier der sechs Rinder wurden mit einem 5-Tage-
Co-Synch-Verfahren (PETERSON et al., 2011) synchronisiert. Dazu erhielten
sie am Tag 0 (16 Uhr) 0.1 mg Gonadorelin (Fertagyl®, MSD Animal Health,
Luzern, Schweiz) i.m. und ein Progesteronpessar (Eazi-Breed™ CIDR® B, Zoe-
tis Animal Health, Ziirich, Schweiz) intravaginal verabreicht. Am Tag 5 (16
Uhr) erfolgte die Entfernung des Pessars und die intramuskuldre Injektion von
7.5 mg Luprostiol (Prosolvin®, Virbac, Glattbrugg, Schweiz) sowie eine erneute
intramuskulére Injektion von 7.5 mg Luprostiol 6 Stunden spiter. Am Tag 8 (16
Uhr) wurden die Tiere mit 0.1 mg Gonadorelin (Fertagyl®, MSD Animal
Health) i.m. behandelt. Danach wurden sie mit Sperma eines Pestivirus-
negativen Stiers besamt. Die Besamung musste bei zwei Rindern nach 8 und bei
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den anderen zwei Rindern nach 18 Tagen wiederholt werden, da sie wieder
briinstig wurden. Zwei der sechs Rinder wurden mit einem Pestvirus-negativen
Stier im Natursprung gedeckt. Ein Rind davon musste dazu zuvor mit 7.5 mg

Luprostiol (Prosolvin®, Virbac) i.m. behandelt werden.

Gruppe B

Bei der Gruppe B dauerte die Akklimatisationsphase zwischen 32 und 52 Tagen
(48 = 8 Tage). Der Zyklus der Kiihe wurde mit einem modifizierten Co-Synch-
Verfahren (KASIMANICKAM et al., 2006) synchronisiert. Dazu erhielten alle
Tiere am Tag 0 (16 Uhr) 0.25 mg Gonadorelin (Fertagyl®, MSD Animal Health)
i.m. und ein Progesteronpessar (Eazi-Breed™ CIDR® B, Zoetis Animal Health)
intravaginal verabreicht. Am Tag 7 (16 Uhr) erfolgte die Entfernung des Pessars
und die intramuskulire Injektion von 15 mg Luprostiol (Prosolvin®, Virbac) so-
wie zwei Tage spéter (Tag 9, 16 Uhr) eine weitere intramuskulére Injektion von
0.25 mg Gonadorelin. Nach der Brunstsynchronisation wurden fiinf Tiere an
zwel aufeinander folgenden Tagen dreimal mit Sperma des persistent mit BDV
infizierten Tieres besamt. Die erste Besamung erfolgte am Tag 0 (16 Uhr), die
zweite und dritte Besamung wurden am Tag 1 (7 Uhr und 16 Uhr) durchgefiihrt.
Fiir alle Besamungen wurde kryokonserviertes Sperma vom 19. November 2012
verwendet. Dieses Sperma wies von allen untersuchten Spermaproben den

hochsten Virustiter auf (Tab. 1).

5.3.3.2. Infektionsphase

Gruppe A

Bei der Gruppe A begann die Infektionsphase am 50. Tag der Triachtigkeit. An
diesem als Tag 0 definierten Tag wurden die Tiere mit dem pi-BDV-Kalb zu-
sammen im Laufstall eingestallt. Da bis auf zwei Rinder alle an verschiedenen
Tagen besamt worden waren, fand die Zusammenfiihrung mit dem pi-BDV-

Kalb gestaffelt statt. Die Rinder, welche noch nicht 50 Tage trachtig waren,
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wurden in dieser Zeit strikt separat vom pi-Kalb und den Rindern im Infektions-
versuch gehalten. Die gemeinsame Haltung mit dem pi-Tier dauerte 60 Tage,

das heisst bis zum 110. Triachtigkeitstag.

Gruppe B

Bei den Kiihen der Gruppe B begann die Infektionsphase bei allen gleichzeitig
zum Zeitpunkt der ersten kiinstlichen Besamung mit Sperma des pi-BDV-
Jungstiers und dauerte 56 Tage. Die Kontrollkuh wurde zum selben Zeitpunkt in

den Infektionsversuch miteingebracht.

5.4. Sperma des pi-BDV-Jungstiers

Die Samengewinnung erfolgte, als der Skrotalumfang des Stiers 28 cm betrug,
was als Kriterium fiir die Geschlechtsreife gewertet wurde (WOLF et al., 1965;
LUNSTRA et al., 1978). Da eine Samengewinnung trotz guter Libido und An-
wesenheit eines briinstigen Rindes mit der kiinstlichen Scheide nicht moglich
war (Impotentia coeundi), wurden wihrend acht Wochen mehrere Ejakulate mit-
tels Elektroejakulation gewonnen. Dazu wurde der Stier in einem Behandlungs-
stand fixiert, und es wurde eine Epiduralanisthesie mit 0.3 ml Xylazin (0.02
mg/kg Xylazin Streuli®, Uznach, Schweiz) und 1.7 ml Lidocain (0.02 mg/kg
Lidocain 2% Streuli®) angelegt. Dann wurden die Samenblase und die Samen-
leiterampulle transrektal massiert (PALMER, 2005). Danach erfolgte die Sa-
mengewinnung mit Hilfe eines Elektroejakulators (Lane Pulsator IV, Lane Ma-
nufacturing, Denver, Colorado, USA) und einer Rektalsonde mit 6 cm Durch-
messer unter Anwendung des Standardprogramms fiir Stiere.

Unmittelbar nach der Samengewinnung wurde das Ejakulatvolumen anhand der
Graduierung auf dem Auffangrohrchen bestimmt und der Samen wurde fiir wei-
tere Untersuchungen bei 37 °C im Wiarmebad inkubiert. Die Bestimmung von
Spermiendichte, Gesamtspermienzahl und Spermienmotilitit erfolgte mittels

computerassistierter Spermienanalyse (CASA, Hamilton Thorne IVOS, Version
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12, Beverly, Massachusetts, USA). Fiir die Messungen fanden die Analyse-Ein-
stellungen fiir Stierensperma gemdiss Vorgaben des Geréteherstellers Anwen-
dung, und es wurden standardisierte Messkammern (Standard Count Analysis
Chambers SC 20-01-C, Leja, Nieuw-Vennep, Niederlande) verwendet. Fiir die
Beurteilung der Spermienmorphologie wurden 1 bis 2 Tropfen Samen in ein
Rohrchen mit 2 ml Phosphat-gepufferter Formalinlosung (HANCOCK, 1957)
gegeben. Das fixierte Sperma wurde auf einen Objekttrager pipettiert und an-
schliessend zum Trocknen senkrecht auf ein Loschblatt gestellt. Die abgetrock-
neten Ausstriche wurden wihrend 5 Minuten unter fliessendem Wasser gewa-
schen und anschliessend an der Luft getrocknet. Zur morphologischen Beurtei-
lung wurden die so erhaltenen Ausstriche mit einem kleinen Tropfen Wasser
versehen, ein Deckglas dariibergelegt und mindestens 200 Spermien bei
1000facher Vergrosserung und Olimmersion ausgezihlt, abweichende Formen
protokolliert und der Prozentsatz an normalen Spermien bestimmt.

Von jedem Ejakulat wurde 1 ml Samen fiir die BDV-Bestimmung verwendet.
Die Proben wurden dazu in 10-er Stufen verdiinnt und jeweils 6 Dellen einer
Zellkulturplatte mit einer Verdiinnung beimpft. Das restliche Sperma wurde mit
dem Gefriermedium AndroMed® (Minitiib, Tiefenbach, Deutschland) in einem
Verhiltnis von mindestens 1:2 auf eine Endkonzentration von 80 Millionen
Spermien/ml verdiinnt. Anschliessend erfolgten das Abkiihlen und die Aquilib-
ration wihrend 4 bis 5 Stunden bei 4 °C im Kiihlraum. Das édquilibrierte Sperma
wurde in 0.5 ml Pailletten abgepackt (MPP Uno, Minitiib), mit einem computer-
gesteuerten Einfriergerdt (Micro-Digitcool, IMV Technologies, Saint Ouen Sur
Iton, Frankreich) auf -140 °C tiefgefroren und dann in fliissigem Stickstoff bei
-196 °C gelagert.
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5.5. Methodik der Untersuchungen

5.5.1. Klinische Untersuchungen

Gruppe A

Die Rinder wurden vor Beginn und am Ende der Akklimatisationsphase klinisch
untersucht. Dazwischen wurden téglich der Allgemeinzustand, das Verhalten, die
Fresslust und die Kotbeschaffenheit kontrolliert.

Wihrend der Infektionsphase wurden die Tiere téglich klinisch untersucht. Es
wurden der Allgemeinzustand, die Fresslust und der Néhrzustand beurteilt sowie
das Herz-/Kreislaufsystem, der Atmungs- und Verdauungsapparat untersucht. Zu-
satzlich wurden die Schleimhiute und die dussere Haut kontrolliert. Die rektale
Temperatur wurde tdglich morgens und abends gemessen. Aus den am Morgen
und am Abend gemessenen rektalen Temperaturen wurden Mittelwerte fiir jeden

Infektionstag und fiir jedes Tier berechnet.

Gruppe B

Die Kiihe wurden vor Beginn und am Ende der Akklimatisationsphase klinisch
untersucht. Wihrend der Akklimatisations- und der Infektionsphase wurden tig-
lich der Allgemeinzustand, das Verhalten, die Fresslust und die Kotbeschaffenheit
kontrolliert. Zusitzlich wurde wihrend der Infektionsphase tdglich die rektale
Temperatur gemessen und es wurde zweimal tdglich auf Brunstsymptome geach-

tet.

5.5.2. Trichtigkeitsuntersuchungen

Gruppe A

Die Rinder wurden wiahrend der Infektionsphase in 10-tdgigen Abstinden mittels
Ultraschalluntersuchung auf Trachtigkeit untersucht. Zudem wurde tiglich auf all-

fallige Symptome eines Aborts geachtet.
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Gruppe B
Nach der kiinstlichen Besamung am Tag 0 wurde zusdtzlich zur tiglichen
Brunstbeobachtung am Tag 28 nach der letzten Besamung eine Trachtigkeitsun-

tersuchung mittels Ultraschall durchgefiihrt.

5.5.3. Entnahme von Blutproben

Gruppe A

Am Tag 0 der Infektionsphase wurden Blutproben zur Untersuchung auf Pestivi-
rus-Antigen und -Antikorper entnommen. Wiahrend der Infektionsphase wurden
bis zum Tag 20 in zweitdgigen Abstinden Blutproben fiir den Pestivirus-
Antigennachweis sowie in zehntdgigen Abstinden bis zum Tag 60 Blutproben fiir
den Pestivirus-Antikorpernachweis entnommen. Die Blutentnahmen erfolgten aus
der Schwanzvene (V. caudalis mediana). Die Haut wurde dazu mit einem alkohol-
getrinkten Tupfer gereinigt und mit Hilfe von Vakuumréhrchen (Vacuette, Grei-
ner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) wurden jeweils 9 ml EDTA-Blut
und 9 ml Vollblut in Serumréhrchen entnommen. Die 9 ml EDTA-Blut wurden

zum Antigennachweis und die 9 ml Serum zum Antikérpernachweis verwendet.

Gruppe B

Am Tag 0 der Infektionsphase wurden Blutproben zur Untersuchung auf Pestivi-
rus-Antikérper entnommen. Wéhrend der Infektionsphase wurden bis zum Tag 56
in siebentigigen Abstinden Blutproben zum Pestivirus-Antikorpernachweis ent-

nommen. Die Blutentnahmen erfolgten gleich wie bei der Gruppe A.
5.6. Virologische Blutuntersuchungen

Die Blutproben wurden zur Untersuchung an das Institut fiir Veterindr-Virologie

der Vetsuisse-Fakultédt der Universitit Bern geschickt.
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5.6.1. Nachweis viraler RNA im Blut

Der Nachweis viraler RNA im EDTA-BIlut erfolgte mittels real-time RT-PCR. Je-
de Probe wurde einzeln untersucht. Fiir die Untersuchung mittels RT-PCR wurde
die RNA vorgingig mit Hilfe des Bio-Robot-Universal-Systems und dem
QIAamp-Virus-BioRobot-MDx-Kit, beide von QIAGEN (QIAGEN AG, Hom-
brechtikon, Schweiz), aus antikoaguliertem Vollblut isoliert. Die gewonnene RNA
wurde darauthin entsprechend dem Anweisungsprotokoll des Cador-BVDV-RT-
PCR-Kits (QIAGEN) mit dem Master-Mix, welcher alle Reagenzien und Enzyme
fiir die reverse Transkription und die spezifische Amplifikation beinhaltete, und
der internen Kontrolle, die eine Hemmung der RT-PCR durch moglicherweise in
der Probe vorhandene Inhibitoren anzeigte, gemischt. Fiir die Reaktion wurde der
Thermocycler ABI 7300 (Applied Biosystems, Rotkreuz, Schweiz) verwendet.
Die RNA-Isolation wurde raumlich getrennt von der RT-PCR-Préparation in ei-
nem speziell dafiir vorgesehenen Labor durchgefiihrt. Da die im Master-Mix ent-
haltenen Primer und Proben eine bei Pestiviren konservierte Genom-Sequenz er-
kennen (sogenannte pan-pesti Primer resp. Probe), konnten diese auch fiir die De-
tektion von Border-Disease-Virus verwendet werden. Nach Auswertung der Roh-
daten wurde die in der Probe vorhandene virale RNA-Menge in Ct-Werten ausge-
driickt, wobei ein Ct-Wert < 45 als positiv bewertet wurde. Proben mit Ct-Werten
zwischen 30 und 45 galten als schwach positiv. Proben, welche ein positives Re-
sultat ergaben, wurden nach Abschluss aller initialen Untersuchungen noch einmal

getestet, um den Befund zu bestitigen.

5.6.2. Antikorpernachweis im Blut

Fiir die serologische Untersuchung der Rinderseren wurde ein am Institut fiir Ve-
terindr-Virologie der Vetsuisse-Fakultat Universitit Bern entwickelter Antikorper-
ELISA (,,in-house ELISA*) verwendet. Dieser detektiert wie die meisten konven-
tionell erhiltlichen Antikorper-ELISAs vor allem Antikérper gegen das immun-
dominante Nicht-Strukturprotein NS2-3/NS3, da dieses Protein recht gut konser-
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viert ist und daher die humorale Immunantwort nicht sehr stamm-spezifisch ist
(M. Schweizer, personliche Mitteilung). Um die Interassay-Variabilitit zu vermei-
den und somit den Verlauf des Antikorper-Titers beim jeweiligen Tier abschlies-
send besser beurteilen zu konnen, wurden jeweils alle Seren von einem Tier am
gleichen Tag auf der gleichen Platte gemessen. Mikrotiterplatten (Maxisorp, A/S
Nunc, Kamstrub, Ddnemark) wurden dazu kolonnenweise alternierend mit je 100
ul/Delle Virusantigen (mit dem cp BVD-1a Virus R1935/72 infizierte, Tween 20
behandelte Zellkulturen) respektive negativem Kontrollantigen (nicht infizierte
Zellkulturen) in einer definierten Verdiinnung mit Beschichtungspuffer (0.1 M
Natriumcarbonat-Bicarbonat, pH 9.6) beschichtet und widhrend 16 Stunden bei
4 °C 1in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschliessend wurde die beschichtete
Platte dreimal mit Waschpuffer (0.5 M NaCl; 0.02 M Tris; 0.005 % Tween 20, pH
8.0) gewaschen. Zur Vorbereitung der Serumproben wurden die Vollblutproben
(nicht antikoaguliert) wahrend 10 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert, wodurch
sich das Serum vom Blutkoagulum abtrennte und abpipettiert werden konnte. Da-
nach wurden die Seren 1:10 in 1 % Milchpuffer (Bio-Magermilchpulver gelost in
Waschpuffer) verdiinnt und in die Platten verteilt (100 pl/Delle). Es folgten eine
einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur und dreimaliges Waschen der Platten
mit Waschpuffer. Um die gebundenen Antikérper der Rinderseren nachzuweisen,
wurde an Peroxidase gebundene Ziegen-anti-Rinder IgG (KPL Kirkegaard & Per-
ry Lab, Produkt Nummer 14-12-06, bezogen via BioConcept, Allschwil, Schweiz)
in jede Delle pipettiert und wihrend 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliessend wurden die Platten erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Zur
Sichtbarmachung der konjugierten Antikdrper wurde die Chromogenlésung ABTS
(Roche Diagnostics, Indianapolis, USA) zugegeben und die Farbung mittels eines
ELISA-Platten-Lesers gemessen. Dabei wurde die optische Dichte bei A = 405 nm
bestimmt und als OD-Wert (optical density) in Prozent relativ zum OD-Wert des
verwendeten Standardserums angegeben. Relative OD-Werte iiber 20 % wurden

als verdéachtig, solche iiber 30 % als positiv beurteilt.
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5.6.3. Serumneutralisationstest (SNT)

Um herauszufinden, gegen welche Spezies von Pestiviren die Antikdrper gerichtet
waren, wurden von jedem Rind, das im ELISA positiv reagiert hatte, zusitzlich
ausgewdihlte Serumproben in einem Serumneutralisationstest (SNT) analysiert.
Dazu wurde das zu untersuchende Serum in 2-er Stufen verdiinnt und anschlies-
send wurde die eine Hélfte des Volumens mit einer festgelegten Menge
(100 TCIDs(/Delle) von BDV (BDSwiss, R8540/11 ch149; siehe auch Kapitel
5.1.1.), die andere Hilfte mit einer solchen von BVDV (R1935/72) gemischt. Die
Virus-Serum-Mischungen wurden 60 Minuten bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert,
damit die Antikorper an die Viren binden konnten. Anschliessend wurde jede
Verdiinnung in 6 Dellen (100 pl/Delle) einer 96-er Mikrotiterplatte verteilt, deren
Boden mit embryonalen Kélbernasen-Epithelzellen (EKaNaEp) beschichtet war.
Damit wurde tberpriift, welches Virus das Serum besser neutralisieren konnte.
Danach wurden die Platten wahrend 5 Tagen bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert und
die mit Pestivirus infizierten Zellen (= keine Neutralisation des Virus durch Anti-
korper) mittels polyklonaler Immunperoxidase (IPO)-Farbung sichtbar gemacht.
Der dabei ermittelte neutralisierende Antikorper-Titer wurde als reziproker Wert
derjenigen Serum-Verdiinnung ausgedriickt, bei welcher die Antikorper in 50 %
der infizierten Dellen eine Infektion zu verhindern vermochten (REED und
MUENCH, 1938).

