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Schweiz. Arch. Tierheilk. 727, 185-203, 1985

Aus dem Institut fiir Virologie der Universitit Ziirich
(Direktor: Prof. Dr. R. Wyler)

Seroepidemiologische Untersuchung iiber das Vorkommen
von Enzootischer Boviner Leukose in der Schweiz
mittels Agargel-Immundiffusion und ELISA in Blut- und Milchserum

E. Vincenz und R. Wyler!

A. Einleitung und Problemstellung

Die enzootische bovine Leukose (EBL), eine virusbedingte, ansteckende Krankheit
der Tiere der Rindergattung, ist die wichtigste Tumorerkrankung der erwachsenen
Rinder.

In zahlreichen Landern gilt die Rinderleukose als anzeigepflichtige Tierseuche und
wird mit staatlichen Mitteln bekimpft. So besteht auch die Absicht, die EBL im Raum
der Européischen Gemeinschaft zu tilgen [11].

Nach frither von Klaas [28] und Steck et al. [62] durchgefithrten Untersuchungen ist
die Schweiz frei von enzootischer boviner Leukose. Bei der weltweiten Verbreitung der
EBL besteht jedoch stindig die Gefahr der Einschleppung in unser Land.

Das Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit bestand darin, mittels einer seroepide-
miologischen Erhebung stichprobenweise abzukliren, ob zur Zeit die EBL in den Kan-
tonen Schaffhausen (Grenzkanton) und Ziirich vorkomme. Im Verlaufe der Arbeit
Wurden zusitzlich noch Seren aus der Region Nordostschweiz und dem Kanton Jura
untersucht, und es wurden die Ergebnisse aller bisherigen in der Schweiz durchgefiihr-
ten Untersuchungen auf EBL zusammengestellt.

Weiter sollten der von der EG allein anerkannte Agar-Gel-Immundiffusionstest
(AGID—Test) und die ELISA-Methodik in bezug auf Empfindlichkeit in der Blut- sowie
der Milchserologie miteinander verglichen werden.

B. Kurze Ubersicht iiber die Enzootische Bovine Leukose

. A_ls Ingress sollen in der Folge kurz die Aetiologie, die klinischen Verlaufsformen,
diewirtschaftlichen Verluste und die Ubertragungswege der EBL abgehandelt werden.

1. Atiologie

Lange bevor der Nachweis der Virusitiologie gelang, wurde vermutet, dass die

“Iz0otische bovine Leukose (EBL) durch ein Virus verursacht werde. Als Beispiel sei
-‘\——-—

1
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e
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Tabelle 1: FEinteilung der Retroviridae [16, 37]

Familie:
Subfamilie:
Genus:
Subgenus:
Spezies:

Subgenus:
Spezies:

Subgenus:

Spezies:

Genus:
Spezies:

Genus:
Spezies:

Subfamilie:
Spezies:

Subfamilie:
Spezies:

Retroviridae

Oncovirinae

C-Typ-Viren

Saugetier-C-Typ-Viren

Baboon type C oncovirus

Bovine leukemia virus

Feline sarcoma and leukemia viruses
Gibbon ape leukemia virus

Guinea pig type C oncovirus
Murine sarcoma and leukemia viruses
Porcine type C oncovirus

Rat type C oncovirus (rat leukemia)
Woolly monkey sarcoma virus
Vogel-C-Typ-Viren

Avian reticuloendotheliosis virus
Avian sarcoma and leukemia viruses
Pheasant type C oncovirus
Reptilian-C-Typ-Viren

Viper type C oncoviruses
B-Typ-Viren

Mouse mammary tumor viruses
D-Typ-Viren

Mason-Pfizer monkey virus
Spumavirinae (Foamy virus group)
Bovine syncytial virus

Feline syncytial virus

Human foamy virus

Simian foamy virus

Lentivirinae

Maedi virus

Progressive pneumonia virus

Visna virus

Zwoegerziekte virus
Arthritis-Enzephalitis der Ziegen

hier Bendixen angefiihrt [9,10]. 1969 gelang es Miller et al. [39] dann, das bovine Leuki
mievirus (BLV) in mit Phytohzimagglutinin stimulierten Lymphozyten nachzuweis!
BLV gehort in die Familie der Retroviridae (Tabelle 1). Retroviren enthalten ¢¥
RNA-abhingige DNA-Polymerase (reverse transcriptase). Die dabei gebildete Vir*
DNA (Provirus) wird in das Zellgenom eingebaut, wodurch die betroffene Zelle tra™
formiert, d.h. in eine Tumorzelle umgewandelt wird. Beim BLV handelt es sich um¢’
exogenes Virus vom C-Typ. Der Durchmesser des Viruspartikels betrigt 9012007
Das Virion enthilt ein internes Proteinantigen (p24) und Hiill-Glykoproteinantig
(gp 51). mittels derer es sich von allen anderen Leukimieviren unterscheiden lisst. I*
Freisetzung des Virus aus der Zelle erfolgt durch Sprossung. Im Gegensatz zu ande®
C-Typ-Retroviren induziert BLV Synzytien in Zellkulturen [44].
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2. Pathogenese

Am empfinglichsten fir die Infektion scheinen Saugkilber zu sein, wobei der
Verlauf der Krankheit aber von genetischen, immunologischen und anderen noch nicht
bekannten Faktoren beeinflusst zu sein scheint. Die Zielzelle des BLV ist der B-Lym-
phozyt. In BLV-infizierten Lymphozyten werden in der Regel jedoch keine Virusparti-
kel und keine Virusantigene produziert und freie Virionen wurden im Blutplasma bei
infizierten Tieren nicht gefunden. BLV besitzt nicht ein grosses onkogenes Potential;
denn eine grosse Zahl der natiirlich infizierten Tiere weisen keine persistierende Lym-
phozytose auf, und Tumorbildung scheint bei solchen Tieren eher rar zu sein. Obschon
epidemiologische, hamatologische, virologische, serologische Hinweise dafiir vorliegen,
dass BLV die bovine Leukimie verursacht, war es bis jetzt nicht moglich, mit dem Virus
allein die Krankheit beim Rind zu induzieren. Nur Tiere, die mit Lymphozyten von
EBL-Rindern infiziert wurden (zellassoziiertes Virus), erkrankten an EBL [44].

