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Einleitung und Aufgabenstellung 1

1 Einleitung und Aufgabenstellung

Seit der Ersterwdhnung einer seuchenhaft verlaufenden, der Psittakose &hnlichen
Krankheit bei Vogeln der Ordnung Psittaciformes (PACHECO und BIER, 1930) sowie
der Identifizierung einer Herpesvirusétiologie durch SIMPSON et al. im Jahre 1975
erschien eine grole Anzahl von Verdffentlichungen iiber die im folgenden als
Pacheco’sche Papageienkrankheit (PPD) bezeichnete Erkrankung.

Aufgrund der weltweiten Verbreitung und des seuchenhaften Krankheitsverlaufs mit
hoher Infektiositit, Morbiditdt und Mortalitét ist diese Herpesvirusinfektion von grof3er
Bedeutung fiir Papageienbestinde. Eine besondere und stindige Gefahrdung zum
Krankheitsausbruch besteht vor allem bei Haltungsformen mit hoher Fluktuation und
nach Stresseinwirkung, wie z.B. wihrend der Quaranténezeit, bei Héndlern, auf

Ausstellungen und Vogelborsen.

In den letzten 15 Jahren ist deutlich geworden, dass es sich bei dem Erreger der PPD
nicht um ein antigenetisch einheitliches Psittaziden-Herpesvirus (PsHV), sondern um
eine Vielzahl unterschiedlicher Subtypen handelt. 1988 wurden erstmals von
KRAUTWALD et al. zwei ,,neue* Herpesviren beschrieben, welche sich anhand des
Krankheitsbildes und der pathologischen Verdnderungen sowie serologisch deutlich von
den bis dahin gefundenen Isolaten unterschieden. Weitere Untersuchungen von
SPENKOCH-PIPER (1993) an 26 verschiedenen Isolaten aus Papageien mit PPD
bestitigten die serologische Heterogenitéit innerhalb der Gruppe der PsHV. TRITT
(1985) und GRAVENDYCK et al. (1996) konnten mittels serologischer
Kreuzneutralisationstests unter Verwendung der Clusteranalyse fiinf PsHV-Serotypen
unterscheiden. Zusitzlich haben Vergleiche einer ausgewdhlten Anzahl von PsHV-
Isolaten nach Verdau des gesamten Genoms durch Restriktionsendonukleasen ein
signifikantes Ausmal} an genetischen Polymorphismen aufgezeigt (AINI et al., 1993;
GUNTHER et al, 1997; SCHRODER-GRAVENDYCK, 1999; SCHRODER-
GRAVENDYCK et al.,, 2001). Anhand der gefundenen Restriktionsmuster konnte
aulerdem eine weitere Unterteilung der Serotypen in Restriktionssubtypen

vorgenommen werden (SCHRODER-GRAVENDYCK, 1999).
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Aus den Sequenzdaten eines PsHV entwickelten TOMASZEWSKI et al. (2001)
ausgehend vom variablen Abschnitt des Genoms fiinf Primerpaare, welche in der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von PsHV-Isolaten aus den USA
und Deutschland verwendet wurden. Die entstandenen verschiedenartigen
Amplifikationsmuster bewiesen auch bei diesen Untersuchungen, dass als Erreger der

PPD mehrere genetisch unterschiedliche PsHV-Varianten vorkommen.

In der vorliegenden Arbeit werden an iiber 30 wéhrend der letzten 20 Jahre in Europa
isolierten Herpesviren aus Papageien durch Spaltung mit Restriktionsendonukleasen
sowie durch Amplifikation mit den 5 von TOMASZEWSKI et al. (2001) entwickelten
Primern in der PCR weitere Untersuchungen zur Heterogenitédt der PSHV und zu einer
moglichen iibersichtlichen Einteilung derselben durchgefiihrt. Zusatzlich wird versucht,
eventuell vorhandene Unterschiede zwischen bereits etablierten Serotypen mittels

Western Blot auf Proteinebene genauer darzustellen.

Des weiteren soll die Methode PCR auf ihre Eignung bzw. Praxistauglichkeit als
Diagnostikum zum schnellen Nachweis einer PsHV-Infektion insbesondere im
Hinblick auf das Vorkommen unterschiedlicher Varianten untersucht und beurteilt
werden. Hierbei wurde neben der von TOMASZEWSKI et al. (2001) beschriebenen
PCR mit Vervielfiltigung ausgehend vom variablen Abschnitt des PsHV-Genoms auch
die von VANDEVANTER et al. (1996) veroffentlichte consensus primer PCR getestet,
bei der eine hochkonservierte Region der herpesviralen DNA-abhéngigen DNA-

Polymerase amplifiziert wird.

Der FEinsatz einer PCR, welche in der Lage ist, eine PsHV-Infektion friihzeitig sowohl
im Sektionsmaterial von an PPD gestorbenen Tieren nicht nur zu diagnostizieren,
sondern zusétzlich auch noch zu charakterisieren bzw. einer bestimmten Gruppe
zuzuordnen, wiirde einen groflen Zeitgewinn und dadurch eine gezielte und friihzeitige
Behandlung betroffener oder gefdhrdeter Bestinde ermoglichen. Wenn es dariiber
hinaus gelingen wiirde, das PsHV in Tupferproben oder im Blut lebender Papageien

nachzuweisen, konnten auf diese Art persistent infizierte Virustriger entdeckt und von
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empfanglichen Tieren getrennt werden. Eine sichere Identifizierung inapparenter
Carriervogel wire auch insbesondere im Hinblick auf Artenschutzprojekte und damit
einhergehende Zucht- und Auswilderungsvorhaben von unschétzbarem Wert, weil
dadurch eine mdgliche Einschleppung von PsHV in vom Aussterben bedrohte

wildlebende Psittazidenpopulationen ausgeschlossen werden konnte.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Die Pacheco’sche Papageienkrankheit (PPD)

2.1.1 Einleitung

Die Pacheco’sche Papageienkrankheit ist eine durch verschiedene PsHV
hervorgerufene, oftmals tddlich endende Infektionskrankheit mit akutem bis
protrahiertem oder subklinischem Verlauf. Aufgrund ihrer weltweiten Verbreitung ist
sie von grofler Bedeutung fiir zahlreiche Papageienspezies und verursacht vor allem in
grofleren Bestinden bedeutende Verluste (GRAHAM, 1980; HELFER et al., 1980;
KALETA, 1990; TSAI et al., 1993; GERLACH, 1994; KALETA, 1999 u. 2003). Das
Wirtsspektrum ist auf Vogel der Ordnung Psittaciformes beschriankt, wobei es aber bei
den einzelnen Spezies artspezifische Abstufungen in der Empfindlichkeit zu geben
scheint. Wabhrscheinlich sind alle Spezies zwar infektions-, nicht jedoch
krankheitsempfanglich (GRAHAM, 1980; GASKIN et al., 1981; CAVILL, 1982;
ROSSKOPF et al., 1982; KALETA, 1999 u. 2003). So zeigen sich Amazonen und
Graupapageien am empfanglichsten, da sie gewohnlich perakut ohne vorherige
Krankheitsanzeichen oder aber innerhalb weniger Stunden nach dem Auftreten von
klinischen Symptomen sterben. Auch fiir Arten der Gattung Kakadu und Ara endet die
Infektion meist letal; jedoch erkranken diese hdufig an der subakuten Verlaufsform. Die
wenigen iiberlebenden Vogel entwickeln in der Regel eine lebenslange Immunitét
gegen eine erneute Erkrankung, wobei sich humorale Antikdrper jedoch meist nur in der
frithen Rekonvaleszenzphase und nur in niedrigen Titerstufen im Neutralisationstest
nachweisen lassen (GASKIN, 1979; GRAHAM, 1980; HITCHNER und CALNEK,
1980; ROSSKOPF et al., 1982; CARTWRIGHT et al., 1985; GASKIN, 1987;
GASKIN, 1988; KRAUTWALD et al., 1988; GASKIN, 1989; KALETA, 1999 u.
2003).
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Sittiche hingegen scheinen generell resistenter gegen einen akuten Krankheitsausbruch
zu sein. So berichten viele Autoren, dass die Infektion bei Felsen- (Cyanoliseus
patagonus), Nanday- (Nandayus nenday) und Pavuasittichen (Aratinga
leucophthalmus), aber auch bei Wellen- (Melopsittacus undulatus) und
Nymphensittichen (Nymphicus hollandicus) trotz nachgewiesener Virusausscheidung
oft inapparent oder mild bis subklinisch verlauft (GASKIN et al., 1979; GASKIN et al.
1981, CAVILL, 1982; ROSSKOPF et al., 1982; SPENSER 1991; STEINKE und
MUNDT, 1997, KALETA, 1999 u. 2003). Diese Beobachtung wird auch von
GILARDI et al. (1996) bestitigt, die bei Screening-Untersuchungen an klinisch
gesunden freilebenden Braunkopfsittichen (Aratinga weddellii) in Peru Antikdrper

gegen PsHV nachweisen konnten.

Krankheitsbild, Verlauf und Ausgang einer PsHV-Infektion sind jedoch auer von der
betroffenen Psittazidenspezies auch deutlich abhéngig vom Serotyp des infizierenden
Virus (KRAUTWALD et al., 1988; MUTLU et al., 1991; CHEESEMAN u. RIDDELL,
1995; WIESNER und RIBBECK, 1999; KALETA, 1999 u. 2003).

2.1.2 Geschichtlicher Uberblick zur PPD

Beschreibungen einer der Psittakose &hnlichen infektiosen Erkrankung mit hoher
Mortalitét bei siidamerikanischen Papageien wurden erstmals im Jahre 1930/1931 von
PACHECO und BIER verdffentlicht. Nach der humanen Psittakose-Pandemie, die im
Winter des Jahres 1929/1930 in Europa und den USA auftrat, filhrten die beiden
Wissenschaftler Untersuchungen zum Vorkommen der Psittakose in Brasilien durch.
Dabei stieBen sie sowohl in einer Volierenhaltung als auch auf einem Vogelmarkt auf
eine seuchenartige Krankheit bei brasilianischen Papageien der Spezies
Blaustirnamazone (Amazona aestiva aestiva), Venezuela-Amazone (Amazona
amazonica) und Miilleramazone (Amazona farinosa). Obwohl der Erreger der
Psittakose zu dieser Zeit bereits identifiziert worden war, war der Ubertragungsweg von
»Salmonella psittacosis von Nocard*“ dennoch nicht vollkommen bekannt. Aus diesem

Grund wurden die Untersuchungen von PACHECO und BIER von der noch
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herrschenden Verwirrung und Unklarheit in Bezug auf die Pathogenese dieser
Krankheit sicherlich beeinflusst. PACHECO und BIER (1930) stellten nach ersten
Filtrations- und Isolierungsversuchen fest, dass ein filterdurchgéngiges ,,Virus* an der
Krankheitsentstehung beteiligt sein musste. Dieses Virus lieB sich ohne Schwierigkeiten
auf Tuisittiche (Brotogeris sanctithomae sanctithomae) iibertragen; wobei die dadurch
verursachte Krankheit in ihrer Symptomatik sowie den pathologisch-anatomischen
Befunden (MEYER, 1931) der Psittakose stark dhnelte. Da jegliche Versuche, die
Infektion auf Meerschweinchen, Méuse, Tauben, Hithner oder Affen zu iibertragen,
scheiterten, kamen PACHECO und seine Kollegen zu der Schlullfolgerung, dal} es sich
bei der beobachteten Erkrankung zwar um Psittakose handelte, der Erreger jedoch eine
streng an Psittaziden adaptierte Variante darstellte. Sie sandten das isolierte infektidse
Material zwecks nédherer Charakterisierung zu RIVERS und SCHWENTKER ins
Rockefeller Institut, N.Y., USA, wo diese durch weitere experimentelle
Untersuchungen in den Jahren 1931 und 1932 feststellten, dall es sich eindeutig nicht
um den Erreger der Psittakose, sondern um ein filtrierbares papageienspezifisches Virus
handelte. Aufgrund der histologischen Verdnderungen wurde schon damals eine
Herpesvirusitiologie vermutet. Auch RIVERS und SCHWENTKER (1932) gelang es
nicht, den Erreger auf Maiuse, Meerschweinchen, Kaninchen und Kanarienvogel zu
iibertragen. Eine Ubertragung auf 10 Tage alte Hiihnerembryonen war jedoch
erfolgreich; diese starben regelméBig 3 bis 5 Tage nach Inokulation des Virus in die
Allantoishdhle ab. Passagen in embryonierten Hiihnereiern konnten ebenfalls ohne
Schwierigkeiten durchgefiihrt werden. Wellensittiche (Melopsittacus undulatus) wurden
in den Ubertragungsversuchen ebenfalls benutzt; bei dieser Spezies manifestierte sich
die Krankheit durch protrahierten Verlauf mit gestraubtem Gefieder, Schwéche,
Abmagerung und z. T. Tod innerhalb von 8-10 Tagen.

Das Krankheitsbild wurde im Folgenden als Pacheco’sche Papageienkrankheit (PPD)
bezeichnet (FINDLAY, 1933; ANDREWES und PEREIRA, 1972).

Obwohl bereits 1930 erstmalig beschrieben, wurde die PPD erst in den frithen 70er
Jahren in Papageienhaltungen in Florida wiedererkannt bzw. diagnostiziert (SIMPSON
und HANLEY, 1975). Kurze Zeit spidter wurden zahlreiche Berichte iiber
Krankheitsausbriiche in Kenia (KALINER, 1975), Neuseeland (DURHAM et al., 1977),
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Deutschland (WINTEROLL, 1977), der Schweiz (EHRSAM et al., 1978), England
(MARTIN et al., 1979) sowie mehreren Orten in den USA (COOPER und HOWARD,
1977; SIMPSON und HANLEY, 1977; HIRAI et al., 1979; MILLER et al., 1979)
veroffentlicht. Einen ausfiihrlichen Literaturiiberblick zu diesem Thema bis zum Jahre

1992 liefert die Dissertationsschrift von HEINRICHS (1992).

Im Jahre 1975 wurde schlieBlich von SIMPSON und HANLEY mittels
Elektronenmikroskopie und Filtrationsstudien sowie aufgrund der chemischen
Eigenschaften ein Herpesvirus als Erreger dieser fiir Papageien verlustreichen
Erkrankung identifiziert. Auch Untersuchungen von RANDALL et al. (1979), MILLER
et al. (1979) und CHO und McDONALD (1979) verifizierten dies.

2.1.3 Klinisches Bild (Symptomatik)

Die klinische Symptomatik ist im allgemeinen sehr unspezifisch. Nach Erstinfektion
krankheitsempfanglicher Spezies auf natiirlichem Wege betrigt die Inkubationszeit
zwischen 6 bis 10 Tagen (GASKIN et al., 1980; HITCHNER und CALNEK, 1980;
YORK und YORK, 1983; KALETA, 1999 u. 2003). Der plétzliche Tod vollig gesund

erscheinender Tiere wird in allen Quellen als typischer Beginn der PPD gesehen.

Neben diesem perakuten gibt es den akuten Verlauf, welcher in der Regel innerhalb von
24 Stunden mit dem Tod endet. Die hiufigsten spezifischen Symptome hierbei sind
Diarrhoe in Form von wéBrigem, oft intensiv gelb-griin gefarbtem Kot, der spéter auch
zum Teil mit Blut vermengt ist. Die gelb-griine Farbe stammt vom Bilirubin und ist
Indikator schwerster Leberschidigung (PACHECO und BIER, 1931; MEYER, 1931;
EHRSAM et al., 1978; CARTWRIGHT et al., MUTLU et al., 1985 u. 1991; O'TOOLE
et al., 1992). In den meisten Fillen stellt sich zusétzlich auch Polyurie mit ebenfalls
durch Bilirubin gelb-griinlich gefdrbter Harnsdureausscheidung ein. Daraus resultierend
ergeben sich Dehydratation und Polydipsie (PACHECO und BIER, 1931; MEYER,
1931; EHRSAM et al., 1978; CARTWRIGHT et al., 1985; MUTLU et al., 1985 u.
1991; 1985, O'TOOLE et al., 1992). In Einzelfillen konnen auch Erbrechen,
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Sinusitiden, ein- oder beidseitige Konjunktivitiden, Aerosacculitiden, Osophagitiden
sowie tonisch-klonische Kridmpfe oder Zittern der Nacken-, Fliigel- oder
Beinmuskulatur auftreten (CHEESEMAN u. RIDDELL, 1994; MUTLU et al. 1991;
HELFER et al., 1980; WIESNER u. RIBBECK, 1999). Veridnderungen des
Respirationstraktes treten héufig als Nebenbefund auf (TSAI et al., 1993; ESKENS et
al., 1994; MAGNINO et al., 1996).

Beim subakuten Verlauf kann eine sich verschlimmernde Symptomatik in Form von
Inappetenz und Abmagerung, Apathie und Somnolenz mit gestraubtem Gefieder und
geschlossenen Augen sowie Vomitus, Diarthoe und Polydipsie beobachtet werden
(HARRISON u. HARRISON, 1986; GYLSTORFF u. GRIMM, 1987). Der Tod tritt bei
dieser Verlaufsform meist nach 5 bis 7 Tagen ein. GYLSTORFF u. GRIMM (1987)
dagegen konnten einen protrahierten Krankheitsverlauf mit weniger hohen Verlustraten

und Durchseuchung des Bestandes innerhalb von 9 bis 14 Tagen beobachten.