Um die aufgrund der genetischen Verwandtschaft von BVDV und BDV auftreten-
den Kreuzreaktionen nicht in die Ergebnisse miteinzubeziehen (BECHER et al.,
2003), wurden nur Rinder, deren Titer gegen BDV mindestens viermal so hoch
waren wie diejenigen gegen BVDV, als sicher mit BDV infiziert beurteilt. Titer,
die zwar klar hoher, aber nicht viermal so hoch waren, wurden als ,,BDV-
Infektion vermutet® beurteilt. Falle, bei denen ein Titer nicht mit Sicherheit hoher
war als der andere oder bei denen eine Titration nicht beurteilbar war, wurden als

,hicht differenzierbar* eingestuft.
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5.7. Untersuchungen an Uterus, Plazenta und Fetus in der Gruppe A

5.7.1. Pathologisch-anatomische Untersuchung

Nach der Schlachtung der Rinder der Gruppe A wurden die trachtigen Uteri zur
weiteren Untersuchung an das Institut fiir Veterindrpathologie der Vetsuisse-
Fakultit der Universitdt Ziirich verbracht. Die Uteri, Plazenten, Ovarien und Feten

wurden makroskopisch untersucht.

5.7.2. Histologische Untersuchung

Die histologische Untersuchung umfasste die Uteri, Plazenten und Ovarien der
Versuchsrinder und die Organe der Feten (Dickdarm, Diinndarm, Gehirn, Haut,
Herz, Leber, Lunge, Milz, Nabel, Niere, Schilddriise, Thymus, Vorméigen, Zunge).
Dazu wurden die Organproben zugeschnitten, mit Hamatoxylin-Eosin (HE) ge-

farbt und lichtmikroskopisch beurteilt.

5.7.3. Immunhistochemische Untersuchung

Fiir die immunhistochemische Untersuchung wurden bei den Feten Proben von
Schilddriise, Zunge und Haut (Ohr) sowie Proben der Plazentome entnommen.
Die Proben von Schilddriise, Zunge und Haut wurden bei -196 °C in Fliissigstick-
stoff schockgefroren und danach mithilfe des Kryostats zugeschnitten. Von jedem
Organ wurden jeweils drei 5 bis 6 um dicke Schnitte angefertigt, welche wihrend
10 Minuten in -20 °C kaltem Aceton fixiert wurden. Ab diesem Schritt wurde
auch immer eine Positivkontrolle mitgefiihrt. Um die endogenen Peroxidasen zu
blockieren, wurde anschliessend jeder Schnitt mit 100 ul (2 Tropfen) 3 % H,O,
(Wasserstoffperoxid) gelost in H,O plus 0.2 % NaNj (Natriumazid) behandelt.
Nach 10 Minuten Einwirkungszeit bei Raumtemperatur wurden die Schnitte zuerst
fiinfmal mit H,0 (Leitungswasser) und danach einmal mit PBS (Phosphate Buffe-
red Saline, pH 8.0) gewaschen. Die Plazentomstiicke wurden im Gegensatz zu
Schilddriise, Zunge und Haut in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und an-

schliessend zugeschnitten. Es wurden ebenfalls jeweils drei Schnitte angefertigt,
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welche entparaffiniert und mittels Proteinase K (DAKO REAL™ S2019, Baar,
Schweiz) vorbehandelt wurden. Danach wurden die Schnitte mit Wasserstoffper-
oxid, wie die Kryostatschnitte, und einem Proteinblock (DAKO Protein Block Se-
rum-Free, Ready-to-use Code X0909) fiir jeweils 10 Minuten bei Raumtemperatur
behandelt. Zwischen jedem Schritt wurden sie mit PBS gespiilt.

Anschliessend erfolgte die Inkubation mit 100 pul (2 Tropfen) primiarem Antikor-
per pro Schnitt (monoklonaler mouse-anti-BVD in PBS, pH 8.0) fiir 60 Minuten
bei 37 °C. Die verwendeten Antikorper C42, CA3 und CA34 (Losung 1:100; La-
bor Dr. Bommeli AG, Bern, Schweiz) waren BVDV-spezifisch und wurden daher
in einer Mischlosung fiir den jeweils ersten Schnitt verwendet. Wahrend CA3 und
CA34 gegen das Glykoprotein E2 gerichtet waren, band C42 an das Glykoprotein
gp48 (E™). Der zweite Schnitt von Schilddriise, Zunge und Haut wurde mit dem
Pestivirus-spezifischen Antikorper C16 (Losung 1:100; Labor Dr. Bommeli AG)
behandelt. C16 war dabei gegen das Nichtstrukturprotein p125/80 (NS2-3/NS3)
gerichtet. Der zweite Schnitt des Planzentoms wurde iliber Nacht mit dem pri-
miren monoklonalen Pestivirus-spezifischen Antikorper 15C5 in einer Verdiin-
nung von 1:10°000 (E. Dubovi, New York State College of Veterinary Medicine,
Cornell University, Ithaca, New York, USA) behandelt. 15¢5 band an das hoch-
konservierte Glykoprotein gp48 (E™). Der dritte Schnitt jeder Probeentnahmestel-
le wurde als Negativkontrolle mitgefiihrt und daher nur mit PBS behandelt. Um
die nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen, wurden die Schnitte mit PBS ge-
spiilt. Darauf folgte die Inkubation mit 100 pl sekunddrem Antikdrper pro Schnitt
(EnVision-Peroxidase, Mouse, DAKO K4001) fiir 30 Minuten bei Raumtempera-
tur. Wiederum wurden die nicht-gebundenen Antikérper mittels PBS abgespiilt,
bevor die jeweiligen Schnitte zur Sichtbarmachung der gebundenen Antikorper
mit 100 pl des Chromogens AEC (Aminoethyl Carbazole Peroxidase Substrat Kit,
DAKO REAL™ K5003) behandelt wurden. Nach 15 Minuten bei Raumtempera-
tur konnte die Reaktion am Mikroskop kontrolliert werden. Nach einem weiteren

PBS-Waschgang wurden die Schnitte mit Glycerin-Gelatine (Kaisers Glyce-
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ringelatine, 1.09242.0100, Merck, Zug, Schweiz) eingedeckt und im Lichtmikro-
skop beurteilt.

5.7.4. Virologische Untersuchung

Zum Nachweis viraler RNA im Fetus und in der Plazenta der geschlachteten Rin-
der wurden Proben der Haut, des Thymus und des Diinndarms sowie Proben der
Plazenta und der Ovarien des Muttertiers bei -20 °C gefroren und zum Pestivirus-
Nachweis an das Institut fiir Veterinir-Virologie der Vetsuisse-Fakultdt der Uni-
versitdt Bern geschickt. Dort wurden die Proben homogenisiert. Haut und Thymus
wurden dazu mechanisch mit dem Gewebezerkleinerer (Tissue Lyser, Qiagen) und
Diinndarm und Plazenta enzymatisch mit dem QIAamp cador Pathogen Mini Kit
gemiss den Angaben des Herstellers (Qiagen) aufgeschlossen. Die dadurch ge-
wonnene Suspension wurde zentrifugiert und der Uberstand wurde zur RNA-
Isolation mittels RT-PCR (Qiagen One-Step RT-PCR Kit) gemiss den Anweisun-
gen des Herstellers verwendet. Um die gewlinschte 5'-UTR-RNA-Sequenz zu
amplifizieren, wurde als Primer das pan-pesti Primer-Paar 324/326 verwendet
(VILCEK, 1994). Um die gewonnenen RT-PCR-Produkte zu sequenzieren, muss-
ten diese zuerst in einem 1 % Agarose Gel mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
und die gewiinschten DNA-Fragmente mit Hilfe des QIA-quick PCR Purification
Kits (Qiagen) isoliert werden. Eine bestimmte Menge dieser Fragmente (22.5 ng
pro 100 Basen) wurde anschliessend in einer Mischung mit Wasser und Primer an

Microsynth AG (Balgach, Schweiz) zur Sequenzierung geschickt.

5.8. Statistik

Die Daten wurden mit Hilfe des Programms Office Excel 2007 (Microsoft Inc.)
erfasst. Die kontinuierlichen Daten wurden danach mit Hilfe des Programms IBM
SPSS Statistics 20 (IBM Schweiz AG, Ziirich) deskriptiv analysiert. Die Daten
wurden mit dem Wilk-Shapiro-Test auf ihre Normalverteilung tiberpriift. Die Er-

gebnisse der zwei Tiergruppen wurden bei normalverteilten Daten als Mittelwerte
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+ Standardabweichungen angegeben. Bei nicht normalverteilten Daten wurden die
Mediane mit Minimal- und Maximalwerten angegeben. Die weiterfithrenden sta-
tistischen Analysen der Antikorpertiter (OD-Werte) wurden mit dem Programm
Stata durchgefiihrt (StataCorp., 2011, Stata Statistical Software, Texas, USA). Um
signifikante Verdnderungen der Variable OD-Wert im Zusammenhang mit dem
Tag nach der Infektion und dem Vorkommen eines pi-Fetus zu priifen, wurden ein
t-Test, ein generalisiertes lineares Modell und eine Varianzanalyse (ANOVA)
durchgefiihrt. Das zugrundeliegende Stata Modell lautete flir den t-Test <by Pro-
be d , sort: ttest OD Wert, by (pi_Fetus2)>, fiir das generalisierte lineare Mo-
dell <xtmixed OD_ Wert pi_Fetus2##Probe d || Probe d :> und fiir die ANO-
VA <OD Wert Probe c.pi_Fetus, repeated (Probe) bse (Tier)>. Grundsitzlich

wurden P-Werte < 0.05 als signifikant angesehen.

5.9. Zusammenarbeit mit anderen Instituten

Am Zustandekommen der vorliegenden Arbeit waren ausser der Klinik fiir Wie-

derkduer der Vetsuisse-Fakultit der Universitidt Ziirich (Prof. Dr. Dr. h. ¢. U.

Braun) die folgenden Institute und Abteilungen der Vetsuisse-Fakultiten Ziirich

und Bern beteiligt:

- Institut fiir Veterindr-Virologie der Vetsuisse-Fakultit der Universitit Bern
(Prof. Dr. R. Zanoni): Organisation der Durchfiihrung der virologischen und se-
rologischen Untersuchungen durch Herrn PD Dr. M. Schweizer und die Mitar-
beiterinnen des Labors.

- Institut fiir Veterinarpathologie der Vetsuisse-Fakultdt der Universitit Ziirich
(Prof. Dr. A. Pospischil): Durchfiihrung der Sektionen, der histologischen und
der immunhistochemischen Untersuchungen durch Frau Dr. M. Hilbe und die
Mitarbeiterinnen des Labors.

- Klinik fiir Reproduktionsmedizin der Vetsuisse-Fakultdt der Universitit Ziirich

(Prof. Dr. H. Bollwein): Durchfiihrung der andrologischen und gyndkologischen
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Eingriffe durch Herrn Prof. Dr. F. Janett und der entsprechenden Untersuchun-
gen durch Herrn Prof. Dr. F. Janett und die Mitarbeiter des Labors.

- Abteilung fiir Ambulanz und Bestandesmedizin der Vetsuisse-Fakultit der Uni-
versitit Ziirich (Prof. Dr. M. Héssig): Hilfe bei der statistischen Auswertung der
Ergebnisse durch Herrn Prof. Dr. M. Hissig.

5.10. Tierversuchsbewilligung
Fiir die Versuche lag eine Tierversuchsbewilligung des Kantonalen Veterindramts
Zirich vor. Sie war unter der Nummer 31/2012 registriert und fiir die Zeit vom

28.3.2012 bis 28.4.2014 giiltig.
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6. Ergebnisse

6.1. pi-BDV-Rind

Das ménnliche pi-BDV-Rind wurde im Alter von 41 Tagen im Quarantdnestall
des Tierspitals der Universitit Ziirich eingestallt. Im Alter von 195 Tagen wurde
das Tier mit dem ersten Rind der Gruppe A zusammen im Versuchslaufstall ein-
gestallt und dort bis zum Abschluss der Versuchsreihe, das heisst bis zum Alter
von 311 Tagen, gehalten. Das pi-BDV-Rind war wihrend der gesamten Versuchs-
dauer in der Gruppe A klinisch gesund und fieberfrei. Es fiel jedoch auf, dass es
nur langsam wuchs und die Geschlechtsreife erst mit knapp 400 Tagen erreichte.
Im Alter von 392 Tagen betrug der Skrotalumfang 28 cm, was als Kriterium fiir
die Geschlechtsreife gewertet wurde (WOLF et al., 1965; LUNSTRA et al., 1978).
Normalerweise erreichen Jungstiere der Braunviehrasse diesen Skrotalumfang be-
reits im Alter von 264 + 9 Tagen und solche der Angusrasse im Alter von 295 £ 9
Tagen (LUNSTRA et al., 1978). Bis zum Alter von 451 Tagen erreichte der Skro-
talumfang 30 cm. Diese Grosse entsprach demjenigen eines 300 Tage alten Braun-
vieh-Stiers bzw. eines 330 Tage alten Angus-Stiers (LUNSTRA et al., 1978). Spe-
zifische Daten zur Limousinrasse liegen keine vor. Bei Erreichen der Geschlechts-
reife mit 392 Tagen wies der pi-BDV-Jungstier zwar eine gute Libido auf, er
konnte aber den Penis nicht komplett erigieren (Impotentia coeundi). Die Sperma-
gewinnung, welche an 9 verschiedenen Tagen erfolgte, musste mittels Elektroeja-
kulation durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse der Spermaanalyse, insbesondere

auch die Virustiter des Spermas, sind in der Tabelle 1 aufgelistet.
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Tab. 1: Ejakulatanalyse und Virusgehalt des Spermas des persistent mit BDV infizierten Stiers im Alter von 392 bis
451 Tagen (12. Oktober bis 10. Dezember 2012)

Spermien- | Gesamtsper- Normale Virustiter
Ejakulat | Volumen dichte mienzahl Motilitét Spermien Virustiter (TCIDs¢/10°
(Datum) | (ml) (x10°/ml) (x10% (%) (%) (TCIDs¢/ml) | Spermien
12.10.12 7.0 220.1 1414.6 7 5.0 3.98x10" | 1.81x10°
22.10.12 3.0 168.0 504.0 21 9.4 3.16x 107 | 1.88x10°
29.10.12 5.6 246.2 1373.7 24 10.4 251x107 | 1.02x10°
08.11.12 5.4 140.9 760.9 30 12.4 1.78x 107 | 1.26x 10°
12.11.12 10.0 185.3 1852.5 16 NU 562x10" | 3.04x10°
19.11.12 8.3 173.8 1442.2 23 10.3 251x10° | 1.44x10°
26.11.12 6.0 176.4 1058.6 44 13.0 1.00x 10" | 5.68x 10°
04.12.12 9.3 92.7 862.5 18 NU 5.62x10° | 6.05x 10
10.12.12 6.8 27.8 392.9 22 NU 231x107 | 3.98x10°

NU: Nicht untersucht




6.2. Kontaktinfektion von frithtrachtigen Rindern (Gruppe A)

6.2.1. Klinische Befunde bei den Rindern der Gruppe A

Allgemeinzustand, Fresslust und Nahrzustand

Der Allgemeinzustand und die Fresslust der Rinder waren mit Ausnahme der Wo-
che 4 nach Beginn der Infektionsversuche ungestort. In der Woche 4 erkrankten,
kurz nach Einstallung des Rindes 4 in den Laufstall, vier Rinder (1 bis 4) an einer
fieberhaften Bronchopneumonie. Alle vier Tiere erkrankten unabhéngig von der
Linge der bis dahin andauernden Infektionsphase. Die Rinder 5 und 6 waren zu

diesem Zeitpunkt noch nicht im Infektionsversuch. Der Nahrzustand war stets gut.

