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Zusammenfassung 
Die Prinzipien von Verfahren, die eine 
virologische Diagnose in der tierärztli
chen Praxis ermöglichen, werden er
läutert und den klassischen Nachweis
verfahren gegenübergestellt. Ein allge
mein gültiger Arbeitsablauf wird erläu-

Abstract 
Rapid viral diagnosis: general princi
ples and techniques. 
The general principles for the methods 
used in the rapid diagnosis of virus in
fections in practice laboratories are 
described and compared with specialist 
laboratory procedures. Advice on the 
selection of suitable commercial kits is 
provided and the need for more diagno
stic kits is stressed. 

Unter den vielen virusbedingten E r 
krankungen gibt es nur sehr wenige, bei 
denen eine Diagnose anhand des klini
schen Bildes allein bzw. unter Zuhilfe
nahme von Laborbefunden, wie z . B . 
dem Blutbild, möglich ist. Bei einigen 
anderen Erkrankungen ist selbst bei ei
nem ausgesprochen typischen Verlauf 
nur eine Verdachtsdiagnose möglich. 
Als Beispiel möchte ich die Parvovirus-
infektion des Schweines und die 
BHV1-Infektion des Rindes ( IBR) an
führen, bei denen ein Virusnachweis 
zur Absicherung der Verdachtsdiagno
se unbedingt erforderlich ist. 
Die dritte Gruppe ist, sowohl was die 
Zahl der verschiedenen Erkrankungen 
und Infektionen als auch die Häufigkeit 
des Auftretens anbelangt, wohl die um-

tert und Hinweise zur Auswahl kom
merzieller Kits gegeben. Schließlich 
wird der Wunsch geäußert, das Ange
bot an solchen diagnostischen Kits zu 
vermehren und das Zulassungsv^erfah-
ren zu modifizieren. 

fangreichste. Hier haben wir es mit kli
nischen Bildern zu tun, die durchaus 
unterschiedliche Ursachen haben kön
nen, infektiöse aber auch nichtinfektiö
se. Dazu kommt, daß unter den infektiö
sen Ursachen wiederum verschiedene 
Erreger beteiligt sein können. 
Einige Beispiele möchte ich nennen, 
ohne dabei Anspruch auf Vollständig
keit erheben zu wollen. Zunächst die 
Aborte bei Rind und Pferd, aber auch 
beim Schwein, die durch eine Virusin
fektion ausgelöst sein können, aber 
auch ganz andere Ursachen haben kön
nen. Durchfallerkrankungen können 
ebenfalls durch Viren verursacht sein. 
Beim Kalb, zum Beispiel (Tabelle 1), 
finden wir neben bakteriellen bzw. pa
rasitären Ursachen nicht weniger als 
fünf Virusarten, die als Ätiologie in 
Frage kommen. Ähnlich ist die Situa
tion bei den respiratorischen Erkran
kungen (Tabelle 2); beim Pferd sehen 
wir hier eine Vielzahl von Viren, die 
als Erreger in Frage kommen. Ähnli
ches gilt für eine Reihe weiterer Tierar
ten. Bei diesen Erkrankungen kommen 

! wir also ohne ätiologische Diagnose 
nicht aus, hier ist neben einer bakterio
logischen und gegebenenfalls parasito-

logischen Untersuchung auch eine viro
logische Untersuchung erforderlich. 

Tabelle 1: Übersicht über mögliche Ursachen von 
Durchfallerkrankungen beim neugeborenen Kalb 

E. coli 
Kryptosporidien 
Rotavirus 
Coronavirus 

Toroviren 
BVD 
IBR (?) 
nicht-infektiöse Faktoren 

Tabelle 2: Übersicht über mögliche Ursachen von 
respiratorischen Erkrankungen beim Pferd 

Influenzaviren 
Herpesviren 
(EHV 1 bzw. 4) 

Reo- und Rhinoviren 
bakterielle Infektionen 
nicht-infektiöse Faktoren 

Tabelle 3: Verfahren zur virologischen Diagnose 

Virologische Diagnose 
I. direkt II. indirekt durch 

Antikörpernachweis 
- Erregernachweis - retrospektiv, Titeran-
- Antigennachweis stieg in Serumpaaren 
- Nachweis viraler - Nachweis von 