Verschiedene Autoren vermuten einen Zusammenhang zwischen einer latenten
Infektion mit Herpesviren und dem Auftreten von Kloakenpapillomen im Rahmen der
als IPP (internal papillomatosis of parrots) bezeichneten Erkrankung bei Psittaziden.
GOODWIN und McGEE (1993) beschrieben die Entdeckung von Herpesvirionen und
intranukledren FEinschluBkoérperchen im Gewebe eines Kloakenpapilloms von einem
Orangenhaubenkakadu  (Cacatua  sulphurea  citrinocristata). Serologische
Untersuchungen von PHALEN et al. (1997) zeigen dariiberhinaus eine hohe Prévalenz
herpesvirusspezifischer Antikorper in Psittazidenpopulationen mit IPP. Bei der
Untersuchung operativ entfernter Kloakenpapillome von insgesamt 12 an IPP
erkrankten Psittaziden konnten JOHNE et al. (2002) mittels PCR herpesvirale DNA im
Gewebe von 5 Papillomen nachweisen. Die im Anschlul daran durchgefiihrte
Sequenzierung der amplifizierten DNA ergab beim Vergleich mit den in der GenBank
hinterlegten Nukleotidsequenzen den hdchsten Grad an Ubereinstimmung mit
Teilsequenzen des Gens fiir die DNA-Polymerase des PsHV-1. Ein Nachweis von

Polyoma- oder Papillomaviren dagegen gelang den Autoren nicht.
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Eine iibersichtliche und vollstindige Darstellung der in den einzelnen Quellen bis zum
Jahre 1992 beschriebenen Symptome und Verlaufsformen der PPD findet sich in der
Dissertationsschrift von HEINRICHS (1992).

2.1.4 Pathologie der PPD

2.1.4.1 Pathologisch-anatomische Verinderungen

Die pathologisch-anatomischen Befunde sind unspezifisch und variieren je nach
vorangegangenem klinischem Bild (SIMPSON et al., 1975; SIMPSON u. HANLEY,
1977, RANDALL et al.,, 1979; CHO et al., 1980; GRAHAM, 1980; DHARMA u.
SUDANA, 1983; PANIGRAHY u. GRUMBLES, 1984; KRAUTWALD et al., 1988;
MUTLU et al., 1991; CANTI et al., 1992). Makroskopisch sichtbare pathologische
Organverdnderungen manifestieren sich insbesondere an Leber und Milz sowie am
Magen-Darm-Trakt (EHRSAM et al., 1978; GASKIN et al., 1979; PANIGRAHY und
GRUMBLES, 1984; LOUZIS et al., 1985; KRAUTWALD et al., 1988; MUTLU et al.,
1991; ESKENS et al., 1994).

Die Leber ist fast immer massiv geschwollen, und neben multiplen Nekrosen treten
petechiale Blutungen auf. Splenomegalie und subkapsuldre petechiale Blutungen
werden in den meisten Fillen ebenfalls diagnostiziert.

Am Digestionstrakt fallen massive Geféallinjektionen, katarrhalische bis hdmorrhagische
Enteritis sowie gelegentlich petechiale Blutungen in der Serosa des Proventriculus auf.
Seltener werden daneben auch vergroBerte Nieren mit gelblich-cremigem Inhalt in den
Harnleitern (KRAUTWALD et al., 1988) sowie Verdnderungen am Respirationstrakt in
Form von Sinusitis, Tracheitis oder Aerosacculitis (WINTEROLL, 1977) beobachtet.

Nach perakutem Verlauf sind makroskopisch kaum Organverdnderungen zu sehen

(SIMPSON et al., 1975; COOPER und HOWARD, 1977; KALETA, 1999 u. 2003).

Von verschiedenen Autoren wird ein moglicher Zusammenhang zwischen einer latenten

Herpesvirusinfektion und dem Auftreten von Kloakenpapillomen im Rahmen des
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Krankheitskomplexes der IPP vermutet (vgl. Punkt 2.1.3). Bei der IPP handelt es sich
um eine bei Psittaziden auftretende Tumorerkrankung, welche durch die Entstehung und
fortschreitende  Ausbildung von Papillomen sowohl in der Mund- und

Kloakenschleimhaut als auch im oberen Gastrointestinaltrakt gekennzeichnet ist

(GRAHAM, 1988; PHALEN et al., 1997; KRAUTWALD et al., 2000).

2.1.4.2 Pathologisch-histologische Verinderungen

Das  histologische Bild wird von  Hémorrhagien und  herdférmigen
Koagulationsnekrosen mit lediglich geringgradiger Infiltration von Entziindungszellen
in zahlreichen Organen dominiert (MUTLU et al., 1991). Eosinophile, seltener
basophile = Kerneinschliisse  konnen oft zahlreich in  Hepatozyten und
Gallengangsepithelien im Randbereich der nekrotischen Bezirke angetroffen werden
(COOPER und HOWARD, 1977; WINTEROLL, 1977; GILBERT et al., 1984;
CARTWRIGHT et al., 1985; ARNOLD, 1990; RAMIS et al., 1994; ESKENS et al.,
1994; KALETA, 1999 u. 2003), wobei die Anzahl der -charakteristischen
Kerneinschliisse jedoch von Vogel zu Vogel variiert, so dal in manchen Féllen nur
wenige oder gar keine EinschluBkorperchen nachweisbar sind (TOMASZEWSKI et al.,
2001).

Gegentiber den relativ charakteristischen histologischen Lésionen in der Leber sind die
Verdnderungen in anderen Organen weniger ausgeprigt oder fehlen ganz. Intranukleédre
EinschluBkorperchen vom Typ Cowdry-A finden sich gelegentlich in geringerer Zahl
auch in den Retikulumzellen der Milz, den Glomerulumzellen der Nieren, im
Darmepithel, den Bronchialepithelien sowie in Pankreas, Haut und Blutkielen
(SIMPSON und HANLEY, 1976; MEULEMANS et al., 1978; WINTEROLL und
GYLSTORFF, 1979; RANDALL et al., 1979; MILLER et al., 1979; KALETA et al.,
1980; DHARMA und SUDANA, 1982; PANIGRAHY und GRUMBLES, 1984; TSAI
et al., 1993; ESKENS et al., 1994; MAGNINO et al., 1996).

Bei der Untersuchung operativ entfernter Kloakenpapillome von insgesamt 12 an IPP

erkrankten Psittaziden konnten JOHNE et al. (2002) mittels PCR herpesvirale DNA im
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Gewebe von 5 Papillomen nachweisen. Bei der im Anschlu3 durchgefiihrten in-situ-
Hybridisierung an Diinnschnitten eines der PCR-positiven Kloakenpapillome wurden
Herpesvirussequenzen in den im Zentrum des Papilloms gelegenen Epithelzellen
gefunden. Im das Papillom umgebenden Gewebe dagegen wurde keine herpesvirale

DNA detektiert.

2.1.5 Epidemiologie

Die Epidemiologie der PPD ist bis heute nur teilweise aufgeklirt. Viele
Krankheitsausbriiche stehen in Zusammenhang mit kiirzlich importierten Vdogeln,
welche direkt nach Entlassung aus der Quarantdne an Ziichter oder Héindler verkauft
wurden. In diesen Fillen befanden sich die Importtiere in der Inkubationszeit der PPD
und starben in der Regel drei bis vierzehn Tage nach Umsetzung in die empfangliche
Population (SIMPSON und HANLEY, 1975; WINTEROLL, 1977; EHRSAM et al.,
1978; MEULEMANS et al., 1978; MILLER et al., 1979; RANDALL et al., 1979;
KALETA et al., 1980; GILBERT et al., 1984).

Es gibt jedoch Berichte sowohl iiber ein Auftreten von PPD kurz nach der Verbringung
von offensichtlich gesunden, selber niemals erkrankten Vdgeln in empfingliche
Populationen als auch iiber Krankheitsausbriiche in seit mehreren Jahren geschlossenen
Zuchtbestinden, wo keine exogene Ansteckungsquelle identifiziert werden konnte. Dies
legt die Vermutung einer Existenz von gesunden, das Virus latent in sich tragenden
Vogeln sehr nahe (TRAPP et al., 1977; GRAHAM, 1980; GASKIN et al., 1981;
CAVILL, 1982; ROSSKOPF et al., 1982; PANIGRAHY und GRUMBLES, 1983;
CARTWRIGHT, 1985; GASKIN, 1989; STEINKE und MUNDT, 1997).

Ergebnisse serologischer Screeninguntersuchungen bei sowohl in der freien Wildbahn
lebenden als auch unter Menschenobhut gehaltenen Psittaziden bestétigen letztere
Vermutung und machen deutlich, dass nicht alle PsHV-Infektionen
Krankheitsausbriiche zur Folge haben bzw. dass viele Papageien, die einen solchen
Ausbruch iiberlebt haben und dabei nur mild oder gar nicht erkrankt sind, inapparent

infiziert worden sind (GASKIN et al., 1981; GASKIN, 1989; KRAUTWALD et al.,
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1988; GILARDI et al., 1995). Demnach ist das PsHV wie alle Herpesviren in der Lage,
bei diesen iiberlebenden Tieren eine latente Virusinfektion zu verursachen, die iiber
Monate, Jahre oder sogar lebenslang bestehen bleibt. Das Virus persistiert hierbei in den
Ganglienzellen sensorischer Nerven (ARNOLD, 1990) und wird von den sogenannten
Carriervogeln entweder kontinuierlich oder intermittierend ausgeschieden (GASKIN et
al., 1981; PANIGRAHY und GRUMBLES, 1984; GERLACH, 1984; ARNOLD, 1990),
d.h. Phasen mit Virusausscheidung und mit oder ohne klinische Manifestation wechseln
ab mit klinisch inapparenten Phasen ohne Ausscheidung. Die latente Infektion ist durch
Immunsuppression aufgrund von exogenen oder endogenen Noxen jederzeit aktivierbar.
So treten seuchenhafte Ausbriiche typischerweise ein bis drei Wochen nach
Stresseinwirkung, z.B. nach Neuerwerb, klimatischen Verdnderungen, Operationen,
Umsetzen, Transport oder Ausstellungen auf (GASKIN et al., 1981; GASKIN, 1988S;
ARNOLD, 1990; KALETA, 1999 u. 2003).

Auch durch iatrogen zugefithrte Medikamente wie Glukokortikoide oder Zytostatika
sowie durch Hormonausschiittung bei Beginn der sexuellen Aktivitét in der Brutsaison
kann die Virusreplikation und —ausscheidung reaktiviert werden (GASKIN et al., 1981;
CASTRO, 1984).

Die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen von GASKIN et al. (1981) legen
nahe, dal nicht nur mehrere siidamerikanische Sittichspezies, sondern auch viele Arten
von Groflpapageien wie z. B. Amazonen, Kakadus und Aras Virustriger und

-ausscheider sein konnen.

Beim Ubertragungsweg besitzt die horizontale Weitergabe des Virus die groBte
Bedeutung. Nach einer kurzen Virdmie wird der Erreger mit den Fazes (PACHECO und
BIER, 1931; HIRAI et al., 1979; YORK und YORK, 1983; KALETA, 1990) oder mit
Nasen-, Rachen- und Konjunktivalsekreten (GASKIN et al., 1979; SMITH et al., 1987)
ausgeschieden. Fiir eine vertikale Ubertragung liegen keine gesicherten Daten vor. Die
Virusaufnahme erfolgt iiber virushaltige Sekrete durch engen Kontakt oder oral via
Koprophagie oder fikale Kontamination von Futter und Trinkwasser (GASKIN et al.,
1979; PETRAK, 1982; CASTRO et al., 1984). Trotz seiner relativ geringen Tenazitit
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kann das Virus aufBer durch latent infizierte oder kranke Tiere auch durch kontaminierte

Gegenstéinde in bisher krankheitserregerfreie Bestédnde eingeschleppt werden.

2.1.6 Pathogenese

Nach der ersten Aufnahme des FErregers kommt es in krankheitsempfinglichen
Psittazidenspezies zuerst zur Virusvermehrung an der Eintrittspforte (Rachen,
Respirationstrakt) und dann zu einer langanhaltenden Virdmie, in deren Verlauf der Tod
eintritt, so dass das Virus in den meisten Fillen aus zahlreichen Organen isoliert werden
kann (KALETA, 1999 u. 2003). Die Untersuchungsergebnisse zum Eintritt, zur
Vermehrung und Art der Ausbreitung des Erregers sowie zum betroffenen
Organspektrum und der Virusausscheidung nach natiirlicher Infektion sind grofBtenteils
noch unvollstindig oder spekulativ. YORK und YORK (1983) stellten bei klinisch
kranken Vogeln nach experimenteller Infektion eine sehr hohe Ausscheidung von Virus
in allen Se- und Exkreten fest. Untersuchungen von iiber 52 verschiedenen Geweben
und Organen von 18 akut an PPD gestorbenen Papageien zeigten, dass sich das PsHV
im Verlauf der Virdmie in nahezu allen untersuchten Proben nachweisen lief3, wobei die
Isolierung aus dem Blutgefd3-, Nerven- und Respirationssystem sowie der Leber bei
jedem Tier gelang. Die hdchsten Titer wurden hierbei im Herzblut, der Leber, den
Luftsdcken, dem Nervus vagus und den Blutkielen der Federn gefunden

(GRAVENDYCK et al., 1998).

Es gibt jedoch auch Berichte, nach denen die direkte Virusisolierung auf Zellkulturen
aus den Organen an PPD gestorbener Tiere in nur 58% aller Fille gelungen ist,
wohingegen mittels PCR bei allen untersuchten Vogeln PsHV nachgewiesen werden

konnte (TOMASZEWSKI et al., 2001, siche auch unter Punkt 2.1.7).

Die Pathogenese einer reaktivierten latenten Infektion verldauft nahezu identisch zur
Erstinfektion. Auch hier kommt es zwei bis drei Tage nach Einwirkung von Stressoren
zu einer Virdmie, die dann bei krankheitsempfanglichen Spezies zu typischen

Symptomen oder zum Tod fiihrt (WINTEROLL, 1977; GASKIN et al., 1981;
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PANIGRAHY und GRUMBLES, 1984; GASKIN, 1989; ARNOLD, 1990; KALETA,
1999 u. 2003).

2.1.7 Diagnose

Beim erkrankten, noch lebenden Vogel kann anhand der anamnestischen, klinischen,
labordiagnostischen sowie ggf. rontgenologischen und sonographischen Befunde nur
eine Verdachtsdiagnose gestellt werden. Nur bedingt charakteristisch sind die bereits
beschriebenen akuten, unspezifischen Symptome wie plotzliche Todesfille, Apathie und

gelblicher Durchfall.

Rontgenologisch und sonographisch fallen eine Schwellung von Leber, Milz und Nieren

und ein erweiterter Darmkanal auf (KALETA, 1999 u. 2003).

Bei einer Blutuntersuchung liegt regelmdBig eine Leukopenie vor; im Serum ist
aufgrund der Lebernekrosen fast immer eine erhohte Aspartat-Amino-Transferase-

Aktivitat feststellbar (GODWIN et al., 1982).

Die eindeutige Diagnose einer PPD wurde bisher am lebenden Vogel nur aufgrund von
Virusisolierung aus dem Kot und aus Tupferproben von Rachen und Kloake gestellt

(GASKIN et al., 1981).

Post mortem kann bei der Sektion anhand der in Kapitel 2.1.4 beschriebenen
makroskopisch erkennbaren Organverdnderungen eine Verdachtsdiagnose PPD gestellt
werden, die sich dann durch die typischen histologischen Befunde mit intranukledren
EinschluBkorperchen nach Untersuchungen von ESKENS et al. (1994) und RITCHIE
(1995) mit groBer Treffersicherheit erhdrten ldsst, insbesondere dann, wenn zuséitzlich
das Virus immunhistochemisch in Abklatschprdparaten (GRAHAM, 1980) oder in
Paraffinschnitten (RAMIS et al., 1994) mehrerer Organe nachgewiesen werden kann.
Die Virusisolierung und —vermehrung des PsHV aus Organ- und Gewebematerial von
Sektionstieren auf Hiihnerembryofibroblasten (HEF)-Kulturen mit anschlieBender

chemischer und elektronenmikroskopischer Identifizierung als Herpesvirus ist die
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bislang am héufigsten eingesetzte Methode zur Diagnose der PPD (MARTIN et al.,
1979; CHO und McDONALD, 1980; GRAHAM, 1980; PANIGRAHY und
GRUMBLES, 1984; GRAVENDYCK et al, 1996; GUNTHER et al, 1997;
GRAVENDYCK et al., 1998). Im Vergleich zu anderen Methoden ist die Isolierung
auf Zellkulturen jedoch sehr zeit- und arbeitsaufwendig, da bis zur Vermehrung des
Virus mit sichtbarem zytopathischen Effekt (cpE) mehrere Blindpassagen notwendig
sein konnen. Einer Untersuchung von TOMASZEWSKI et al. (2001) zufolge erweist
sich die direkte Erregeranziichtung im Vergleich zur PCR auch als signifikant weniger
sensitiv. So konnten TOMASZEWSKI et al. (2001) mit der PCR-Methode in allen
untersuchten Proben PsHV-DNA nachweisen, wohingegen die Virusisolierung auf
primdren Hiithnerembryofibroblasten-Kulturen in nur 58% aller Fille gelang. Eine
direkte Erregeranziichtung ist jedoch immer dann nétig, wenn ein bestandsspezifischer
Impfstoff hergestellt werden soll (KALETA, 1999 u. 2003; SCHRODER-
GRAVENDYCK, 1999) (siche auch unter Punkt 2.1.8).

Als schnelle Diagnosemoglichkeiten stehen auflerdem die direkte elektronen-
mikroskopische Untersuchung des Uberstandes von zerkleinertem Organ- und
Gewebematerial (GOMEZ-VILLAMANDOS et al., 1991; TSAI et al., 1993) sowie ein
ELISA mit monoklonalen Antikdrpern zum direkten oder indirekten Nachweis einer

PsHV-Infektion zur Verfiigung (ABDALA, 1994).

RAMIS et al. (1994) sowie JOHNE et al. (2003) berichten ferner iiber einen direkten
Nachweis von PPD im Gewebe durch in situ-Hybridisierung mit PsHV-spezifischen
DNA-Sonden.

