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Untersuchungen zur Rolle des caninen Herpesvirus und

des Parvovirus Minute virus of canines bei Fruchtbarkeits-

storungen des Hundes

Uwe Truyen und Jill Manteufel, Leipzig

Die Gesunderhaltung von Hunden und ihren
Nachkommen gehdrt zu den wesentlichen
Aufgaben der tierdrztlichen Kunst. Probleme
in diesem Bereich wie Fruchtbarkeitsstorun-
gen und Welpensterblichkeit bedeuten im-
mer einen Riickschlag des bisherigen Zuch-
terfolges und einen erheblichen finanziellen
Verlust. Davon abgesehen bedeutet das Auf-
treten plotzlicher Todesfélle einzelner oder
mehrerer Welpen bis hin zum Verlust des
ganzen Wurfes eine starke emotionale Belas-
tung fiir den Ziichter.

Flinfzig- bis siebzig Prozent der Welpenver-
luste werden durch infektidse Ursachen her-
vorgerufen. Welchen Anteil virale Infektio-
nen daran haben ist weitgehend unbekannt.
Zwei Virusinfektionen scheinen bei Welpens-
terblichkeit und Fruchtbarkeitsstorungen ei-
ne wesentliche Rolle zu spielen: das canine
Herpesvirus Typ 1 (CHV-1) und das Canine
Minute Virus (CnMV, synonym canines Par-
vovirus Typ 1).

Das klinische Erkrankungsbild ist bei beiden
Viren sehr dhnlich. Bei erwachsenen Tieren
verlduft die Infektion meist unauffallig. In-
fektionen wahrend der Trachtigkeit konnen
zu Fruchtresorption, Aborten, Misshildungen

und Welpensterblichkeit fiihren. Infizierte
Welpen erkranken meist in den ersten drei
Lebenswochen und sind apathisch, zeigen
Saugunlust, haben Atemwegsprobleme, Er-
brechen und leiden oft auch unter Durch-
fall. Die Mortalitat ist hoch. Anhand der
klinischen Symptome ldsst sich nur eine
Verdachtsdiagnose stellen. Die endgiiltige
Diagnose beider Virusinfektionen kann nur
im Labor mittels virologischer und moleku-
larbiologischer Techniken erfolgen.

Canine Herpesviren werden wie andere
Herpesviren auch, nicht vollstandig vom
Immunsystem eliminiert und verbleiben le-
benslang im Kdrper des Hundes. Diese Tiere
konnen jederzeit, ohne duRerlich sichtbare
Hinweise fiir den Besitzer oder Tierarzt, das
Virus ausscheiden und damit andere Hunde
infizieren.

Das Canine Minute Virus wurde 1967 als ers-
tes Parvovirus des Hundes aus dem Kot eines
gesunden Schdferhundes, der auf einer ame-
rikanischen Militdrbasis in Deutschland sta-
tioniert war, isoliert. Durch experimentelle
Infektionen in den spdten 80er Jahren wis-
sen wir, dass eine Infektion zu Fruchtresorp-
tionen, Aborten, der Geburt lebensschwa-
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cher Welpen und Welpensterblichkeit in den
ersten drei Lebenswochen fiihren kann. 1996
gelang es TRUYEN und Mitarbeitern das Ca-
nine Minute Virus erstmals in Deutschland
beim Abort einer Yorkshireterrierhiindin
nachzuweisen. Hunde, die im Rahmen einer
jahrlichen Impfung gegen die Parvovirose
(CPV-2) geimpft werden, sind gegen CnMV
aufgrund fehlender Kreuzimmunitdt nicht
geschiitzt.

Ziel der Arbeit war es, die Verbreitung dieser
beiden Viren in Deutschland zu untersuchen.
Um herauszufinden, wie hoch der Anteil der
Hunde ist, die schon einmal Kontakt mit be-
sagten Viren hatten, wurden Seren auf den
Gehalt virusspezifischer Antikdrper getestet
und daraus die Seroprdvalenz ermittelt. Fdlle
von akuter Welpensterblichkeit in den ersten
drei Lebenswochen sowie Totgeburten wur-
den mittels PCR und Virusisolierung auf CHV-
1 und CnMV direkt untersucht.