3. Klinische Verlaufsformen

Nach einer Inkubationszeit von einigen Wochen bis Monaten (3 Wochen — 3 Mo-
nate) werden spezifische, mittels serologischer Verfahren nachzuweisende Antikdrper
gebildet [45]. Diese initiale inapparente Form verlduft ohne irgendwelche hamato-
logische und klinische Veranderungen und bleibt bei 10-20% der infizierten Tiere
lebenslanglich bestehen.

Im Anschluss an die initiale Form kommt es bei infizierten Tieren nach einigen
Monaten zur Ausbildung einer persistierenden, fluktuierenden Lymphozytose [18, 25,
30]. Dieses Stadium, auch Prileukose genannt, hilt i.d. R. mehrere Jahre an. Wihrend
[di;ser Zeit sind die Tiere gesund und ihr Leistungsvermogen ist nicht beeintrichtigt

, 35).

Die tumorsse manifeste Form tritt nur bei 10-30% der Rinder mit verandertem
Blutbild ein und wird vorwiegend erst bei iiber 4 Jahre alten Tieren beobachtet. Sie ist
durch einen akuten Krankheitsverlauf gekennzeichnet [43]. Charakteristische Sym-
Plome sind Schwellungen von Lymphknoten bzw. starke Vergrosserung von lympha-
ischen Gewebseinlagerungen. Als Folgeerscheinungen der Geschwulstbildung stellen
Sich Atemnot, Schluckbeschwerden, Exophthalmus, Paresen oder Bldhungen ein. Da-
leben werden Allgemeinsymptome wie Apathie, Inappetenz, Verdauungsstorungen,
Abfall der Milchleistung, Stauungsddeme und starke Abmagerung beobachtet. Nach
Entwicklung der tumorosen Phase endet die Krankheit mit dem Tode [51, 55].

4, Wirtschaftliche Verluste

_ Die wirtschaftlichen Verluste, die in infizierten Bestinden hervorgerufen werden,

ind abhingig vom Verseuchungsgrad. Ein schwer betroffener Bestand kann iiber

Mehrere Jahre jeweils 20% seiner Kiihe einbiissen, wihrend in anderen Bestinden die
“tlustziffern erheblich niedriger liegen konnen [43, 51].
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5. Ubertragungswege

Das BLV kann sowohl horizontal wie vertikal iibertragen werden. Verschiedene
Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Kontaktiibertragung die hiufigste Uber
tragungsform darstellt [5, 17, 19, 42, 49, 50]. So wurden BLV-freie Kilber aus BLV-
freien Herden zusammen mit infizierten Rindern aufgezogen, und am Ende einer
55- bis 73monatigen Beobachtungsperiode waren mehr als 90% der exponierten Tiere
infiziert.

Nicht zu unterschitzen ist die iatrogene Ubertragung. Bereits 0,5 pl Blut bzw. ¢,
2500 BLV-haltige Lymphozyten intradermal verabreicht, gentigen zur sicheren Leu-
koseiibertragung [13, 42]. Dabei sind insbesondere mit Blut kontaminierte Spritzen
Nadeln und andere chirurgische Instrumente, welche beim Titowieren, Enthornen,
Einfiihren von Nasenringen bei Zuchtstieren, Zitzenamputationen und Vakzinationen
gebraucht werden, von grosser Bedeutung. Sogar bei der rektalen Untersuchung mi
einem blutkontaminierten Handschuh, scheint eine Ubertragung méglich zu sein [56].

Bei Serienblutentnahmen in Herden, in denen ein Verdacht auf eine BLV-Infektion
besteht oder in denen eine solche Infektion nachgewiesen worden ist, soll deshalb fif
jedes Tier eine separate sterile Kaniile verwendet werden [12, 70]. Auch chirurgische
Instrumente miissen nach Gebrauch griindlich gewaschen und mit Chlorhexidin un
Natriumhypochlorit [56] desinfiziert werden. Hingegen kam es nach Untersuchunger
von Lucas et al. [33] bel der Tuberkulinisierung (unblutiges Verfahren) ohne Kaniiler-
wechsel zu keiner BLV-Ubertragung. Erst durch willentlich blutverschmutzte Tuber
kulinkaniilen wurde das BLV auf zuvor freie Rinder iibertragen. In Schweden konnt
man nachweisen, dass bei einer Piroplasmose-Vakzination mit Blut BLV-infizierte
Tiere das Virus in vorher Leukose-freie Gebiete eingeschleppt wurde [48].

Experimentell ist eine Ubertragung des BLV durch Vektoren moglich [5, 26]. Ing
missigten klimatischen Zonen ist diese Ubertragungsform aber von untergeordnete
Bedeutung und hichstens innerhalb einer infizierten Herde von gewissem Belang [12]

Die Bedeutung der oralen Ubertragung des BLV via Milch auf das Kalb scheil
gering zu sein [19, 30]. Wohl konnten BLV bzw. BLV-infizierte Lymphozyten it
Kolostrum und in der Milch nachgewiesen werden [20, 42, 47]. Da aber im Kolostrur
gleichzeitig BLV-Antikérper in hoher Konzentration ausgeschieden werden, kommt¢
wahrscheinlich zu einer Neutralisation der Viren, und es findet in den meisten Fille
keine Infektion statt [47].

Ungefihr 10% der Nachkommen von BLV-infizierten Kithen werden bereits i
trauterin infiziert [30, 46, 64]. Der iiberwiegende Teil der Kilber solcher Miitter abe
wird BLV-frei geboren und weist auch keine Antikorper gegen BLV auf. Somit ist®
moglich, mit Nachkommen von positiven Miittern, unter Vermeidung anderer Inf
tionswege, eine BLV-freie Population aufzubauen.

Im Jahre 1980 konnten Lucas et al. [32] BLV im Sperma eines infizierten Stie®
nact_xweisen. Andere Untersuchungen weisen darauf hin, dass Rinder durch die it
uterine Inokulation von BLV-infizierten Lymphozyten angesteckt werden konnen [6F

Die Moglichkeit der BLV-Ubertragung mit dem Sperma lisst sich deshalb nicht ig°
rieren [27]. Indessen diirfte die kiinstliche Besamung fiir die Leukoseverbreiti"
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bedeutungslos sein, denn durch die Samenverdiinnung wird die Infektionsdosis pro
Samenportion stark reduziert, was den Mechanismen der natiirlichen Resistenz ermog-
licht, die geringe Zahl eingebrachter Viren zu inaktivieren [12].