TOMASZEWSKI et al. (2001) entwickelten eine PCR, mit der es ersten
Untersuchungen zufolge mdoglich ist, das Virus sowohl im Sektionsmaterial als auch in
Tupferproben oder im Blut lebender Vigel nachzuweisen. Gleichzeitig ist durch die
Verwendung unterschiedlicher Primer, welche zu verschiedenen Segmenten des
variablen Abschnitts des PsHV-Genoms komplementér sind, auch eine Differenzierung
und Einteilung der PsHV mdglich. Die Autoren berichten, dass diese PCR ein schnelles

und gleichzeitig sehr sensitives Verfahren zum Nachweis einer PsHV-Infektion ist.
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2.1.8 Therapie

Als symptomatische und unterstiitzende therapeutische und auch prophylaktische
MaBnahmen werden in der Literatur die Verabreichung von Leberschutzpriparaten,
hohe Gaben von Vitamin C (50 mgkg KM), Flissigkeitszufuhr sowie allgemeine
seuchenhygienische MaBnahmen wie Desinfektion und Verbesserung der hygienischen
Bedingungen genannt (HARRISON und HARRISON, 1986; GYLSTORFF und
GRIMM, 1987; GERLACH, 1987; STEINKE und MUNDT, 1997).

In neuerer Zeit wird immer wieder auf den Einsatz der Guanosinantimetabolite
Aciclovir (Zovirax®) und Ganciclovir (=,,Acycloguanosine) als mogliche Therapie
von avidren Herpesviruserkrankungen hingewiesen (ROSSKOPF, 1987; SMITH, 1987;
PARROT, 1990; ARNOLD, 1990; SPENSER, 1991; KALETA, 1999 u. 2003). Es
handelt sich hierbei um die einzige beschriebene, kausale Therapie. Aciclovir wird in
der Humanmedizin mit Erfolg gegen systemische Varizella-Zoster- und Herpes-
simplex-Erkrankungen als Virostatikum eingesetzt; das etwas toxischere Ganciclovir
findet bei Patienten mit Immunschwiche oder Immunsuppression oder anderen

schweren Cytomegalievirus-Infektionen Anwendung (FORTH et al., 1996).

Um antiviral wirksam zu sein, miissen beide azyklischen Guanosinanaloge in
Triphosphate iiberfiihrt werden. Aciclovir erreicht hierbei besonders gute Selektivitat
und Aktivitét, weil es als Substrat eines in herpesvirusinfizierten Zellen vorliegenden
Enzyms, der virusinduzierten Thymidinkinase, aktiv zum Aciclovir-Monophosphat
umgewandelt und von der zelluldren Thymidinkinase nicht als Substrat akzeptiert wird.
Die nachfolgenden Phosphorylierungen zum Aciclovir-Triphosphat werden durch
wirtszelleigene Kinasen ausgefithrt. Das auf o.g. Weise komplettierte Aciclovir-
Triphosphat hat zur viralen DNA-Polymerase eine 30-fach hohere Affinitdt als zur
wirtszelleigenen DNA-Polymerase. Dadurch wird es polymerasevermittelt als
Acycloguanosintriphosphat anstelle von Desoxyguanosintriphosphat in die wachsende
Virus-DNA eingebaut. Es kommt zum Kettenabbruch und weitere Nukleotide konnen
nicht mehr angelagert werden, wodurch die Virus-Biosynthese in der infizierten

Korperzelle spezifisch geghemmt wird.
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Ganciclovir ist ein dhnliches Nukleosidanalogon. Es wird in analoger Weise von der
Thymidinkinase phosphoryliert, in die DNA eingebaut und fiihrt zum Kettenabbruch.
Es unterscheidet sich von Aciclovir vor allem durch eine vergleichsweise geringere
Selektivitdt, da es auch in nichtinfizierten Zellen miBig phosphoryliert wird. Eine
Therapie mit Ganciclovir ist aus diesem Grunde viel nebenwirkungsreicher als die mit

Aciclovir (BURROUGHS-WELLCOME, 1986; FORTH et al., 1996).

NORTON et al. (1991) fiihrten in vivo an experimentell mit PsHV infizierten
Monchssittichen (Myopsitta monachus) Versuche zur Pharmakokinetik von Aciclovir
bei erkrankten Psittaziden durch. Nach Erfahrung der Autoren hat eine intramuskulére
Injektion des Wirkstoffes hdufig massive Gewebsnekrosen rund um die Injektionsstelle
zur Folge und sollte daher durch orale Gaben iiber das Futter ersetzt werden. Die
therapeutisch wirksame und gleichzeitig am besten vertrégliche Dosis betrigt 80 mg/kg
KM im Abstand von 8 Stunden iiber einen Zeitraum von 7 Tagen. Hierbei ist zur
Aufrechterhaltung eines konstanten Wirkspiegels eine exakte Dosierung unbedingt
erforderlich, was die individuelle Verabreichung des Medikamentes direkt in den
Schnabel notwendig macht. Eine signifikant hohere Uberlebensrate bei den mit dieser
Dosierung behandelten Végeln im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren konnten
die Autoren allerdings nur erzielen, wenn mit der Behandlung schon friihzeitig in der
Inkubationszeit ~ begonnen  wurde. In  vitro-Versuche an infizierten
Hiithnerembryofibroblasten-Kulturen haben auflerdem gezeigt, da nur durch Einsatz
von relativ hohen, zytotoxischen Aciclovirkonzentrationen eine Reduktion des
Antigentiters erzielt werden kann (ESKENS et al., 1994). Eine génzliche Unterbindung
der Virusreplikation mit noch nicht zytotoxischen Konzentrationen des Wirkstoffes ist
bei diesen Untersuchungen nicht gelungen. Da zusitzlich zu den genannten Risiken und
Nebenwirkungen eine Therapie mit Aciclovir nicht nur sehr kosten-, sondern aufgrund
der relativ kurzen Halbwertszeit beim Vogel und der Notwendigkeit einer individuellen
Behandlung auch duflerst zeitintensiv ist, kann die Anwendung des Medikamentes nur
unter Vorbehalt empfohlen werden. So erscheint ein Therapieversuch vor allem bei

kleineren Bestinden oder wertvollen Einzeltieren sinnvoll bzw. praktikabel.
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Seuchenausbriiche innerhalb eines groferen Bestandes dagegen konnen durch die
Verabreichung einer bestandsspezifischen, durch Formalin und Hitze inaktivierten und
mit Adjuvans versetzten Vakzine (KALETA und BRINKMANN, 1993), welche
homologes Virus enthélt, wirkungsvoll eingeddmmt werden. Es wurden bereits
mehrfach Berichte {iber die erfolgreiche Begrenzung von Enzootien nach Durchfithrung
einer Notimpfung (d.h. Impfung der noch nicht erkrankten Kontakttiere) mit
bestandseigenen Impfstoffen verdffentlicht (KALETA und BRINKMANN, 1993;
STEINKE und MUNDT, 1997; SCHRODER-GRAVENDYCK, 1999). KALETA und
BRINKMANN (1993) berichten iiber einen deutlichen Anstieg der neutralisierenden
Serumantikdrper 4 Wochen nach Impfung eines spanischen Papageienbestandes mit
einer autologen Vakzine. Bei einem Grofiteil der geimpften Vogel war eine
Serokonversion auch noch 21 Wochen spiter feststellbar. Eine solche Notimpfung
bietet den klaren Vorteil, dass durch Vakzination mit dem homologen Antigen eine
subtypspezifische Immunisierung und damit optimale Schutzwirkung erzielt werden

kann (siehe auch unter Punkt 2.1.9).

Nachteilig ist dagegen, dass die Herstellung eines solchen Impfstoffes zuerst in
Zellkulturen eine Isolierung und anschliefende Vermehrung des Virus von einem an
PPD gestorbenen Tier aus dem betroffenen Bestand erfolgen muss. Dies nimmt in der
Regel ca. zwei bis drei Wochen wertvoller Zeit in Anspruch, da bei Erstisolierung oft
mehrere Passagen in der Zellkultur notwendig sind, um einen ausreichend hohen Titer

des Impfantigens zu erhalten.

Aus diesem Grunde sollte zur Verhinderung der Virusausbreitung in einem betroffenen
Bestand ein konsequentes und effizientes Seuchenmanagement oberste Prioritét erhalten

(siehe Punkt 2.1.9).
2.1.9 Prophylaxe
Wie bereits in Kapitel 2.1.8 erwéhnt, sind zur Verhinderung der Erregereinschleppung

und —ausbreitung in einem geschlossenen Bestand allgemeine seuchenhygienische

MaBnahmen strikt einzuhalten. Dazu gehort z.B. eine ausreichend lange
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Quarantinisierung aller Neuzuginge, die Unterbindung eines direkten Kontakts
zwischen einzelnen Gruppen mit rdumlicher Trennung von verschiedenen
Psittazidenarten sowie eine optimale Gestaltung der Umweltbedingungen durch ein
hygienisches Management mit regelméfBiger Reinigung und Desinfektion der
Réumlichkeiten und des Futtergeschirrs. In offenen Bestdnden mit stérkerer
Tierbewegung und héufiger Frequentierung durch Menschen (z.B. Zoohandlungen,
haufig Ausstellungen besuchende Zuchtbestinde, Populationen in zoologischen Gérten)
ist zusdtzlich eine spezifische Immunprophylaxe sehr empfehlenswert. Alle Psittaziden
sollten einmal jahrlich mit einem inaktivierten Impfstoff geimpft und nur geimpfte Tiere
neu eingesetzt werden. Dies kann bei bereits aufgetretener PsHV-Problematik durch

eine bestandseigene Vakzine geschehen (s. hierzu auch unter Punkt 2.1.7).

KALETA und BRINKMANN (1993) berichten iiber einen im Neutralisationstest
deutlich nachweisbaren Anstieg der Serumantikorper nach Impfung mit einer
bestandseigenen inaktivierten Vakzine, wobei der Antikorpertiter 4 Wochen post
vaccinationem am hochsten war. Bei einem Grofteil der geimpften Vogel war eine
Serokonversion auch noch 21 Wochen spiter feststellbar. Im Gegensatz dazu konnten
GASKIN et al. sowie HITCHNER und CALNEK in den Jahren 1979 und 1980 in
Impfversuchen an Wellen- (Melopittacus undulatus) und Monchssittichen (Psittacus
monachus) mit einer inaktivierten PsHV-1 Vakzine bei nur wenigen Impflingen
relevante Antikorpertiter im Serum nachweisen, obwohl die Tiere im Challenge jedoch
gegen eine Infektion mit virulentem PsHV-1 bis zu 10 Monate geschiitzt waren. Aus
diesen Ergebnissen folgerten die Autoren, dass eine PsHV-Infektion vom Immunsystem
vor allem durch zelluldre, nicht aber humorale Abwehrmechanismen bekdmpft wird,
wie es fiir viele andere Herpesvirusinfektionen bereits nachgewiesen wurde

(WUTZLER, 1996; ROIZMAN und SEARS, 1996; MODROW und FALKE, 1997).

Fiir die spezifische Immunprophylaxe stehen in Deutschland derzeit keine zugelassenen
kommerziellen Impfstoffe zur Verfiigung. In den USA wird von der Firma Biomune
Co., Lenexa, Kansas eine mit Mineraldl adjuvantierte Vakzine (Psittimune PPDV)
hergestellt, welche als Antigen ein serologisch mit dem HANLEY -Isolat (SIMPSON et
al., 1975) und somit auch dem Isolat KS 144/79 (KALETA, 1979) identisches
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inaktiviertes Herpesvirus enthdlt (Gough und Alexander, 1993). Daher bietet dieser
monovalente Impfstoff nur gegen Infektionen mit dem - allerdings am héufigsten
vorkommenden - Serotyp 1 des PsHV einen zuverlédssigen Schutz. Diese kommerzielle
Vakzine kann in Deutschland jedoch mangels Zulassung nur nach Genehmigung durch

die zustdndige Landesveterindrbehdrde importiert und angewendet werden.

In wertvollen Zuchtbestéinden sollte dariiber hinaus evtl. einige Tage vor dem Einwirken
von im Voraus bekannten Strefifaktoren wie Neukauf, Umsetzen, Transport etc. eine

prophylaktische Gabe von Paramunititsinducern in Erwédgung gezogen werden.

Wirksame Bekdmpfungserfolge versprechen sich viele Autoren durch die bessere
Erkennung und Eliminierung von PsHV-Carriern mittels neuer Untersuchungsmethoden
(TOMASZEWSKI et al., 2001) und die Entwicklung eines kommerziellen polyvalenten
Impfstoffes, der gegen alle derzeit vorkommenden PsHV -Serotypen schiitzt (KALETA,
1990; MAGNINO et al., 1996; GRAVENDYCK et al., 1996).

2.2 Erregereigenschaften

2.2.1 Allgemeines

Der Name der Herpesviren leitet sich vom griechischen Wort herpein (kriechen) ab und
weist auf die kriechende Ausbreitung des von Herpes-simplex-Viren verursachten
Hautausschlags hin (ROIZMAN, 1980; LIEBERMANN, 1992; MODROW und
FALKE, 1997).

Herpesvirusinfektionen treten weltweit bei Vertebraten und Avertebraten auf. Unter
natiirlichen Bedingungen haben Herpesviren meist ein sehr enges Wirtsspektrum und
sind vorwiegend auf die jeweilige Spezies beschrinkt. Obwohl die verursachten
Krankheitssymptome stark variieren, gleichen sich bei allen Vertretern dieser

Virusfamilie die Partikelmorphologie und die biologischen Eigenschaften.
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Die Vermehrung des linearen, unsegmentierten, doppelstringigen DNA-Genoms erfolgt

im Zellkern, wo auch die Morphogenese stattfindet (LIEBERMANN, 1992).

Alle Herpesviren kodieren fiir mehrere Enzyme, die im Nukleinsdurestoftfwechsel (z.B.
Thymidinkinase, dUTPase, Ribonukleotid Reduktase etc.) wund bei der
Genomreplikation (z.B. DNA-Polymerase, Helikase) aktiv sind.

Die Wirtszellen, in denen sich Herpesviren lytisch vermehren, sterben bei der
Produktion von Nachkommenviren ab, denn die Virusfreisetzung ist immer mit
Zellzerstorung verbunden. Charakteristisch fiir die Infektion einer Zelle mit Herpesviren
ist hierbei die sog. Marginalisierung, d.h. Ansammlung des nukleédren Chromatins im
Randbereich des Wirtszellkerns (ROIZMAN, 1980; LIEBERMANN, 1992;
ROIZMAN, 1996; WUTZLER, 1996; MODROW und FALKE, 1997).

Ein weiteres charakteristisches Merkmal aller Herpesviren ist die Fihigkeit, nach der
Erstinfektion iiber Monate, Jahre oder sogar lebenslang latent im Organismus zu
verbleiben. Dabei liegt das virale Genom in zirkuldrer Form in der Wirtszelle vor. In
diesem Zustand ist die Produktion von infektiosen Partikeln unterbunden und die
infizierten Zellen iiberleben. Das Virus kann jedoch jederzeit z.B. durch Stress,
Hormone, Zytostatika und andere &uBlere und innere Einfliisse aus dem Stadium der
Latenz zum lytischen Infektionszyklus reaktiviert werden, — ein Vorgang, der sich durch
das Wiederauftreten des gleichen oder eines der Primérinfektion dhnlichen

Erkrankungsbildes &uern kann (s. auch unter Punkt 2.1.5 und 2.1.6).

Neutralisierende Antikdrper, welche in der Regel ca. 14 Tage nach einer Infektion mit
Herpesviren auftreten, sind gegen die Glykoproteine der Virushiille gerichtet. Dennoch
haben sie keinen EinfluB3 auf Latenz bzw. Reaktivierung und verhindern auch nicht die
Infektion, sondern weitgehend die klinische Erkrankung. Bei der Immunantwort spielt

vor allem die zytotoxische T-Zell-Antwort eine wichtige Rolle (WUTZLER, 1996).
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Einzelne Vertreter der Familie Herpesviridae sind in ihren natiirlichen Wirten und in
Versuchstieren onkogen (CALNEK, 1997; MODROW und FALKE, 1997; STUNZI
und WEISS, 1990).

2.2.2 Einteilung und charakteristische Vertreter

Die Vertreter der Familie Herpesviridae lassen sich aufgrund ihrer Pathogenitét, der
Zelltypen, die sie infizieren und ihrer Vermehrungseigenschaften in die drei
Unterfamilien Alpha-, Beta- und Gammaherpesvirinae und innerhalb diesen in

verschiedene Genera einordnen (ROIZMAN et al., 1995):

Der Subfamilie Alphaherpesvirinae zugehorige Herpesviren weisen ein breites
Wirtsspektrum auf, haben einen verhéltnisméfig kurzen Replikationszyklus und
vermehren sich in zahlreichen Zellkulturen. Die Infektion breitet sich schnell von Zelle
zu Zelle aus und infizierte Zellen werden nach kurzer Zeit zerstort. In Zellkulturen
entwickelt sich daher schnell ein lytischer cpE. Alphaherpesvirinae persistieren in
sensorischen Ganglienzellen, wohin sie nach Aszendierung ausgehend von einer
Primérinfektion gelangen (z.B. in das Trigeminalganglion nach oraler Infektion). Das
natiirliche Wirtsspektrum ist relativ groB3. Innerhalb der Subfamilie werden zur Zeit die
beiden Genera Simplexvirus (humanes Herpesvirus 1 und 2, bovines Herpesvirus 2 u.a.)
und Varicellovirus mit dem bovinen Herpesvirus 1, dem Virus der Aujetzky’schen
Krankheit, dem Varicella-Zoster-Virus und den equinen Herpesviren 1 und 4
unterschieden. Das PsHV ist als bisher einziges Herpesvirus aus Zier- und Wildvogeln

der Unterfamilie Alphaherpesvirinae zugeordnet worden (MINSON et al., 2000).

