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which was characterized as a DNA-Lipovirus and which was identified serologically
with the virus of American Equine Rhinopneumonitis. Both mares had titers of
neutralizing antibodies against the American reference strain in their sera. Cowdry A
nuclear inclusion bodies were demonstrated in the organs of both foals and in tissue
culture cells. The patho-histologic findings of the aborted foals are discussed.
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Der differentialdiagnostische Nachweis von Brucellen
und C. burneti in Köster-positiven Nachgeburtsausstrichen

mit, fluoreszierenden Antikörpern

Von H. Becht

Die Immunofluoreszenz hat sich als schnelle und sichere Methode bei den
verschiedensten Aufgaben im diagnostischen Laboratorium bewährt. Wir
haben versucht, diese Technik zur differential-diagnostischen Beurteilung
von Köster-positiven Cotyledonen einzusetzen mit dem Ziel, die oft massive
und entsprechend gefährliche Nachgeburtsinfektion (Hess und Staehli,
1961) möglichst rasch zu erfassen und zu tilgen.
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Biegeleisen et al. (1962) haben gezeigt, daß sich Brucellen und ihre löslichen
Antigene im Gewebe von Versuchstieren mit fluoreszierenden Antikörpern nachweisen
lassen. C. burneti wurde in Zellkulturen von Roberts und Downs (1958) und von
Amosenkova et al. (1961) in Zecken mit dieser Methode sichtbar gemacht.

Material und Methode

Für die Gewinnung von Immunserum zur Markierung wurde einem Kaninchen
gereinigtes Rickettsienantigen unseres Stammes «Andelfingen» intravenös injiziert.
Ein weiteres Serum stammte von einer Kuh aus einem mit Q-Fieber infizierten
Bestände. Anti-Brucellen-Serum wurde durch intravenöse Injektion von abgetöteten
Bakterien bei einem weiteren Kaninchen hergestellt. Die Konjugation mit Fluores-
cein-isothiocyanat (FITC) erfolgte nach Marshall et al. (1958). Der überschüssige
Farbstoff wurde durch Gefiltration mit Sephadex G-25 entfernt (Wagner, 1962).
Für die Gegenfärbung wurde ein Gemisch von 10 negativen Rinderseren nach Smith
et al. (1959) mit Lissamine Rhodamine B 200 (LR) markiert und ebenfalls mit Sephadex

gereinigt. Für die Färbung aller Präparate wurde ein Teil des mit FITC markierten
Immunserums fünf Teilen mit LR konjugierten Normalserums zugesetzt und mit
diesem Gemisch die fixierten Ausstriche bedeckt. Von den Köster-positiven Coty-
ledonen wurden auf einem Objektträger zwei Ausstriche angefertigt, luftgetrocknet,
10 Minuten in Aceton fixiert und mit einem Paraffinring umgeben. Auf der einen Seite
wurde nun das Präparat mit markiertem Anti-Rickettsien-Serum und auf der andern
Seite mit dem Anti-Brucellen-Konjugat bedeckt und bei 37° Celsius inkubiert. Nach
einer Stunde würden die Seren mit Phosphatpuffer sorgfältig abgewaschen und nach
Entfernen des Paraffinwalls in Pufferlösung gestellt und kurz geschwenkt. Anschließend

wurden die Ausstriche mit Fließpapier abgetupft und mit gepuffertem Glycerin
eingebettet. Die so erzielten Resultate wurden im Hemmtest kontrolliert. Die eine
Seite eines mit dem gleichen Material hergestellten Ausstrichpaares wurde mit Rickettsien-,

die andere mit Brucellen-Immunserum von Rindern bedeckt und nach
halbstündiger Inkubation mit Fließpapier freigesaugt. Von den gleichen Seren wurde
nochmals aufgetragen. Nach weiteren 30 Minuten wurden die Ausstriche wie oben
gewaschen und mit dem Konjugat überschichtet, mit welchem im direkten Färbeverfahren
ein positives Ergebnis erzielt worden war. Die Präparate wurden meistens bei 200-
facher Vergrößerung untersucht.