Rektale Temperatur

Wihrend der Akklimatisationsphase lag die rektale Temperatur zwischen 37.6 und
40.0 °C (Median = 38.5 °C). Das Rind 1 wies an einem Tag eine Temperatur von
40.0 °C auf. Der Allgemeinzustand und die Fresslust waren aber gut, und bei der
Messung am folgenden Tag lag die Temperatur wieder im Normalbereich. Wah-
rend der Infektionsphase lag die mittlere rektale Temperatur zwischen 37.9 und
40.1 °C (Median = 38.5 °C; Abb. 2). Das Rind 1 wies an den Tagen 14, 29 und 30
nach Eintritt in den Infektionsversuch Temperaturen zwischen 39.1 und 39.5 °C
auf. Das Rind 2 wies am Tag 22 eine Temperatur von 40.3 °C und das Rind 4 an
den Tagen 6, 7, 10 und 60 Temperaturen zwischen 39.1 und 39.4 °C auf. Bis auf
die Temperaturanstiege beim Rind 1 am Tag 14 und beim Rind 4 am Tag 60 traten
alle Temperaturanstiege in der vierten Woche nach Beginn des Infektionsversuchs
auf. Das Rind 4 war eine Woche vor dem Auftreten der ersten Temperaturanstiege

in die Gruppe integriert worden.
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Herz- und Kreislaufsystem

Die Herzfrequenz lag wéhrend der gesamten Infektionszeit zwischen 60 und 108
Schldgen pro Minute (Median = 76 Schldge pro Minute). Das Herz- und Kreis-
laufsystem aller Rinder wies wihrend der Infektionsphase keine Auffilligkeiten

auf.

Atemapparat

Die Atemfrequenz lag wihrend der gesamten Infektionszeit zwischen 20 und 52

Atemziigen pro Minute (Median = 28 Atemziige pro Minute). Der Atemtyp war

stets kostoabdominal mit Ausnahme von Rind 2 an den Tagen 22, 23 und 24, Rind

3 am Tag 24 und Rind 4 an den Tagen 7, 8, 16, 20 und 30 nach Beginn der Infek-

tionsphase. Die Auskultation der Lunge ergab bei 4 Rindern die folgenden abnor-

men Befunde:

- Rind 1: Verschirftes Vesikuldratmen an den Tagen 31 und 33

- Rind 2: Verschérftes Vesikuldratmen und teilweise Giemen an den Tagen 22 bis
32

- Rind 3: Verschérftes Vesikuldratmen an den Tagen 25 bis 30, leichtgradiges Gie-
men am Tag 27

- Rind 4: Verschirftes Vesikuldratmen an den Tagen 7 bis 17

- Die Rinder 5 und 6 zeigten wihrend der gesamten Infektionsphase eine unauffal-
lige Lungenauskultation. Zudem husteten die Rinder 1 und 4 an den Tagen mit
abnormen Auskultationsbefunden. Wahrend der Husten bei den Rindern 1 bis 3

wieder verschwand, blieb er beim Rind 4 bis zur Schlachtung bestehen.

Verianderungen an den Schleimhéuten und Trinenfluss
Die Schleimhdute von Maulhohle und Vestibulum vaginae waren stets rosafarben,
feucht und glénzend. Wihrend der gesamten Infektionsphase konnten keine Ro-

tungen oder Erosionen beobachtet werden. Bei den Rindern 5 und 6 wurde in un-
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regelmassigen Abstinden serdser Tranenfluss gesehen, der jeweils spontan wieder

verschwand.

Gastrointestinaltrakt
Die Pansen- und Darmmotorik war bei allen Rindern stets ungestort. Der Kot aller
Tiere wies wihrend der gesamten Infektionszeit eine normale Beschaffenheit auf,

wobei diese zwischen diinn- und dickbreiig variierte.

Haut
An der Haut konnten wihrend der gesamten Infektionsphase keine abnormen Be-

funde festgestellt werden.

Trichtigkeitsuntersuchungen
Die Rinder zeigten nie uniiblichen Vaginalausfluss oder Symptome eines Abortge-
schehens. Bei allen Rindern konnten die Trichtigkeiten bei jeder Untersuchung

bestitigt und der Herzschlag des Fetus mittels Ultraschall dargestellt werden.

6.2.2. Virologische Blutuntersuchungen bei den Rindern der Gruppe A
Virusnachweis

Die Erstuntersuchung der Blutproben in den ersten 20 Tagen nach Beginn der In-
fektionsphase ergab bei drei Rindern (3, 4, 5) schwach positive, fiir einen Virus-
nachweis sprechende Ct-Werte (Tab. 2): Beim Rind 3 wurde bei der Erstuntersu-
chung am Tag 10 pestivirale RNA mit einem schwachen Ct-Wert von 40.7 nach-
gewiesen. Bei der nochmaligen Untersuchung (Nachuntersuchung) der gleichen
Blutprobe war das Ergebnis negativ. Beim Rind 4 wurde am Tag 8 pestivirale
RNA mit einem Ct-Wert von 37.8 nachgewiesen. Bei der Nachuntersuchung war
der Ct-Wert mit 39.7 geringgradig hoher. Die Sequenzierung ergab aber keine
verwertbaren Resultate. Beim Rind 5 war das Ergebnis an vier aufeinanderfolgen-

den Untersuchungen (Tage 8, 10, 12, 14) positiv. Die Ct-Ergebnisse lagen mit
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Werten zwischen 39.6 und 42.5 im leicht positiven Bereich. Die Nachuntersu-
chungen von den Tagen 8, 12 und 14 waren negativ, diejenige vom Tag 10 war

mit einem Ct-Wert von 41.7 erneut positiv.

Serologische Untersuchung (ELISA)

Bis zum 10. Tag nach Infektionsbeginn waren alle Rinder seronegativ (Abb. 3).
Zwischen den Tagen 11 und 19 stiegen die OD-Werte der Rinder 4, 5 und 6 lang-
sam an, wahrend diejenigen der Rinder 1, 2 und 3 erst ab dem Tag 20 zunahmen.
Am Tag 20 wiesen die Rinder 4 und 5 einen fiir eine Serokonversion sprechenden
OD-Wert von 35 bzw. 30 % auf. Bis zum Tag 30 hatten auch die Rinder 1 und 6
und bis zum Tag 40 die Rinder 2 und 3 serokonvertiert (OD-Werte 39, 71, 61, 104
%). Bei allen Rindern stiegen die OD-Werte bis zum Tag 60 weiter an. Die hochs-
ten OD-Werte wurden an diesem Tag bei den Rindern 3, 4 und 5 mit 274, 182 und
216 % gemessen (Tab. 3). Bei den Rindern 1, 2 und 6 lagen die OD-Werte am Tag
60 bei 119, 89 und 110 %.

47



Tab. 2: Nachweis von viraler RNA aus EDTA-Blut von 6 Rindern der Gruppe A
wihrend der Infektionsphase

Tag | Probe Rind1 |Rind2 |Rind3 |Rind4 |Rind 5 | Rind 6
0 | Erstuntersuchung

Nachuntersuchung

2 | Erstuntersuchung

Nachuntersuchung

4 | Erstuntersuchung

Nachuntersuchung

6 | Erstuntersuchung

Nachuntersuchung

8 | Erstuntersuchung 37.8 40.6
Nachuntersuchung 39.7

10 | Erstuntersuchung 40.7 39.6
Nachuntersuchung 41.7

12 | Erstuntersuchung 42.5
Nachuntersuchung

14 | Erstuntersuchung 40.8
Nachuntersuchung

16 | Erstuntersuchung

Nachuntersuchung

18 | Erstuntersuchung

Nachuntersuchung

20 | Erstuntersuchung

Nachuntersuchung

Hellgraue Felder: Kein Nachweis von viraler RNA

Dunkelgraue Felder: Positiver Nachweis von viraler RNA + Ct-Wert
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Abb. 3: Verlauf der OD-Werte in Prozent bei 6 Rindern der Gruppe A an den Ta-
gen 0 bis 60 der Infektionsphase. OD-Werte iiber 30 % (schwarze Linie) gelten als

positiv

Serumneutralisationstest

Der am Tag 60 nach Beginn der Infektionsphase durchgefiihrte Serumneutralisa-
tionstest (SNT) war in Bezug auf BDV positiv, da alle Tiere hohe Werte an spezi-
fischen, neutralisierenden Antikorpern aufwiesen (Tab. 3). Die Titer variierten
zwischen 152 und > 512. In Bezug auf BVDV war der SNT bei zwei Rindern (1
und 2) negativ, wiahrend die restlichen vier Rinder nur sehr geringe Antikorper-
mengen gegen das BVD-Virus auf. Bei allen sechs Rindern lag der Quotient
BDV- zu BVDV-Antikorper-Titer iiber 4, was fiir eine Antikorperbildung auf-
grund einer Infektion mit BDV sprach.
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Tab. 3: OD-Werte, SNT-Titer und Quotienten der BDV-/BVDV-SNT-Titer der 6

Rinder der Gruppe A
Rind | OD-Wert (%) | SNT BDV SNT BVDV Qgi’;g{}t_TBitDe \r/*'/
1 119 152 Negativ’ > 38
2 89 215 Negativ >353
3 274 304 8 38
4 182 431 27 16
216 >512 16 > 32
6 110 >512 8 > 64

* Detektionsgrenze SNT <4

6.2.3. Untersuchungen an Uterus, Plazenta und Fetus in der Gruppe A
Pathologisch-anatomische Untersuchung

Alle Rinder wiesen makroskopisch unauffallige Uteri, Plazenten und Feten auf.
Die Gewichte der Feten lagen zwischen 533 und 700 g (582.2 £ 62.26 g) und die

Scheitelsteissbeinldngen variierten zwischen 19 und 24 cm (20.8 = 2.48 cm).

Histologische Untersuchung der fetalen Organe

Die histologische Untersuchung der fetalen Organe war bei allen sechs Feten un-
auffallig. Bei den Rindern 3, 4 und 5 wurden jedoch in den Plazentomen Entziin-
dungszellen (Plasmazellen, Lymphozyten) und Anzeichen von Fibrose, bei den

Rindern 4 und 5 auch nekrotische Verdnderungen nachgewiesen (Tab. 4).

Immunhistochemische Untersuchung
Bei der immunhistochemischen Untersuchung mittels Pestivirus-spezifischen An-
tikorpern (C16, 15C5) reagierten die Proben der fetalen Organe und Plazentome

der Rinder 3, 4 und 5 immer positiv (Tab. 4), wihrend die Untersuchung mit
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BVDV-spezifischen Antikorpern (C42, CA3, CA34) immer negativ war. Auffillig
war, dass Pestivirus-spezifische Antikorper in den Plazentomen vorwiegend in de-
ren fetalen Zellen gebunden wurden (also Pestivirus vorhanden war), wéhrend in
den maternalen Zellen kaum Antigen nachgewiesen werden konnte (Abb. 4). Die
Proben der Rinder 1, 2 und 6 ergaben sowohl mit Pestivirus- als auch mit BVDV-

spezifischen Antikérpern negative Resultate.

Virologische Untersuchung

In den untersuchten Proben der fetalen Organe und der Plazentome der Rinder 3, 4
und 5 wurden mit Hilfe der RT-PCR pestivirale RNA-Sequenzen nachgewiesen
(Tab. 4). Die Sequenzen der 5'-UTR entsprachen bei den Rindern 3 und 5 zu
100 % der beim pi-BDV-Kalb isolierten Sequenz. Die beim Rind 4 isolierte Se-
quenz wies eine Verdnderung der Base am Lokus 94 auf. Anstatt der Base Adenin
(A) lag Thymin (T) vor. Beim Rind 1 wurde in keiner Probe pestivirale RNA
nachgewiesen. Beim Rind 2 wurden im Plazentom, in der fetalen Haut und im fe-
talen Diinndarm Banden pestiviraler RNA gefunden, welche in der Sequenzierung
zu 100 % dem Virus des pi-BDV-Kalbes entsprachen. Die RT-PCR der fetalen
Schilddriise war nicht eindeutig. Beim Rind 6 konnten ebenfalls im Plazentom und
im fetalen Diinndarm wenige Banden pestiviraler RNA nachgewiesen werden. Die
RNA in der Plazenta wies zu 100 % das gleiche Genom wie beim pi-BDV-Kalb
auf und die RNA im Diinndarm enthielt die gleiche Mutation wie die beim Rind 4

isolierte.

Pi- und nicht-pi-Feten

Aufgrund der eindeutig positiven Befunde bei der immunhistochemischen und vi-
rologischen Untersuchung aller fetalen Organe wurden die Feten der Rinder 3, 4
und 5 als persistent mit BDV infiziert diagnostiziert. Der Fetus vom Rind 1 wurde
als nicht mit BDV infiziert eingestuft, da sowohl immunhistochemisch als auch vi-

rologisch kein Antigen bzw. Virus nachgewiesen werden konnte. Die Feten der
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Rinder 2 und 6 wurden ebenfalls nicht als persistent infiziert angesehen. Bei die-
sen Feten konnte zwar in den fetalen Organen mittels RT-PCR teilweise Virus
nachgewiesen werden; die immunhistochemische Untersuchung fiel jedoch immer

negativ aus. Es kann sich bei denen daher um eine transiente Infektion handeln.

Tab. 4: Histologische, immunhistochemische und virologische Untersuchungen

der Plazentome bei 6 Rindern der Gruppe A und der Organe ihrer Feten sowie de-

ren Status
_ . | THC
Nr. Rind / Fetus | Histologie RT-PCR Status Fetus
C16/15C5
| Rind Negativ Negativ Negativ -
: : . Nicht
Fetus Negativ Negativ Negativ infiziert
5 Rind Negativ Negativ Positiv -
: : Teilweise Transient
Fetus Negativ Negativ positiv infiziert
Rind E,F? Positiv Positiv -
3 : .\ .. Persistent
Fetus Negativ Positiv Positiv e
infiziert
A Rind E,N, F Positiv Positiv -
Fetus Negativ Positiv Positiv Rer31§tent
infiziert
Rind E,N, F Positiv Positiv -
5 .
Fetus Negativ Positiv Positiv Rers1sfuent
infiziert
Rind Negativ Negativ Tellv&./ejlse -
6 positiv
: : Teilweise Transient
Fetus Negativ Negativ positiv infiziert

D THC = Immunhistochemie

JE Entziindung, N Nekrose, F Fibrose
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Abb. 4: Immunhistochemische Untersuchung eines Plazentoms von Rind 5 (En-
Vision-Methode mit Antikorper 15C5 und HE-Férbung). Die rot gefdarbten Zellen
sind Pestivirus positiv. Mit einem Stern markiert = fetale Zellen, mit einem Pfeil

markiert = maternale Zellen

6.2.4. Beziehung zwischen der Serokonversion und den klinischen Befunden
der Gruppe A
Zwischen dem Tag der Serokonversion und den jeweiligen klinischen Befunden

konnte kein zeitlicher Zusammenhang festgestellt werden.