Charakteristisch fiir Mitglieder der Unterfamilie Betaherpesvirinae sind ein langsamer
Replikationszyklus und damit einhergehend eine nur langsame Ausbreitung des Virus
von Zelle zu Zelle, wobei sich der typische cpE in infizierten Zellkulturen in Form von
Zytomegalie zeigt. Das Wirtsspektrum in vivo und in vitro ist sehr eng. Eine latente
Infektion manifestiert sich vor allem in Zellen des lymphoretikuliren Gewebes, in

Driisen und den Nieren. Die Subfamilie Betaherpesvirinae umfasst die Genera
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Cytomegalo- (humanes Zytomegalievirus), Muromegalo- (Murines Herpesvirus) und

Roseolovirus (humanes Herpesvirus 6).

Die Unterfamilie Gammaherpesvirinae beinhaltet Viren, die lymphoproliferative
Infektionen auslosen und bis auf wenige Ausnahmen entweder fiir B- oder fiir T-
Lymphozyten spezifisch sind. Latentes Virus wird héufig in lymphoidem Gewebe
nachgewiesen. Bislang enthélt die Unterfamilie die beiden Genera Lymphocrypto-
(humanes Herpesvirus 4, Eppstein-Barr-Virus) und Rhadinovirus (Atelines Herpesvirus

2 und 3).

Insgesamt umfasst die Familie Herpesviridae bisher 119 bei warm- und kaltbliitigen
Wirbeltieren vorkommende Virusspezies, wobei parallel zu den oben aufgefiihrten,
bereits zu Genera zusammengefassten Arten auch eine Vielzahl an Spezies existiert,
die zunichst nur vorldufig in eine Subfamilie und/oder ein Genus eingeteilt wurden.
Daneben gibt es auch einige Herpesviren, welche bisher nur der Familie Herpesviridae
zugeordnet wurden (LIEBERMANN, 1992; ROIZMAN, 1996; ROIZMAN und
SEARS, 1996; WUTZLER, 1996; MODROW und FALKE, 1997; MINSON et al.
2000).

2.2.3 Morphologie

Herpesviren besitzen eine kubische Symmetrie. Im Inneren des ca. 120- 200 nm grof3en
behiillten Virions findet man einen elektronendichten Innenkorper, das sog. Protein-
Core, welches in Wechselwirkung mit dem linearen, doppelstringigen DNA-Genom
vorliegt. Das Core ist von einem ikosaedrischen Kapsid umgeben, das aus mehreren
Virusstrukturproteinen besteht und 100-120 nm im Duchmesser misst. Es ist mit 162
ikosaedrisch angeordneten Kapsomeren besetzt (150 Hexameren und 12 Pentameren).
Die Kapsomeren besitzen einen polygonalen Querschnitt und sind teilweise hohl. Sie
umgeben das Kapsid in facettenartiger radidrer Anordnung. Das Kapsid ist umbhiillt,
wobei die Hiille von der inneren Kernmembran abgeleitet ist und an ihrer Oberfliche
stachelformige Glykoproteinfortsitze trigt, die an der Reaktion mit neutralisierenden

Antikorpern beteiligt sind. Zwischen dem Kapsid und der Hiillmembran befindet sich
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das polypeptidhaltige Tegument, das verschiedene regulatorisch aktive Proteine enthilt
(LIEBERMANN, 1992; ROIZMAN et al, 1995; ROIZMAN und SEARS, 1996;
MODROW und FALKE, 1997; LIESS, 1997, MINSON et al., 2000).

2.2.4 Genom und Genomaufbau

Das Genom der Herpesviren liegt im Virion als lineare, doppelstrangige DNA vor und
hat eine GroBle von 120.000 bis 230.000 Basenpaaren (bp) mit einem Guanin- und
Cytosingehalt (G+C) von 32 bis 75 %. Bei allen Virustypen findet man einmalig
vorkommende (unique) und sich wiederholende (repeat) Sequenzabschnitte, die bei den
Vertretern der jeweiligen Genera in unterschiedlichen Mustern angeordnet sind (vgl.
Abb. 1 und 2). Man vermutet, dass die beiden Genomenden im Virion rdumlich eng
beieinander liegen. Bei den aus Sequenzwiederholungen bestehenden Genomregionen
unterscheidet man je nach ihrer Lokalisation an den Genomenden oder innerhalb des
Genoms zwischen terminal repeat (TR) und internal repeat (IR) Sequenzenabschnitten.
Abhidngig von der Anzahl an darin enthaltenen offenen Leserahmen (ORF) werden die
U- sowie die IR- und die TR-Abschnitte weiter in lange (L) und kurze (S) Regionen
unterteilt (ROIZMAN und SEARS, 1996; MODROW und FALKE, 1997; Abb. 2

verdeutlicht diese Nomenklatur am Beispiel des Herpes-simplex-Virus).

Bei der Infektion einer Zelle wird die lineare DNA in einen zirkuldren Strang tiberfiihrt,
der dann als sog. Episom im Plasma des Zellkerns vorliegt. Die Anzahl der im Genom
enthaltenen ORFs reicht von ca. 70 bis iiber 200, wodurch beide Stringe fiir eine
entsprechende Anzahl an Genprodukten kodieren. Teilweise werden diese unter
Verwendung unterschiedlicher Leseraster von miteinander iiberlappenden Leserahmen
exprimiert. Die Expression jedes Gens wird von einem spezifischen vorgelagerten
Promotor kontrolliert, der Erkennungsstellen fiir die zellulire RNA-Polymerase II
besitzt. Zusétzlich verfiigen die Promotorbereiche iiber Bindungsstellen fiir zelluldre
und virale Transaktivatoren, die bestimmen, zu welchem Zeitpunkt des Infektionszyklus
das entsprechende Gen aktiviert und exprimiert wird. Zu den von allen Herpesviren
kodierten Proteinen gehdren die DNA-Polymerase, DNA-bindende Proteine sowie eine

Protease. Zusitzliche Proteine mit enzymatischer Aktivitit, von denen bekannt ist, dass
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sie zumindest von einigen Herpesvirusgenomen kodiert werden, sind die Thymidin-
Kinase, = dUTPase, Ribonukleotid-Reduktase, Uracil-Glycosylase sowie mehrere
Proteinkinasen. RNA-Polymerasen werden nicht von der viralen DNA kodiert

(ROIZMAN, 1996; WUTZLER, 1996; MODROW und FALKE, 1997).
Das Genom eines Herpesvirus lédsst sich nach ROIZMAN et al. (1992) abhéngig von der

Anordnung der terminal und internal repeat Sequenzen in eine von 6 Gruppen (A bis F)

einteilen:

Abb. 1: Genomaufbau der Herpesviren (nach ROIZMAN et al., 1992)

Class Sequence Arrangement Isomers
LTR RTR
A S ) 1
B NN e Al 1
R4 R3 R2 R1
C N e i1} SHITHHALL T
U IR Us TR
D ' | 2
anb U b'anc’y, ca
E IS & =0 4
F 1

Legende zur Abb. 1:

Die Genomregionen, die aus Sequenzwiederholungen (R) bestehen, sind als rechteckige Balken
dargestellt. Sie werden je nach Gruppenzugehorigkeit und damit Anordnung als Left und Right
Terminal Repeats (LTR bzw. RTR) in der Gruppe A, als repeats R 1 bis 4 bei den im
Genominneren befindlichen Sequenzen der Gruppe C und als internal und terminal repeats IR
und TR bei den Innen- und Endsequenzen der Gruppe D bezeichnet. Die einmalig
vorkommenden Sequenzabschnitte (U) sind als Striche reprisentiert. Die Lage der terminalen
und internen Wiederholungseinheiten und ihre Orientierung zueinander werden in der Gruppe E
mit Kleinbuchstaben bezeichnet; a und a’ stellen somit beispielsweise invertiert zueinander

vorliegende, in n Kopien vorkommende, identische Basenfolgen dar). Wiahrend der Infektion
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und Replikation kénnen durch intramolekulare Rekombination dieser identischen, invertierten
Wiederholungseinheiten vier isomere Genomformen entstehen, in denen die Up- und Us-
Regionen unterschiedlich zueinander angeordnet sind. Die Anzahl an moglichen isomeren
Formen innerhalb der einzelnen Gruppen ist jeweils am Zeilenende aufgefiihrt In der Gruppe F

existieren keine terminal repeat Sequenzen an den Genomenden.

Abb. 2: Genomorganisation des Herpes-Simplex-Virus (HSV-1) und mogliche
isomere Formen (nach MODROW und FALKE, 1997)
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Legende zur Abb. 2:
Das Genom des HSV-1 ist der in Abb. 1 von ROIZMAN et al. (1992) beschriebenen Gruppe E

zugehorig. Die aus Sequenzwiederholungen bestehenden Regionen sind als rechteckige Balken
dargestellt. Die einmalig vorkommenden Sequenzabschnitte (U) sind als Striche reprisentiert.
Wie aus der Abbildung zu entnehmen ist, setzt sich das HSV-1 aus zwei Untereinheiten, einer
langen (Up) und einer kurzen (Us) Region zusammen, die von invertierten, jeweils zueinander
homologen Abschnitten begrenzt werden Zusétzlich sind in der Abbildung die Ausgangspunkte

der Genomreplikation nach dem rolling circle-Mechanismus eingezeichnet, die wihrend des

kBp



Literatur 27

lytischen Replikationszyklus beim HSV-1 aktiv sind: oril, oriS1 und oriS2. Die Lage der
terminalen und internen Wiederholungseinheiten und ihre Orientierung zueinander werden mit
Kleinbuchstaben bezeichnet; a und a’ stellen als Beispiel invertiert zueinander positionierte, in
n Kopien vorkommende identische Basenfolgen dar. Durch die freie Invertierbarkeit der ;- und
s —Einheit treten bei der Replikation vier isomere Genomformen auf, deren Bedeutung noch
unklar ist. Die am Zeilenende angegebene Prozentzahl gibt jeweils die Wahrscheinlichkeit an, in
der jede der vier isomeren Formen in den Virionen gefunden wird. Wildtypvirusstimme

bestehen demnach aus gleichen Mengen aller vier Genomformen.

2.2.5 Virusreplikation

2.2.5.1 Lytischer Infektionszyklus

Herpesviren adsorbieren durch ihre Oberflachenproteine an bestimmte Rezeptoren der
Zelloberfldche. Danach verschmelzen die Membranen der Viruspartikel und der Zelle
miteinander, und das Kapsid mit dem Tegument gelangt in das Zytoplasma. Hier lagern
sich die Kapside an Mikrotubuli an und werden zu den Kernporen transportiert, durch
die das Genom in den Innenraum des Zellkernes, das sogenannte Nukleoplasma,
entlassen wird. Dorthin gelangen auch die viralen Proteine. Das DNA-Genom
zirkularisiert und liegt dann als Episom im Kernplasma vor (siehe auch Kapitel 2.2.4).
Neben dieser direkten Virus-Zelloberfldchen-Interaktion bei der Infektion von Zellen
kénnen Herpesviren auch in Zellen gelangen, welche keine Rezeptoren zur Bindung von
freien Viruspartikeln auf ihrer Zelloberfldche besitzen. Die Membranen der infizierten
Zellen koénnen mit denen von nichtinfizierten verschmelzen und somit eine
Membranfusion einleiten. Auf diese Weise werden die Kapside auf indirektem Weg von
Zelle zu Zelle weitergegeben, so dass sich die Viren auch unabhéngig von der

Anwesenheit infektioser Partikel im Organismus ausbreiten kdnnen.

Die Expression des viralen Genoms erfolgt kaskadenartig in drei Phasen: Zuerst werden
die ,,immediate early-Proteine” — IE synthetisiert, welche wichtige Regulatoren in der

Zelle sind. Durch ein virales Strukturprotein wird die Expression der IE-Gene aktiviert
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(O’HARE, 1993). Die Transkription wird von der zelluliren RNA-Polymerase II
iibernommen (SPEAR und ROIZMAN, 1980). Nach ihrer Synthese werden die IE-
Proteine in den Kern transportiert und regulieren dort durch Aktivierung der
Promotoren die folgende Translation und Transkription der ,,delayed early*-(E)- und der
»delayed oder late -Proteine™ — (L). Die Synthese der E-Proteine erreicht 5-8 Stunden
post infectionem den Hohepunkt. Zu ihnen gehéren eine groBe Anzahl an
nukleinsdurebindenden Polypeptiden und Enzymen, die am DNA-Metabolismus
beteiligt und fiir die Replikation des Virusgenoms erforderlich sind, wie z.B. eine DNA-
Polymerase, alkalische Exonuklease und Thymidinkinase. Wenn E-Proteine in

ausreichender Menge gebildet sind, beginnt die Synthese der Nachkommen-DNA.

Wihrend des lytischen Replikationszyklus erfolgt die Replikation der Virus-DNA nach
dem sog. ,rolling circle-Mechanismus®“. Im Genom findet man Sequenzelemente, die
als Ursprungsorte fiir die DNA-Synthese dienen (siche auch Abb. 2). In Abb. 3 sind die
Proteine dargestellt, die hierbei an der Genomreplikation beteiligt sind. An den
Replikationsursprung binden sich die Ori_yt bindenden Proteine, welche ermdglichen,
dass sich der Komplex der viralen DNA-Polymerase/Helikase/Primase daran anlagert.
Ein DNA-Strang wird geschnitten, so dass ein 3’-OH- und ein 5’-Phosphat-Ende
entsteht, wobei das 3’-OH-Ende als Primer fiir die Polymerisationsreaktion dient, so
dass die Nukleotide kontinuierlich unter Verwendung des geschlossenen DNA-Stranges
als Matritze an das 3’-OH-Ende ansynthetisiert werden. Dabei wird das 5°-Ende
fortlaufend vom Matritzenstrang geldst. Dessen einzelstringige DNA wird durch
Bildung von kurzen RNA-Primern und Okazaki-Elementen zum Doppelstrang ergénzt,
wodurch sich ein neuer DNA-Strang bildet, der vielfache Segmente des Virusgenoms
enthilt. Gleichzeitig mit der DNA-Synthese werden die spédten Virusproteine
(Envelope-Glykoproteine, nukleokapsid- und tegumentassoziierte Proteine) exprimiert.
Diese viralen Strukturproteine werden bis zu ca. 15 Stunden nach der Infektion in
verschiedenen zelluldren Organellen gebildet und nach ihrem Zusammenbau zu
Partikelvorldufern und der Reifung zu infektiosen Viruspartikeln zur Zelloberfliche
transportiert und dort freigesetzt. Bei Vertretern der Subfamilie Alphaherpesvirinae sind

bereits 15-20 Stunden nach der Infektion neu synthetisierte Virionen nachweisbar.



Literatur 29

Abb. 3: Darstellung der nach dem rolling circle-Mechanismus bei der lytischen

Replikation der Herpesviren beteiligten Virusproteine (nach MODROW und
FALKE, 1997)
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2.2.5.2 Latenter Infektionszyklus

In vivo fiihrt eine Herpesvirusinfektion nicht zwangsldufig zum Zelltod. Bei
Alphaherpesvirinae kann es z.B. in Neuronen zur Etablierung einer latenten Infektion
kommen, nachdem das Virus als Nukleokapsid das sensorische Ganglion erreicht hat.
Der Transport dorthin erfolgt auf retrogradem, intraaxonalem Wege, da die primére
Replikation des Virus an der Eintrittspforte (Schleimhdute, Magen-Darm- oder
Respirationstrakt) in den meisten Féllen in einer Infektion sensorischer

Nervenendigungen endet (ROIZMAN und SEARS, 1992).

Wihrend der Latenz liegt die Virus-DNA als zirkuléres, extrachromosomales Episom in
unterschiedlicher Kopienzahl im Kernplasma der Wirtszelle wihrend der gesamten

Lebenszeit des Individuums vor. Das virale Genom wird direkt durch zelluldre
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Transkriptionsfaktoren reguliert. Es wird parallel mit dem Zellgenom durch die
zellulire DNA-Polymerase vermehrt und an die Nachkommenzellen weitergegeben,
wobei in dieser Phase die Produktion infektidser Virionen durch verschiedenste
Mechanismen unterdriickt wird (MODROW und FALKE, 1997). In situ-
Hybridisierungsversuche zeigten, dal ITE-mRNA und deren zugehorige Proteine im
Gegensatz zur lytischen Infektion nicht exprimiert werden. Es konnten jedoch sog.
,latency associated transcripts (LAT) nachgewiesen werden, iiber deren mogliche
Funktion bei der Reaktivierung allerdings noch keine Klarheit herrscht (LACHMANN,
1990). Die molekularen Vorgédnge und Regulationsprozesse bei der Etablierung und der
Aufrechterhaltung der Latenz sowie bei der erneuten Reaktivierung zur lytischen

Replikation sind noch weitestgehend unverstanden.

2.3 Besonderheiten des PsHV

2.3.1 Chemische und biologische Eigenschaften

Fiir eine detaillierte Beschreibung der chemischen und biologischen Eigenschaften des
PsHV wird auf die entsprechenden Kapitel in den Dissertationsschriften von

SPENKOCH-PIPER (1993), WAGNER (1993) und TRITT (1995) verwiesen.