Ergebnisse

Mit dem beschriebenen Verfahren wurden 38 Nachgeburten geprüft,
die im Verlaufe der letzten zwei Jahre tiefgefroren aufbewahrt worden
waren. 37 Proben stammten von Kühen, eine von einer Ziege. In Häufchen
gelagerte Brucellen oder Rickettsien sind als helle gelbgrüne Flecke auf
rotem Hintergrund sichtbar, als feine grünliche Punkte, wenn sie diffus
verstreut liegen. Auf der andern Seite des Objektträgers ist lediglich die durch
das LR-markierte Normalserum bedingte rote Färbung des Gewebes
erkennbar; die heterologen Antikörper hinterlassen keine Fluoreszenz.

Die Gegenfärbung mit dem LR-markierten Normalserum erwies sich als
Voraussetzung für eine klare Diagnosestellung. Die unspezifische Bindung
von markierten Proteinen an normales Gewebe wurde seit den Arbeiten
von Coons et al. (1950) meist dadurch unterdrückt, daß die Konjugate
mit Leberpulver oder mit den bei der Untersuchung verwendeten Gewebs-
arten vorher absorbiert wurden. Manche Autoren (Goldstein et al., 1959;
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McDevittetal., 1963) verminderten diese unspezifische Fluoreszenz durch
Herabsetzung der Farbstoffkonzentration und durch chromatographische
Reinigung der Konjugate. Unsere Versuche, durch Absorption des
markierten Serums mit acetongetrocknetem Gewebspulver aus nicht infizierten
Nachgeburten oder durch Herabsetzung des Farbstoff/Eiweiß-Verhältnisses
auf 1 :100 die unspezifische Fluoreszenz auszuschalten, führten zu keinen
befriedigenden Ergebnissen. Bei der Gegenfärhung mit Kongorot nach
Nichols und McComb (1962) wurde auch die spezifische Fluoreszenz
durch diesen Farbstoff weitgehend überdeckt. Offensichtlich besitzt das
meist nekrotische Nachgeburtsmaterial eine besonders starke Affinität für
die markierten Proteine und läßt das ganze Gesichtsfeld gelbgrün erscheinen.
Auch Schaeffer et al. (1964) haben darauf hingewiesen, daß zerfallenes
Gewebe die unspezifische Hintergrundfluoreszenz erhöht.

Die Kontrastfärbung mit LR-markiertem Normalserum verhindert diese
unspezifische Fluoreszenz des Gewebes und läßt die spezifischen Antigene
auf rotem Hintergrund gelbgrün aufleuchten. Eine zusätzliche Reinigung
der Konjugate ist daher nicht erforderlich. Das spezifische Färbevermögen
der mit FITC-markierten Seren von Rind und Kaninchen waren etwa
gleichwertig.

Die Diagnosen stimmten in allen Fällen mit den durch Kultur und
Tierversuch ermittelten Befunden überein. Die Intensität der Fluoreszenz war
allerdings nicht in jedem Fall gleich. Es konnte stets beobachtet werden,
daß die gefärbten Erreger in stark mazerierten Nachgeburten eine bedeutend

schwächere Leuchtkraft besaßen als in frischen Proben. In den
Köster-positiven Cotyledonen, die uns aus zwei Beständen mit den früher
beschriebenen Q-Fieber-Ausbrüchen (Becht und Hess, 1964) sofort nach
der Geburt überbracht wurden, war ausnahmslos eine hell leuchtende
Fluoreszenz vorhanden. Die Annahme scheint daher gerechtfertigt, daß nur
die intakte Oberfläche von Brucellen und Rickettsien die Fluorescein-
markierten Antikörper in vollem Umfang zu binden vermögen. Jedoch war
auch in Proben mit starken Fäulniserscheinungen stets eine deutliche, wenn
auch bedeutend schwächere, eher graugrünliche Fluoreszenz zu erkennen.
In der Tabelle ist diese abgestufte Intensität zahlenmäßig dargestellt.

Im Hemmtest ließen sich die Befunde der Direktfärbung bestätigen.
Das homologe Serum blockierte die Fluoreszenz vollständig, während sie
in dem mit dem heterologen Serum vorbehandelten Doppelausstrich in
wenig veränderter Stärke vorhanden war.