6.2.5. Beziehung zwischen der Serokonversion und den pathologischen Be-
funden der Gruppe A

Die statistische Analyse der durchschnittlichen OD-Werte liber die 60 Tage (7
Proben x 6 Tiere) ergab sowohl im generalisierten linearen Modell als auch in der
Varianzanalyse (ANOVA) eine signifikante Abhéngigkeit der OD-Werte vom Tag

nach der Infektion und vom Infektionsstatus des Fetus. Mittels t-Tests wurde an
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den Tagen 50 und 60 ein signifikanter Unterschied in der Hohe des durchschnittli-
chen OD-Werts zwischen den Rindern mit persistent-BDV-infizierten und denje-
nigen mit nicht persistent infizierten Feten festgestellt (Abb. 5). Mittels des gene-
ralisierten linearen Modells wurden bereits ab dem Tag 40 nach Beginn der Infek-
tionsphase signifikant hohere Mittelwerte der OD-Werte bei Rindern mit persis-
tent infizierten im Vergleich zu nicht persistent infizierten Feten ermittelt. Am Tag
40 nach der Infektion iiberschnitten sich die Konfidenzintervalle noch leicht, an
den Tagen 50 und 60 gingen die durchschnittlichen OD-Werte wie auch die dazu-

gehorigen Konfidenzintervalle deutlich auseinander.
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Abb. 5: Mittelwerte der OD-Werte im ELISA fiir Pestivirus-Antikdrper mit 95 %
Konfidenzintervall fiir drei Rinder mit pi-Feten (A ) und drei Rinder mit nicht-pi-
Feten (e); * signifikanter Unterschied zwischen den durchschnittlichen OD-

Werten der Rinder mit pi- bzw. nicht-pi-Feten (P < 0.05)
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6.3. Besamung von Kiihen mit infiziertem Sperma (Gruppe B)

6.3.1. Klinische Befunde bei den Kiihen der Gruppe B

Allgemeinzustand, Fresslust und Nahrzustand

Der Allgemeinzustand und die Fresslust der Kiihe waren wihrend der gesamten
Untersuchungszeit ungestort und alle Tiere wiesen stets einen guten Nahrzustand

auf.

Rektale Temperatur

Die rektale Temperatur der fiinf besamten Kiihe lag vom Tag 0 bis zum Tag 55
nach der Besamung zwischen 37.4 und 40.3 °C (Median = 38.3 °C; Abb. 6), die-
jenige der nicht besamten Kontrollkuh zwischen 37.4 und 39.1°C (38.3 £+ 0.36,
Abb. 6). Zwei der besamten Kiihe und die Kontrollkuh wiesen wiahrend des Unter-
suchungzeitraums Temperaturen iiber 39.0 °C auf: die Kuh 1 am Tag 49 mit
39.3 °C, die Kuh 2 an den Tagen 49 und 51 mit 40.3 °C und 39.1 °C und die Kon-
trollkuh am Tag 49 mit 39.1 °C.

Trichtigkeitsuntersuchung

Die fiinf besamten Kiihe und die Kontrollkuh wurden 20 bis 23 Tage nach der
letzten Besamung wieder briinstig. Bei der Ultraschalluntersuchung 28 Tage nach
der Besamung erwies sich, wie aufgrund des Umrinderns bereits vermutet, keine

Kuh als trachtig.
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Abb. 6: Rektale Temperatur der 5 Kiihe nach Insemination mit Border-Disease-Virus-infiziertem Sperma und der nicht be-

samten Kontrollkuh iiber 55 Tage



6.3.2. Virologische Blutuntersuchungen bei den Kiihen der Gruppe B
Serologische Untersuchung (ELISA)

Bis zum Tag 7 nach der Besamung mit virushaltigem Sperma waren alle fiinf Kii-
he seronegativ (Abb. 7). Als erstes wiesen die Kiihe 3 und 4 am Tag 14 eine Sero-
konversion mit OD-Werten iiber 30 % auf (62 bzw. 51%). Am Tag 21 folgten die
Kiihe 2 und 5 mit Werten von 71 und 55 %. Am Tag 28 serokonvertierte als letz-
tes Tier die Kuh 1 mit einem OD-Wert von 61 %. Die OD-Werte aller fiinf Tiere
stiegen bis zum Tag 42 stark an und verblieben dann bei den letzten beiden Unter-
suchungen zwischen 136 (Kuh 2) und 237 % (Kuh 5). Das Kontrolltier war bei al-
len neun Untersuchungen seronegativ. Es wies OD-Werte zwischen -1 und 2 %

auf.
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Abb. 7: Verlauf der OD-Werte in Prozent bei 5 infizierten Kiihen nach der Besa-
mung mit virushaltigem Sperma und der nicht besamten Kontrollkuh {iber 56 Ta-

ge. OD-Werte iiber 30% (schwarze Linie) wurden als positiv bewertet
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Serumneutralisationstest

Der am Tag 56 nach der Besamung durchgefiihrte Serumneutralisationstest (SNT)
war in Bezug auf BDV bei allen 5 Kiihen positiv: Alle Kiihe wiesen Titer von 215
bis 512 auf (Tab. 5). Bei allen fiinf Kiihen konnten dagegen nur sehr geringe
Mengen Antikorper gegen das BVD-Virus gefunden werden und der Quotient
BDV- zu BVDV-Antikorpertiter lag liber 4, was fiir eine Antikorperbildung auf-
grund einer Infektion mit BDV sprach. Bei der Kontrollkuh war der SNT in Bezug

auf beide Viren negativ.

Tab. 5: OD-Werte, SNT-Titer und Quotienten der BDV-/BVDV-SNT-Titer bei 5

mit virushaltigem Sperma besamten Kiihen und der Kontrollkuh 56 Tage nach der

Besamung
Kuh OD-Wert (%) SNT BDV SNT BVDV ngo\gi[(;r\lﬁ_gi[ze\:/

1 177 431 27 16

2 148 304 11 28

3 171 215 16 13

4 190 256 11 23

5 237 512 27 19
Kolilltlrli)ll— 1 <6 <6 n.a.

n.a. nicht anwendbar

6.3.3. Beziehung zwischen der Serokonversion und den klinischen Befunden
der Gruppe B
Zwischen dem Tag der Serokonversion und den jeweiligen klinischen Befunden

bestand kein zeitlicher Zusammenhang.
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7. Diskussion

7.1. Ubersicht

Es wurde schon mehrfach berichtet, dass das Border-Disease-Virus bei Rindern
vorkommt und dass die Interspeziesiibertragung des Border-Disease-Virus von
Schafen auf Rinder moglich ist (CARLSSON und BELAK, 1994; BECHER et al.,
1997; CRANWELL et al., 2007; KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2008a;
HORNBERG et al., 2009; STRONG et al., 2010; McFADDEN et al., 2012). Dies
konnte ebenso experimentell bestitigt werden (KRAMETTER-FROTSCHER et
al., 2008b; REICHLE, 2009). Im Weiteren wurde nachgewiesen, dass eine BDV-
Infektion der Rinder wihrend der frithen Trachtigkeit in iiber 50 % der Félle auf-
grund einer intrauterinen Infektion des Fetus zum friihzeitigen Abbruch der Tréich-
tigkeit fithren kann (GIBBONS et al., 1974; KRAMETTER-FROTSCHER et al.,
2010a). Es liegen jedoch bisher keine Daten dariiber vor, ob eine Ubertragung des
Border-Disease-Virus innerhalb der Rindergattung moglich ist und falls ja, ob
solch eine Infektion unter natiirlichen Bedingungen vonstatten geht. Bis heute be-
richteten einzig McFADDEN et al. (2012) von einer Rinderherde, in welcher ein
persistent mit BDV infizierter Deckstier entdeckt wurde und zur gleichen Zeit alle
Rinder seropositiv waren. Dabei wiesen die Rinder hohere Antikorpertiter gegen
BDV als gegen BVDV auf. Die Autoren vermuteten eine vom Stier ausgehende
Infektion. Sie konnten dies retrospektiv allerdings nicht beweisen. Ebenso wie
iiber die Ubertragung ist bis heute wenig iiber die klinische Erkrankung von Rin-
dern mit einer BDV-Infektion bekannt. Bei zwei an Border-Disease erkrankten
Rindern wurden Symptome beschrieben, die sich dhnlich wie diejenigen bei der
Bovinen-Virus-Diarrhoe-Virus-Infektion und der Mucosal Disease manifestierten
(CRANWELL et al., 2007). Der von McFADDEN et al. (2012) beschriebene 3-
jahrige Galloway-Deckstier fiel aufgrund eines verzogerten Wachstums und einer
verminderten Fertilitdt auf. In der vorliegenden Arbeit wird erstmals eine Infektion
seronegativer Rinder und Kiihe durch ein persistent mit BDV infiziertes Tier der

Rindergattung beschrieben.
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7.2. Kontaktinfektion von frithtrachtigen Rindern (Gruppe A)

7.2.1. Klinische Befunde bei den Rindern der Gruppe A

Die Rinder 1, 2, 3 und 4 wiesen innerhalb derselben Woche, aber an unterschiedli-
chen Tagen nach Infektionsbeginn, einen verminderten Allgemeinzustand und ei-
ne verminderte Fresslust auf. Bei den Rindern 1, 2 und 4 wurden im gleichen
Zeitraum rektale Temperaturen iiber 39.0 °C gemessen. Dazu kamen bei allen vier
Rindern respiratorische Symptome. Da sich die Symptome unabhédngig von der
Linge der bis dahin andauernden Infektionsphase bei allen vier Tieren innerhalb
derselben Woche manifestierten, ist es eher unwahrscheinlich, dass es sich dabei
um eine klinische Erkrankung infolge einer Border-Disease-Infektion handelte.
Auffillig war, dass das Rind 4 eine Woche nach dem Einstallen in den Laufstall
als erstes Tier respiratorische Symptome und Fieber zeigte. Die Tiere 1, 2 und 3
erkrankten dann gleichzeitig 3 bis 4 Tage spéter an den gleichen Symptomen. Da
die Tiere aus verschiedenen Betrieben stammten und auch wihrend der Akklima-
tisationsphase getrennt voneinander gehalten wurden, kam es vermutlich aufgrund
der Umgruppierung und des transportbedingten Stresses zum Ausbruch einer en-
zootischen Bronchopneumonie. Diese Vermutung unterstiitzt die Tatsache, dass
bei den Rindern 1, 2 und 3 kein Zusammenhang zwischen den Symptomen und
dem Auftreten von Virus oder Antikdrpern im Blut gesehen werden konnte. Beim
Rind 4 traten die ersten Symptome drei Tage vor Beginn der Serokonversion auf.
Da dieses Tier aber auch nach der Serokonversion bis zum Ende des Versuchs
immer wieder hustete und Erkrankungen der Lunge aufgrund einer Border-Di-
sease-Infektion bis heute nie beschrieben wurden, kann die BDV -Infektion als Ur-
sache fiir die klinischen Symptome als eher unwahrscheinlich angesehen werden.
Dazu kommt, dass die Tiere 5 und 6, welche erst einige Wochen spéter eingestallt
wurden, nie respiratorische Symptome und Fieber zeigten.

Ausserhalb dieser einen Woche wiesen die Rinder 1, 2, 4 und 6 bei einzelnen
Messungen Temperaturen iiber 39.0 °C auf, ohne dass gleichzeitig klinische

Symptome beobachtet wurden. Allerdings traten diese Temperaturanstiege bei den
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Rindern 1 und 6 sechs bzw. zwei Tage vor der Serokonversion auf. Auch andere
Autoren (KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2010a) beschrieben bei einem In-
fektionsversuch mit trachtigen Rindern und persistent infizierten BDV-Schafen
leichtgradige Temperaturerh6hungen im Zeitraum von 10 Tagen vor der Serokon-
version. Bei Schafen wurde die Temperaturerhdhung als einziges Symptom einer
akuten BDV-Virdmie beschrieben (NETTLETON et al., 1998). Das Fieber entwi-
ckelte sich bei Limmern in einem Infektionsversuch von THABTI et al. (2002) 10
bis 18 Tage vor der Serokonversion.

Die bei den Rindern 2 und 4 beobachteten Temperaturanstiege an den Tagen 58
und 33 konnen in keinen Zusammenhang mit klinischen Symptomen oder Blutbe-
funden gebracht werden und deren Ursache ist daher unklar.

Ein Abortgeschehen wie bei 60 % der Rinder im Versuch von KRAMETTER-
FROTSCHER et al. (2010a) konnte nicht beobachtet werden. Eine Ursache konnte
in einer unterschiedlichen Virulenz des Genotyps BDV-3 im Versuch dieser Auto-
rengruppe im Vergleich zum Virus der BDSwiss-Untergruppe im vorliegenden
Versuch liegen. GIBBONS et al. (1974) konnten bei 90 % der trachtigen Rinder
durch intramuskuldre Infektion mit BD-Viren einen Abort auslosen. Bei diesen
Unterschieden muss in Betracht gezogen werden, dass bei einer Kontaktinfektion
weder die Infektionsdosis noch der Infektionszeitpunkt genau bekannt sind. Im
Weiteren ist auch nicht bekannt, ob persistent infizierte Schafe und Rinder gleich
viel Virus ausscheiden. In der vorliegenden Untersuchung wie auch im Versuch
von KRAMETTER-FROTSCHER et al. (2010a) sollten die Tiere iiber Kontaktin-
fektion mit einem pi-BDV-Tier infiziert werden. Die Tiere wurden bei beiden
Versuchen in einem Stall mit Auslauf gehalten, wobei aber bei KRAMETTER-
FROTSCHER et al. (2010a) 9 persistent infizierte Schafe auf 8 Rinder kamen; in
der vorliegenden Studie wurde aber nur ein persistent infiziertes Kalb mit 6 Rin-
dern zusammengehalten. Auch der Versuch von GIBBONS et al. (1974) lésst sich
mit dem vorliegenden nicht genau vergleichen, da die genannten Autoren allen

Tieren am gleichen Tag dieselbe Virusdosis injizierten.
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Der Vorteil unserer Versuchsanordnung liegt darin, dass sie einer solchen im Feld
vermutlich am nédchsten kommt, wo ein pi-Tier zusammen mit vielen anderen ge-
halten wird und diese nach und nach infiziert. Schliesslich muss als vermutlich
entscheidend aufgefiihrt werden, dass die Rinder der genannten Autoren erst 54
bis 202 (KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2010a) bzw. 66 bis 213 Tage (GIB-
BONS et al., 1974) nach der Infektion abortierten. Unsere Rinder wurden aber be-
reits nach 60 Tagen geschlachtet, sodass die Zeitspanne fiir das Auftreten eines

Aborts vermutlich zu kurz war.