Durch Veroffentlichungen {iber das infektio-
se Welpensterben und deren virale und einer
speziell eingerichteten Homepage mit der
URL http://www.herpes-beim-hund.de wur-
den Ziichter aufgerufen an der Studie teilzu-
nehmen. Zusdtzlich konnten 40 Seren der Se-
rumbank aus Miinchen, die 1998 im Rahmen
einer von der GKF gefdorderten seroepidem-
iologischen Studie von Herrn Prof. Dr. Uwe
Truyen zur Wirksamkeit verschiedener Impf-
schemata und Impfstoffe bei Hunden ange-
legt wurde, mit in die Untersuchungen ein-
bezogen werden. Von Frau Prof. Giinzel-Apel
aus dem Institut fiir Reproduktionsmedizin
der Tierdrztlichen Hochschule Hannover wur-

den 31 Spermaproben und 26 Serumproben
aus dem Patientengut der Klinik in Hannover
zur Verfiigung gestellt. Zwischen Mdrz 2004
und Oktober 2005 konnten so insgesamt 429
Serumproben, 37 Welpen aus 14 Wiirfen,
34 Spermaproben, 37 Tupferabstriche und
16 Kotproben gesammelt werden.

Ergebnisse des direkten Virusnachweises

Die Proben wurden aufgearbeitet und an-
schlieBend mittels Polymerase Kettenreak-
tion (PCR) auf CHV-1 und CnMV untersucht.
Diese Methode ist sehr sensitiv und erlaubt
den Nachweis viraler DNA. Gleichzeitig wurde
versucht die Viren in Zellkultur zu isolieren.

Das Testergebnis aller untersuchten Proben
war sowohl in der Virusisolierung als auch in
der PCR negativ. In keinem Fall konnten wir
CHV-1 oder CnMV nachweisen.

In sechs der 14 Fille wurden die Welpen auf
Wunsch des Besitzers zur Abklarung der To-
desursache pathologisch untersucht. Davon
wurde in drei Fallen kein Hinweis auf ein infek-
tioses Geschehen gefunden. Bei den anderen
drei Fallen konnten bei der bakteriologischen
Untersuchung E.coli und Staphylococcus inter-
medius nachgewiesen werden. Die Anzahl der
untersuchten Félle von Welpensterblichkeit
ist insgesamt zu gering, um eine Beurteilung
tiber die Verbreitung und die Haufigkeit einer
ursdchlichen Beteiligung von CHV-1 und CnMV
an Fallen von Welpensterblichkeit treffen zu
kdnnen. So dass aus der Tatsachse, dass wir
die Viren in den untersuchten Fallen nicht
nachweisen konnten nicht geschlossen wer-
den kann, dass CHV-1 und CnMV keine Rolle in
Deutschland spielen.



Nachweis spezifischer Antikorper

Insgesamt standen 429 Seren fiir diese Un-
tersuchungen zur Verfiigung. Es wurde unter
Anwendung des Serumneutralisationstestes
eine Seropravalenz fiir CHV-1 von 27,7 %
und fiir CnMV von 5,6 % ermittelt. Bezogen
auf die auswertbaren Seren steigt der Anteil
seropositiver Seren auf 28,1 % und 5,7 %.

Von den Seren, die von Frau Prof. Giinzel-
Apel aus dem Institut fiir Reproduktionsme-
dizin der Tierdrztlichen Hochschule Hanno-
ver zur Verfligung gestellt wurden, konnten
bei 15,4 % CHV-1-spezifische Antikorper
auf, wohingegen keine Probe seropositiv fiir
CnMV war. Aus der Serumbank der Miinchener
Studie aus dem Jahre 1998 war der Anteil
der CHV-1-positiven Seren im Vergleich zur
Gesamtprdvalenz von nur 27,7 % mit 60
% auffallend hoch. Dass es sich dabei um
Antikorper nach Impfung handelt, kann mit
Sicherheit ausgeschlossen werden, da der
Impfstoff gegen das Infektiose Welpenster-
ben erst seit 2003 auf dem deutschen Markt
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erhiltlich ist und die Seren aus dem Jahre
1998 stammen. Die einzige Gemeinsamkeit
aller untersuchten Hiindinnen besteht darin,

S 1 Tihesatd i

Abbildung 1: Héufigkeit und Verteilung der
Antikérpertiter gegen CHV-10

dass die Blutentnahme in einem relativ kur-
zem Abstand zur Geburt erfolgte. Die Hohe
der Antikorpertiter fiir CHV-1 variierte zwi-
schen 1:4 und 1:128. CHV-1 induziert nur

Tabelle 1: Seroprévalenz von CHV-1 unter Zuchthunden in Deutschland

Anzahl n Anzahln Prozent
Seren seropositiver Seren
Seropravalenz (alle Seren) 429 119 27,7 %
Seroprdvalenz (auswertbare Seren) 423 119 28,1 %
davon aus:
Miinchener Impfstudie 40 24 60 %
Institut fiir Reproduktionsmedizin, 26 4 15,4 %

TiHo Hannover
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Tabelle 2: Seropréivalenz von CnMV unter Zuchthunden in Deutschland

Anzahln Anzahl n Prozent
Seren seropositiver Seren
Seroprdvalenz (alle Seren) 429 24 5,6 %
Seroprdvalenz (auswertbare Seren) 423 24 5,7 %
davon aus:
Miinchener Impfstudie 40 4 10 %
Institut fiir Reproduktionsmedizin, 26 0 %

TiHo Hannover

eine schwache Antikorperbildung. Die abso-
lute Hohe der Antikdrper ermdglicht nur ei-
ne begrenzte Aussage dariiber, ob der Hund
vor einer erneuten Infektion geschiitzt ist,
da die zelluldren Abwehrmechanismen des
Immunsystem wahrscheinlich eine grolere
Bedeutung in der Bekampfung einer Herpes-
virusinfektionen besitzen.