2.3.2 Serologische Eigenschaften

Bis zum Ende der achtziger Jahre galt der Erreger der PPD als antigenetisch einheitlich.
In den letzten 15 Jahren wurden jedoch mit serologischen Methoden
(Kreuzneutralisationstests, Plaque-Reduktionstests, indirekte = Immunfluoreszenz,
Peroxidase-Antiperoxidase-Technik) unter Verwendung von polyklonalen Antikdrpern
deutliche antigene Unterschiede zwischen verschiedenen PsHV- Isolaten nachgewiesen
(KALETA et al., 1980; KRAUTWALD et al., 1988; SPENKOCH-PIPER, 1993;
TARRES et al., 1994; ESKENS et al., 1994; TRITT, 1995; GRAVENDYCK et al.,
1996). Umfangreiche Untersuchungen von SPENKOCH-PIPER (1993) an 26

verschiedenen Isolaten aus Papageien mit PPD bestétigten die serologische
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Heterogenitéit innerhalb der PsHV. Aufgrund der dabei erhaltenen Daten konnten
samtliche untersuchten Isolate einer von drei serologischen Gruppen zugeordnet
werden. TRITT (1995) und GRAVENDYCK et al. (1996) schlielich konnten mittels
serologischer Kreuzneutralisationstests unter Verwendung der Clusteranalyse fiinf

PsHV-Subtypen unterscheiden:

Tabelle 1: Bisher etablierte serologische Gruppen des PsHV mit jeweils

reprasentativen ,,Referenzstimmen*

PsHV-Serogruppe Referenzstamm
PsHV-1 KS 144/79
PsHV-2 6840/87
PsHV-3 3115/88
PsHV-4 1483/92
PsHV-5 8326/87
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Virusisolate

3.1.1.1 Neue Virusisolate

Die Mehrzahl der in Tabelle 2 aufgelisteten 11 PsHV-Isolate wurde in der Klinik fiir
Vogel, Reptilien und Fische der Justus-Liebig-Universitit Gieen aus den Organen
gestorbener und zur Sektion eingesandter Papageien im Rahmen der virologischen
Diagnostik im Zeitraum von 1997 bis 2002 auf HEF-Kulturen isoliert. Bei dem Isolat
279/00 handelt es sich im Unterschied zu allen anderen Isolaten um ein Virus, welches

aus dem Gewebematerial eines Kloakenpapilloms isoliert wurde (Johne et al., 2002).

Die aufgelisteten Virusisolate werden als neu bezeichnet, weil bei ihnen nach
Feststellung der Herpesvirusidentitdt bisher keine weitere Charakterisierung im Sinne
einer Sero- oder Genotypisierung durchgefiihrt wurde. Jede Zeile in der Tabelle
reprasentiert einen eigenstindigen Krankheitsausbruch; dementsprechend sind
Virusisolate, die wihrend eines Seuchenzuges aus verschiedenen Tieren isoliert worden
sind, in einer Zeile zusammengefasst. Teilweise stammen die Isolate jedoch aus
Bestdnden, in denen bereits wiederholt zeitlich begrenzte PPD-Endemien aufgetreten
sind, d.h. es handelt sich hierbei um jeweils zu unterschiedlichen Zeitpunkten aus dem

selben Bestand isolierte Herpesviren.

In der letzten Spalte der Tabelle 2 sind die Befunde, die bei den im Anschluss an die
pathologisch-anatomische Untersuchung vorgenommenen weiterfithrenden
Untersuchungen festgestellt wurden, aufgelistet. Bei allen zur Feststellung der
Todesursache an die o. g. Klinik eingesandten Végeln wurden neben der virologischen
auch mikrobiologische, parasitologische und ggf. histologische Untersuchungen sowie

Untersuchungen auf Chlamydien durchgefiihrt.
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Diagnostisch wurden dabei folgende Organe untersucht:

Bakteriologische Untersuchung (BU): Lunge (Lu), Darm (Da), Niere (N1), Herz (He),
Milz (Mi) und Leber (Le)

Mykologische Untersuchung (Myk):  Kropf (Kr), Muskelmagen (Mm), Driisenmagen
(Dm), Luftsack (Ls) und Lunge (Lu)

Virologische Untersuchung (Viro): Herz (He), Leber (Le), Milz (Mi), Darm (Da),
Niere und Gehirn (Hi)

Parasitologische Untersuchung (PU): ~ Darminhalt

Bei den Organen Darm und Gehirn wurden Teile des Ileums bzw. Stammbhirns zur
Untersuchung entnommen.

Zusitzlich wurden bei jedem Sektionstier die Organe Milz (Mi) und Leber (Le) sowohl
mittels direkter Stamp-Farbung (STAMP et al., 1950) von Organabklatschpriparaten als
auch durch Anziichtung in Buffalo-Green-Monkey (BGM)-Zellkulturen mit
anschlieBender Immunfluoreszenz auf Chlamydophila psittaci (Chlam.) untersucht
(ARENS und WEINGARTEN, 1981).
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Tabelle 2: Bezeichnung, Herkunft sowie Untersuchungsbefunde der 14 neuen PsHV-

Isolate
Tagebuch- 5 dund Pathologisch- Befunde
estand un
Nr./ Jahr d. Spezies Hal ; anatomische weiterfihrender
altungsform
Isolierung Befunde Untersuchungen
Bestand A:
Spanische
keine Angaben in Sammelstelle keine Angaben in | keine Angaben in den
zum Import von
3112/97 den Tagebiichern o e den Tagebiichern Tagebiichern
Wildfangen nach
gefunden Europa: gefunden gefunden
Gruppenhaltung,
Innenvolieren
Bestand B: Emdhrungs- - g5, 1 ¢ und He Alpha-
. zustand (EZ) gut,
Privater massive Leber- Streptokokken,
Psittaziden- . Coliforme Keime;
2753/98 | Taubenhalsamazone Nieren- und
- Zuchtbestand,; . Myk.: Lu, Ls
(A. vinacea) Milzschwellung, . .
Gruppenhaltung, . Aspergillus fumigatus
. Darminhalt
Voliere wissrig Chlam.u. PU: neg.
BeStan.d c: EZ sehr gut,
Zoologischer Leber und Milz
Soldatenara Garten in tark BU: neg.
862/98 (A. militaris Portugal; i Myk.: neg.
militaris) Gruppenhaltung geschwollen, Chlam. u. PU: neg
’ haumig-weil3er B ’
Innen- und 5¢ hal 18 ¢
AuBenvolieren Inhalt im Krop
Stressmarken im
Gefieder, EZ
Gelbscheitelamazon schlr: jlflstl gIlE‘ses:rus BU: Le, Ni, Da
564/99 e Bestand A: Lei)er ’ Coliforme Keime
(A. ochrocephala Siehe 3112/97 . Myk.: neg.
ochrocephala) geschwollen mit Chlam.u. PU: neg
herdférmigen R ’
nekrotischen
Verénderungen
EZ gut, BU: neg
2009/99 Blaustirnamazone Bestand B: gggzzrgrarﬁzrﬁz Myk..: Lu und Ls:
. aestiva aestiva iehe 275 oo spergillus fumigatus
A i i Siehe 2753/98 ’ > | Aspergillus fumig
Nekrosen in Milz )
Chlam.u. PU: neg.
und Leber
BU: He, Le, Mi:
Kubaamazone . Lactobacillus,
Bestand B: Milz- und
2490/00 (A. leucocephala siche 2753/98 | Leberschwellung Staphylocgccus S5
leucocephala) Myk. : neg.
Chlam.u. PU: neg.
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Tagebuch- Pathologisch- Befunde
. Bestand und . .
Nr./ Jahr d. Spezies anatomische weiterfihrender
) Haltungsform
Isolierung Befunde Untersuchungen
. Bes_tanq D: Entwicklung .
279/00 Blaust1mamazgne Privattier, cines nicht
(A. aestiva aestiva) | Einzelhaltung in . durchgefiihrt
Kloakenpapilloms
der Wohnung
MassiveLeber-
Monchssittich Bestand E: Nilg/rlclalrzc%?\(/iel-
180/01, (Myiopsitta Privater BU: He, Le, Ni:
i lung, aufgrund
monachus); Zuchtbestand, on starker Staphylococcus ssp.
181/01 Nymphensittich ausschlieBlich v Myk: Lu, Ls, Da:
- . Autolyse :
(Nymphicus Sittiche, . Candida ssp.
. makroskopisch
hollandicus) Gruppenhaltung
nur schwer
beurteilbar
670/01: EZ gut, 670/01:
Leber- und BU: Mi, Ni
Milznekrosen, E. coli, Staphy-
] Blaustirnamazone gelbflissiger lococcus ssp.
670/01; (A. aestiva aestiva) Darminhalt; Myk.: Lu: Aspergillus
' 663/01: EZ gut, ssp.
. Milz- und Chlam. u. PU: neg.
663/01- Rosellasittich | pogang F: | Leberschwellung, 663/01 :
, (Platycercus . AT ) .
eximius Privater schleimig-diinner | BU: Le, Niund He
eximius): Zuchtbestand Magen- und Lactobazillen,
’ Gruppenhaltung Darminhalt Staphylococcus ssp.
Graupapagei in Voliere 661/01:EZ gut, Myk. : neg.
661/01 (Psilzta?cui abdominaler Chlam. u. PU: neg.
erithacus Luftsack getriibt, 661/01 :
erithacus) Leber gelblich BU: Le und Ni
und briichig mit Lactobazillen,
nekrotischen Staphylokokken
Verdnderungen Myk.: neg.
Chlam. u. PU: neg.
Bestand G: Nicht
Private durchgefiihrt, da
Oranlgzrﬁggﬁben— Zuchtanlage, lediglich nicht
54/02 Gruppenhaltung | Einsendung von .
(C. sulphurea . . . durchgefiihrt
citrinocristata) Voliere, insg. ca. | Organmaterial
400 Vogel im (Leber) zur
Bestand virologischen US
EZ gut, Lungen-
Gelbschulter- Bestand H: und Luftsagk- BU.: Da, Le, Ml:
Amazone Keine Angaben mykosef griin- coliforme Keime
131/02 (A. barbadensis Jur gelblicher Myk.: Mm, Dm, Da:
b.arbadensis) Haltungsform dunnfldssiger Candida ssp.
& Darminhalt, Chlam. u. PU: neg.
Lebernekrosen
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3.1.1.2 Sonstige untersuchte Virusisolate

Die in Tabelle 4 aufgelisteten PsHV-Isolate wurden im Zeitraum von 1987 bis 1996 im
Rahmen der virologischen Diagnostik im Institut fiir Gefliigelkrankheiten der Justus-
Liebig-Universitdt Gieen auf HEF-Kulturen isoliert und wie unter Punkt 3.2.2.3
beschrieben als Herpesviren identifiziert. Einige Isolate aus den Jahren 1987 bis 1989
wurden im Rahmen der Dissertationen von SPENKOCH-PIPER (1993) und TRITT
(1995) bereits serologisch klassifiziert. 3 Isolate aus dem Jahr 1995 wurden von
SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) serologisch sowie durch Spaltung mit
Restriktionsendonukleasen untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in
der Tabelle 3 jeweils bei den betreffenden Isolaten aufgefiihrt. Detaillierte Angaben zu
Herkunft, Anamnese, Klinik, pathologisch-anatomischen sowie weiterfiihrenden
mikrobiologischen Untersuchungen sind in den Dissertationsschriften o. g. Autorinnen

zu finden.

Tabelle 3: Isolatbezeichnung, Psittazidenspezies und ggf. Serogruppe und/oder
Restriktionsgruppe nach SPENKOCH-PIPER (1993), TRITT (1995) bzw.
SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) der 31 sonstigen untersuchten

Virusisolate
Serogruppe'
Tagebuch—N r./ b_ZW: Spezies
Jahr d. Isolierung Restriktions-
gruppe’

6090/82 Rosakakadu (E. roseicapillus roseicapillus)
1639/87 Graupapagei (Psittacus erithacus erithacus)
1674/87 Glatzkopfpapagei (Pionus senilis)
6733/87 Blaustirnamazone (A. aestiva aestiva);
6896/87 Graupapagei (Psittacus erithacus erithacus);
6908/87 Timneh-Graupapagei (Psittacus erithacus timneh)
5376/88 Blaustirnamazone (A. aestiva aestiva)
6058/89 1! Graupapagei (Psittacus erithacus erithacus)
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Serogruppe’
Tagebuch_—N r./ bz_w.' Spezies
Jahr d. Isolierung | Restriktions
gruppe’

7077/89 1! Panamaamazone (A. ochrocephala panamensis)
7129/89 1! Graupapagei (Psittacus erithacus erithacus)
1979/90 Blaustirnamazone (A. aestiva aestiva)
2864/90 Gelbwangenamazone (A. autumnalis autumnalis)
3042/90 1! Blaustirnamazone (Amazona aestiva aestiva)
5174/90 Blaustirnamazone (A. aestiva aestiva)
5092/91 Gelbbugamazone (A. aestiva xanthopteryx)
1613/92 Venezuelaamazone (A. amazonica)
2609/92 1! Taubenhalsamazone (A. vinacea)
2384/92 Blaustirnamazone (A. aestiva aestiva)
1587/92 Gelbnackenamazone (A. ochrocephala auropalliata)
1071/93 Gelbscheitelamazone (A. ochrocephala ochrocephala)
1606/94 Molukkenkakadu (C. moluccensis)
2335/94 Blaustirnamazone (A. aestiva aestiva)
4739/94 Rosakakadu (Eolophus roseicapillus roseicapillus)
5139/94 Gelbscheitelamazone (A. ochrocephala ochrocephala)
5192/94 Blaustirnamazone (A. aestiva aestiva)
1257/95 Scharlachkopfpapagei (Pionopsitta pileata)
1277/95 Orangehaubenkakadu (C. sulphurea citrinocristata)
1987/95 Kubaamazone (A. leucocephala leucocephala)
2162/95 1'; A2 Gelbscheitelamazone (A. ochrocephala ochrocephala)

2685-20/95 1'; A2? Felsensittich (Cyanoliseus patagonus)
4133/95 2 F? Amazone (A. ssp.)

Legende zur Tabelle 3:

L. Serogruppe nach SPENKOCH-PIPER (1993) und/oder TRITT (1995). Die zugehorigen PsHV-Isolate
wurden von den Autoren bereits untersucht und in die genannten Serogruppen eingeteilt.

2 Restriktionsgruppe nach SCHRODER-GRAVENDYCK (1999). Die zugehérigen PsHV-Isolate
wurden von der Autorin bereits untersucht und in die genannten Restriktionsgruppen eingeteilt

offene Felder: die zugehorigen PsHV-Isolate wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmalig untersucht.
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3.1.1.3 Als,,Referenzstamme* verwendete PsHV-Isolate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in der Tabelle 4 aufgefiihrten Virusstimme bei
den zur Differenzierung angewendeten Methoden PCR und Restriktionsenzymanalyse
jeweils zum Zwecke eines direkten Vergleichs als Referenzstimme in jedem Versuch
mitgefiihrt und dabei auf die gleiche Weise behandelt wie die zu untersuchenden, in

Tabelle 2 und 3 aufgefiihrten PsHV-Isolate.

Die in Tabelle 4 aufgelisteten Virusstimme reprasentieren nach SPENKOCH-PIPER
(1993) und GRAVENDYCK et al. (1993) jeweils einen eigenstdndigen Serotyp ( s.
auch Tabelle 1). In den Untersuchungen von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999)
wurde dariiber hinaus mittels Spaltung durch Restriktionsendonukleasen die o.g.

serologische Einteilung bestatigt.

Des weiteren wurden die 5 Referenzstimme als Antigen zur Immunisierung von
Kaninchen (vgl. Punkt 3.2.2) verwendet, wobei die produzierten polyklonalen Antiseren

im Kreuzneutralisationstest und im Western Blot als Referenzseren dienten.
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Tabelle 4: Bezeichnung, Psittazidenspezies, Serotyp (nach GRAVENDYCK et al.
(1996), Spezies und Quelle der als Referenzstimme verwendeten PsHV-

Isolate

Bezeichnung

u. Tagebuch- Spezies Serotyp Quelle
Nr.
Amazone
KS 144/79 (A. aestiva.) 1 Kaleta et al. (1979)
6840/87 Blaustirnamazone 2 Krautwald et al. (1988)

(A. a. aestiva)

3115/38 Doppelgelbkopfamazone 3 Klinik f. Vogel, Reptilien u.
(A. 0. ochrocephala) Fische, Giessen, Diagnostik
1483/90 GroBle Gelbkopfamazone 4 Klinik f. Vogel, Reptilien u.
(A. ochrocephala oratrix) Fische, Giessen, Diagnostik

8326/87 Rotbauchsittich 5 Krautwald et al. (1988)

(Pyrrhura rhodogaster)

3.1.1.4 Negativkontrollen

Die in der PCR und im Western Blot eingesetzten Negativkontrollen wurden aus
uninfizierten, d.h. mit Zellkulturmedium statt mit Virus inokulierten HEF-Kulturen
hergestellt und auf die gleiche Weise behandelt bzw. aufgereinigt wie die

Virusziichtungen.
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3.1.2 SPF-Eier und daraus hergestellte Zellkulturen

3.1.2.1 SPF-HUhnereier

Die fiir die Herstellung von Hithnerembryofibroblasten-Kulturen zur Vermehrung und
Titration der verschiedenen PsHV-Isolate verwendeten SPF-Eier wurden von der Firma
LOHMANN TIERZUCHT GmbH, Cuxhaven, im Zeitraum von Oktober 2000 bis Mérz
2003 aus den Herden mit den Nummern 582, 583, und 585 geliefert. Es wird das

Freisein von den in der Tabelle 5 aufgefiihrten Erregern bzw. Antikérpern zertifiziert:

Tabelle 5: Erreger und Testmethoden zur Uberpriifung des Status der Bruteier
liefernden SPF-Tiere

Erreger Testmethode
Kiiken-Anidmie-Virus (CAV) ELISA
Avidre Adenoviren: AGP/SNT/ELISA
A) Serotyp 1-.12 HAH
B) EDS 76-Virus
Avidres Encephalomyelitis-Virus (AE) ELISA
Aviires Leukosevirus/RSV-Virus ELISA
Avidres Nephritis-Virus FAT
Avidres Reovirus ELISA
Hiihnerpockenvirus KU/p.m.
Infektiose Bronchitis-Virus (IB) ELISA
Infektiose Bursitis-Virus (IBD) AGP
Infektiose Laryngotracheitis-Virus (ILT) ELISA
Influenza Typ A-Virus ELISA
Virus der Marek schen Krankheit AGP
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Erreger Testmethode
Mykoplasmose
(M. gallisepticum und M. synoviae) Aggl/HAH

Virus der Newcastle-Krankheit (ND) HAH
Reticuloendotheliose-Virus ELISA

Salmonella pullorum Aggl.