Nukleinsäure spezifischem IgM 

Eine virologische Diagnose kann 
grundsätzlich durch zwei unterschiedli
che Vorgehensweisen gestellt werden 
(Tabelle 3), zum einen direkt, durch den 
Nachweis des Erregers bzw. von Virus
antigen. Ein neuer und noch wenigen 
Instituten vorbehaltener Weg ist der 
Nachweis von viraler Nukleinsäure. 
Bei den indirekten Verfahren kann in 
der Veterinärmedizin bisher nur eine 
retrospektive Diagnose durch den 
Nachweis eines Anstiegs der Antikör-
pertiter in Serumpaaren gestellt wer
den. Verfahren zum Nachweis von vi
russpezifischem IgM, das rasch nach 
der Injektion gebildet wird, ermögli
chen dagegen eine rasche Diagnose ei
ner frischen Injektion. Solche Metho
den sind in der Tiermedizin derzeit lei
der noch nicht verfügbar. 
Ich will mich im folgenden daher nur 
mit den direkten Diagnoseverfahren be
fassen. Ein Virusnachweis war bis vor 
wenigen Jahren nur an Untersuchungs
ämtern bzw. Instituten möglich, wobei 
man sich klassischer Verfahren zum V i 
rusnachweis bediente. Dazu gehören 
z . B . die Elektronenmikroskopie oder 
die Virusanzüchtung in Zellkulturen. 
Weder aus diesen noch aus anderen eta
blierten Techniken, wie ζ. B . der Im
munfluoreszenz, ließen sich Verfahren 
entwickeln, die in einer durchschnitt
lich ausgerüsteten Praxis durchführbar 
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sind. Diese Methoden erfordern einen 
hohen apparativen Aufwand sowie spe
zielle Kenntnisse und Ausbildung des 
Personals. Ein weiterer Nachteil ist, daß 
diese Verfahren, mit Ausnahme der 
Elektronenmikroskopie, sehr zeitauf
wendig sind. Am schnellsten ist noch 
die direkte Immunfluoreszenz, die in 
wenigen Stunden bereits ein Ergebnis 
liefert. Häufig ist jedoch eine Anzüch
tung des Erregers nötig, um eine Anrei
cherung zu erzielen. Dann kann es 
durchaus mehrere Wochen dauern, bis 
eine Diagnose gestellt werden kann. 
Moderne Verfahren zum Virusnach
weis in der Praxis oder gar im Stall 
beruhen auf relativ neuen Methoden, 
die vor allem in den 70er Jahren entwik-
kelt wurden. Diese Verfahren, E L I S A 
und Latex-Agglutination, beruhen auf 
serologischen Methoden, dem Nach
weis viraler Antigene durch spezifische 
Antikörper. Das wesentlich Neue ist bei 
beiden Techniken die sogenannte Fest
phasen-Technologie (Engvall und Perl
mann, 1972). Dabei werden spezifische 
Antikörper an Plastikmaterialien, die 
ausgesprochen unterschiedliche For
men haben können, adsorbiert oder 
auch chemisch gekoppelt. Die chemi
sche Kopplung bietet zwar Vorteile in 
Hinsicht auf eine größere Stabilität der 
Bindung, ist aber auch wesentlich auf
wendiger als die Absorption von Anti
körpern an geeignete Kunststoffe (Yol-
ken, 1982). An die gebundenen, spezifi
schen Antikörper lagert sich Virusanti
gen an, während andere Substanzen in 
der Probe nicht binden und durch den 
anschließenden Waschschritt entfernt 
werden. Neben der Spezifität des Anti
körpers, kommt den Waschvorgängen 
eine entscheidende Bedeutung zu. Hier 
sind die Arbeitsanleitungen besonders 
genau zu beachten. Das gebundene An
tigen wird nun durch einen zweiten, en
zymmarkierten Antikörper, dem Kon
jugal erkannt. Zunächst bindet dabei 
dieser zweite Antikörper an das Anti
gen, und nach einem weiteren Wasch
vorgang wird das Enzym mit Hilfe von 
Indikatoren, die eine Substratumset
zung anzeigen, nachgewiesen. Die Stär
ke dieser Farbreaktion ist dabei abhän
gig von der Anzahl der vorhandenen 
Enzymmoleküle und ist damit ein Maß 
für den Antigengehalt in der Probe. Da
mit kann bei Ablesung mit dem bloßen 
Auge zumindest eine semiquantitative 