Positive Serumtiter ohne akute klinische
Symptome lassen nur die Aussage zu, dass
dieser Hund schon einmal Kontakt mit CHV-
1 hatte und dass sich das Virus mit hoher
Wahrscheinlichkeit noch latent im Korper
befindet. Nur ein deutlicher Titeranstieg bei
Serumproben, die im Abstand von zwei Wo-
chen genommen werden, sind Hinweis auf
eine akute Infektion. Ein negatives serolo-
gisches Ergebnis schliel3t eine Infektion mit
CHV-1 nicht aus. Erst ein bis zwei Wochen
nach einer CHV-1-Infektion sind spezifische
Antikorper im Blut nachweisbar. Der Titer
steigt moderat an und fallt nach kiirzerer
oder langerer Zeit wieder ab.

Fir den Nachweis CnMV-spezifischer Anti-
korper wurden Immunofluoreszenztechniken
angewandt. Die ermittelte Seroprdvalenz
aller untersuchten Seren betrug 5,6 % und
zeigt, dass CnMV ebenfalls in Deutschland
verbreitet ist. Im Vergleich zu anderen Lan-
dern ist die Prdvalenz jedoch gering. In den
einzigen beiden untersuchten Landern in
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Abbildung 2: Hdufigkeit und Verteilung der
Antikdrper gegen CnMV



Europa, Italien und der Tiirkei liegen die Pra-
valenzen zwischen 13,6 % und 24,17 %. In
der Teilgruppe der Seren aus der Miinchener
Impfstudie lieRen sich bei 10 % der Tiere
spezifische Antikorper nachweisen, wohin-
gegen keines der vom Institut fiir Reproduk-
tionsmedizin der Tierdrztlichen Hochschule
Hannover fiir diese Studie zur Verfiigung ge-
stellten Hundeseren seropositiv war.

Die Methode der indirekten Immunoflu-
oreszenz zeichnet sich durch eine hohe
Spezifitdt, jedoch nur eine mittelmaRige
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Sensitivitat aus. Unter Umstanden ist das
Ergebnis einiger Seren falsch negativ. Der
Ersatz der Immunofluoreszenz durch sensiti-
vere Nachweismethoden wie dem ELISA soll
langfristig das Ziel sein.

Analyse von Risikofaktoren

Nach der Ermittlung der Seroprdvalenz
fiir CHV-1 und CnMV unter Zuchthunden in
Deutschland wurde im nachsten Schritt un-
tersucht, ob sich anhand der {iber die Seren

Tabelle 3: Fruchtbarkeitsstérungen und serologischer Status

n CHv-1 CHV-1% CnMV CnMV %
Fruchtbarkeitsstorungen 63 16 25,4% 6 9,5 %
Welpensterblichkeit 24 9 37.5% 2 8,3 %
Totgeburten 23 2 8,7 % 2 8,7 %
Leerbleiben 17 4 235% 1 5,9 %
lebensschwache Welpen 6 - - 1 16,6 %
Spatabort 5 - - 1 20 %
Fruchtresorptionen 5 2 40 % 1 20 %
Andstrus 2 1 50 % 2 100 %
Ataxie 2 1 50 % - -
Misshildungen 1 - - - -
Mumifikation 1 - - - -
vesikuldre Lasionen in der Vagina 1 - - - -
verldngerte Laufigkeit 1 - - - -
Scheintrachtigkeit 1 - - - -
respiratorische Symptome 1 - - - -
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zur Verfligung stehenden Daten Risikofakto-
ren ableiten lassen, die fiir die Seropositivitdt
signifikant sind. Die statistische Auswertung
der fiir Daten ergab, dass nur das Geschlecht
einen signifikanten Einfluss auf den Sero-
status von CHV-1 hat. Die Wahrscheinlich-
keit, dass eine Hiindin seropositiv ist, ist
fast 2,9mal groRer als das eines Riiden.
Aufgrund der zu geringen Anzahl der fiir
CnMV seropositiven Seren war die Ableitung
von Risikofaktoren fiir CnMV mittels statis-
tischer Methoden aus den wenigen Daten
nicht sinnvoll. So dass nur eine rein deskrip-
tive Analyse erfolgen kann.