Andere Salmonellen BU

Puten-Rhinotracheitis-Virus (TRT) ELISA

Legende zur Tabelle 6:

HAH = Hamagglutinations-Hemmungs-Test
AGP = Agargel-Prézipitations-Test

Aggl. = Agglutinations-Test

FAT = Fluoreszenz-Antikorper-Test

SNT = Serum-Neutralisations-Test

BU = Bakteriologische Untersuchung

KU = Klinische Untersuchung

p.m. = post mortem

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay

Nach Anlieferung der Eier wurden diese bis zum Beginn der Bebriitung fiir 1 bis 7 Tage

bei 13-16 °C in einem Klimaschrank der Firma HEREAUS, Osterode, gelagert. Die

Bebriitung erfolgte bei 38,0 £ 0,5 °C, 50-70% relativer Luftfeuchte und tdglich 6-

maliger Wendung in einem vollautomatischen Brutschrank BSS 420 der Firma

GRUMBACH, ABlar.
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3.1.2.2 Priméare Huhnerembryofibroblasten-Kulturen (HEF)

Fiir die Herstellung von HEF-Kulturen werden die Embryonen von 9 bis 11 Tage
bebriiteten SPF-Hiihnereiern bendtigt (siehe auch unter Punkt 3.1.2.1).

3.1.3 Tiere

Zur Gewinnung von Hyperimmunseren gegen die 5 von GRAVENDYCK et al. (1996)
und SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) beschriebenen serologisch unterschiedlichen
Subtypen des PsHV wurde im Institut fiir Gefliigelkrankheiten der Justus-Liebig-
Universitidt Gieen im Zeitraum von Dezember 2000 bis Mai 2001 eine Gruppe von 2
Kaninchen (Tier Nr. 3 und 6) und von Januar bis Juni 2002 eine Gruppe von 4
Kaninchen (Tier Nr. 1, 2, 4 und 5) gehalten. Kaninchen Nr. 6 wurde fiir die Produktion

von Antiserum gegen das Isolat 279/2000 verwendet.

Bei den Tieren handelte es sich um ménnliche Zwergwidder-Bastarde (Tier 3 und 6)
sowie um ebenfalls mannliche Deutsche Riesen (Tier 1, 2, 4 und 5), die von hessischen
Kaninchenziichtern zur Verfiigung gestellt wurden. Die Kaninchen kamen in einem
Alter von ca. 9-10 Wochen und einem Gewicht von etwa 1,8-2 kg im o.g. Institut an.

Mit der Immunisierung wurde jeweils 3 Wochen nach Ankunft der Tiere begonnen.

3.1.4 Antiseren und Antikorper

3.1.4.1 Hyperimmunseren aus Kaninchen

sowie ein vor der
Immunisierung gewonnenes Negativ-Poolserum aus Kaninchen verwendet. Die

Antiseren wurden wie unter Punkt 3.2.3 bzw. 3.2.4 beschrieben hergestellt.
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Tabelle 6: Bezeichnung, Herkunft, Subtyp und homologer Antikorpertiter der in den

Neutralisationstests und im Western Blot eingesetzten Antiseren

Zur Immunisierung Homologer Titer
Subtyp vewendetes PsHv-Isolat Produzent in log;
PsHv-1 KS 144/79 Kaninchen Nr. 1 8
PsHv-2 6840/87 Kaninchen Nr. 2 6
PsHv-3 3115/88 Kaninchen Nr. 3 7
PsHv-4 1483/92 Kaninchen Nr. 4 6
PsHv-5 8326/87 Kaninchen Nr. 5 8

3.1.4.2 Goat-Anti-Rabbit Immunglobulin- (IgG) Konjugat

Im Western Blot wurde zur Detektion von gebundenem Erstantikorper
(=Hyperimmunserum aus Kaninchen, s. auch unter Punkt 3.1.4.1) ein Meerettich-
Peroxidase gekoppeltes Anti-Kaninchen IgG von der Ziege (DIANOVA, Hamburg)
eingesetzt (vgl. Punkt 3.2.4.4).

3.1.5 Enzyme

3.1.5.1 Restriktionsendonukleasen

Die fiir die vergleichenden Untersuchungen verwendeten Restriktionsendonukleasen

mit ihren jeweiligen Erkennungssequenzen und Schnittstellen sind in Tabelle 7
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aufgelistet. Sdmtliche Enzyme wurden bei der Firma New England Biolabs, Frankfurt a.

M., bezogen.

Tabelle 7: Erkennungssequenzen und Schnittstellen der verwendeten

Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzym Erkennungssequenz

EcoR1 5-G AATTC-3

Bam H1 5 -G GATCC-3
Hae 3 5-GG CC-3

Hind III 5 -A AGCTT-3
Pst1 5 -CTGCA G-3
Xho I 5 -C TCGAG-3
Hpal 5 -GTT AAC-3

3.1.5.2 Polymerase

In der PCR wurde die DyNAzyme ™ II DNA-Polymerase zur Amplifikation der DNA-
Fragmente eingesetzt (Bestandteil des DyNAzyme'™ II DNA Polymerase Kits, Fa.
Finnzymes, Espoo, Finnland; rekombiniertes Enzym, isoliert und aufgereinigt aus
einem E. coli-Stamm, welcher ein Plasmid mit dem klonierten DyNAzyme DNA

Polymerase-Gen von Thermus brockianus tragt).

3.1.6 Synthetische Oligonukleotide (Primer)

Die in der PCR verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden HPLC-gereinigt von der

Firma ARK Scientific, Darmstadt bezogen. Die Primersequenzen sind der
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Veroftentlichung von TOMASZEWSKI et al. (2000) entnommen und wurden aus 3 in
einen Plasmidvektor klonierten und teilsequenzierten Hind III-Restriktionsfragmenten
eines PsHV-Isolates ausgewihlt (vgl. Tabelle 8). Es handelt sich dabei um die Klone 9
und 11, anhand deren Sequenz die Primerpaare ausgewéhlt wurden. Zusétzlich wurde
aus der Plusstrang-DNA von Klon 23 ein Primerpaar selektiert. Die untersuchten Klone
enthalten Teilsequenzen verschiedener offener Leserahmen auf der langen, einmalig
vorhandenen Genomregion (Unique long region, Up) des PsHV. Die in den PsHV-

Fragmenten enthaltenen Gensequenzen kodieren fiir folgende Proteine:

Tabelle 8: Offene Leserahmen innerhalb der sequenzierten PsHV-Fragmente
(TOMASZEWSKI et al., 2001)

Korrespondierendes Protein

1
Klon NT und Funktion
9F 251 UL19; Hauptcapsidprotein
(forward sequence) (Capsomer)
R 379 UL 21

(reverse sequence)

UL14; Funktion unbekannt

11F 882 UL15A; Schneiden und
(forward sequence) Verpacken von viraler DNA in
Nukleokapside
11R

427 UL9; Ori,yr-bindendes Protein
(reverse sequence)

UL17; Schneiden und
Verpacken von viraler DNA in
1.558 Nukleokapside
UL16; Glycoprotein, host-range

protein

23F
(forward sequence)

Legende zur Tabelle 8:
'NT: Anzahl der Nukleotide
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Tabelle 9: Primer fiir die PsHV-PCR nach TOMASZEWSKI et al. (2000)

Grofle
Primerpaar |des Amplikons Sequenz
(in bp)
9 Forward 489 5 -TGAGAGGATGTTCGCACGAGC-3
(9F) 5 -GGCTCTTACTTCAACACGATAACC-3
9 Reverse 378 5 -GCACATGAGAGACTTCACAGGGC-5
(9R) 5 -TCTAACGCAGGGGAAGCTATACG-3
11 Forward 394 5 -CAAGTTCAAAACCGTCGC-5
(11F) 5 -TTGCCGCTTCTTCGTGCTC-3
11 Reverse 310 5 -AATAGGAGCTTTGGGGAGTTGC-3
11(R) 5 -ACAGCCTTTTCTGGGTGCG-3
23 Forward 781 5 -TTTGTCCCACACTTCGTC-5
(23F) 5 -ACTACTTTCGCTTTGGCG-3

3.1.7 Fertige Reagenziensysteme

DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)
DyNAzyme "™ I DNA Polymerase Kit (Finnzymes, Espoo, Finnland)
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3.1.8 Medien, Reagenzien und Pufferlosungen fir die Zellkultur

e Adqgua bidest.

e Minimum Essential Medium (MEM) mit Earles’schen Salzen (EARLE. 1934)
MEM-Earle s Pulver

(JRH Biosciences, Lenexa, Kansas, USA) 9,69 ¢
NaHCO; (VWR International, Darmstadt) 220 g
Gentamicinsulfat (50 mg/ml) 1,00 ml
(Sigma Aldrich, Taufkirchen)

Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Einstellung des pH-Wertes mit 1 N HCI oder 1N NaOH auf pH 6,9 7,1; Sterilfiltration
(0,22 um Membranfilter), Aufbewahrung lichtgeschiitzt bei + 2 bis + 8 °C, Haltbarkeit

bis zu 12 Monate.

o Zellkulturmedium TCM
Medium 199 Earle (Firma BIOCHROM KG, Berlin ) 80,0 ml

Tryptose-Phosphat-Bouillon
(29,5 g Tryptose-Phosphat ad 1000 ml Aqua bidest.) 100,0 ml

NEA 10,0 ml
Glutaminlosung

(30 g L-Glutamin ad 1000 ml Aqua bidest.) 8,0 ml
NaHCO; (7,5 %) 15,0 ml
Gentamicinsulfat (50 mg/ml)

(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 1,0 ml
Aqua bidest. ad 1000,0 ml

Einstellung des pH-Wertes auf 7,2 bis 7,4 mit 1 N HCI oder 1 N NaOH, ggf. vor
Verwendung erneute Einstellung notig; lichtgeschiitzte Aufbewahrung bei + 2 bis +

8 °C.
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( NEA: 0,42 g L-Arginin x HCI, 0,24 g L-Cystin, 2,9 g L-Glutamin, 0,21 g L-
Histidin x HCI, 0,525 g L-Isoleucin, 0,525 g L-Leucin, 0,73 g L-Lysin, x HCL, 0,15 g
Methionin, 1,9 g L-Threonin, 0,08 g L-Tryptophan, 0,36 g L-Tyrosin, 0,47 g L-
Valin, 0,15 g Glycin, 0,21 g L-Serin, ad 1000 ml Aqua bidest.)

e Phosphat-Puffer (PBS; Phosphate buffered Saline)

Losung A NaCl (VWR International, Darmstadt) 8,09 g
KCI1 (VWR International, Darmstadt) 0,20 g
KH,PO4 (VWR International, Darmstadt) 0,12 ¢
Aqua bidest. ad 800,00 ml

Losung B CaCl, (VWR International, Darmstadt) 0,10 g
Aqua bidest. ad 100,00 ml

Losung C MgCl, x 6 HO (VWR International, Darmstadt) 0,10 g
Aqua bidest. ad 100,00 ml

Separate Autoklavierung der Losungen A, B und C, dann Mischung und Einstellung
auf pH 7,0 bis 7,2 mit 5 N HCI; Lagerung bei Raumtemperatur.

e Phosphat-Puffer (PBS) ohne Ca™ und Mg"™*

NaCl (VWR International, Darmstadt) 8,00 g
KCI (VWR International, Darmstadt) 0,20 g
KH,PO4 (VWR International, Darmstadt) 0,20 g
Na,HPO4 (VWR International, Darmstadt) 1,L15¢g
Aqua bidest. ad 1000,00 ml

mit 5 N HCI auf pH 7,0 bis 7,2 eingestellt und autoklaviert; Lagerung bei

Raumtemperatur.

e Phosphat-Puffer (DPB, Dulbecco’s Phosphate Buffer) (DULBECCO und VOGT,
1954)
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NaCl (VWR International, Darmstadt) 8,00 g
KCI (VWR International, Darmstadt) 0,40 g
Na,HPO4 (VWR International, Darmstadt) 1,15¢g
KH,PO, (VWR Interational, Darmstadt) 0,20 g
Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Sterilfiltration (0,22 um Membranfilter), Autbewahrung bei Raumtemperatur.

e TV-(Trypsin-Versen-)L6sung

Trypsin (1:250, Difco, Michigan, USA) 0,50 g
EDTA Na; (Serva, Heidelberg) 0,20 g
D(+)-Glukose-Monohydrat 1,00 g
NaCl (VWR International, Darmstadt) 8,00 g
KCI1 (VWR International, Darmstadt) 0,40 g
NaHCO; (VWR International, Darmstadt) 0,58 g
Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Einstellung auf pH 7,6 mit 1 N NaOH (VWR International, Darmstadt), nach
Sterilfiltration (0,22 um Membranfilter) Aliquotierung in geeignete Volumina und

Lagerung bei 20 °C.

e Trypsin-Melnick 2,5%
25 g Trypsin 1:250 (Difco, Michigan, USA)
ad 1000 ml mit PBS ohne Ca*" und Mg*".

Die Losung wird mit NaHCO; auf pH 7,4 eingestellt, sterilfiltriert (0,22 pum

Membranfilter) und nach Aliquotierung in geeignete Volumina bei 20 °C gelagert.

e HBSS (Hank‘s Balanced Salt Solution + 0,1% Gentamicin (50 mg/ml) (HANKS,
1948)
NaCl (VWR International, Darmstadt) 8,00 g
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KCl (VWR International, Darmstadt) 0,40 g
MgSO;4 0,10 g
MgCl, 0,10 g
Na,HPO, x 2H,0 0,15¢g
KH,PO4 0,06 g
Phenolrot 0,02 g
D-Glukose 1,00 g
NaOH, 1 M 0,20 ml
CaCl, x 2H,0 0,11 g
Gentamicinsulfat 50mg/ml 1,00 ml
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Einstellung auf pH 7,2 bis 7,4 mit 1 N NaOH oder 1 N HCI, Sterilfiltration (0,22 pm

Membranfilter), Lagerung bei Raumtemperatur.

Foetales Kalberserum (FKS)

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe

FKS wurde den Zellkulturmedien in einer Konzentration von 5%
(Wachstumsmedium bzw. Anziichtungsmedium) oder 2% (Erhaltungsmedium)
zugesetzt. Lagerung bei 20 °C; nach Anbruch erfolgt die Aufbewahrung bei +2 bis
+8 °C.
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Chloroform
pro analysi

(VWR International, Darmstadt)

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

e 5-Jodo-2‘-Deoxyuridin (IUDR)
(Sigma, St. Louis, MO, USA) 50 pg/ml

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

e Trypanblau-Ldsung
0,25% Trypanblau in 0,15 M NaCl

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

3.1.9 Lo6sungen und Reagenzien fur die Impfstoffherstellung zur

Immunisierung der Kaninchen

e 0,1 M Trispuffer pH 7,6

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 12,114 g
(VWR Interational, Darmstadt)
Aqua bidest. ad 900,000 ml

Einstellung des pH-Wertes mit 1 N HCIl auf 7,6, danach Auffiillung mit Aqua
bidest. auf 1000 ml. Aufbewahrung bei Raumtemperatur.
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e Elutionspuffer
NaCl (VWR International, Darmstadt) 85,000 g

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 12,114 g
(VWR International, Darmstadt)
Aqua bidest. ad 950,000 ml

Einstellung des pH-Wertes mit 1N HCI auf 7,6; danach Auffiillung mit Aqua dest.

auf 1000 ml. Lagerung bei Raumtemperatur.

e PEG-LGsung

Polyethylenglycol, Molekulargewicht 6000 500,0 g
(Merck-Schuchardt, Hohenbrunn)
0,1M Trispuffer (pH 7,6) ad 1000,0 ml

Autoklavierung, danach Aufbewahrung bei +2 bis +8 °C in einem luftdicht

verschlossenen Gefal3, um eine Eindickung zu vermeiden.

e Freund’sches Adjuvans, komplett
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

Zellhaltige Suspension, enthdlt 1 mg/ml hitzeinaktiviertes und getrocknetes
Mycobacterium tuberculosis, 0,85 ml Paraffinél und

0,15 ml Mannitmonooleat; Lagerung bei +2 bis +8 °C.

e Freund’sches Adjuvans, inkomplett
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

1 ml enthélt 0,85 ml Paraffindl und 0,15 ml Mannitmonooleat; Lagerung bei +2 bis
+8 °C.
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3.1.10 Lo6sungen und Reagenzien fur die DNA-Praparation

e Chloroform
Chloroform 99,8% (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Lagerung bei +2 bis +8 °C.
e Phenol
Roti®-Phenol (Roth, Karlsruhe)
redestilliertes, in TE-Puffer dquilibriertes Phenol

Lagerung bei +2 bis +8 °C.

e Phenol/Chloroform
Roti®-Phenol/Chloroform (Roth, Karlsruhe)

Enthilt redestilliertes Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im Verhéltnis
25:24:1, gesittigt mit TE-Puffer

Lagerung bei +2 bis +8 °C.

e Chloroform/Isoamylalkohol

Enthélt Chloroform und Isoamylalkohol im Verhéltnis 24:1
(VWR International, Darmstadt)

Lagerung bei +2 bis +8 °C.