7.2.2. Virologische Blutuntersuchungen bei den Rindern der Gruppe A
Virusnachweis

Bei drei Rindern (3, 4 und 5) wurde bei der Erstuntersuchung der Blutproben mit-
tels RT-PCR pestivirale RNA nachgewiesen. Bei der Nachuntersuchung derselben
Blutproben konnten diese Ergebnisse nur bei den Rindern 4 und 5 bestétigt wer-
den. Es handelte sich immer um schwache Ct-Werte (35 < Ct <45). Solche Werte
befinden sich an der Grenze der Nachweisbarkeit und schon nur eine geringe Ver-
ringerung der Ausgangsmenge der RNA, z. B. durch die Lagerung, kann dazu fiih-
ren, dass in der spiter folgenden Nachuntersuchung der gleichen Blutprobe keine
RNA mehr nachweisbar ist. So schwache Ct-Werte konnen infolge einer echten
Virdmie oder aber auch infolge von Kontaminationen wéahrend der Probenentnah-
me oder aber bei der Arbeit im Labor entstehen (VILCEK und BELAK, 1996).
Die Probenentnahmen wurden so sauber wie moglich durchgefiihrt. Es wurde fiir
jedes Tier jeweils eine neue Kaniile verwendet, und die Proben wurden mittels
Vakuumrohrchen entnommen, um den Kontakt und damit Kreuzkontaminationen
zwischen den einzelnen Blutproben zu vermeiden. Die angewendete Methode der
real-time RT-PCR ermoglichte es, dass keine Prozesse nach der Amplifikation
durchgefiihrt werden mussten und verringerte auf diese Weise die Gefahr von
Kontaminationen bei der Probeniibertragung (HURTADO et al., 2009). Im Weite-
ren wurden die Schritte der RNA-Isolierung, der PCR-Vorbereitung und der RNA-
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Amplifikation in verschiedenen, speziell dafiir vorgesehenen Labors durchgefiihrt,
was das Risiko einer Kontamination bei der Laborarbeit weiter verminderte. Die
Wabhrscheinlichkeit einer Kontamination der Proben bei der Entnahme oder der
Bearbeitung im Labor ist daher als gering zu bewerten. Auch wiren durch Konta-
mination hervorgerufene Ct-Werte > 35 nur gelegentlich zu erwarten und nicht,
wie in der vorliegenden Untersuchung, gebiindelt bei verschiedenen Tieren an den
gleichen Tagen vor der Serokonversion. Obschon die positiven Ergebnisse der
Erstuntersuchung nicht bei allen Nachuntersuchungen der Blutproben bestitigt
werden konnten, gibt es verschiedene Punkte, die fiir eine echte, wenn auch nur
schwache, Viramie sprechen. Zum einen ist dies der Zeitpunkt des Virusnachwei-
ses an den Tagen 8, 10, 12 und 14 vor Beginn der Serokonversion. REICHERT
(2009) konnte in seiner Dissertation bei 3 von 7 Kilbern zwischen den Tagen 8
und 21 nach der Infektion virale RNA im Blut nachweisen. HURTADO et al.
(2009) konnten bei Schafen mit einer transienten BDV-Infektion zwischen dem 2.
und 21. Tag nach der Infektion Virus im Blut nachweisen, wobei die Virdmie ih-
ren Hohepunkt an den Tagen 6 bis 7 post infectionem erreichte, dann sank, um an
den Tagen 11 bis 12 wieder anzusteigen. Auch THABTI et al. (2002) fanden bei
intratracheal mit BDV infizierten Ldmmern bereits an den Tagen 4 bis 9 nach der
Infektion Virus im Blut. Bei Kélbern wurde bei einer Infektion mit BVD-Viren ein
dhnlicher Zeitpunkt der Virdmie festgestellt. Mittels RT-PCR wurde im Blut der
Kélber zwischen dem 3. und 12. Tag nach der Infektion pestivirale RNA nach-
gewiesen (PEDRERA et al., 2009; KELLING und TOPLIFF, 2013). Bei Kiihen
fiihrte eine intranasale Infektion mit BVDV am Tag 82 der Trichtigkeit zwischen
dem 7. und 15. Tag nach der Infektion zu einer Virdmie, die mittels RT-PCR
nachweisbar war (SMIRNOVA et al., 2008). Ebenfalls fiir den Nachweis einer
echten Virdmie spricht, dass nur bei denjenigen Tieren Virus-RNA identifiziert
wurde, welche die hochsten Antikorpertiter aufwiesen und bei welchen nach der
Schlachtung persistent mit BDV infizierte Feten nachgewiesen wurden. Dies ist

somit die erste Arbeit, die eine Virdmie bei Rindern mit einer durch Kontakt her-
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vorgerufenen Border-Disease-Infektion beschreibt. So wurde zwar bei Infektions-
versuchen von Kélbern und Rindern, welche mit persistent BDV infizierten Scha-
fen zusammengehalten wurden, bereits eine Serokonversion der Tiere gegen das
BD-Virus nachgewiesen; das Virus selber aber konnte nie aus den Blutproben iso-
liert werden (KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2008b; REICHLE, 2009;
KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2010a). Es wurde jedoch bereits bei peroral
mit BDV infizierten Kélbern virale RNA aus dem Blut isoliert (REICHERT,
20009).

Serologische Untersuchung (ELISA)

Bereits frither wurde in einem ersten Infektionsversuch von Rindern mit dem Bor-
der-Disease-Virus gezeigt, dass die Tiere nach der intramuskuldren Injektion des
aus Schafen gewonnen Virus Antikorper bildeten (GIBBONS et al., 1974). Im
vorliegenden Versuch hatten bis zum 40. Tag alle sechs Rinder serokonvertiert.
Die ersten beiden Rinder (4 und 5) erreichten bereits am Tag 20 einen OD-Wert >
30 %. Dieses Resultat entspricht demjenigen von KRAMETTER-FROTSCHER et
al. (2010a), die trichtige Rinder zusammen mit persistent mit BDV infizierten
Schafen hielten. Die Rinder serokonvertierten zwischen den Tagen 23 und 38. Bei
Lammern trat die Serokonversion bei Kontaktinfektion mit einem persistent infi-
zierten Lamm erst nach 60 bis 126 Tagen ein (BRAUN et al., 2004). Am Tag 82
waren vier Lammer seropositiv und am Tag 126 waren bei sechs der acht Lammer
Antikorper nachweisbar. Die Tiere waren aber in der ersten Zeit des Versuchs auf
der Weide und die Kontakte zwischen thnen waren vermutlich geringer als im vor-
liegenden Versuch, wo die Tiere zwar liber einen Auslauf verfiigten, aber die
meiste Zeit im Stall verbrachten. Bei der direkten intratrachealen Infektion entwi-
ckelten auch Lammer bereits nach 16 bis 21 Tagen Antikorper gegen das BD-
Virus (THABTI et al., 2002). Auch bei Infektionsversuchen mit dem BVD-Virus
wiéhrend der Trachtigkeit konnte eine Serokonversion bei den Muttertieren nach-

gewiesen werden. So bildeten Rinder, welche in der frithen Trachtigkeit (72. Tag)
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infiziert wurden, bereits 15 Tage spiter Antikorper. Rinder, welche erst in der spa-
ten Trachtigkeit (175. Tag) infiziert wurden, bildeten ebenfalls Antikorper, aber
erst zu einem spateren Zeitpunkt (SMIRNOVA et al., 2008). In zwei dhnlichen
Versuchen wurden trichtige Ziegen intramuskuldr bzw. intranasal mit BVDV
bzw. BDV infiziert und serokonvertierten ab der zweiten (DEPNER et al., 1991)
bzw. dritten Woche unabhéngig davon, ob die Infektion in einem frithen oder spa-
ten Trichtigkeitsstadium stattfand (LOKEN und BJERKAS, 1991).

In der vorliegenden Untersuchung ergab die statistische Auswertung, dass die
Rinder 3, 4 und 5, welche mit einem persistent infizierten Fetus trachtig waren, ab
dem Tag 40 nach Infektionsbeginn signifikant hohere Serumantikorpertiter auf-
wiesen als die Rinder 1, 2 und 6. Bereits frithere Untersuchungen zeigten, dass
Muttertiere, welche mit einem persistent mit BVDV infizierten Fetus tragend wa-
ren, hohere Antikorpertiter aufwiesen als solche mit einem nicht persistent infi-
zierten Fetus (BROWNLIE et al., 1998; LINDBERG et al., 2001; STOKSTAD et
al., 2003). Bereits am 180. Tag der Triachtigkeit konnte ein Grossteil der Trachtig-
keiten mit einem persistent mit BVDV infizierten Kalb anhand der Hohe des An-
tikorpertiters des Muttertiers vorhergesagt werden (BROWNLIE et al., 1998). Die
Diskrepanz zwischen den Antikorpertitern verstirkte sich mit zunehmender Tréich-
tigkeit und erreichte in den letzten zwei Triachtigkeitsmonaten eine Sensitivitit
von 100 % bei einem Testtrennwert von 90 % OD (STOKSTAD et al., 2003). Im
vorliegenden Versuch wurden die Rinder nur bis zum 60. Tag nach Infektionsbe-
ginn (110. Trachtigkeitstag) serologisch untersucht. Bereits ab dem 40. Infektions-
tag unterschieden sich die OD-Werte der mit und ohne pi-Fetus trachtigen Rinder
signifikant.

Serumneutralisationstest
Alle sechs Rinder wiesen am Tag 60 nach Infektionsbeginn hohe Werte an BDV -
neutralisierenden Antikérpern auf, wahrend bei den Rindern 1 und 2 keine und bei

den Rindern 3 bis 6 nur eine geringe Anzahl Antikorper gegen das BVDV gefun-
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den wurden. Der Nachweis von geringen Titern BVDV-neutralisierender Antikor-
per beruht auf einer gewissen Kreuzneutralisation innerhalb des Genus Pestivirus.
Dabei neutralisieren aber induzierte, spezifische Antikorper das Border-Disease-
Virus bis zu hundertfach besser als das Bovine-Virus-Diarrhoe-Virus (BECHER
et al., 2003; REICHERT, 2009; REICHLE, 2009). In der vorliegenden Untersu-
chung waren die Titer der Rinder gegen das Border-Disease-Virus zwischen 16
und 64 Mal hoher als gegen das BVD-Virus. Da Tiere mit einem mindestens vier-
fach hoheren Titer als mit BDV infiziert angesehen werden (BRAUN et al.,
2013b), lasst sich daraus schliessen, dass es sich bei allen Rindern um eine spezifi-
sche Antikorperbildung gegen eine Infektion mit dem Border-Disease-Virus han-

delte.

7.2.3. Untersuchungen an Uterus, Plazenta und Fetus in der Gruppe A
Pathologisch-anatomische Untersuchungen

Alle sechs Uteri, Plazenten und Feten waren, soweit makroskopisch beurteilbar,
unauffillig. Die Grossen und Scheitelsteissbeinldngen (SSL) variierten relativ
stark, wobei aber ein direkter Vergleich aufgrund der verschiedenen Rassen und
der unterschiedlichen Genetik der Tiere nicht moglich war. Grundséitzlich lagen,
gemessen am Alter der Feten, beide Merkmale innerhalb der Normwerte (RUSSE
und GRUNERT, 1993) und es bestand kein Zusammenhang zwischen tiefen Ge-
wichten oder kurzen Scheitelsteissbeinldngen und dem Infektionsstatus der Feten.
Im Gegensatz dazu stellten KRAMETTER-FROTSCHER et al. (2010a) bei fiinf
abortierten Rinderfeten deutliche makroskopische Veranderungen und zu geringe
Grdssen fest. So waren bei zwei Rindern, welche zwischen dem 113. und 116. Tag
der Trachtigkeit (54 bis 59 Tage nach der ersten Exposition) abortierten, die Feten
(ein Einling und ein Zwillingspaar) mumifiziert und besassen eine Scheitelsteiss-
beinldnge (SSL) von nur 11 bis 12 cm. Der vierte Fetus, welcher am 132. Tag der
Triachtigkeit (70 Tage nach erster Exposition) tot geboren wurde, besass eine SSL

von 21 cm. Ein weiteres Rind abortierte erst 202 Tage nach der ersten Exposition
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(267. Trachtigkeitstag) und der Fetus wies ein untypisch langes Fell und massive
Lisionen in Gehirn und Herz auf. Er besass zwar eine SSL von 70 cm, wog dabei
aber nur 16 kg. In den Untersuchungen von GIBBONS et al. (1974) an Rinderfe-
ten war das anhand von Gewicht, Scheitelsteissbein- und Knochenldnge errechne-
te Alter in sechs von sieben Fillen tiefer als das effektive Alter des Fetus. Drei Fe-
ten konnten nicht weiter untersucht werden, da es sich ebenfalls um Mumien han-
delte. Die Autoren konnten in weiterfithrenden Untersuchungen bei drei Feten eine
abnorme Knochenbildung als Grund fiir das retardierte Wachstum feststellen.
Auch bei Schaf-Feten war das BD-Virus als Ursache fiir ein vermindertes Kno-
chenwachstum erkannt worden (GIBBONS et al., 1974), und es liess sich rontge-
nologisch eine verdnderte Knochenstruktur erkennen (CAFFREY et al., 1997).
Derartige Knochenveranderungen wurden bei persistent mit BVDV infizierten
Kélbern schon mehrfach beschrieben (O‘CONNOR und DOIGE, 1993; SC-
RUGGS et al., 1995; HILBE et al., 2000; NUSS et al., 2005; WEBB et al., 2012).
Im vorliegenden Versuch wurden die fetalen Knochen aufgrund der normalen
Grossenverhiltnisse nicht weiter untersucht. Das nicht retardierte Wachstum der
persistent infizierten Feten zum Zeitpunkt der Schlachtung lag vermutlich an der
zu kurzen Versuchsdauer. So waren bei persistent mit BVDV infizierten bovinen
Feten die typischen Knochenverdnderungen erst ab dem 192. Triachtigkeitstag
rontgenologisch und histologisch zu erkennen (WEBB et al., 2012). Die Organe
der Feten waren ebenfalls alle unauffillig. Es konnten keine Gehirnveridnderun-
gen, zum Beispiel eine Kleinhirnhypoplasie/-aplasie oder eine Hydranenzephalie
wie dies bei persistent mit BDV infizierten Lammern bzw. mit BVDV infizierten
Kélbern beschrieben wurde, festgestellt werden (NETTLETON et al., 1998; RA-
DOSTITS et al., 2007a, 2007b). Die vorliegenden Untersuchungen lassen keine
Aussage darliber zu, ob es zu einem spiteren Zeitpunkt noch zu Verdnderungen

der Knochen und des Wachstums gekommen wire.
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Histologische Befunde

Die fetalen Organe waren histologisch bei allen sechs Feten unauffillig. Eine Hy-
pomyelinisation des Nervensystems, wie dies bei persistent mit BDV infizierten
Limmern (SAWYER, 1992) und bei einem bovinen Fetus beschrieben wurde
(KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2010a), konnte nicht gefunden werden.
Auch konnten im Gehirn keine Léasionen, wie dies bei Rindern mit BDV- bzw.
BVDV-Infektionen gefunden wurde, nachgewiesen werden (GIBBONS et al.,
1974; GROOMS, 2004).

Bei den 3 Rindern, welche mit pi-BDV-Feten tragend waren, wurden histologisch
in den makroskopisch unauffélligen Plazenten Anzeichen einer Plazentitis festge-
stellt. Diese stellten sich dhnlich wie die bei BDV-Infektionen von trichtigen
Schafen (OSBURN and CASTRUCCI, 1991) und Rindern (GIBBONS et al.,
1974; KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2010a) sowie BVDV-Infektionen von
trachtigen Rindern (OSBURN and CASTRUCCI, 1991) beobachteten dar. Es ist
anzunehmen, dass die Entziindungen in den Plazenten den Ausgangspunkt fiir die

Infektion der Feten darstellen.

Immunhistochemische Untersuchung

Die immunhistochemische Untersuchung von Zunge, Haut, Schilddriise und Pla-
zenta stellt erwiesenermassen eine sensitive Methode dar, um eine persistente In-
fektion mit Pestiviren in einem Fetus zu entdecken (THUR et al., 1997). Von den
sechs Feten und Plazenten reagierten die Proben von drei Rindern jeweils mit den
Pestivirus-spezifischen Antikorpern C16 und 15C5 positiv, wihrend es mit den
BVDV-spezifischen Antikérpern C42, CA3 und CA34 zu keiner Reaktion kam.
Das bedeutet, dass es in den Feten mit grosser Wahrscheinlichkeit zu einer persis-
tenten Infektion mit dem Border-Disease-Virus gekommen war. Auffillig war,
dass die Antikorper praktisch nur auf der fetalen Plazentomseite an Antigen ban-
den. Dies lasst sich dadurch erkldren, dass die Muttertiere 3, 4 und 5 zwischen den

Tagen 20 und 40 nach Infektionsbeginn sehr hohe Antikorpertiter gegen das BD-

68



Virus gebildet hatten und somit das Virus im maternalen Kreislauf wihrend der
Trachtigkeit neutralisieren konnten. Da die Plazentarschranke bei Wiederkduern
aber sehr dicht ist (Placenta epitheliochorialis) konnten die Antikérper nicht in den
Kreislauf des Fetus iibertreten und das Virus konnte den Fetus infizieren (RUSSE
und GRUNERT, 1993).

Virologische Untersuchung

Mit Hilfe der RT-PCR konnte der Verdacht einer Border-Disease-Virus-Infektion
der Feten 3, 4 und 5 bestétigt werden. Bei den Tieren 3 und 5 wurde zu 100 % die
gleiche Sequenz wie beim pi-Kalb nachgewiesen. Die Tatsache, dass sich die Se-
quenz beim Rind 4 an einem Lokus um eine Base unterschied, 1dsst sich mit einer
spezifischen Eigenschaft der RNA-Viren erkldren. Diese besteht darin, dass inner-
halb einer infizierten Zelle nicht immer identische Nachkommen, sondern auch
sogenannte Varianten durch Mutation, Rekombination und Neuordnungen inner-
halb des Genoms produziert werden (DOMINGO et al., 2012). Eine solche An-
sammlung von Varianten wird auch als Quasispezies bezeichnet (DOMINGO et
al., 2012). Solche Sequenzverdnderungen iiber die Zeit und somit das Vorkommen
von solchen viralen Varianten wurden auch schon bei zwei persistent mit BVDV
infizierten Kélbern nachgewiesen (COLLINS et al., 1999). Vermutlich kommen
diese Varianten aber viel hdufiger vor als dass sie nachgewiesen werden. Beim
Menschen werden solche Quasispezies starker erforscht, da Varianten bekannter
Viren, wie zum Beispiel des Humanen-Immundefizienz-Virus (HIV), des Hepati-
tis-B- und des Hepatitis-C-Virus, die Entwickler von Vakzinen aufgrund der hiu-
figen Resistenzbildung immer wieder vor Probleme stellen (DOMINGO et al.,
2012).