BLV kann auch auf Schafe und Ziegen iibertragen werden. Bei Schafen kommt es
zur Tumorbildung, bei Ziegen aber nicht [34]. Ubertragungsversuche auf andere Wild-,
Haus- und Labortiere bediirfen noch der Bestitigung, vor allem ist abzukliren, welche
Rolle der Persistenz von BLV gp-Antikérpern zukommt [3]. Eine Ubertragung auf den
Mensch ist nie beschrieben worden.

Gesamthaft gesehen darf die EBL als wenig kontagits angesehen werden, und
dementsprechend leicht sollte eine Bekampfung der Seuche bzw. die Freihaltung einer
Rinderpopulation von BLV sein. Biirki [12] erachtet folgende 5 Punkte als Grund fiir
die geringe Ausbreitungstendenz der Infektion: 1. Rinder weisen eine beachtliche
Resistenz gegeniiber dem Retrovirus als infektiosem Agens auf, und bei niedrigen
Infektionsdosen wird das Virus von den natiirlichen Abwehrmechanismen zerstort.
2. Das BLV seinerseits ist labil gegeniiber physikalischen und chemischen Einfliissen
und behilt seine Infektiositit nicht lange ausserhalb der Zelle. 3. In BLV-kontami-
nierter Milch wird das Leukédmievirus bereits bei 50°C inaktiviert, bei einer Temperatur
also, die niedriger als diejenige bei der Pasteurisation ist. 4. Das Rind ist der einzige
natiirliche Wirt fiir BLV. 5. Der bemerkenswert protektive Effekt maternaler Anti-
kérper erlaubt es, von seropositiven Miittern in iiberwiegender Zahl BLV-freie

Nachkommenschaft zu gewinnen [69] (Ausnahme bereits intrauterin infizierte
Feten),

C. Eigene Untersuchungen
Material und Methoden

1.1. Untersuchungsmaterial: Rinderseren

Die 22 670 untersuchten Blutproben von Rindern jeden Alters stammten aus folgenden Kan-
lonen oder Regionen:

11037 Kanton Ziirich
4771 Kanton Schaffhausen
1238 Kanton Jura
4812 Region Nordostschweiz (AR, Al, SG, TG)
812 vereinzelte aus verschiedenen Regionen
(BE, LU, SZ, NW, GL, ZG, SO, BL, GR, AG, VS).

1.2. Serumgewinnung

L21. Blutserym

A Die Blutproben aus den Kantonen Ziirich und Schaffhausen, wihrend des Frithlings 1983 zur
ogischen Untersuchung auf IBR/IPV an das Institut fiir Virologie Ziirich eingesandt, wurden am
4 der Einsendung bei 1800 U/min zentrifugiert, das Serum in Polystyrolrohrchen dekantiert und
© =20°C bis zum Gebrauch gelagert.

serol
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B Die Seren aus der Region Nordostschweiz und dem Kanton Jura wurden uns freundlicher-
weise vom Institut fiir Klin. Mikrobiologie und Immunologie Vet.-med. Abteilung, St. Gallen bzw.
vom Laboratorium Dr. Graeub AG, Bern, zur Verfiigung gestellt.

C Die positiven Serumproben verdanken wir den Herren Prof. Biirki, Wien, Prof. O.R. Kaaden,
Hannover sowie Dr. Ploger, Oldenburg, die positiven Milchserumproben Prof. Toma, Maisons-
Alfort, und den Behringwerken AG, Marburg, BRD.

1.2.2. Milchserum

Die Milchproben wurden 15 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert, entrahmt bzw. das Serum
unter der Fettschicht abpipettiert und bei —20°C gelagert. Nach Manz [36] soll der Gefrier-Auftau-
Prozess keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben.

1.3. Agar-Gel-Immundiffusionstest (AGID-Test)

Der Antikorpernachweis im Rinderserum erfolgte im zweidimensionalen Agargel-Immundiffu-
sionstest (AGID-Test) nach Angaben von Miller, J. M. und Van der Maaten, M. J. [40, 41]. Als Agar-
medium diente 0,9%ige Agarose (Agarose ohne Elektroendosmose, Fluka, Buchs, Schweiz) in 0.5 M
TRIS-HCl (pH 7.2), 1,45 M NaCl-Losung. Beim Autoklavieren loste sich die Agarose auf und es wur-
den je 15 ml in eine Petrischale mit 88 mm Durchmesser gegossen [22]. Die gegossenen Petrischalen

kAbb. I Agargel-Immundiffusionstest (AGID-Test) zum Nachweis der enzootischen bovinen Lev
ose

Die zent'rale Yertiefung wurde mit 25 pl Antigen (AG) und die peripheren Vertiefungen abwechs
lungsweise mit 80 ul Probandenseren (P) bzw. 25 ul positiven Kontrollseren (R) gefillt. In jede
seghsten Petrischale wurden eine negative, schwach positive und eine positive Kontrolle mitgefil
Dxe. Beurteilung des Grades der Prézipitation geschah wie folgt: — = negativ, + = sehr schwac!
positv, + + = schwach positiv, + 4+ + = stark positiv.

AG Glykoproteinantigen (gps1)

R positive Kontrollseren (+ + +)

P negatives Probandenserum

P2 sehr schwach positives Probandenserum (+)

P3  positives Probandenserum (+ + +)
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liessen sich bis zu 10 Tagen bei 4°C lagern. Kurz vor der Verwendung wurden Vertiefungen in den
Agar gestanzt und gleichzeitig abgesogen, wobei oftmals nach dem Stanzen noch hingengebliebene
Agarteile mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt werden mussten. Mit der verwendeten Stanze
(Fa. Tiischer AG, Bern) entstanden Dellen von 6 mm Durchmesser und einem Dellenabstand von
3mm (s. Abb. 1). Um mogliche Abhebungen des Gels von der Schale im Bereich der Stanzrosette
w entfernen, wurden die Petrischalen mit den ausgestanzten Dellen fiir 15 Minuten unter Vakuum
(80 Torr) gesetzt [22].

Blut- und Milchserum wurden unverdiinnt getestet. Titrationen wurden nach der von Behrens et
al.[6,7] beschriebenen Methode durchgefilthrt, indem das Serum verdiinnt und die hdchste Serumver-
diinnung, bei der noch gerade eine Prizipitationslinie auftrat, bestimmt wurde. Wir verwendeten das
Leukassay-B-Set mit dem Glykoproteinantigen (gps:), dem negativen, schwach positiven und positi-
ven Referenzserum sowie dem positiven Kontrollserum der Firma Pitman-Moore, Inc. Washington
Crossing, N.J. 08560 USA. Nach Biirki [13] und Bannenberg[2] soll der hier angewendete 3:3-Ansatz
dem 4:2-Ansatz deutlich iiberlegen sein.