54 Material und Methoden

TE-Puffer

Tris-HCI (pH 7,4)  (VWR International, Darmstadt) 0,97 g
EDTA-Na, (Serva, Heidelberg) 0,37 g
Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Lagerung bei +2 bis +8 °C.

e Natriumzitrat-Losung

Natriumzitrat-2-hydrat (VWR International, Darmstadt) 3,8 g
Aqua bidest. ad 100,0 ml

e Verbesserung der Loslichkeit durch leichte Erwdrmung, danach Autoklavierung und

Lagerung bei +2 bis +8 °C.

e Sarkosyl-Puffer

Tris-HCI, pH 8,0 724 g
EDTA-Na, 931¢g
Sarkosyl-N-Laurylsarkosinat 30,00 g
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Nach Losung Aufbewahrung bei +2 bis +8 °C.

e Natriumacetat-L6sung

Natriumacetat-Trihydrat (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 417,24 g
Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Einstellung des pH-Wertes mit 1 N HCIl auf 5,2; danach Autoklavierung und
Aufbewahrung bei +2 bis +8 °C.

e Ethanol
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Ethanol, 99%
(VWR International, Darmstadt)

Aufbewahrung bei +2 bis +8 °C.

e RNase-L0Osung

RNase A (Serva, Heidelberg) 0,5¢g
TE-Puffer ad 100,0 ml

Aliquotierung in geeignete Volumina, dann Lagerung bei 20 £2 °C

e Pronase-L0sung
Pronase E 500,0 mg
(nukleasefreie Protease Typ XXV, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

5x Pronasepuffer 100,0 ml
(20-fach Pronasepuffer: 11,69 g/100ml NacCl,
31,52 g/100ml Tris-HCI; pH 7,2)

Nach dem Losen 1-stiindige Inkubation bei 37 °C, Aliquotierung in

geeignete Volumina, dann Lagerung bei 20 £ 2 °C.

e Sucrose-L6sung, 30%
Saccharose (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) 300 g
TE-Puffer ad 1000 ml

Autoklavierung nach vollstindiger Losung, danach bei +2 bis +8 °C bis zu 12
Wochen haltbar.

e OIAMP® DNA Mini Kit




56

Material und Methoden

gebrauchsfertiges Reagenziensystem zur DNA-Prédparation auf silikagelbasierender

Spinsdulentechnologie der Firma Qiagen, Hilden (vgl. Punkt 3.2.3.2); Die préparierte
virale DNA dient als Template in der PCR.

3.1.11 Restriktionsenzymanalyse und PCR

e Restriktionsendonukleasen

(New England Biolabs, Frankfurt a. M.); alle verwendeten Enzyme erreichen ihr

Aktivitdtsoptimum bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C im jeweils

zugehorigen Reaktionspuffer. Lagerung bei 20 °C.

e DyNAzyme™ 11 DNA-Polymerase-Kit

(Firma Finnzymes, Espoo, Finland)

Im Kit enthalten sind:

1.
2.
3.

N N B~

DyNAzyme™ II DNA-Polymerase
dTP Mix, enthilt jeweils 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP gelost in H,O, pH 7,0
DyNAzyme"™-Puffer, magnesiumfrei, 1-fach:

Tris-HCI, pH 8,8 bei 25°C) 10 mM

KClI 50 mM

Triton X-100 0,1%

. 50 mM MgCl,-Lésung

. Control template (A- DNA 0,5 ng/ul in TE-Puffer)

. Control primer 1 und 2 (23-mers, Konz.: 25 uM in Aqua bidest.)

. Fertiger DNA-GroBenstandard (Konz. 50 ng/ul in 8 mM Tris-HCI, pH 8,0; die

Losung enthélt Glycerol und Bromphenolblau)

Lagerung bei 20 °C.
e DEPC-H,O
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1000 ml Aqua bidest. werden mit 1 ml Diethylpyrocarbonat versetzt und

autoklaviert.

Aufbewahrung bei 2 bis 8 °C.

e Mineralol

DNase-, RNase- und proteasefrei (ABGene, Hamburg)

Lagerung bei Raumtemperatur.

3.1.12 Elektrophorese

3.1.12.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

e 30% Acrylamid/Bisacrylamid-Stammldsung
ReadyMix IEF (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden).

Fertige Pulvermischung zur Herstellung einer 30%igen Stammlosung durch Zugabe

von 100 ml Aqua bidest.

Lichtgeschiitzte Lagerung bei +2 bis+8 °C.

e 49 Acrylamidlosung

0,5 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, pH 6,8 112,5 ml

10% SDS 4,5 ml
Aqua bidest. 274,5ml
30% Acrylamidlosung 60,0 ml

(Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)



Material und Methoden

Alle Reagenzien gut mischen, danach Filtration durch 0,45 pum Filtereinheit.

Lagerung lichtgeschiitzt bei +2 bis +8 °C.

1875M TrispH 8.8

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 1134 ¢
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
Aqua bidest. ad 400,0 ml

Zur Herstellung einer Losung ist ldngeres Riihren, evtl. auch unter leichter
Erwarmung, erforderlich. Einstellung des pH-Wertes auf 8,8 mit konzentrierter HCI,
danach Auffiillung mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 500 ml. Bei 2 bis

8 °C bis zu 6 Monate haltbar.

05MTrispH 6.8
Tris 303 ¢
Aqua bidest. 400,0 ml

Nach dem Losen Einstellung des pH-Wertes auf 6,8 mit 5 N HCI, danach Auffiillung
mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von

500ml. Bei 2 bis 8 °C bis zu 6 Monate haltbar.

Trenngel 12%

30% Acrylamid/Bisacrylamidldsung 6,00 ml
(Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden)
1,875 M Tris(hydroxmethyl)-aminomethan (pH 8,8) 3,75 ml

10% SDS 0,15 ml
Aqua dest. 5,00 ml
TEMED (Serva, Heidelberg) 10,00 pl
10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) 100,00 pl

(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(0,1 g APS ad 1,0 ml Aqua dest.)
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Das Volumen des Ansatzes (15 ml) ist ausreichend fiir 2-3 Gele. Zur Vermeidung
von Schaumbildung sollte das Mischen sanft erfolgen. TEMED und APS werden

zuletzt hinzugefiigt und nach kurzem Riihren wird das Gel zligig gegossen.

e Sammelgel 4%

4% Acrylamid 5ml
TEMED 10 pl
10 % APS 30 ul

Das Volumen des Ansatzes (5 ml) ist ausreichend fiir 2-3 Gele. Zur Vermeidung von
Schaumbildung sollte das Mischen sanft erfolgen.
TEMED und APS werden zuletzt hinzugefiigt und nach kurzem Riihren wird das Gel

zligig gegossen.

e Elektrophoresepuffer (10x konzentriert)

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan 303 ¢
(VWR International, Darmstadt)

Glycin (VWR International, Darmstadt) 1442 g
Natriumdodecylsulfat (SDS) 10,0 g
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

Aqua bidest. ad 800,0 ml

Losung aller Reagenzien in 800 ml Aqua dest, dann Auffiillung auf ein
Gesamtvolumen von 1000 ml. Der pH-Wert sollte ohne Einstellung bei 8,3 liegen.

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.
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Auftragepuffer

0,5 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (pH 6,8) 1,00 ml
Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,24 ¢
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

Bromphenolblau (VWR International, Darmstadt) 0,20 ml
(Stammldsung: 0,1% Bromphenolblau (w/v) in

EtOH abs.: 100 mg/ml)

Glycerol (Sigma-Aldrich, Steinheim) 0,80 ml
Aqua bidest. 5,86 ml
2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim) 0,16 ml

Alle Reagenzien kombinieren und fiir ca. 30 min. rithren. Aliquotierung in geeignete

Volumina und Lagerung bei -20 °C.

GroRenmarker

(Bio Rad, Miinchen)

vorgefarbter SDS-PAGE-Broad-Range-Standard

Banden mit MW (kD) 204.000 (Myosin), 124.000 (B-Galaktosidase), 80.000
(BSA), 49.100 (Ovalbumin), 34.800 (Carbonic Anhydrase), 28.900 (soybean
trypsin inhibitor), 20.600 (Lysozyme) und 7.100 (Aprotinin)

Bei -20 °C 1 Jahr haltbar. Vor dem Einsatz schnelles Auftauen bei 37 °C und
anschlieBende 5-miniitige Inkubation bei 37 °C zur Vermeidung  von

Agglutinationen.
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3.1.12.2  Agarose-Gelelektrophorese

e TAE-Puffer (20x konzentriert)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 96,0 g
Na-Acetat - 3 H,O 540¢g
EDTA-Na, 74 ¢

Aqua bidest. ad 1000,0 ml

Einstellung auf pH 7,2-7,4 mit konzentrierter HCI, Lagerung bei +2 bis +8 °C.

° Agarose
NEEO Ultra-Qualitét (Roth, Karlsruhe)

Lagerung bei Raumtemperatur.

e Ethidiumbromid

Stammldsung 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Lagerung bei Raumtemperatur.

e Blue Run (Farbmarker, 5x konzentriert)
Glycerin (v/v) (Sigma-Aldrich, Steinheim) 30,0 %
Bromphenolblau (w/v) 0,001%
(VWR International, Darmstadt)
Ethylendinitrilotetraessigsdure (EDTA) 50,0 mM
(VWR International, Darmstadt)

in Aqua bidest.

Lagerung bei Raumtemperatur.
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e GroRenmarker
1 Kb DNA Ladder (0,5-12,2 kb)
(Gibco BRL, Eggenstein)
Banden bei 506, 1018. 1636, 2036, 3054, 4072, 5090, 6108, 7126, 8144, 9162,
10180, 11198 und 12216 Basenpaaren (bp).

Ready-Load™ 1 Kb Plus DNA Ladder (01-12,0 kb; 0,1 pg/pl)

(Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Banden bei 100, 200, 300, 400, 500, 650, 850, 1000, 1650, 2000, 3000, 4000, 5000,
6000, 7000, 8000, 9000, 10000, 11000 und 12000 Basenpaaren (bp).

Einsatz als Langenstandard bei der Restriktionsenzymanalyse, Lagerung bei +2 bis

+8 °C.

A-DNA/Hind 111 und ¢ DNA/HAE Il11-Fragmente

(Finnzymes, Espoo, Finnland)

Banden bei 72, 118, 194, 234, 271, 281, 310, 603, 872, 1078, 1353, 2027, 2322,
4361, 6557, 9416 und 23130 bp.

Einsatz als Langenstandard bei der Analyse der PCR-Produkte; Aufbewahrung bei
-20 °C.

3.1.13 Losungen und Reagenzien flr die Praparation der viralen Proteine

und die Western Blot-Analyse

e 10M Tris pH 6,8

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 242 ¢
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
Aqua bidest. 170,0 ml
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Zur Herstellung einer Losung ist ldngeres Riihren, evtl. auch unter leichter
Erwédrmung, erforderlich. Einstellung des pH-Wertes auf 6,8 mit konzentrierter HCI,
danach Auffiillung mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 200 ml. Bei +2 bis

+8 °C bis zu 6 Monate haltbar.

e 02MEDTA
Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA) 7,44 g
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
Aqua bidest. (37°C) ad 100,00 ml

Zum Losen des EDTA ist eine Aufwarmung auf 37 °C unter Riihren erforderlich.

Nach Filtration (0,45 pm Membranfilter) bei +2 bis + 8 °C bis zu 8 Monate haltbar.

e SDS-LAsung, 10%

Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 g
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
Aqua bidest. ad 100 ml

Lagerung bei Raumtemperatur.

e SDS-L 6sung, 20%

Natriumdodecylsulfat (SDS) 20g
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
Aqua bidest. ad 100 ml

Lagerung bei Raumtemperatur.
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Sucrose-Ldsung, 30%

Saccharose (VWR International, Darmstadt) 30g
Aqua bidest. 100 ml
Lagerung bei +2 bis +8°C.

e Probenpuffer

1,0 M Tris, pH 6,8 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 0,625 ml
Glycerol (VWR International, Darmstadt) 1,000 ml
0,2% Bomphenolblau 0,200 ml
(VWR International, Darmstadt)

0,2 M EDTA (Sigma-Aldrich, Steinheim) 150,000 pl
2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim) 0,400 ml
20% SDS (VWR International, Darmstadt) 1,000 ml
Aqua bidest. 10,000 ml

Lagerung bei +2 bis +8 °C.

e Tris buffered Saline (TBS)

NaCl (VWR International, Darmstadt) 8,09 g
KClI (VWR International, Darmstadt) 193,84 g
MgCl, (VWR International, Darmstadt) 1,90 g
CaCl, (VWR International, Darmstadt) 0,20 g
Tris-HCI (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 097 g
Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Einstellung auf pH 7,0 mit 5 N HCl und Autoklavierung; Lagerung bei

Raumtemperatur.

e Semi-Dry-Blot-Puffer (5-fach)
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Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 15,14 ¢
Glycin 72,07 g
EDTA 731g
SDS 2,50 ¢g
Methanol (VWR International, Darmstadt) 200,00 ml

Der resultierende pH-Wert der Losung sollte 8,3 betragen. Lagerung bei

Raumtemperatur.

e Semi-Dry-Blot-Puffer (1-fach)

5-fach-Puffer 200 ml
Methanol (VWR International, Darmstadt) 160 ml
Aqua bidest. 640 ml

Lagerung bei Raumtemperatur.

e Coomassie Blue Stain

Coomassie Brilliant Blue R250 1,25 g
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

Methanol 500,00 ml
Essigsédure (Eisessig) 100% 100,00 ml
(VWR International, Darmstadt)

Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Losung des Coomassie in der angegebenen Menge Methanol. Wahrend des Riihrens
Zugabe des Eisessigs und danach Verdiinnung mit Aqua dest. auf das herzustellende
Volumen. Filtration (0,45 pm Membranfilter) und Aufbewahrung bei

Zimmertemperatur.

e 10% Destain flir Coomassiegele
Methanol 100 ml
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Essigsédure (Eisessig) 100% 100 ml
(VWR International, Darmstadt)
Aqua dest. 800 ml

Lagerung bei Raumtemperatur.

Magermilchpulver

(Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Lagerung bei Raumtemperatur.

Tween20

(VWR International, Darmstadt)

Lagerung bei Zimmertemperatur.

Chromogen Substrat
(BioRad, Miinchen)

Aufbewahrung bei -20°C.

Methanol
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

Lagerung bei Zimmertemperatur.

Wasserstoffperoxid, 30%

(VWR International, Darmstadt)
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Lagerung bei +2 bis +8 °C.

e Isopropanol
(VWR International, Darmstadt)

Lagerung bei +2 bis +8 °C.

e Goat-Anti-Rabbit Immunaglobulin ( 1gG ) Konjugat

Meerrettich-Peroxidase markiert (Dianova, Hamburg).

Aliquotierung in geeignete Volumina, danachAufbewahrung bei -20 °C.



68 Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Primare Huhnerembryofibroblasten-Kulturen (HEF)

3.2.1.1 Herstellung der HEF-Kulturen

Aus 9 bis 11 Tage bebriiteten SPF-Hiihnereiern (siche auch unter Punkt 3.1.2.1) werden
die Embryonen steril herausprépariert, Kopf, Beine und Fliigel abgetrennt und die
Eingeweide entfernt. Im Anschlu an eine grobe mechanische Zerkleinerung des
Gewebes werden die Einzelzellen durch mehrfache Trypsinierung aus dem
Gewebeverband des embryonalen Korpers herausgelost und nach Zentrifugation in
HEF-Zellkulturmedium mit Zusatz von 5% foetalem Kilberserum (FKS) resuspendiert.
Nach Auszdhlung der in dieser Zellstammsuspension vorhandenen Zellen in einer
Thoma-Kammer (Zellzahl pro ml Suspension ergibt sich aus dem Produkt der Zellzahl
in 16 Kleinstquadraten, dem Kammerfaktor (5x10*) und dem Verdiinnungsfaktor)
erfolgte eine Verdiinnung auf eine Konzentration von 5x10° Zellen/ml. Diese
Konzentration wurde sowohl fiir die Anziichtung als auch fiir die Vermehrung und
Titration der PsHV-Isolate eingesetzt. Direkt im Anschluf3 an die Herstellung wurde die
bendtigte Menge an Zellsuspension zur Kultivierung in fiir den jeweiligen
Verwendungszweck geeignete Zellkulturgefifle ausgesét. Alternativ dazu wurde die
Zellstammsuspension in einem sterilen, geschlossenen Gefal fiir 1-5 Tage bei +2 bis
+8 °C aufbewahrt und erst nach diesem Zeitraum zur Kultivierung in einen Monolayer
ausgesdt, wobei vorher mittels Trypanblaufirbung eines Aliquots eine erneute
Zellzahlbestimmung und gleichzeitig eine Differenzierung zwischen vitalen, d.h.

ungefarbten und abgestorbenen Fibroblasten vorgenommen wurde.

Eine genaue Beschreibung der einzelnen Arbeitsschritte bei der HEF-Herstellung findet

sich in der Dissertationsschrift von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999).
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3.2.1.2 Kultivierung und Subkultivierung

Die Kultivierung der HEFs erfolgte in MEM oder TCM-TAD mit Zusatz von 5% FKS
(Anzuchtmedium) bei 37 °C, 5% CO, und 90% relativer Luftfeuchtigkeit. Sdmtliche
Zellkulturarbeiten wurden unter einer Laminar Air-Flowbank des Typs Steril Card

Hood der Firma The Baker Company (Sanford, Maine, USA) durchgefiihrt.

Nach Konfluenz des Zellrasens wurde das Anzuchtmedium durch MEM oder TCM-
TAD mit Zusatz von 2% FKS (Erhaltungsmedium) ersetzt. Zur Subkultivierung wurde
das Medium dekantiert, der Zellrasen einmal mit Trypsin-Versen-Losung gewaschen
und anschlieBend solange mit Trypsin-Versen-Puffer bei 37 °C inkubiert (ca 5-10 min),
bis sich die Zellen ablosten. Nach Resuspendierung der Zellen in Anzuchtmedium

erfolgte die Aussaat wiederum in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml.