Der Nachweis pestiviraler RNA in den Proben der Feten und in den Plazentomen
der Rinder 2 und 6 konnte sowohl auf einer echten Infektion als auch auf einer
Kontamination wahrend der Probenentnahme, dem Versand oder der Probenverar-

beitung beruhen. Davon ausgehend, dass sich eine persistente Infektion mit dem
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Border-Disease-Virus dhnlich wie eine solche mit dem BVD-Virus verhilt, hétten
die Organproben von persistent infizierten Tieren auch in der immunhistochemi-
schen Untersuchung auf Virusantigen positiv ausfallen miissen. Es konnte bei mit
BVDV infizierten Feten gezeigt werden, dass die Untersuchung einzelner Organe
mittels Immunhistochemie genau so sensitiv wie die Virusisolation (THUR et al.,
1997; NJAA et al., 2000) und die RT-PCR ist (HILBE et al., 2007b). Daher be-
steht auch die Mdoglichkeit, dass es sich bei den Feten der Rinder 2 und 6 um tran-
siente Infektionen handelte. Beide Muttertiere hatten Antikorper gegen BDV ge-
bildet und waren somit erfolgreich infiziert worden. Es hétte somit zur Virusiiber-
tragung auf den Fetus kommen kénnen, wobei dabei, aus noch unbekannten Griin-
den, nicht immer ein persistent infizierter Fetus entstehen muss. Der Nachweis
von RNA in den Organen von transient mit BVDV infizierten Feten ist moglich
(HILBE et al., 2007b; HANSEN et al., 2010) und es konnte somit sein, dass bei
diesen beiden Feten transient vorkommendes Virus in der RT-PCR nachgewiesen
wurde. Fiir eine transiente Infektion der Feten 2 und 6 spricht, dass immunhisto-
chemisch in den Hautproben vom Ohr bei beiden kein Virusantigen nachgewiesen
werden konnte und dass diese Methode heute allgemein als Mittel zur Diagnostik
von persistent infizierten Feten und Kélbern akzeptiert ist (NJAA et al., 2000;
HILBE et al., 2007b).

In den Proben des Fetus und des Plazentoms von Rind 1 konnte keine pestivirale
RNA nachgewiesen werden. Wie bei den Rindern 2 und 6 muss aufgrund der An-
tikorperbildung gegen BDV im Blut des Muttertiers nach Infektionsbeginn von ei-
ner erfolgreichen Infektion ausgegangen werden. Der Grund, weshalb es in diesem
Fall zu keiner Virusiibertragung auf den Fetus gekommen ist, ist jedoch unbe-
kannt. Moglich wére, dass das Muttertier das Virus, aufgrund eines besseren Im-
munstatus oder einer geringeren Virusmenge im Blut, neutralisieren konnte, bevor

es zu einer Infektion des Fetus kam.
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7.2.4. Beziehung zwischen der Serokonversion und den pathologischen Be-
funden der Gruppe A

Die statistische Analyse der durchschnittlichen relativen OD-Werte der Rinder mit
bzw. ohne pi-Fetus iiber die 60 Tage wihrend des Infektionsversuchs ergab eine
signifikante Abhédngigkeit der relativen OD-Werte von der Infektionsdauer und
vom Infektionsstatus der Feten. Solche Abhingigkeiten der Antikorpertiter vom
Vorkommen eines persistent infizierten Fetus wurden bei einer Border-Disease-
Infektion noch nicht beschrieben. Das Phinomen ist jedoch bei Infektionen mit
dem Virus der Bovinen-Virus-Diarrhoe bereits bekannt. So wurden bei Kiihen am
180. Tag der Trichtigkeit im Vergleich zu einem nicht infizierten Fetus im Durch-
schnitt zehnmal hohere Antikorpertiter gemessen, wenn die Tiere mit einem mit
BVDYV persistent infizierten Fetus trichtig waren (BROWNLIE et al., 1998). Ein
Vergleich der OD-Werte der Miitter von persistent bzw. nicht infizierten Feten
iiber die gesamte Trachtigkeitsdauer ergab eine signifikante Beziehung dieser
Werte mit der Dauer der Trichtigkeit, dem Zeitpunkt der Probenentnahme und
dem Infektionsstatus der Feten (LINDBERG et al., 2001; STOKSTAD et al.,
2003). Die Antikorpertiter stiegen bei einer Trachtigkeit mit einem BVDV persis-
tent infizierten Fetus deutlich stiarker an und ab dem 135. Tag der Trachtigkeit un-
terschieden sich die OD-Werte der beiden Gruppen signifikant (STOKSTAD et
al., 2003). Auffallig in den Studien von LINDBERG et al. (2001) und STOK-
STAD et al. (2003) war, dass die durchschnittlichen Antikorpertiter der Muttertie-
re mit persistent infizierten Feten deutlich unter denjenigen der Tiere in der vor-
liegenden Untersuchung lagen. So variierten die Werte im dritten bis vierten
Trachtigkeitsmonat zwischen 70 und 85 (LINDBERG et al., 2001) bzw. 40 und 60
% (STOKSTAD et al., 2003). Gegen Ende der Triachtigkeit lagen sie bei 140
(LINDBERG et al., 2001) bzw. knapp 160 % (STOKSTAD et al., 2003). Beide
Autorengruppen empfahlen, die Antikorpertiter erst in den letzten zwei bis drei
Triachtigkeitsmonaten als Kriterium fiir die Trachtigkeit mit einem pi-Feten anzu-

wenden. Bei den Antikorpertitern im vorliegenden Versuch mit Border-Disease-
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Virus lag bei einer Trachtigkeit mit pi-Feten zwar auch eine grosse Streuung vor.
Im Durchschnitt erreichten diese aber bereits am 90. Triachtigkeitstag einen OD-
Wert von 134 + 48.5 und am Ende des Experiments am 110. Trachtigkeitstag ei-
nen solchen von 224 + 46.5. Dies konnte eine Erklidrung dafiir sein, dass bereits ab
dem 100. Tag der Trichtigkeit ein signifikanter Unterschied zwischen den OD-
Werten der mit und ohne pi-Fetus trichtigen Rindern zu sehen war. Im Weiteren
muss aber bedacht werden, dass die Antikorpertiter der genannten Autorengrup-
pen nicht direkt mit den in dieser Studie gemessenen relativen OD-Werten zu ver-

gleichen sind, da andere Testkits verwendet wurden.
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7.3. Besamung von Kiihen mit infiziertem Sperma (Gruppe B)

7.3.1. Klinische Befunde bei den Kiihen der Gruppe B

Die erhohten Korpertemperaturen der Kiihe 1 und 2 an den Tagen 49 und 50 nach
der Insemination stehen in keinem Zusammenhang mit den Blutbefunden. Die
Tiere hatten bereits viel frither, am Tag 21 (Kuh 2) bzw. am Tag 28 (Kuh 1) sero-
konvertiert. Nach der Untersuchung am Tag 42 stagnierten (Kuh 1) bzw. sanken
(Kuh 2) die OD-Werte. Der starke Temperaturanstieg ldsst sich damit erkléren,
dass die Tiere an diesen Tagen erstmals auf die Weide gelassen wurden und sich
beim Auslauf dementsprechend libermiitig benahmen. Diese Annahme unterstiitzt,
dass auch beim Kontrolltier, welches nicht infiziert wurde, am Tag 49 ein leichter

Temperaturanstieg (39.1°C) gemessen wurde.

7.3.2. Virologische Blutuntersuchungen bei den Kiihen der Gruppe B
Serologische Untersuchung (ELISA)

Es existieren bisher keine Angaben dariiber, ob eine Insemination von seronegati-
ven Kiithen mit Sperma, das BD-Virus enthélt, zu einer Infektion mit Bildung von
spezifischen Antikorpern fiihrt. Im vorliegenden Versuch wurde nachgewiesen,
dass alle fiinf Kiihe, welche mit virushaltigem Sperma besamt wurden, bis spites-
tens 28 Tage nach der Insemination serokonvertiert hatten und dass die Titer bis
zum Tag 42 stetig angestiegen waren. Darauf blieben sie wihrend 14 Tagen in et-
wa auf diesem Niveau. Wahrenddessen blieb das Kontrolltier trotz Kontakt zu den
infizierten Tieren stets seronegativ.

Ahnliche Anstiege der Antikorpertiter wurden nach der Besamung von seronega-
tiven Schafen mit BDV-infiziertem Sperma und nach dem Decken mit einem pi-
Schatbock beobachtet (GARDINER und BARLOW, 1981). Innerhalb von 10 bis
30 Tagen nach der Besamung bzw. nach dem Deckakt wiesen im Blut alle Mutter-
schafe Antikorper gegen das BD-Virus auf. Rinder, welche mit Sperma eines pi-
BVDV-Stiers besamt wurden, serokonvertierten bereits innerhalb von 14 Tagen

nach der Insemination. Rinder, welche mit Virus-freiem Sperma besamt wurden,
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blieben seronegativ, obschon sie wie im vorliegenden Experiment Kontakt zu den

infizierten Tieren hatten (MEYLING und MIKEL JENSEN, 1988).

Serumneutralisationstest

Alle fiinf Kiihe wiesen am Tag 56 nach der Besamung hohe Werte an BDV-
neutralisierenden Antikorpern auf, wihrend nur geringgradige Titer BVDV-neu-
tralisierender Antikorper gefunden wurden. Der Nachweis von geringen Titern
BVDV-neutralisierender Antikorper ldsst sich analog der Gruppe A mit der par-
tiellen Kreuzneutralisation innerhalb des Genus der Pestiviren erkldren. In der vor-
liegenden Untersuchung waren die Titer der Kiithe gegen das Border-Disease-
Virus zwischen 13 und 28 Mal hoher als diejenigen gegen das BVD-Virus. Da
Tiere mit einem mindestens vierfach hoheren Titer als mit BDV infiziert angese-
hen werden (BRAUN et al., 2013b), lasst sich daraus schliessen, dass es sich auch
in diesem Versuch bei allen Kiithen um eine spezifische Antikérperbildung gegen

eine Infektion mit dem Border-Disease-Virus handelte.

Trichtigkeitsuntersuchung

Unbeantwortet bleibt die Frage, ob durch eine Besamung seronegativer Kiihe per-
sistent mit BDV infizierte Feten generiert werden konnen, da es bei keinem Tier
zu einer Trachtigkeit kam. Aufgrund der schlechten Spermaqualitdat (Spermien-
dichte, Anteil normaler Spermien und Motilitit) wurde die Wahrscheinlichkeit des
Eintretens einer Trichtigkeit als sehr gering beurteilt. Es ist bereits bekannt, dass
eine persistente Infektion mit BDV beim Schafbock (GARDINER und BARLOW,
1981) bzw. BVDV beim Stier zu einer verminderten Spermaqualitit fithren kann
(PATON et al., 1990) und dass dadurch die Fruchtbarkeitsrate einer Herde redu-
ziert wird (KIRKLAND et al., 1994). Ein erster Hinweis fiir einen dhnlichen Ein-
fluss einer persistenten BDV-Infektion eines Stiers auf die Fruchtbarkeit der Her-
de wurde erst kiirzlich beschrieben (McFADDEN et al., 2012). Aufgrund der Er-

kenntnisse aus Inseminationsversuchen mit persistent mit BDV infiziertem Sper-
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ma bei Mutterschafen (GARDINER and BARLOW, 1981) bzw. mit BVDV infi-
ziertem Sperma bei Rindern (MEYLING and MIKEL JENSEN, 1988; KIRK-
LAND et al., 1994) ist davon auszugehen, dass bei der Befruchtung von Rindern

mit persistent mit BDV infiziertem Sperma mit pi-Feten gerechnet werden muss.

7.4. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ein persistent mit Border-Disease-
Virus infiziertes Rind Ursprung fiir weitere Infektionen bei Rindern ist und durch
Kontaktinfektion wéhrend der Trachtigkeit pi-Tiere generiert werden konnen. Wie
schon in fritheren Arbeiten gezeigt, kommen in der schweizerischen Rinderpopu-
lation transiente und persistente Infektionen mit dem BD-Virus natiirlicherweise
vor (BRAUN et al., 2013a, 2013b). In Anbetracht dessen, dass Rinder sowohl {iber
persistent infizierte Schafe (KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2008b; REICH-
LE, 2009; KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2010a) als auch iiber persistent in-
fizierte Rinder mit BDV infiziert werden konnen und eine solche Infektion wéh-
rend der Triachtigkeit in viele Féllen zu einem Abortgeschehen fiihren kann (GIB-
BONS et al., 1974; KRAMETTER-FROTSCHER et al., 2010a) sollte das BD-
Virus im Rahmen des BVDV-Eradikations- und Uberwachungsprogramms in der
Schweiz nicht ausser Acht gelassen werden. Es konnte zwar bis heute mit Hilfe
des Eradikationsprogramms eine starke Verringerung der Prdvalenz von pi-
BVDV-Tieren erzielt werden. Es ist jedoch fraglich, ob das Ziel, die Seuche in der
Schweiz auszurotten, erreicht wird, ohne die beiden Infektionen zu differenzieren
und weitere empfangliche Tierarten wie Schafe, Ziegen und Wildruminanten in
den Ausrottungsprozess miteinzubeziehen. Mit der Verringerung der Anzahl pi-
BVDV-Rinder wird auch die Antikorperprivalenz in der Rinderpopulation sinken

und die Empfanglichkeit fiir Pestivirus-Infektionen zunehmen.

75



8. LITERATURVERZEICHNIS

BACHOFEN, C., H. R. VOGT, H. P. STALDER, T. MATHYS, R. ZANONI, M.
HILBE, M. SCHWEIZER and E. PETERHANS (2013): Persistent infections after

natural transmission of bovine viral diarrhoea virus from cattle to goats and among
goats. Vet. Res. 44:32.

BARLOW, R. M., J. T. VANTSIS, A. C. GARDINER, J. C. RENNIE, J. A.
HERRING and F. M. M. SCOTT (1980): Mechanisms of natural transmission of
border disease. J. Comp. Pathol. 90, 57-65.

BARLOW, R. M., P. F. NETTLETON, A. C. GARDINER, A. GREIG, J. R.
CAMPBELL and J. M. BONN (1986): Persistent bovine virus diarrhoea virus in-
fection in a bull. Vet. Rec. 118, 321-324.

BECHER, P., G. MEYERS, A. D. SHANNON and H.-J. THIEL (1996): Cyto-
pathogenicity of border disease virus is correlated with integration of cellular se-
quences into the viral genome. J. Virol. 70, 2992-2998.

BECHER, P., M. ORLICH, A. D. SHANNON, G. HORNER, M. KONIG and H.-
J. THIEL (1997): Phylogenetic analysis of pestiviruses from domestic and wild
ruminants. J. Gen. Virol. 78, 1357-1366.

BECHER, P., R. AVALOS RAMIREZ, M. ORLICH, S. CEDILLO ROSALES,
M. KONIG, M. SCHWEIZER, H. STALDER, H. SCHIRRMEIER and H.-J.
THIEL (2003): Genetic and antigenetic characterization of novel pestivirus geno-
types: implications for classification. Virology 311, 96-104.

BOSTEDT, H. und K. DEDIE (1996): Border Krankheit. In: Schaf- und Ziegen-
krankheiten, Hrsg. H. Bostedt und K. Dedi¢. Eugen Ulmer Verlag, Stuttgart, 487-
491.

BRAUN, U., M. HILBE, F. EHRENSPERGER, F. SALIS, P. ALTHER, M.
STRASSER, H. P. STALDER and E. PETERHANS (2002): Border disease in a
flock of sheep. Schweiz. Arch. Tierheilk. 144, 419-426.

BRAUN, U., F. SALIS und M. HILBE (2004): Kontaktinfektion von Lammern

bei gemeinsamer Haltung mit einem persistent mit Border-Disease-Virus infizier-
ten Lamm. Tierarztl. Umschau 59, 371-373.

76


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nettleton%20PF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gardiner%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Greig%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Campbell%20JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bonn%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Braun%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hilbe%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ehrensperger%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salis%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alther%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Strasser%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stalder%20HP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Peterhans%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12224448

BRAUN, U., C. BACHOFEN, R. BUCHI, M. HASSIG and E. PETERHANS
(2013a): Infection of cattle with border disease virus by sheep on communal al-
pine pastures. Schweiz. Arch. Tierheilk. 155, 123-128.

BRAUN, U., C. BACHOFEN, B. SCHENK, M. HASSIG and E. PETERHANS
(2013b): Investigation of border disease and bovine virus diarrhoea in sheep from
76 mixed cattle and sheep farms in eastern Switzerland. Schweiz. Arch. Tierheilk.
155, 293-298.