Die mit den Reagentien beschickten Platten wurden bei Zimmertemperatur in einer feuchten
Kammer gelagert. Nach 44-48 Stunden erfolgte die erste und nach ca. 72 Stunden die zweite Ab-
lesung, Die sich bildenden Prizipitations-Linien wurden entsprechend ihrer Stirke als +, + +,
++ + beurteilt. Bei fraglichen Resultaten wurde der AGID-Test unter Anwendung des Serumkon-
zentrationsverfahrens nach Lorenz und Straub [31] und Biirki et al. [13] wiederholt.

Um einen durch die Lagerung der Seren moglichen Titerabfall unter die Nachweisgrenze im
AGID-Test ausschliessen zu kénnen, wurden 5 verschliisselte Serumproben, welche wir freundlicher-
weise von Prof. F. Biirki aus Wien erhalten haben, mehrmals im Verlauf von 6 Monaten aufgetaut,
getestet und wieder eingefroren. Die Resultate waren bei allen Untersuchungen identisch, was zeigt,
dass die Lagerung und der Gefrier-Auftau-Prozess keinen Einfluss auf die Ergebnisse hatten.

1.4. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Der Nachweis von Antikorpern bei der EBL mittels ELISA wurde erstmals von Ressang et al. [52,
93] beschrieben. Wir fithrten Untersuchungen sowohl von Blut- als auch von Milchserum in bereits
mit Antigen und Kontrollantigen beschichteten, von den Diagnostischen Laboratorien Dr. W. Bom-
meli, Bern, zur Verfiigung gestellten Mikroelisaplatten, durch.
_ DieProben wurden in Doppelansitzen gepriift, um die Ergebnisse abzusichern und ein Bild iiber
die Reproduzierbarkeit zu erhalten.

141 ELISA mit Blutserum

. Als Referenzseren verwendeten wir das gleiche positive und negative Serum von der Firma
Pitman-Moore wie fiir den AGID-Test. Als Referenzserum fiir den Ubergang von negativer zu
SIChW.au:h positiver Reaktion kam ein Serum, welches erst nach Serumkonzentration [13, 31] eine deut-
liche Prézipitationslinie im AGID-Test ergab, zur Anwendung.

. Die Serumverdiinnung von 1:40 erfolgte mit PBS-A-Tween (Tween®20, Dr. Bender + Dr. Ho-
E’e'n AG, Ziirich). Pro Serumprobe wurden 4 Dellen mit 200 pl gefiillt (2 Dellen mit Virusantigen,
¢ Dellen mit Kontrollantigen). Die Platten wurden anschliessend 90 Minuten bei Raumtemperatur
mkl}biert und danach dreimal mit PBS-A-Tween gewaschen. Als Konjugat verwendeten wir anti-

ovine IgG-Peroxidase der Diagnostischen Laboratorien Dr. W. Bommeli, Bern. Pro Delle wurden
200 pl der 1:500 verdiinnten Konjugatlosung eingefiillt und die Platten wihrend 90 Minuten bei
dumtemperatur inkubiert. Nach erneuter dreimaliger Waschung wurden je Delle 200 pl Indikator-
S‘_]bSITat-Lbsung( 1,1 g ABTS, Boehringer Mannheim, BRD; 6,9 g NaH,PO,H,0; 240 ml O,1 M Na-
tf.lmnacetat; 760 ml 0,1 M Essigsaure; 10 ml 250 mM H,0,) zugefiigt und die Farbreaktion nach
“ner Stunde visuell und photometrisch (Titertek®, Multiskan, Flow Laboratories AG, Baar, Schweiz)
"egistriert. Die photometrische Messung erfolgte bei einer Wellenlidnge von 405 nm gegen Luft objek-
tviert (Blank). Von jedem Serum wurde die Nettoextinktion berechnet [67].

Fir Titrationen wurde die Blutserumprobe verdiinnt und als Titergrenze ein Nettoextinktions-

'est von 0,3 gewihlt (sehr schwach positives Referenzserum, s. Abb. 2 und Tab. 4).
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1.4.2. ELISA mit Milchserum

Als ELISA-positives Referenzserum verwendeten wir eine Milchprobe, welche uns freundlicher-
weise von den Behringwerken AG Marburg, BRD, zugestellt wurde. Die negative Referenz-Milch-
probe stammte aus Milchproben, welche fiir die IBR-Diagnostik ans Institut eingesandt wurden.

Das Milchserum wurde analog den Blutseren in einer Verdiinnung von 1:2 im ELISA getestel
Die Inkubationszeiten, die Konzentrationen der Konjugat- und Substratlésungen entsprachen dem
ELISA mit Blutserum. Fiir Titrationen der Milchseren wurde wie bei Blutserum vorgegangen.

2. Ergebnisse

2.1. Seroepidemiologische Untersuchung
mittels Agargel-Immundiffusionstest (AGID-Test)

2.1.1. Eigene Untersuchungen

Alle 22 670 von uns untersuchten Rinderseren aus den Kantonen Ziirich, Schaff-
hausen, Jura und aus der Region Nordostschweiz wiesen im AGID-Test keine prazipi
tierenden Antikorper auf, wobei keine Schwierigkeiten bei der Beurteilung zu verzeich-
nen waren. Bei den wenigen fraglichen Seren kam man zu eindeutigen Ergebnissen mi
Hilfe des Serumkonzentrationsverfahrens [13, 31].

Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber die Anzahl untersuchter Seren, iiber die Her-
kunft der Tiere und den prozentualen Anteil untersuchter Tiere zur gesamten Rinder
population in den betreffenden Kantonen. Ungefihr 25% des Rindviehbestandes (c
50% des Zucht- und Milchviehs) im Kanton Schaffhausen, jedoch nur 8% im Kanton
Zirich und 2% im Kanton Jura, wurden untersucht.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Herkunft und Zahl der auf Antikdrper gegen bovines Leukosevirts
untersuchten Rinderseren

Herkunft Rindviehbestand Anzahl Prozentualet
1983 (61) untersuchte Seren Anteil
Kanton Ziirich 134 100 11037 8,2%
Kanton Schaffhausen 18 500 4771 25,8%!
Kanton Jura 56 800 1238 2,2%
Region Nordostschweiz
(AR, Al SG, TG) - 4812 -
Verschiedene - 312 —

(BE, LU, SZ, NW, GL, ZG,
SO, BL, GR, AG, VS)

Schweiz 1933 100 22 670 1,2%
I ca. 50% des Zucht- und Milchviehs
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2.1.2. Untersuchungen anderer Laboratorien

Wihrend der letzten Jahre untersuchten auch andere Laboratorien Rinderseren
auf Leukose, sei es im Rahmen von epidemiologischen Studien [28, 29, 62] oder im
Rahmen von Routineuntersuchungen an Tieren, welche fiir den Export oder fiir Aus-
stellungen im Ausland bestimmt waren. Auch die Zuchtstiere der KB-Stationen werden
in regelmassigen Abstéinden auf EBL-Freiheit getestet. Bei Auftreten von Verdachts-
fillen untersuchte man jeweils den ganzen Bestand serologisch. Mit Ausnahme der
Untersuchungen von Klaas, der die himatologische Technik beniitzte [28], wurde stets
der AGID-Test zum Nachweis von Antikérpern gegen BLV verwendet.

Von 94 685 insgesamt untersuchten Proben wies nur im Dezember 1983 das Serum
einer 4jahrigen Kuh prizipitierende Antikorper gegen das BLV auf. Das betreffende
Tier stammte aus dem Kanton Aargau und war fiir den Export nach Deutschland
bestimmt. Bei der umgehend vorgenommenen Schlachtung der Kuh fanden sich kinds-
kopfgrosse Darmbeinlymphknoten.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Zahl an verschiedenen Stellen untersuchter Seren in der Schweiz in
den Jahren 1972 bis anfangs 1984

Jahr Anzahl Untersuchendes Labor
unters.
Blutseren

1972 5641 Klaas, Dissertation Vet.-Med. Fakultit Ziirich [28].

(Hamatologische Untersuchungsmethode)
1974-78 12798 Steck F. et al. [62]
1981 10 000 Tiere, welche durch italienische Laboratorien vor

der Einfuhr nach Italien untersucht wurden [8, 11]
1981-83 4970 Veterinaria AG, Ziirich
1982/83 2354 Kantonales Veterindramt,

Veterinir-bakteriologisches Laboratorium, Chur
1981-82 10 084 seroepidemiologische Studie [29]
1982/83 6 708 Laboratorium Dr. Graeub AG, Bern
1982/83 339 Laboratoire vétérinaire cantonal, Fribourg
1982/83 3167 Abteilung fiir Virologie, Vet.-bakt. Institut der Universitit Bern
198083 1 684 Bestandesuntersuchung von 112 Betrieben bei Verdachtsfallen
1982/83 14270 Institut fir Klin. Mikrobiologie und Immunologie

Vet.-med. Abteilung, St. Gallen
1983 22670  Institut fir Virologie, Vet.-Med. Fakultat, Zirich

94 685 Total der bisher untersuchten Seren

(4,9% des gesamten schweizerischen Rindviehbestandes)

Xefginzelte Seren, welche wihrend dieser Zeit untersucht wurden, konnten hier nicht beriicksichtigt
trden,
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In einem am 8. September 1980 erlassenen Aufruf des Bundesamtes fiir Veterinir-
wesen wurden alle Fleischschauer aufgefordert, ihr Augenmerk besonders bei zwei-
und mehrjahrigen Tieren der Rindergattung auf das Vorliegen geschwulstartiger Ver-
grosserungen der Lymphknoten sowie von weisslich speckiger Knotenbildung in
Leber-, Milz-, Nieren-, Herz-, oder Darmgewebe zu lenken. Diese Verdnderungen wur-
den histologisch und der Bestand, aus dem das verdiachtige Tier stammte, serologisch
untersucht. Am 1.1.1984 lagen folgende Ergebnisse vor: Es wurden 129 Tumoren histo-
logisch und 1697 Tiere aus den betreffenden Bestinden serologisch untersucht. Die
Untersuchungen ergaben keinen Hinweis fiir eine BLV-Infektion.

Damit ergébe sich eine niedrige Durchseuchungsrate in unserem Land in bezug auf
die EBL. Allerdings ist dabei zu beriicksichtigen, dass nur 4,9% des Rindviehbestandes
in der Schweiz untersucht wurden (Tab. 3).

2.2. Vergleichsuntersuchungen mit AGID-Test und ELISA

2.2.1. Blutserum

Wir verglichen den AGID-Test mit dem ELISA anhand von 321 Blutproben. Es
stand uns nur eine positive Blutprobe aus der Schweiz zur Verfiigung. Alle anderen
positiven und z.T. fraglichen Blutproben stammten aus Deutschland und Oster
reich.

Aus Abb. 2 ist die gute Ubereinstimmung der Ergebnisse ersichtlich. Davon aus
genommen waren 6 Serumproben (ss). 2 Seren (—) waren im AGID-Test negativ und
wiesen im ELISA einen Nettoextinktionswert von 0,271 bzw. 0,347 auf, was eine!
schwach positiven Reaktion entspricht. 4 Seren (<) waren im AGID-Test positiv (+)
und im ELISA negativ. Die Untersuchungen wurden dreimal wiederholt und di
Resultate waren stets dieselben. Es ist deshalb nicht mit vélliger Ubereinstimmung der
Ergebnisse nach Anwendung der beiden Nachweismethoden zu rechnen. Wenn wir alk
6 Serumproben mit unterschiedlichen Ergebnissen beriicksichtigen, so war bei 1,9% de
Proben keine Ubereinstimmung festzustellen.

Bei den Proben mit negativen Nettoextinktionswerten war in den mit Kontrol:
antigen gecoateten Dellen ein hoherer Extinktionswert als in den mit BLV-Antige
gecoateten Dellen zu beobachten.

Im ELISA bestand eine deutliche Abgrenzung zwischen positiven und negative!
Proben, so dass ein Nettoextinktionswert von 0,3 bedeutete, dass eine Probe als posill
zu bewerten war (Abb. 2).

Die Titervergleiche zeigten, wie zu erwarten war, dass mit dem ELISA hoher
Werte ermittelt wurden als mit dem AGID-Test. Der Titerunterschied bewegte sichir
Bereich von Faktor 16040 (Tab. 4).