Zusammenhang zwischen Fruchtbarkeits-
storungen und Antikorpernachweis

Es wurden von 63 Hunden Seren zur Unter-
suchung eingesandt, bei denen Fruchtbar-
keitsstorungen aufgetreten sind. Bei 25,4 %
dieser Seren konnten Antikorper gegen CHV-
1 nachgewiesen werden. CnMV-spezifische
Antikorper waren in 6 Seren (9,5 %) vor-
handen. Die Pravalenz von CHV-1 ist bei den
Symptomkomplexen Welpensterblichkeit mit
37,5 %, Fruchtresorptionen (40 %), Andstrus
(50%) und Ataxie (40 %) bedeutend hdher
als die ermittelte Seroprdvalenz aller in die-
ser Arbeit untersuchter Seren von 28,1 %.
Von den 63 Seren mit vorberichtlich bekann-
ten Fruchtbarkeitsstorungen waren sechs
seropositiv fiir CnMV (9,5 %). Der Anteil
seropositiver Seren fiir CnMV ist bei Hunden
mit Fruchtbarkeitsstorungen im Allgemeinen
und bei speziellen klinischen Erscheinungen
wie z. B. Totgeburten, lebensschwache Wel-
pen und Fruchtresorptionen deutlich hoher
als die ermittelte Seroprdvalenz aller un-
tersuchten Seren von 5,6 %. Auffallend ist,
dass bei den einzigen beiden Seren mit dem

vorberichtlich genannten Problem des Auf-
tretens eines verlangerten Andstrus, CnMV-
spezifische Antikdrper nachgewiesen werden
konnten.

Arbeiten zur Genexpression des Haupto-
berflachenproteins VP2 von CnMV

In Hinblick auf die begrenzte Verfiigbarkeit
von CnMV und die fiir die Isolierung benotig-
te Zelllinie WRCC war es ein weiteres Ziel der
vorliegenden Arbeit, das Oberflachenprotein
VP2 durch rekombinante Genexpression in
E.coli herzustellen und dessen Einsatz als
Antigen im ELISA zu testen. In der Studie
gelang es nicht VP2 in ausreichender L0s-
lichkeit und Reinheit mittels prokaryotischer
Expresionsysteme herzustellen. Das herge-
stellte Protein erwies sich als stark kreuz-
reaktiv. Eine Bestimmung von Antikorpern
gegen CnMV mit einem auf das synthetisier-
ten VP2 basierenden ELISA gelang nicht. Die
Genexpression des VP2 von CnMV in E.coli
ist flir die Etablierung eines diagnostischen
Nachweissystems nicht geeignet. Der Einsatz
anderer Expressionssysteme ist empfehlens-
wert und sollte weiter verfolgt werden.

Geographische Verteilung der untersuch-
ten Serumproben

In der Graphik sind alle Postleitzahlenberei-
che dargestellt, aus denen Seren zur Unter-
suchung eingesandt wurden. Seren , die im
Seumneutralisationstest als CHV-1-positiv
ermittelt wurden, sind entsprechend ihrer
Postleitzahl akd rite Punkte in den griinen
Flachen ermitelt worden.
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Fazit

Die Ergebnisse der Arbeit bestdtigen, dass
CnMV weltweit verbreitet ist und im ursdch-
lichen Zusammenhang steht mit Fruchtbark-
eisstorungen beim Hund.

Die Seroprdvalenzrate fiir CHV-1 ist nicht
gleichzusetzen mit der Haufigkeit CHV-1-be-
dingter klinischer Erkrankungen beziehungs-
weise Welpensterblichkeit. Der in der Praxis
gedullerte Verdacht einer CHV-1-Infektion
konnte im Rahmen dieser Studie in keinem
Fall labordiagnostisch bestdtigt werden.
Der Anteil bakteriell und nichtinfektids be-
dingter Welpensterblichkeit ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit von weitaus grof3erer Be-
deutung. Der betreuende Tierarzt sollte bei
Welpensterblichkeit unbedingt die Todesur-
sache des Welpen bestimmen lassen und die
Hiindin klinisch untersuchen.

Die Bedeutung von CHV-1 und CnMV fiir akute
Welpensterblichkeit ist in Deutschland von
weitaus geringerer Bedeutung als erwartet.
Nichtsdestotrotz ist die Verbesserung der
diagnostischen Nachweismethoden fiir die
Zukunft von Bedeutung.

Prof. Dr. Uwe Truyen und TA Jill Manteufel

Institut fiir Tierhygiene

und Offentliches Veterindrwesen,
Veterindrmedizinische Fakultdt,
Universitit Leipzig
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