Mit der Immunofluoreszenz in der beschriebenen Weise läßt sich die
Diagnose innerhalb weniger Stunden mit geringem Aufwand stellen, im
Gegensatz zu den 5 Tagen, welche für die Brucellenkultur, oder den
mindestens 3 Wochen, die für den Rickettsien-Tierversuch erforderlich sind.
Außerdem entfallen die Schwierigkeiten, die öfters dadurch entstehen, daß
die Meerschweinchen nach der Injektion des meist stark kontaminierten
Nachgeburtsmaterials vor Ablauf der Versuchszeit sterben.
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Schließlich sei noch erwähnt, daß die Methode bei der Untersuchung von
Organabklatschpräparaten im Rickettsien-Tierversuch eine wertvolle Hilfe
darstellt.

Tabelle 1 Köster-positive Nachgeburtsproben. Differentialdiagnose und
Intensität der Fluoreszenz1

Fluoreszenz-
Intensität

Anzahl der positiven Proben

mit
Anti-Rickettsienserum

mit
Anti-Brucellenserum
•

+
+ +

+ + +

4
5

14

0
6
9

Total 23 15

1 Die in der Tabelle aufgeführten fluoreszenzmikroskopischen Befunde konnten in allen
Fällen bestätigt werden:
Durch positiven Kultur- und Tierversuch aller 15 Brucellen-Infektionen bzw. durch negativen
Kultur- und positiven Tierversuch der 23 Rickettsien-Infektionen.

Zusammenfassung

Durch Anfärben von Köster-positiven Nachgeburten mit fluoresceinmarkierten
Antikörpern bei gleichzeitiger Gegenfärbung mit Lissamine-Rhodamine-markiertem
Normalserum ist die sofortige differentialdiagnostische Beurteilung einer Brucellen-
oder Rickettsien-Infektion möglich.

Resume

L'appreciation immediate d'un diagnostic differentiel d'une infection par brucelies
ou rickettsies peut etre obtenue par coloration d'arriere-faix Köster-positive avec des
anticorps fluorescents ainsi que par contre-coloration simultanee par serum normal
marque de lissamine-rhodamine.

Riassunto

E possibile Stabilire subito la diagnosi differenziale di un'infezione da brucelle o da
rickettsie mediante la colorazione delle secondine con anticorpi marcati alia fluores-
ceina e simultanea colorazione di contrasto con siero normale marcato alla rodamina
di Lissamine.

Summary

Colouring Köster-positive afterbirths with fluorescein-marked antibodies, while
simultaneously counter-colouring with lessamine-rhodamine-marked normal serum,
makes possible the immediate differential diagnostic assessment of a brucellosis or
Rickettsian infection.
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Der Kaiserschnitt heim Rind

(Ein Beitrag aus der Praxis zu dessen Technik und Kasuistik)

Von H. Erismann, Beinwil am See

Die ersten Publikationen über den Kaiserschnitt beim Rind waren, was
das Prozedere der Operation anbelangt, noch so, daß sich der Praktiker nur
schwer zur Ausführung dieser Operation entschließen konnte. Und doch
mußte jeder in der Geburtshilfe Tätige einsehen, daß die Schnittentbindung
richtunggebend werde für die Geburtshilfe beim Rind, daß sie durch ihre
Wirtschaftlichkeit für den Viehbesitzer nicht nur jegliche Parforce-Ein-
griffe von Laien, sondern auch die für den Praktiker oft sehr zeitraubenden
und körperlich außerordentlich anstrengenden Embryotomien weitgehend
ersetzen werde. Es galt nun aber, und das war die Absicht einer Anzahl
Publikationen der letzten Jahre, diese Operation so zu gestalten, daß sie

von jedem Praktiker und unter allen Gegebenheiten der ländlichen Praxis
ausgeführt werden konnte. In dieser Hinsicht war es im weiteren durchaus
notwendig, diesen geburtshilflichen Eingriff zu einer «Einmannoperation»
zu gestalten. Nur so kann er dem Praktiker seine vollen Dienste leisten.

Angeregt durch zwei Artikel von Blendinger und von Glock in der
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