Zusitzlich hatten wir Gelegenheit, in einem Screening-Test 28 uns zur Verfigi
ge§tellte, im AG}D-Test positive Seren zu untersuchen. Beide Untersuchungsverfal®
zeigten vollige Ubereinstimmung, wobei im AGID-Test schwach positive Proben it
ELISA eine deutliche Reaktion zeigten.
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Tabelle 4: Titervergleiche von Referenzseren im AGID-Test und im ELISA
(s. auch Abb. 2)

Signatur AGID-Referenzseren Titer
AGID ELISA

O negatives Serum* 0 0

O schwach positives Serum* 1:4 1: 640

| stark positives Serum* 1:8 1:1280

A sehr schwach positives Serum* 1:1 1: 40

* Leukassay-B®, Pitman-Moore, Washington Crossing, New Jersey 08560, USA.
+ Eine Prizipitationslinie ist nur bei «Konzentrierungy der Seren nachweisbar [13, 31].

Tabelle 5: Vergleichende Untersuchungen von Milchproben aus Deutschland, Frankreich und der
Schweiz mittels AGID-Test und ELISA

Nr./Milchseren AGID-Test ELISA-Titer
1 positives Referenzserum (Behringwerke) negativ 1: 16

2 negatives Referenzserum negativ negativ
3 (26 Tage ante partum) negativ 1:256

4 (8 Tage post partum) negativ I: 32

5 negativ 1: 64

6 positiv (+) 1: 64

7 positiv (+) 1: 32
8/9/10/11/12 negativ 1: 16
13/14/15/16/17 negativ 1: 8
18/19/20 negativ 1: 4
21423 negativ 1: 2
23/24/25/26/27/28/29/30/31/32 negativ negativ

2.2.2. Milchserum

Wie in Tabelle 5 dargestellt, stimmten die mit den beiden Tests erzielten Resultatt
bei der Milchserologie nicht iiberein. Von den 21 positiven Proben im ELISA ware!
nur deren 2 auch im AGID-Test positiv. Die restlichen waren negativ oder nicht ?
interpretieren, da weisse Milchbestandteile, welche in das Agargel diffundierten, die
Erkennung einer Prézipitationslinie erschwerten oder gar verunmoglichten.

Die Untersuchungen zeigten, dass die im Milchserum mittels ELISA bestimmte!
Antikorpertiter deutlich niedriger waren als im Blutserum, wie das schon Behrens € d
beschrieben haben [7]. Die hoheren Werte betrugen 1:64 und waren um einen Fak”
5-20 niedriger als im Blutserum. Der hochste Titer fand sich im Serum einer Kuh

Tage ante partum, er betrug 1:256, daneben waren auch niedrige Titer von 1:2 fe¥
zustellen.
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3. Diskussion

Bekanntlich kommt die EBL weltweit und auch in unseren Nachbarlindern
Deutschland, Osterreich, Italien und Frankreich sowie in den USA und Kanada vor
(12,13, 15,21, 23,51, 57, 58, 59, 60]. Durch den Import von Rindvieh, Kontakt mit aus-
lindischen Tieren bei der Sommerung im angrenzenden Ausland oder durch die Ein-
fuhr von Samen kénnte das BLV in unser Land eingeschleppt werden, wobei allerdings,
wie Untersuchungen von Steck et al. [62] ergaben, die Gefahr der Einschleppung nicht
allzu gross ist.

Die Ergebnisse aller bisherigen Erhebungen und Untersuchungen (Tab. 3) zeigten,
dass der schweizerische Rindviehbestand, wenn iiberhaupt, in nur sehr geringem Grade
mit EBL durchseucht ist. Klaas [28] und Steck et al. [62] haben aufgrund der damals
vorliegenden Daten noch postuliert, dass die Schweiz vollig frei von EBL sei. Nach
den Bestimmungen des Code zoosanitaire international des Internationalen Tier-
seuchenamtes in Paris kann ein Land oder ein Landesteil als leukosefrei gelten, wenn
entweder:

a. 99,9% aller Bestinde amtlich als frei von EBL anerkannt wurden. Ein Bestand
kann als amtlich frei von EBL anerkannt werden, wenn zwei im Abstand von minde-
stens vier Monaten durchgefithrte blutserologische Untersuchungen simtlicher Tiere
im Alter von iiber 2 Jahren ein negatives Resultat ergeben haben. In solche Bestinde
dirfen nur EBL-freie Tiere eingestellt werden. Oder wenn:

b. simtliche bei der Fleischschau festgestellten EBL-verdichtigen Tumoren an-
zeigepflichtig sind und histologisch untersucht werden;

- beim Vorliegen histologisch nachgewiesener Lymphosarkome alle Tiere des Her-
kunftsbestandes blutserologisch kontrolliert werden;

- wihrend fiinf Jahren der Anteil der Bestinde, in denen serologisch positive Tiere
ermittelt wurden, unter 0,05% aller Bestinde liegt.

Unter der Voraussetzung, dass die EBL in die Tierseuchenverordnung vom 15. De-
zember 1967 mit entsprechenden Bekimpfungsmassnahmen aufgenommen wird,
konnte sich die Schweiz wahrscheinlich in absehbarer Zeit als frei von EBL erklaren.
Allfillig auftretende Seuchenherde miissten durch sofortige Ausmerzungen der Rea-
genten getilgt werden.
| Wie ist zu erklaren, dass unser Land von der EBL weitgehend verschont geblieben
IS_t? Eine giiltige Antwort kann nicht gegeben werden. Unser Land importiert zwar ver-
tinzelt Rindvieh, und mit Importsamen sind z.B. vom 1. Juli 1982 bis 30. Juni 1983
3715 Erstbesamungen durchgefithrt worden (Jahresbericht 1982/1983 KB, Mit-
elungen des Schweizerischen Verbandes fiir kiinstliche Besamung). Das Bundesamt
fir Veterinarwesen hat jedoch fiir diese Fille strenge Vorschriften erlassen: So diirfen
Sowohl das importierte Tier wie auch der Samenspender keine Antikorper gegen das
BLV aufweisen, und der jeweilige Herkunftsbestand muss leukosefrei sein. Aber nicht
Mr die seuchenpolizeilichen Massnahmen sind dafiir verantwortlich, dass die Krank-

fitnicht in die Schweiz eingeschleppt wurde und dass die Infektion in unserem Lande
tine wesentliche Rolle spielt. Es ist bekannt, dass die BLV-Infektion, ganz allgemein
8&sprochen, eine geringe Ausbreitungstendenz hat [12]. Dies erhellt unter anderem dar-
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aus, dass nach einer experimentellen Infektion nicht alle inokulierten Rinder erkranken
[43]. Bei der Leukose wird zudem eine genetisch bedingte Disposition des einzelnen
Tieres gegeniiber einer BLV-Infektion beobachtet 13, 14, 24]. Theoretisch wire es
moglich, dass die Rinderrassen in der Schweiz gegeniiber der EBL eine erhohte
genetisch verankerte Resistenz aufweisen.