BROADDUS, C. C., G. R. HOLYOAK, L. DAWSON, D. L. STEP, R. A. FUNK
and S. KAPIL (2007): Transmission of bovine viral diarrhea virus to adult goats
from persistently infected cattle. J. Vet. Diagn. Invest. 19, 545-548.

BROADDUS, C. C., C. G. LAMM, S. KAPIL, L. DAWSON and G. R. HOLY-
OAK (2009): Bovine viral diarrhea virus abortion in goats housed with persistent-
ly infected cattle. Vet. Pathol. 46, 45-53.

BROWNLIE J. (1990): The pathogenesis of bovine virus diarrhoea virus infec-
tions. Rev. Sci. Tech. Off. Int. Epiz. 9, 43-59.

BROWNLIE, J., L. B. HOOPER, I. THOMPSON and M. E. COLLINS (1998):
Maternal recognition of foetal infection with bovine virus diarrhoea virus (BVDV)
— the bovine pestivirus. Clin. Diagn. Virol. 10, 141-150.

BUCHI, R. (2009): Epidemiologische Untersuchungen iiber die Ansteckung von
Rindern durch mit Border-Disease-Virus infizierte Schafe auf Alpweiden. Disser-
tation, Universitit Ziirich.

CAFFREY, J. F., A. M. DUDGEON, W. J. C. DONNELLY, B. J. SHEAHAN
and G. J. ATKINS (1997): Morphometric analysis of growth retardation in fetal
lambs following experimental infection of pregnant ewes with Border Disease vi-
rus. Res. Vet. Sci. 62, 245-248.

CAMPBELL, J. R, O. M. RADOSTITS, J. T. WOLFE and E. D. JANZEN
(1995): An outbreak of border disease in a sheep flock. Can. Vet. J. 36, 307-309.

CARLSSON, U. (1991): Border disease in sheep caused by transmission of virus
from cattle persistently infected with bovine virus diarrhoea virus. Vet. Rec. 128,
145-147.

CARLSSON, U. and K. BELAK (1994): Border disease virus transmitted to sheep
and cattle by a persistently infected ewe: epidemiology and control. Acta Vet.
Scand. 35, 79-88.

77


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carlsson%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bel%C3%A1k%20K%22%5BAuthor%5D

CASAUBON, J., H. R. VOGT, H. STALDER, C. HUG and M. P. RYSER-DE-
GIORGIS (2012): Bovine viral diarrhea virus in free-ranging wild ruminants in
Switzerland: low prevalence of infection despite regular interactions with domes-
tic livestock. BMC Vet. Res. 8:204.

COLLINS M. E., M. DESPORT and J. BROWNLIE (1999): Bovine viral diarrhea
virus quasispecies during persistent infection. Virology 259, 85-98.

CRANWELL, M. P., A. OTTER, J. ERRINGTON, R. A. HOGG, P. WAKELEY
and T. SANDVIK (2007): Detection of border disease virus in cattle. Vet. Rec.
161, 211-212.

CRAVERO, G. C.,, R. FATZER and R. FANKHAUSER (1975): Border-
Krankheit (Hypomyelogenesis congenita) bei Limmern in der Schweiz. Schweiz.
Arch. Tierheilk. 117, 119-121.

DANUSER, R., H. R. VOGT, T. KAUFMANN, E. PETERHANS and R. ZA-
NONI (2009): Seroprevalence and characterization of pestivirus infections in
small ruminants and new world camelids in Switzerland. Schweiz. Arch. Tier-
heilk. 151, 109-117.

DEPNER, K., O. J. B. HUBSCHLE and B. LIESS (1991): BVD-virus infection in
goats — experimental studies on transplacental transmissibility of the virus and its
effect on reproduction. Arch. Virol. Suppl. 3, 253-256.

DOMINGO E., J. SHELDON and C. PERALES (2012): Viral quasispecies evolu-
tion. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 76, 159-216.

DUNSER, M., M. ALTMANN, J. DENGG, M. EICHINGER, A. LOITSCH, S.
REVILLA-FERNANDEZ und H. SCHWEIGHARDT (2005): Nachweis einer
persistierenden Infektion des Genitaltraktes mit dem Bovinen Virus Diarrhoe Vi-
rus (BVDV) bei einem nicht immuntoleranten Besamungsstier. Wien. Tierérztl.
Mschr. 92, 1-6.

FRAY, M. D., D. J. PATON and S. ALENIUS (2000): The effects of bovine viral
diarrhoea virus on cattle reproduction in relation to disease control. Anim. Reprod.
Sci. 60-61, 615-627.

FRITZEMEIER, J., L. HAAS, E. LIEBLER, V. MOENNIG und I. GREISER-

WILKE (1997): The development of early vs. late onset mucosal disease is a con-
sequence of two different pathogenic mechanisms. Arch. Virol. 142, 1335-1350.

78


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Danuser%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vogt%20HR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaufmann%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Peterhans%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zanoni%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zanoni%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=seroprevalence%20and%20characterization%20of%20pestivirus%20infections%20in%20small%20ruminants%20and%20new%20worl%20camelids
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=seroprevalence%20and%20characterization%20of%20pestivirus%20infections%20in%20small%20ruminants%20and%20new%20worl%20camelids

GARD, J. A., M. D. GIVENS and D. A. STRINGFELLOW (2007): Bovine viral
diarrhea virus (BVDV): Epidemiologic concerns relative to semen and embryos.
Theriogenology 68, 434-442.

GARDINER, A. C. and R. M. BARLOW (1981): Vertical transmission of Border
disease infection. J. Comp. Pathol. 91, 467-470.

GIAMMARIOLI, M., S. A. LA ROCCA, F. STEINBACH, C. CASCIARI and G.
M. DE MIA (2011): Genetic and antigenic typing of border disease virus (BDV)

isolates from Italy reveals the existence of a novel BDV group. Vet. Microbiol.
147, 231-236.

GIANGASPERO, M. (2011): Genetic variation of Border disease virus species
strains. Vet. Ital. 47, 415-435.

GIBBONS, D. F., C. E. WINKLER, I. G. SHAW, S. TERLECKI, C. RICHARD-
SON and J. T. DONE (1974): Pathogenicity of the border disease agent for the
bovine foetus. Br. Vet. J. 130, 357-361.

GIVENS, M. D., A. M. HEATH, K. V. BROCK, B. W. BRODERSEN, R. L.
CARSON and D. A. STRINGFELLOW (2003): Detection of bovine viral diarrhea

virus in semen obtained after inoculation of seronegative postpubertal bulls. Am.
J. Vet. Res. 64, 428-434.

GIVENS, M. D., K. P. RIDDELL, P. H. WALZ, J. RHOADES, R. HARLAND,
Y. ZHANG, P. K. GALIK, B. W. BRODERSEN, A. M. COCHRAN, K. V.
BROCK, R. L. CARSON and D. A. STRINGFELLOW (2007): Noncytopathic
bovine viral diarrhea virus can persist in testicular tissue after vaccination of peri-
pubertal bulls but prevents subsequent infection. Vaccine 25, 867-876.

GIVENS, M. D., K. P. RIDDELL, M. A. EDMONDSON, P. H. WALZ, J. A.
GARD, Y. ZHANG, P. K. GALIK, B. W. BRODERSEN, R. L CARSON and D.
A. STRINGFELLOW (2009): Epidemiology of prolonged testicular infections
with bovine viral diarrhea virus. Vet. Microbiol. 139, 42-51.

GIVENS, M. D. and M. S. MARLEY (2013): Immunology of chronic BVDV in-
fections. Biologicals 41, 26-30.

GROOMS, D. L. (2004): Reproductive consequences of infection with bovine vi-
ral diarrhea virus. Vet. Clin. North Am. Food Anim. Pract. 20, 5-19.

HANSEN, T. R., N. P. SMIRNOVA, H. VAN CAMPEN, M. L. SHOEMAKER,
A. A. PTITSYN and H. BIELEFELDT-OHMANN (2010): Maternal and fetal re-

79


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Givens%20MD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Heath%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brock%20KV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brodersen%20BW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carson%20RL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stringfellow%20DA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Riddell%20KP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Walz%20PH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rhoades%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Harland%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Galik%20PK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brodersen%20BW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cochran%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brock%20KV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carson%20RL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stringfellow%20DA%22%5BAuthor%5D

sponse to fetal persistent infection with bovine viral diarrhea virus. Am. J. Reprod.
Immunol. 64, 295-306.

HANCOCK, J. L. (1957): The morphology of boar spermatozoa. J. R. Microsc.
Soc. 76, 84-97.

HILBE, M., P. OSSENT, K. ZLINSZKY and F. EHRENSPERGER (2000): Ab-
normal bone development associated with bovine virus diarrhea virus (BVDV) in-
fection in a newborn calf. Eur. J. Vet. Pathol. 6, 115-119.

HILBE, M., A. ARQUINT, P. SCHALLER, K. ZLINSZKY, U. BRAUN, E. PE-
TERHANS and F. EHRENSPERGER (2007a): Immunohistochemical diagnosis

of persistent infection with bovine viral diarrhea virus (BVDV) on skin biopsies.
Schweiz. Arch. Tierheilk. 149, 337-344.

HILBE, M., H. STALDER, E. PETERHANS, M. HAESSIG, M. NUSS-
BAUMER, C. EGLI, C. SCHELP, K. ZLINSZKY and F. EHRENSPERGER
(2007b): Comparison of five diagnostic methods for detecting bovine viral diar-
rhea virus infection in calves. J. Vet. Diagn. Invest. 19, 28-34.

HILBE, M., U. CAMENISCH, U. BRAUN, E. PETERHANS, H. P. STALDER,
K. ZLINSZKY and F. EHRENSPERGER (2009): Mucosal lesions in a sheep in-
fected with border disease virus (BDV). Schweiz. Arch. Tierheilk. 151, 391-396.

HORNBERG, A., S. R. FERNANDEZ, C. VOGL, S. VILCEK, M. MATT, M.
FINK, J. KOFER and K. SCHOPF (2009): Genetic diversity of pestivirus isolates
in cattle from Western Austria. Vet. Microbiol. 135, 205-213.

HURTADO, A., . SANCHEZ, F. BASTIDA, E. MINGUIJON, R. A. JUSTE and
A. L. GARCIA-PEREZ (2009): Detection and quantification of pestivirus in ex-
perimentally infected pregnant ewes and their progeny. Virol. J. 6:189.

KASIMANICKAM, R., J. C. COLLINS, J. WUENSCHELL, J. C. CURRIN, J. B.
HALL and D. W. WHITTIER (2006): Effect of timing of prostaglandin admin-
istration, controlled internal drug release removal and gonadotropin releasing
hormone administration on pregnancy rate in fixed-time Al protocols in crossbred
Angus cows. Theriogenology 66, 166-172.

KELLING, C. L. and C. L. TOPLIFF (2013): Bovine maternal, fetal and neonatal
response to bovine viral diarrhea virus infections. Biologicals 41, 20-25.

KIRKLAND, P. D., S. G. RICHARDS, J. T. ROTHWELL and D. F. STANLEY
(1991): Replication of bovine viral diarrhoea virus in the bovine reproductive tract

80



and excretion of virus in semen during acute and chronic infections. Vet. Rec. 128,
587-590.

KIRKLAND, P. D., S. G. MACKINTOSH and A. MOYLE (1994): The outcome
of widespread use of semen from a bull persistently infected with pestivirus. Vet
Rec. 135, 527-529.

KIRKLAND, P. D., M. R. McGOWAN, S. G. MACKINTOSH and A. MOYLE
(1997): Insemination of cattle with semen from a bull transiently infected with
pestivirus. Vet. Rec. 140, 124-127.

KRAMETTER-FROTSCHER, R., A. LOITSCH, H. KOHLER, A. SCHLEINER,
P. SCHIEFER, K. MOSTL, F. GOLJA and W. BAUMGARTNER (1996): Preva-
lence of antibodies to pestiviruses in goats in Austria. J. Vet. Med. B 53, 48-50.

KRAMETTER-FROTSCHER, R., C. SCHMITZ, V. BENETKA, Z. BAGO, K.
MOSTL, E. VANEK and W. BAUMGARTNER (2008a): First descriptive study
of an outbreak of border disease in a sheep flock in Austria — a high risk factor for

bovine viral diarrhea virus free cattle herds: a case report. Vet. Med. (Praha) 53,
625-628.

KRAMETTER-FROTSCHER, R., V. BENETKA, K. MOSTL and W. BAUM-
GARTNER (2008b): Transmission of border disease virus from sheep to calves —
a possible risk factor for the Austrian BVD eradication programme in cattle?
Wien. Tierarztl. Mschr. 95, 200-203.

KRAMETTER-FROTSCHER, R., N. MASON, J. ROTZEL, V. BENETKA, Z.
BAGO, K. MOSTL and W. BAUMGARTNER (2010a): Effects of border disease

virus (genotype 3) naturally transmitted by persistently infected sheep to pregnant
heifers and their progeny. Vet. Med. (Praha) 55, 145-153.

KRAMETTER-FROTSCHER, R., M. DUNSER, B. PREYLER, A. THEINER, V.
BENETKA, K. MOSTL and W. BAUMGARTNER (2010b): Pestivirus infection
in sheep and goats in West Austria. Vet. J. 186, 342-346.

LEBLANC, N., M. LEIJON, M. JOBS, J. BLOMBERG and S. BELAK (2010): A
novel combination of TagMan RT-PCR and a suspension microarray assay for the
detection and species identification of pestivirus. Vet. Microbiol. 142, 81-86.

LINDBERG, A., H. GROENENDAAL, S. ALENIUS and U. EMANUELSON
(2001): Validation of a test for dams carrying foetuses persistently infected with
bovine viral diarrhoea virus based on determination of antibody levels in late
pregnancy. Prev. Vet. Med. 51, 199-214.

81


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kirkland%20PD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mackintosh%20SG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moyle%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=the%20outcome%20of%20widespread%20use%20of%20semen%20from%20a%20bull%20persistently%20infected%20with%20pestivirus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=the%20outcome%20of%20widespread%20use%20of%20semen%20from%20a%20bull%20persistently%20infected%20with%20pestivirus

LOKEN, T., I. BIERKAS and B. HYLLSETH (1982): Border disease in goats in
Norway. Res. Vet. Sci. 33, 130-131.

LOKEN, T. and I. BIERKAS (1991): Experimental pestivirus infections in preg-
nant goats. J. Comp. Pathol. 105, 123-140.

LOKEN, T., J. KROGSRUD and I. BIERKAS (1991): Outbreaks of border dis-
ease in goats induced by a pestivirus-contaminated orf vaccine, with virus trans-
mission to sheep and cattle. J. Comp. Pathol. 104, 195-209.

LUNSTRA D. D., J. J. FORD and S. E. ECHTERNKAMP (1978): Puberty in beef
bulls: hormone concentrations, growth, testicular development, sperm production

and sexual aggressiveness in bulls of different breeds. J. Anim. Sci. 46, 1054-
1062.

MARCO, 1., I. R. LOPEZ-OLVERA, R. ROSELL, E. VIDAL, A. HURTADO, R.
JUSTE, M. PUMAROLA and S. LAVIN (2007): Severe outbreak of disease in the
Southern chamois (Rupicapra pyrenaica) associated with border disease virus in-
fection. Vet. Microbiol. 120, 33-41.

MARCO, I., R. ROSELL, O. CABEZON, G. MENTABERRE, E. CASAS, R.
VELARDE, J. R. LOPEZ-OLVERA, A. HURTADO and S. LAVIN (2008): Epi-
demiological study of border disease virus infection in Southern chamois (Rupi-
capra pyrenaica) after an outbreak of disease in the Pyrenees (NE Spain). Vet.

Microbiol. 127, 29-38.

MAYR, A. und O.-R. KAADEN (2007): Viruskrankheiten der Tiere. In: Medizi-
nische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenlehre, Hrsg. M. Rolle und A. Mayr.
Enke Verlag, Stuttgart, 136-343.

McFADDEN, A. M. J., D. J. TISDALL, F. I. HILL, P. OTTERSON, D. PUL-
FORD, J. PEAKE, C. J. FINNEGAN, S. A. LA ROCCA, T. KOK-MUN and A.
M. WEIR (2012): The first case of a bull persistently infected with border disease
virus in New Zealand. New Zeal. Vet. J. 60, 290-296.

MEYLING, A. and A. MIKEL JENSEN (1988): Transmission of bovine virus di-
arrhoea virus (BVDV) by artificial insemination (Al) with semen from a persis-

tently-infected bull. Vet. Microbiol. 17, 97-105.

MOENNING, V. (1990): Pestiviruses: a review. Vet. Microbiol. 23, 35-54.