Aussage gemacht werden. Eine wesent
liche Zeit- und Arbeitsersparnis kann 
durch den Einsatz monoklonaler Anti
körper ( M A K ) erzielt werden, wenn 
zwei, gegen verschiedene Epitope ge
richtete, M A K verwendet werden. 
Dann kann die Zugabe des Konjugats 
unmittelbar nach dem Einbringen der 
Probe erfolgen, da die Antikörper ja 
nicht um die gleiche Bindungsstelle 
konkurrieren (Yolken und Leister, 
1982; Mildbrand et al, 1984). Bei die
sem Verfahren ist dann nur ein einziger 
Waschschritt erforderlich. Eine Weiter
entwicklung dieser Festphasen-Tech
nologie benützt zur Bindung der Anti
körper keine Plastikgefäße sondern eine 
poröse Membran (Hendry und Herr
mann, 1980). In dem meines Wissens 
einzigen kommerziellen Kit, der diese 
Technik verwendet, ist diese Membran 
wiederum in ein Gefäß eingebaut, bei 
dem im Teil unter der Membran absor
bierendes Material für einen gleichmä
ßigen Fluß der Probe sowie der anderen 
Reagenzien sorgt (Valkirs und Barton, 
1985). Um ein Verstopfen der Mem
bran zu verhindern, wird die Probe über 
ein Vorfilter aufgegeben. Auch bei die
sem Verfahren muß nur einmal, näm
lich nach der Konjugatzugabe, gewa
schen werden. 

Als weiteres kommerziell erhältliches 
Verfahren, das auf der Festphasen-
Technologie beruht, ist die Latex-Ag
glutination zu nennen. Latex-Partikel 
werden durch Polymerisation von Koh
lenwasserstoffen, vor allem Styren, her
gestellt. Die für diagnostische Zwecke 
verwendeten Kits benützen meist Parti
kel von 0,8-1 μηι Durchmesser, an die 
spezifische Antikörper gebunden wer
den (Bangs, 1984). Ist in der Probe das 
entsprechende Virusantigen vorhan
den, so kommt es zur Ausbildung drei
dimensionaler Komplexe, die mit blo
ßem Auge als Agglutination sichtbar 
sind. Im negativen Fall bleibt dagegen 
die homogene, milchige Suspension be
stehen. Eine positive Reaktion bildet 
sich in wenigen Minuten aus, daher ist 
diese Technik die wohl am schnellsten 
durchführbare Nachweismethode, die 
derzeit auf dem Markt erhältlich ist (Pai 
etal, 1985). 

Was erwarten wir prinzipiell von 
diagnostischen Kits? 
Die primären Anforderungen sind die

selben, die wir an alle diagnostische 
Verfahren stellen, nämlich Sensitivität 
Spezifität und Reproduzierbarkeit. Die 
se drei Punkte sind die unabdingbarer 
Voraussetzungen für jede exakte Dia 
gnose. In Deutschland unterliegen Ver 
fahren zur Diagnostik von Infektions 
krankheiten der Tiere laut Impfstoffver 
Ordnung für Tiere der Zulassung durch 
das Bundesgesundheitsamt. Daher ist 
zunächst davon auszugehen, daß die aul 
dem Markt befindlichen Kits, was unse
re drei Hauptforderungen anbelangt 
gleichwertig sind. Vergleichende Un 
tersuchungen mit verschiedenen han 
delsüblichen Testkits berichten auch 
von einem hohen Maß an Übereinstim
mung (Teramoto et al., 1984; Herbst et 
al., 1986; Cieslicki und Harant, 1987: 
Kölbl undLeitold, 1988; Kölbl, 1988). 
Welcher Test nun näher an der Wahr
heit liegt, kann aber nur nach Auste
stung einer sehr großen Zahl an Prober 
festgestellt werden, wie Beispiele au* 
der Humanmedizin - Antikörper geger 
HIV; Rotavirus (Krause et al, 1983) -
deutlich zeigen. Wenn wir also die drei 
Kardinalpunkte eines diagnostischen 
Verfahrens außer acht lassen können, 
sollten wir uns anderen, mehr prakti
schen Überlegungen, zuwenden. Als er
stes ist die Frage zu klären, ob zui 
Durchführung des Tests eine Vorberei
tung der Proben notwendig ist. Ein Test 
zum Nachweis von Rotavirus beim 
Kalb ist der ideale Test für die Stallgas
se, aber nur, wenn eine Zentrifugatior. 
des Kotes nicht nötig ist. Ähnliches gill 
für Tests, die auch mit Vollblut odei 
ζ. B . Speichel und nicht nur mit Serurr 
arbeiten (Lutz und J arret, 1987; Lewis 
et al, 1987). Zum Punkt »Arbeitsab
lauf« muß individuell ausprobiert und 
gelöst werden, denn hier stehen persön
liche Vorlieben im Vordergrund. Die 
Punkte Haltbarkeit und Probenzahl pro 
Testkit stehen naturgemäß in einem en
gen Zusammenhang. Das optimale An
gebot für jede Praxis ist hier sicher noch 
nicht gegeben, unterschiedliche Abpak-
kungen mit unterschiedlichen Proben
zahlen für Klein- und Großverbraucher 
sind sicher wünschenswert. 
Zum Schluß zur Ernüchterung eine 
kurze Übersicht über die aktuell au f 
dem Markt befindlichen Diagnostika 
(Tabelle 4). Diese Liste ist leider sehr 
kurz. Für die Großtierpraxis haben wir 
nur den Rotavirus-Nachweis, für den 
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Kleintiersektor kommen noch Parvovi
rus beim Hund sowie F e L V und F e T L V 
(FIV) bei der Katze dazu. 