Der Nachweis einer BLV-Infektion erfolgte bis in die siebziger Jahre mit Hilfe des
«Leukoseschliissels» [65]. Dieser Nachweismethode hafteten aber gravierende Mingel
an, da infizierte Tiere frithestens in der prileukotischen Phase erfasst und leukose-
infizierte Tiere ohne Verdnderung des weissen Blutbildes iibersehen wurden. Die auf
dieser Methode fussende Bekampfung der Krankheit gestaltete sich deshalb schwierig.

Erst als das Glykoprotein-Antigen zur Verfilgung stand, war eine serologische,
aetiologische Diagnose moglich geworden [40, 41]. Der Agargel-Immunodiffusionstest
(AGID-Test) hat sich zum Nachweis von Antikorpern gegen BLV weltweit bewihrt. Er
ist verlisslich, einfach in der Durchfithrung, und es werden keine komplizierten Appa-
raturen benotigt. Die Testmethode weist allerdings auch einige gravierende Nachteile
auf. Auf der Prazipitation beruhend, ist der AGID-Test, im Vergleich zu anderen serc-
logischen Nachweisverfahren, relativ unempfindlich und es verstreichen 3 Tage bis das
Resultat abzulesen ist. Ausserdem kann aufgrund der mangelnden Empfindlichkeit des
Tests der Antikorpernachweis im Milchserum mit seinen niedrigen Immunglobulin-
titern nicht durchgefiihrt werden; hochstens in der Kolostralphase wiire dies moglich
(4, 36].

Es wurde deshalb ein ELISA fiir den BLV-Antikdrpernachweis herangezogen
[6, 25, 35, 38, 52, 53]. Dieser Test hat nicht nur den Vorteil hoherer Empfindlichkeit,
wodurch BLV-infizierte Tiere frither erkannt werden, sondern auch der abgekiirzten
Untersuchungsdauer. Denn die Ablesung kann am gleichen Tage, an dem der Tes!
angesetzt wurde, erfolgen. Dank der Empfindlichkeit des ELISA ist es auch moglich
BLV-Antikorper im Milchserum nachzuweisen [1, 7, 35, 36, 66].

Wie andere Autoren [1, 6, 7, 25, 35, 36, 52, 53, 54, 66] konnten auch wir feststellen
dass der ELISA sich fiir den Nachweis der EBL bestens eignet. Behrens et al. [7] fander
den AGID-Test beim Blutserum dem ELISA unterlegen, indem sie mit der Immundif
fusion nur 76% der im ELISA positiven Seren erfassten. Auch wir fanden in unseren
Untersuchungsgut nicht vollige Ubereinstimmung zwischen den beiden Tests. Aller
dings waren die Voraussetzungen in der vorliegenden Studie insofern anders, als vof
al.lem AGID-positive Seren im ELISA getestet wurden (Abb. 2) und die Maglichke!
nicht gegeben war, Seren von BLV-infizierten Tieren priméar im ELISA zu priifen. Au
serdem verwendeten Behrens et al. das Behring-Antigen und wahrscheinlich eine ande?
Stanze fiir die Kavitéten im Agar. Die Frage bleibt offen, wie die in nur einem Testp*
sitiv reagierenden Serumproben zu beurteilen sind, Handelt es sich um Kreuzreaki®
nen mit anderen Retroviren, um eine andere Klasse von nachgewiesenen Antikorpe?
[53] oder um eine andere Antigenzusammensetzung [53]? :

Die hohere Empfindlichkeit des ELISA im Vergleich zum AGID-Test trat bei &
Untgrsuchung der Milchserumproben deutlich zutage (Tab. 5). Es zeigte sich, dass e
Antikérpernachweis mittels ELISA im Milchserum fiir die Diagnose der EBL herd"
gezogen werden kann, wie das schon andere Autoren festgestellt haben[1, 7, 35, 36, 66
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In diesem Zusammenhang ist der bei einem Tier erhobene Befund interessant. In der kurz vor
Laktationsende (26 Tage ante partum) entnommenen Milchprobe wurde ein Titer von 1:256 mittels
ELISA ermittelt. 8 Tage post partum war der Titer bereits auf 1:32 gesunken (s. Tab. 5, Nr. 3+4).
Scheinbar wurde infolge Anderung der Permeabilitit der Euteralveolen die kolostruméhnliche Milch
bereits mit Immunglobulinen angereichert. Nach Abschluss der Kolostralmilchproduktion scheint
der Transfer von Antikdrpern in das Euter abrupt abgenommen zu haben, was zum Absinken des An-
tikorpertiters in der Milch fithrte [4].

Die EG-Kommission beabsichtigt, die Einfuhrbestimmungen fiir Zuchttiere der
Rindergattung beziiglich Leukosefreiheit erheblich zu verscharfen. Nicht nur das zu
exportierende Tier, sondern auch der Herkunftsbestand soll frei von EBL sein. Das
wirde fiir unser Land bedeuten, dass z. B. pro exportiertes Zuchttier durchschnittlich
10und mehr Tiere im Alter iiber 2 Jahre serologisch auf eine BLV-Infektion zu untersu-
chen wiren. Die Schweiz exportierte in den letzten Jahren ca 16 000 Rinder und Kiihe
pro Jahr. Wenn in allen Herkunftsbestinden Blutproben entnommen und untersucht
werden miissten, wire dies mit hohen Kosten verbunden. Die Milchuntersuchung mit-
tels ELISA wiirde in dieser Hinsicht eine wesentliche Arbeitserleichterung und zugleich
eine finanzielle Einsparung bedeuten. Fiir die Standardisierung der Methode sind aber
noch weitere Untersuchungen notig, welche in unserem Lande mit der beschrinkten
Beschaffungsmoglichkeit positiver Proben nicht durchfithrbar sind. Insbesondere
sollte die Frage abgeklirt werden, wieviel Einzelmilchproben in einer Sammelmilch-
probe vereinigt sein diirfen, damit auch infizierte Einzeltiere erfasst werden. Auf diese
Probleme haben Toma et al. [66] hingewiesen, und sie kommen zum Schluss, dass bei
zweimaliger Untersuchung eines Bestandes, in dem 5-10% der Kithe mit BLV infiziert
waren, mittels Sammelmilch die Infektion nachweisbar ist. In der Schweiz wire mit
einer niedrigeren Durchseuchungsrate zu rechnen, und es lige durchaus im Bereich des
moglichen, dass Einzelmilchproben zu untersuchen wiren.