82


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moenning%20Pestiviruses%3A%20a%20review

MUDRY, M., M. MEYLAN, G. REGULA, A. STEINER, R. ZANONI and P.
ZANOLARI (2010): Epidemiological study of pestiviruses in South American
camelids in Switzerland. J. Vet. Intern. Med. 24, 1218-1223.

NAGAI M., M. HAYASHI, M. ITOU, T. FUKUTOMI, H. AKASHI, H. KIDA
and Y. SAKODA (2008): Identification of new genetic subtypes of bovine viral
diarrhea virus genotype 1 isolated in Japan. Virus Genes 36, 135-139.

NETTLETON, P. F. (1987): Pathogenesis and epidemiology of border disease.
Ann. Rech. Vet. 18, 147-155.

NETTLETON, P. F. (1990): Pestivirus infections in ruminants other than cattle.
Rev. Sci. Tech. Off. Int. Epiz. 9, 131-150.

NETTLETON, P. F. and G. ENTRICAN (1995): Ruminant pestiviruses. Br. Vet.
J. 151, 615-642.

NETTLETON, P. F., J. A. GILRAY, P. RUSSO and E. DLISSI (1998): Border
disease of sheep and goats. Vet. Res. 29, 327-340.

NETTLETON, P. and K. WILLOUGHBY (2008): Border Disease. In: Encyclo-
pedia of Virology, Eds. B. W. J. Mahy and M. H. V. Van Regenmortel. Academic
Press, Oxford, 335-341.

NJAA, B. L., E. G. CLARK, E. JANZEN, J. A. ELLIS and D. M. HAINES
(2000): Diagnosis of persistent bovine viral diarrhea virus infection by immun-

histochemical staining of formalin-fixed skin biopsy specimens. J. Vet. Diagn. In-
vest. 12, 393-399.

NUSS, K., A. SPIESS, M. HILBE, K. STERR, M. REISER and U. MATIS
(2005): Transient benign osteopetrosis in a calf persistently infected with bovine
virus diarrhea virus. Vet. Comp. Orthopaed. 18, 100-104.

O’CONNOR, B. P. and C. E. DOIGE (1993): Abnormal modelling of trabecular
bone in calves. Can. J. Vet. Res. 57, 25-32.

OGUZOGLU, T. C., M. T. TAN, N. TOPLU, A. B. DEMIR, S. BILGE DA-
GALP, T. KARAOGLU, A. OZKUL, F. ALKAN, I. BURGU, L. HAAS and I.
GREISER-WILKE (2009): Border disease virus (BDV) infections of small ru-
minants in Turkey: a new BDV subgroup? Vet. Microbiol. 135, 374-379.

OSBURN, B. I. and G. CASTRUCCI (1991): Diaplacental infections with rumi-
nant pestiviruses. Arch. Virol. Suppl. 3, 71-78.

&3


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3039901
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nettleton%20PF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gilray%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dlissi%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9689745
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Osburn%20BI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Castrucci%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9210928

PALMER, C.W. (2005): Welfare aspects of theriogenology: Investigating alterna-
tives to electroejaculation of bulls. Theriogenology 64, 469-479.

PATON, D., S. BROCKMANN and L. WOOD (1990): Insemination of suscep-
tible and preimmunized cattle with bovine viral diarrhoea virus infected semen.
Br. Vet. J. 146, 171-174.

PEDRERA, M., P. J. SANCHEZ-CORDON, J. L. ROMERO-TREVEJO, M. A.
RISALDE, I. GREISER-WILKE, A. NUNEZ and J. C. GOMEZ-VILLAMAN-
DOS (2009): Morphological changes and virus distribution in the ileum of colos-
trum-deprived calves inoculated with non-cytopathic bovine viral diarrhoea virus
genotype-1. J. Comp. Pathol. 141, 52-62.

PETERHANS, E., C. BACHOFEN, H. STALDER and M. SCHWEIZER (2010):
Cytopathic bovine viral diarrhea viruses (BVDV): emerging pestiviruses doomed
to extinction. Vet. Res. 41:44.

PETERSON C., A. ALKAR, S. SMITH, S. KERR, J. B. HALL, D. MOORE and
R. KASIMANICKAM (2011): Effects of one versus two doses of prostaglandin

F2alpha on Al pregnancy rates in a 5-day, progesteron-based, CO-Synch protocol
in crossbred beef heifers. Theriogenology 75, 1536-1542.

PIOZ, M., A. LOISON, P. GIBERT, D. DUBRAY, P. MENAUT, B. LE TAL-
LEC, M. ARTOIS and E. GILOT-FROMONT (2007): Transmission of a pestivi-
rus infection in a population of Pyrenean chamois. Vet. Microbiol. 119, 19-30.

PLETNEV, A., E. GOULD, F. X. HEINZ, G. MEYERS, H.-J. THIEL, J. BUKH,
K. STIASNY, M. S. COLLETT, P. BECHER, P. SIMMONDS, C. M. RICE and
T. P. MONATH (2011): Flaviviridae. In: Virus Taxonomy. Eds. A. M. Q. King,
M. J. Adams, E. B. Carstens and E. J. Lefkowitz, Academic Press, Oxford, 1003-
1020.

PRATELLI, A., V. MARTELLA, F. CIRONE, D. BUONAVOGLIA, G. ELIA,
M. TEMPESTA and C. BUONAVOGLIA (2001): Genomic characterization of
pestiviruses isolated from lambs and kids in southern Italy. J. Virol. Methods 94,
81-85.

RADOSTITS, O. M., C. C. GAY, K. W. HINCHCLIFF and P. D. CONSTABLE
(2007a): Bovine virus diarrhea, mucosal disease. Bovine pestivirus disease com-
plex. In: Veterinary Medicine. A Textbook of the Diseases of Cattle, Horses,
Sheep, Pigs, and Goats. Saunders Elsevier, Philadelphia, 1248-1277.

84


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martella%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cirone%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Buonavoglia%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Elia%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tempesta%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Buonavoglia%20C%22%5BAuthor%5D

RADOSTITS, O. M., C. C. GAY, K. W. HINCHCLIFF and P. D. CONSTABLE
(2007b): Border disease (hairy shaker disease of lambs, hairy shakers, hypo-
myelogenesis congenital). In: Veterinary Medicine. A Textbook of the Diseases of
Cattle, Horses, Sheep, Pigs, and Goats. Saunders Elsevier, Philadelphia, 1414-
1418.

REED, L. J. and H. MUENCH (1938): A simple method for estimating fifty per-
cent endpoints. Am. J. Hyg. 27, 493-497.

REICHERT, C. (2009): Infektion von Kéilbern, Schafen und Ziegen mit Border-
Disease-Virus. Dissertation, Universitit Ziirich.

REICHLE, S. F. (2009): Untersuchungen bei Kélbern, die mit Border-Disease in-
fizierten Limmern zusammengehalten werden. Dissertation, Universitédt Ziirich.

RUSSE 1. und E. GRUNERT (1993): Die normale Graviditit. In: Tiergeburtshilfe,
J. Richter und R. Gotze, Hrsg. E. Grunert und K. Arbeiter. Paul Parey, Berlin und
Hamburg, 29-82.

SAWYER, M. M. (1992): Border disease of sheep: The disease in the newborn,
adolescent and adult. Comp. Immunol. Microb. 15, 171-177.

SCHENK, B. (2012): Border-Disease-Infektionen in Betrieben mit gleichzeitiger
Schaf- und Rinderhaltung. Dissertation, Universitit Ziirich.

SCRUGGS, D. W., S. A. FLEMING, W. R. MASLIN and A. W. GRACE (1995):
Osteopetrosis, anemia, thrombocytopenia, and marrow necrosis in beef calves nat-
urally infected with bovine virus diarrhea virus. J. Vet. Diagn. Invest. 7, 555-559.

SMIRNOVA, N. P., H. BIELEFELDT-OHMANN, H. VAN CAMPEN, K. J.
AUSTIN, H. HAN, D. L. MONTGOMERY, M. L. SHOEMAKER, A. L. VAN
OLPHEN and T. R. HANSEN (2008): Acute non-cytopathic bovine viral diarrhea
virus infection induces pronounced type I interferon response in pregnant cows
and fetuses. Virus Res. 132, 49-58.

STALDER, H. P., P. MEIER, G. PFAFFEN, C. WAGECK-CANAL, J. RUFE-
NACHT, P. SCHALLER, C. BACHOFEN, S. MARTI, H. R. VOGT and E. PE-

TERHANS (2005): Genetic heterogeneity of pestiviruses of ruminants in Switzer-
land. Prev. Vet. Med. 72, 37-41.

STOKSTAD, M., R. NISKANEN, A. LINDBERG, P. THOREN, S. BELAK, 8.
ALENIUS and T. LOKEN (2003): Experimental infection of cows with bovine vi-

&5



ral diarrhoea virus in early pregnancy — findings in serum and foetal fluids. J. Vet.
Med. B 50, 424-429.

STRONG, R., S. A. LA ROCCA, G. IBATA and T. SANDVIK (2010): Antigenic
and genetic characterisation of border disease viruses isolated from UK cattle. Vet.
Microbiol. 141, 208-215.

THABTIL F., L. FRONZAROLLI, E. DLISSI, J. M. GUIBERT, S. HAMMAMI, M.
PEPIN and P. RUSSO (2002): Experimental model of border disease virus infec-

tion in lambs: comparative pathogenicity of pestiviruses isolated in France and
Tunisia. Vet. Res. 33, 35-45.

THUR, B., K. ZLINSZKY and F. EHRENSPERGER (1996): Immunhistochemi-
cal detection of bovine viral diarrhea virus in skin biopsies: A reliable and fast di-
agnostic tool. J. Vet. Med. B 43, 163-166.

THUR, B., M. HILBE, M. STRASSER and F. EHRENSPERGER (1997): Im-
munhistochemical diagnosis of pestivirus infection associated with bovine and
ovine abortion and perinatal death. Am. J. Vet. Res. 58, 1371-1375.

VALDAZO-GONZALEZ, B., M. ALVAREZ-MARTINEZ and T. SANDVIK
(2007): Genetic and antigenic typing of border disease virus isolates in sheep from
the Iberian Peninsula. Vet. J. 174, 316-324.

VILCEK, S. (1994): Development of PCR tests for the detection of bovine her-
pesvirus-1, bovine respiratory syncytial viruses and pestiviruses. Vet. Med. (Pra-
ha) 39, 687-700.

VILCEK, S. and S. BELAK (1996): Genetic identification of pestivirus strain
Frijters as a border disease virus from pigs. J. Virol. Methods 60, 103-108.

VILCEK, S., D. J. PATON, B. DURKOVIC, L. STROINY, G. IBATA, A.
MOUSSA, A. LOITSCH, W. ROSSMANITH, S. VEGA , M. T. SCICLUNA and
V. PAIFI (2001): Bovine viral diarrhoea virus genotype 1 can be separated into at
least eleven genetic groups. Arch. Virol. 146, 99-115.

VILCEK, S. and P. F. NETTLETON (2006): Pestivirus in wild animals. Vet. Mi-
crobiol. 116, 1-12.

VOGES, H., G. W. HORNER, S. ROWE and G. J. WELLENBERG (1998): Per-

sistent bovine pestivirus infection localized in the testes of an immuno-competent,
non-viraemic bull. Vet. Microbiol. 61, 165-175.

86



WEBB, B. T., R. W. NORRDIN, N. P. SMIRNOVA, H. VAN CAMPEN, C. M.
WEINER, A. Q. ANTONIAZZI, H. BIELEFELDT-OHMANN and T. R.
HANSEN (2012): Bovine viral diarrhea virus cyclically impairs long bone

trabecular modeling in experimental persistently infected fetuses. Vet. Pathol. 49,
930-940.

WOLF, F. R., J. O. ALMQUIST and E. B. HALE (1965): Prepuberal behavior
and puberal characteristics of beef bulls on high nutrient allowance. J. Anim. Sci.

24,761-765.

WOLF, G. und M. BUTTNER (1994): Klinik und Diagnostik der Border disease.
Tierarztl Prax. 22, 35-38.

87


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wolf%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%BCttner%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8165658

9. LEBENSLAUF

Sandra Frei

15. Juli 1986 geboren in Hendschiken (AG)

Heimatort Ehrendingen (AG)

1993 - 1998 Primarschule in Hendschiken (AG)

1998 - 2002 Bezirksschule in Dottikon (AG)

2002 - 2003 Alte Kantonsschule in Aarau (AG)

2003 - 2004 The Blake Upper School in Minneapolis,
Minnesota, USA

2004 - 2006 Alte Kantonsschule in Aarau (AG)

2006 - 2011 Studium der Veterindrmedizin an der Uni-

versitat Ziirich

12.2011 -1.2014 Assistentin und Doktorandin am Departe-
ment fiir Nutztiere der Vetsuisse-Fakultét
der Universitdt Ziirich

ab 2.2014 Assistentin am gleichnamigen Departement
der Vetsuisse-Fakultdt der Universitit Zii-

rich.

88



10. DANKSAGUNG

An dieser Stelle mochte ich mich bei allen, die zum Gelingen dieser Arbeit beige-

tragen haben, ganz herzlich bedanken:

Herrn Prof. Dr. Dr. h. c¢. U. Braun fiir die Vergabe des interessanten Themas, die
Ubernahme des Referats, die stete Hilfsbereitschaft und die wertvollen Anregun-

gen.

Herrn PD Dr. M. Schweizer fiir die Ubernahme des Korreferats.

Herrn PD Dr. M. Schweizer und den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Insti-
tuts fiir Veterinar-Virologie der Universitidt Bern fiir die virologischen und serolo-
gischen Untersuchungen der verschiedenen Proben. Im Speziellen danke ich Herrn
Schweizer fiir die stets geduldige und kompetente Unterstiitzung und Hilfestellung

in fachlichen Belangen und Fragen.

Herrn Prof. Dr. F. Janett fiir die unersetzliche Hilfe bei der Beschaffung der Tiere
und deren Betreuung in allen gynidkologischen und andrologischen Belangen. Ich
danke Herrn Janett fiir die Zeit, die er sich wahrend der gesamten Projektdauer fiir

mich genommen hat.

Frau Dr. M. Hilbe und den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Instituts fiir Ve-
terindrpathologie fiir die Durchfiihrung der Sektionen und die weiterfithrenden his-
tologischen und immunhistochemischen Untersuchungen der Proben. Ich danke
Frau Hilbe fiir die stets geduldige und kompetente Beantwortung aller fachlichen

Fragen.

Herrn Prof. Dr. M. Hissig fiir die Hilfe bei der statistischen Auswertung.

&9



Herrn Dr. J. Risi und Herrn Dr. T. Linggi, Veterindramt der Urkantone, fiir die

Vermittlung des persistent mit BDV infizierten Kalbes.

Herzlichen Dank an Herrn Hanspeter Miiller fiir die hervorragende und stets zu-
verldssige Pflege und Betreuung der Tiere am Alten Strickhof und die geduldige

Hilfestellung bei den Probeentnahmen.

Den Studierenden Patricia Hirsiger, Lara Heimgartner, Roman Ruf, sowie den
ehemaligen Studenten Rolf Figi und Adrian Schweizer fiir die Hilfe bei der Be-

treuung der Tiere am Alten Strickhof.

Allen Tierpflegerinnen und Tierpflegern fiir die Haltung und Fiitterung des pi-
BDV-Kalbes Erich wihrend seines Aufenthalts am Tierspital Ziirich.

Frau Dr. Luzia Trosch, Frau Dr. Julia Ruf-Ritz, Frau Theresa Tschoner und Frau
Carina Brammertz fiir die wertvolle Unterstlitzung in der Zeit der Probenentnah-

men und die stets aufmunternden und bereichernden Gespriche.

Meinem Vater Urs Frei und seiner Lebensgefdhrtin Juliette Urech fiir die uner-

miidliche Unterstiitzung in allen Lebenslagen und den steten Glauben an mich.

Meiner Mutter Iréne Denzler-Wirz und meiner Grossmutter Vreni Stalder-
Estermann fiir die liebevolle Unterstiitzung und die stets aufmunternden Worte
wihrend dem Erstellen der Dissertation und zu allen Zeiten. An dieser Stelle
mochte ich meines verstorbenen Grossvaters Bruno Stalder gedenken und ihm fiir

alles danken.

Meinen Geschwistern Melanie Christen-Frei und Patrick Frei fiir die geschwister-

liche Liebe und Unterstiitzung.

90



Meinem Freund Michel Woodtli danke ich von ganzem Herzen fiir seine Liebe,

Unterstiitzung und Geduld wihrend der gesamten Dissertationszeit.

91