Tabelle 4: Kommerziell erhältliche Kits zum Vi
rusnachweis (ohne Anspruch auf Vollständigkeit) 

-Rotavirus - F e L V 
- Canines Parvovirus - FeTLV (FIV) 

Deshalb möchte ich hier einige Wün
sche äußern. Zunächst an die Industrie: 
Erweitern Sie die Angebotspalette; da
bei sind vor allem die Impfstoffherstel
ler angesprochen, die für ihre Produkte 
möglichst auch die entsprechenden 
Diagnostika anbieten sollten. An den 
Hochschulen des In- und Auslands wur
den zahlreiche Nachweisverfahren ent
wickelt, die relativ rasch kommerziali
siert werden könnten. Auch Eigenent
wicklungen der verschiedenen Häuser 
sollten verstärkt durchgeführt werden, 
da die Hochschulpolitik, trotz gegentei
liger Beteuerungen, die angewandte 
Forschung nicht besonders unterstützt. 
Für solche Entwicklungen können si
cher eine Reihe von bereits vorhande
nen monoklonalen Antikörpern ver
wendet werden. Der zweite Wunsch 
geht in Richtung auf eine Änderung der 
Zulassungsbestimmungen. Selbstver
ständlich müssen Verfahren zum Nach
weis anzeige- oder meldepflichtiger 
Seuchen zulassungspflichtig sein, hier 
ist ein strenges Verfahren angezeigt. Ob 
es aber sinnvoll und nötig ist, die glei
chen Maßstäbe für alle Infektions
krankheiten zu setzen, möchte ich be
zweifeln. Ein wichtiges Kriterium für 
die Zulassung sind in der Regel, neben 
eigenen Untersuchungen der Zulas
sungsstelle, Vergleichsuntersuchungen 
mit bereits etablierten Methoden, die an 
unabhängigen Institutionen durchge
führt wurden. Diese Ergebnisse werden 
dann in der Regel auch veröffentlicht. 
Diese Publikationen und meist dann 
auch nachfolgende Untersuchungen 
sind den Tierärzten zugänglich bzw. 
werden von den Herstellern und Ver-
treibern zugänglich gemacht. Bei 
schlechten Ergebnissen im Vergleich 
mit anderen Verfahren wird sich der 
Hersteller hüten, das Produkt auf den 
Markt zu bringen, bei guten Ergebnis
sen sind solche Vergleichsuntersuchun
gen sicher genauso aussagekräftig wie 
eine Zulassungsnummer. Ein weiterer 
wesentlicher Punkt ist, daß eine Reihe 

von Diagnostika, die an den Untersu
chungsämtern und Instituten verwendet 
werden, diese Zulassung ebenfalls nicht 
besitzen. Ich bin sicher, ein Abbau des 
Hindernisses »Zulassung« könnte die 
Entwicklung neuer Testverfahren we
sentlich erleichtern. 
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