Selbstverstindlich kann der ELISA auch fiir die Diagnose der EBL am Einzeltier,
bei der Untersuchung von Blut- und Milchserum, Verwendung finden.

Da in den diagnostisch titigen Laboratorien dank den IBR-Untersuchungen
der ELISA etabliert ist, wire eine Umstellung von AGID auf den ELISA jederzeit
moglich.

Erfreulicherweise scheinen in unserem Lande die infolge der IBR-Bekdmpfung
vermehrt durchgefiihrten Blutentnahmen die epidemiologische Lage in bezug auf die
EBL nicht verandert zu haben.

Zusammenfassung

, Zl}r Abklarung der epidemiologischen Situation in bezug auf die enzootische bovine Leukose
(EBL) in der Schweiz wurden 22 670 Rinderseren aus den Kantonen Schaffhausen, Ziirich, Jura und
“Region Nordostschweiz auf das Vorkommen von prizipitierenden Antikérpern gegen das boviqe
eWkosevirus (BLV) mit dem Agargelimmundiffusionstest (AGID-Test) untersucht. Zusammen mit
e Untersuchungen anderer Laboratorien wurden bis heute 94 685 Rinderseren auf das Vorhal}-
€1SeIn von Antikorpern gegen BLV gepriift, was 4,9% des gesamten Rindviehbestandes der Schweiz
*lispricht. Mit Ausnahme einer 4jihrigen Kuh waren alle Tiere seronegativ. '
W 349 Blutseren und 32 Milchseren aus Deutschland, Osterreich, Frankreich und d_er Schwe}z
urden vergleichend im AGID-Test und im ELISA untersucht. Nur bei 6 Blutseren stimmten die
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Resultate der beiden Tests nicht iiberein. 21 Milchseren waren im ELISA positiv und im AGID-Test

nur deren 2. Der ELISA eignet sich somit fiir den serologischen Nachweis einer BLV-Infektion.
Wegen der einfacheren Materialbeschaffung bedeutet der Nachweis von Antikérpern im Milch-

serum mittels ELISA eine erhebliche Arbeitserleichterung und eine finanzielle Einsparung.

Résumé

Une étude séroépidémiologique a été entreprise pour dépister la leucose bovine enzootique en
Suisse, portant sur 22 670 bovins provenant des cantons de Schaffhouse, Zurich, Jura et des régionsdu
nord-est du pays. La recherche des anticorps dans le serum s’effectuait par immunodiffusion en
gélose. Sur un total de 94 685 serums examinés par différents laboratoires en Suisse, un seul animal
s’est révélé positif.

349 serums et 32 laits provenant de la Republique Fédérale Allemande, d’Autriche, de Franceet
de Suisse, ont été examinés en paralléle avec le test d'immunodiffusion en gélose et par ’ELISA. Seuls
6 sérums sanguins montrérent des résultats contradictoires. 21 lacto-sérums se révélérent positifs &
ELISA et deux seulement au test de l'immunodiffusion. L'ELISA peut donc étre considéré comme
une méthode appropriée pour le dépistage sérologique d’une infection par le virus de la leucose bovint
enzootique. L'aspect économique favorable du test ELISA sur lait pour le dépistage de la leucost

bovine est discuté.

Riassunto

Per chiarire la situazione epidemiologica della leucosi enzootica bovina (LEB) in Svizzera, 22670
sieri bovini provenienti dai cantoni Sciaffusa, Zurigo, Giura e dal nord della Svizzera sono stati ana
lizzati con il test dell’agarimmunodiffusione (AGID-Test) per scoprire eventuali anticorpi contro il
virus della leucosi bovina (VLB). Assieme analisi eseguite da altri laboratori, fino ad oggl, sono statl
esaminati 94 685 sieri bovini sulla presenza di anticorpi contro la LEB, il che rappresenta il 4,9% dell
popolazione bovina svizzera. Ad eccezione di una mucca di 4 anni, tutti gli animali erano sieroneg
tivi.

349 sieri di sangue e 32 sieri di latte provenienti dalla Germania, Austria, Francia e dalla Svizzer
sono stati esaminati parallelamente con I’ AGID-test e con I'ELISA. Solo in 6 sieri di sangue i risultal
dei due test non erano concordanti. 21 sieri di latte erano positivi con 'ELISA; solo 2 con PAGID
test. L’ELISA si ¢ rivelato un test valido per la diagnosi sierologica di un’infezione da VLB. Vistali
facilita di procurarsi il materiale, la ricerca di anticorpi nel siero di latte con "ELISA semplifica not
volmente il lavoro e permette inoltre un risparmio finanziario.

Summary

To delimit the spread of enzootic leucosis in the Swiss bovine population, 22 670 bovine blood
serum samples stemming from the cantons Schaffhausen, Zurich, Jura and the north-eastern regior*
of .the country, were tested for the presence of antibodies to bovine leukaemia virus. For this &
epidemiological investigation, an agargel-immunodiffusion test was used. On the whole (including e
present .rt.esults) 94 685 serum samples were tested since 1972 by different laboratories and only 0%
seropositive animal with tumors was detected in the canton of Aargau in 1983.

349 positive blood serum and 32 milk serum samples, stemming from the Federal Republi
Germany, Austria, France and Switzerland, were examined in a comparative study. With the blo®
serum samples, in 6 cases the ELISA and the immunodiffusion test were not concordant. In 21 out?
32 milk serum samples, antibodies against the bovine leucosis virus could be detected by using ™
ELISA. By using the immunodiffusion test, 2 out of 32 milk serum samples were positive. The ser
ing in milk sera by means of an ELISA is saving labour and costs.

¢l
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