3.2.1.3 Virusisolierung, -identifizierung und —-vermehrung

3.2.1.3.1 Virusisolierung

Samtliche in dieser Arbeit eingesetzten Virusisolate wurden im Rahmen der
virologischen Diagnostik in der Klinik fiir Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische der

Justus-Liebig-Universitdt GieBBen auf primdren HEF-Kulturen isoliert.

Organproben von Herz, Leber, Niere, Milz, Darm und Gehirn aus Psittaziden mit
Verdacht auf PPD (vgl. Punkt 3.1.1.1) wurden in einer Menge von ca. 10% in MEM mit
0,001% Enrofloxacinzusatz (Baytril®, Bayer AG, Leverkusen) gesammelt und bis zur
Verarbeitung bei 2 bis 8 °C autbewahrt. Vor dem Beimpfen der Zellkultur wurden sie
mittels Ultraschall homogenisiert (Branson sonifier, 3 Pulse bei 60%) und fiir 5 min. bei
3000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf einen zu mind. 70% geschlossenen
Zellrasen verimpft, 1 Stunde bei 37 °C inkubiert, 1 x mit MEM gespiilt und bei 37 °C
fiir 7 Tage inkubiert. Wéhrend dieser Zeit wurden die Monolayer tiglich mikroskopisch
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auf das Auftreten eines cpE kontrolliert, wobei im negativen Fall 3 Blindpassagen mit

Zellkulturiiberstand in HEF-Kulturen vorgenommen wurden.

3.2.1.3.2 Identifizierung der Virusisolate

Zur ldentifizierung der neuen Virusisolate (vgl. Punkt 3.1.1.1) wurden die Art des
verursachten cpE s sowie die Empfindlichkeit gegeniiber Chloroform und IUDR
herangezogen. Zusitzlich wurde mit einem Zeiss Elektronenmikroskop 902 CEM
(ZEISS, Oberkochen) im Paul-Ehrlich-Institut, Bundesamt fiir Sera und Impfstoffe,
Langen, eine elektronenmikroskopische Visualisierung von Herpesvirionen sowohl im
infektiosen Zellkulturiiberstand nach Negativkontrastierung mit Uranylacetat als auch in

Ultradiinnschnitten der infizierten, fixierten Zellkultur durchgefiihrt.

Detaillierte Versuchs- und Methodenprotokolle fiir die 0.g. Untersuchungen sind in der

Dissertationsschrift von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) niedergeschrieben.

3.2.1.3.3 Virusvermehrung

Die Virusisolate, groBtenteils vorliegend als infektioser Zellkulturiiberstand der 3. bis 7.
Passage, wurden in HEF-Kulturen einer Vermehrungspassage unterzogen. Hierzu
wurden konfluente Monolayer mit einer Flache von 25, 75 oder 225 cm’ zweimal mit
PBS gewaschen und mit jeweils 1,5 oder 5 ml der Virussuspension beimpft. Nach einer
1-stiindigen Adsorptionsphase bei 37 °C wurde der Uberstand abgesaugt und der
Zellrasen vor Zugabe des Erhaltungsmediums 3 mal mit PBS gewaschen. Die Flaschen
wurden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und téglich mikroskopisch kontrolliert.
Nach Auftreten eines deutlichen cpE (80-90% der Zellen des Zellrasens betroffen)
erfolgte die Ernte, wobei die Virusziichtungen einem einmaligen Gefriertau unterzogen
und anschlieBend niedertourig fiir 10 min bei 1000 x g zentrifugiert wurde. Der von
Zelltrimmern gereinigte virushaltige Uberstand stand nunmehr fiir nachfolgende

Anwendungen zur Verfligung.
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3.2.1.4 Virustitrationen

Zur quantitativen Bestimmung des Virusgehaltes werden Virustitrationen auf der Basis
der Endverdiinnungsmethode durchgefiihrt. Hierbei werden gleichméBig abgestufte
Virusverdiinnungen der Konzentrationen 10" bis 10 in MEM mit Zusatz von 5% FKS
hergestellt. Innerhalb dieses Messbereiches verursachen in der niedrigsten
Verdiinnungsstufe 100% und in der hochsten Verdiinnungsstufe 0% der Inokula einen
cpE. Von jeder Verdiinnungsstufe wurden jeweils 100 ul in mind. 6 Kavitdten einer 96-
Loch-Mikrotiterplatte pipettiert. Als Negativkontrolle zur Beurteilung der uninfizierten
Zellkultur wurden 12 Kavitdten mit 100 ul MEM+5% FKS befiillt. Im Anschlufl daran
erfolgte die Aussaat von 100 pl Zellsuspension (Zellzahl: 5x10°) in jede Kavitit der
Mikrotiterplatte.

Die Titerschitzung wurde durch Probit-Analyse mit dem Statistik-Computerprogramm
CombiStats (EDQM, London) durchgefiihrt. Falls mittels Probit-Analyse kein Ergebnis
ermittelt werden konnte, wurde die Berechnungsformel nach SPEARMAN und
K RBER (modifiziert nach MAYR et al., 1974) zur Titerschatzung herangezogen

Der Titer berechnete sich demnach, vereinfacht dargestellt, {iber die Verdiinnungsstufe,

bei der 50% der Mikrokulturen einen cpE aufwiesen.

3.2.1.5 Neutralisationstests

Eine 2er-Verdiinnungsreihe der Kaninchen-Hyperimmunseren (vorher 30 min. bei 56
°C inaktiviert) in Zellkulturmedium wurde in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte bis zu
einer Verdiinnung von 1:4096 vorbereitet. Hierzu wurden in jedes Loch der
Mikrotiterplatte 25 1 MEM + 5% FKS vorgelegt. In die ersten Kavitdten
(Verdiinnungsstufe 27') wurden 25 1 der jeweiligen Seren zugegeben und durch
Mischen und anschlieBendes Ubersetzen von 25 1 in die jeweils darunterliegende
Kavitdt bis zur Verdiinnungsstufe 1:4096 verdiinnt. Je Versuchsansatz wurde als
Negativkontrolle ein Kaninchen-Negativserum mitgefiihrt und in gleicher Weise

verdiinnt wie die Hyperimmunseren. Zu den Serumverdiinnungen wurden 25 1 einer
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vorher titrierten Virussuspension mit einem konstanten Virusgehalt von 100 ZKIDs
pipettiert und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 50 1 frisch
hergestellte bzw. subkultivierte HEF in MEM + 5% FKS (Zellzahl: 5x10° Zellen/ml) in
jede Kavitdt hinzugegeben. Auf jeder Platte dienten die Kavitéiten der letzten Spalte (12
Locher von 27 bis 27'%) als unbeimpfte Zellkontrollen und wurden daher lediglich mit
25 1 MEM+ 5% FKS sowie 50 1 der o.a. Zellsuspension befiillt. Nach 5-tigiger
Inkubationszeit bei 37 °C wurden die Testplatten lichtmikroskopisch abgelesen und
beurteilt, wobei die Spezifititsgrenze fiir eine positive Reaktion bei einem Titer von

1:4 definiert wurde.

3.2.1.6 Berechnung des PK-Wertes

Die Verwandschaftsverhéltnisse der Virusisolate wurden in Anlehnung an die
Vorgehensweise von HERBST (1983) mittels der prozentualen Neutralisationskapazitit

(PK-Wert) ermittelt.

Die PK-Werte wurden wie folgt berechnet:

PK = 100 x 108 T%ter heterologes Serum
log Titer homologes Serum

Die hierbei zu erwartenden Werte liegen zwischen 0 und 100.

Die Beurteilung der serologischen Verwandtschaftsgrade folgt der Einteilung von
GIAMBRONE und SOLANO (1988):

0-30: nicht verwandt; 31-70: verwandt;  70: identisch
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3.2.2 Herstellung von Hyperimmunseren in Kaninchen
3.2.2.1 Virusreinigung mit gleichzeitiger Antigenanreicherung

Die Virusreinigung und -anreicherung erfolgte in Anlehnung an ein von LANCZ (1973)
beschriebenes Verfahren. Durch Prézipitation mit Polyethylenglycol (MW: 6000) und
anschlieBende 3-malige Elution lassen sich 80-90% an Begleitproteinen nichtviralen
Ursprungs aus Virussuspensionen entfernen, wobei sich gleichzeitig eine etwa 60-
fache maximale Antigenkonzentrierung erreichen 1a6t. Die aus der zweiten und dritten
Elution gewonnenen Uberstinde wurden gepoolt und der nach erneuter Zentrifugation
daraus gewonnene Uberstand mit Adjuvans versetzt und zur Immunisierung der

Kaninchen verwendet.

Die genaue Vorgehensweise bei der Virusreinigung und -anreicherung ist in der

Dissertation von GRAVENDYCK (1996) beschrieben.

3.2.2.2 Immunisierung der Kaninchen

Wie bereits unter Punkt 3.2.2.1 erwdhnt, wurden von den fiinf Referenzstimmen sowie
von einer nicht infizierten HEF-Kultur die gepoolten Uberstéinde aus der zweiten und
dritten Elution nach Prézipitation mit PEG 6000 zur Immunisierung der Kaninchen
eingesetzt. Zur Erstimpfung am Tag 0 wurde komplettes Freund sches Adjuvans im
Verhiltnis 1:2 zum Immunogen zugefiigt (0,9 ml Immunogen + 0,9 ml komplettes
Freund sches Adjuvans) und mittels Ultraschallbehandlung emulgiert, um eine stabile
Wasser-in-Ol-Emulsion  herzustellen. Dies erhoht die Immunogenitit der
Antigensuspension bzw. erzeugt eine schnellere Immunantwort und hdhere
Antikorpertiter im Serum des Kaninchens. Es erfolgten zwei Boosterimpfungen im
Abstand von 4 Wochen (Tag 30 und 60), wobei anstelle des kompletten Freund schen

Adjuvans das inkomplette verwendet wurde.
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Der Impfstoff wurde intradermal an zahlreichen verschiedenen Stellen in die Haut von
Nacken und Riicken injiziert. Hierbei wurden moglichst kleine Depots von weniger als

0,1 ml je Lokalisation appliziert.

3.2.2.3 Blutentnahme

Zur Blutentnahme wurden die Kaninchen nacheinander auf einem Tisch von einer
Hilfsperson so fixiert, dass sie sich moglichst nicht bewegen konnten. Nach Rasur der
AuBenfliche des Ohres wurde die Haut mit einem Alkoholtupfer desinfiziert und
anschlieend die in der Ohrmitte vom Ansatz bis zur Spitze verlaufende Arterie durch
wiederholtes Reiben und Klopfen so lange stimuliert, bis sie dick angeschwollen war.
Mit einer Kaniile wurde das Gefall punktiert, wobei es sich dabei als zweckmifBig
erwies, vorher den Kunstoffaufsatz (luer lock) zu entfernen, um eine Gerinnung des
Blutes in der Kaniile und somit ein Sistieren des Blutflusses zu verhindern. Auf diese
Art 14Bt sich bei einem 3 bis 5 kg schweren Tier bis zu maximal 50 ml Blut entnehmen.
AnschlieBend wurde die Kaniile entfernt, die Injektionsstelle abgeklemmt und der
Einstich nochmals mit Ethanol desinfiziert, um ein schnelleres Zusammenzichen des

Gefilles zu bewirken.

Jedem Kaninchen wurde am Tag 0 unmittelbar vor der ersten Immunisierung eine
Menge von ca. 20 ml Blut zur Gewinnung von Negativserum entnommen. Es erfolgten
drei weitere Blutentnahmen zwei Wochen nach der zweiten (Tag 45) sowie zwei bzw.
vier Wochen (Tag 75 bzw. Tag 90) nach der dritten Impfung, wobei jeweils ca. 40 ml

Blut entnommen wurden.

3.2.2.4 Serumgewinnung

Nach der Abnahme wurde das Blut fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen.
In dieser Zeit setzte sich der Blutkuchen mit allen zelluldren Bestandteilen ab. Zur

Erhohung der Serumausbeute erfolgte danach eine Lagerung iiber Nacht im
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Kiihlschrank bei 2 bis 8 °C. Am nichsten Tag wurde das Serum im Uberstand
vorsichtig dekantiert und durch Zentrifugation bei 5000 bis 10.000 rpm von noch
vorhandenen festen Bestandteilen getrennt. Nach 30 mintitiger Inkubation bei 56 °C zur
Inaktivierung hitzelabiler unspezifischer Inhibitoren wurden die Seren aliquotiert und
entweder fiir den weiteren Gebrauch direkt eingesetzt oder flir spitere Anwendungen

bei 20 °C eingefroren.

3.2.3 Restriktionsenzymanalyse

3.2.3.1 Phenol/Chloroform-Extraktion viraler DNA

Eine Phenol-Chloroform-Extraktion dient zur weitgehenden Entfernung von
kontaminierenden Proteinen aus nukleinsdurehaltigen Losungen. Proteine reichern sich
hierbei in der Interphase an und konnen entfernt werden.

Eine DNA-Extraktion wurde bei den unter Punkt 3.1.1.1 aufgelisteten neuen PsHV-
Isolaten sowie bei den unter 3.1.1.3 genannten Referenzstimmen jeweils in mindestens
drei getrennten Wiederholansédtzen durchgefiihrt. Dabei wurde in Vorversuchen die
DNA sowohl wie hier beschrieben aus dem Zellkulturiiberstand als auch nach der in der
Dissertationsschrift von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) beschriebenen Methode

aus dem Zellkultursediment extrahiert.

Virusziichtungen auf HEF-Kulturen in einer Menge von ca. 250 ml je Virusisolat (siche
auch unter Punkt 3.2.1.3.3) dienten als Ausgangsmaterial fiir die Extraktion viraler
DNA. Zellen und Uberstand wurden mit einem Zellkulturschaber geerntet, dreimal
hintereinander eingefroren und wieder aufgetaut und durch 5-miniitige Zentrifugation
bei 1500 g von Zelltrimmern gekldrt. AnschlieBend wurde das Virus durch erneute
Zentrifugation fiir 4 Stunden bei 40.000 g pelettiert. Das Pellet wurde in 10 ml TE-
Puffer resuspendiert, auf ein 30%iges Sucrose-TE-Puffer-Kissen geschichtet und bei
40.000 g fiir 1 Stunde zentrifugiert. Das Viruspellet wurde 3 mal mit TE-Puffer
gewaschen, in 2,5 ml TE-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 0,5% SDS und 0,4
ml Pronase-Losung pro ml iiber Nacht bei 56 °C inkubiert.
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Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Lésung (25:24:1) wurde im Volumenverhéltnis von
1:1 zur Nukleinsdurelosung gegeben, gut gemischt und anschlieend zur Verbesserung
der Phasentrennung fiir 5 min bei 1000 g zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase
enthielt die Nukleinsduren und wurde vorsichtig in ein zweites Zentrifugenrhrchen
iiberfiihrt. Um Spuren von Phenol zu entfernen, wurde die gleiche Menge an
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugefiigt, vollstandig vermischt und erneut fiir 5 min
bei 1000 g zentrifugiert. Die nun gebildete wissrige Phase wurde mit Ethanol/Na-
Acetat prézipitiert (Ethanolprazipitation 3.2.3.2).

3.2.3.2 Ethanolprazipitation von DNA

Um die DNA auszufillen, wurden der nukleinsdurehaltigen Losung 2,5 Volumen
eiskaltes 100%iges Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Na-Acetatlosung, pH 5,2 zugesetzt
(0,3 M Endkonzentration). Das Salz unterstiitzt die Zerstorung der Hydrathiille der
Nukleinsdure und erleichtert die Féallung. Die Prézipitation erfolgte nun entweder iiber
Nacht bei 20 °C oder fiir ca. zwei Stunden bei 70 °C. Das Prézipitat wurde dann
durch Zentrifugation (Heraeus Kiihlzentrifuge, 10.000 g, 20 min, 4 °C) pelletiert und
mit 70%igem FEthanol gewaschen, um iiberschiissige Salze zu entfernen. Nach

Lufttrockung wurde die DNA in einem geeigneten Volumen TE-Puffer resuspendiert.

3.2.3.3 Quantifizierung von DNA-haltigen Ldsungen

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte photometrisch (Bio-Photometer,
Eppendorff, Hamburg) durch Messung der Absorption eines Aliquots in
Quarzglaskiivetten bei Wellenldngen von 260 und 320 nm. Hierzu wurde die DNA-
Losung zuvor 1:100 verdiinnt. Als Blank- bzw. Referenzwert wurde die Absorption
gegen TE-Puffer ermittelt. Die Konzentration (¢) wurde nach folgender Formel

berechnet:

¢ [ng/pl] = (E260-E320) x 50 x Verdiinnung
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3.2.3.4 Restriktionsspaltung von DNA

Die fiir die spezifische Spaltung von DNA-Molekillen eingesetzten
Restriktionsendonukleasen der Klasse Il dienen der bakteriellen Zelle in vivo zum
Schutz vor Fremd-DNA, die z.B. durch Phagenbefall eingebracht werden kann. Diese
unerwiinschte Fremd-DNA  wird fragmentiert; zelleigene DNA ist durch
charakteristische DNA-Modifikationen (Methylierungen) geschiitzt. Die Endonukleasen

bilden zusammen mit Methylasen sog. Restriktions-Modifikations-Systeme.

In dieser Arbeit wurden die Restriktionsverdaue zwecks Analyse der viralen DNA mit
den unter Punkt 3.1.1.1 genannten neuen PsHV-Isolaten durchgefiihrt. Die hierbei
verwendeten Restriktionsendonukleasen schneiden doppelstringige DNA an
spezifischen Erkennungssequenzen. Der Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen im
Hinblick auf Zusammensetzung des Puffers, Inkubationszeit und -temperatur richtete
sich nach den Empfehlungen des Herstellers. Eine Inkubation der Reaktionsansitze
erfolgte bei der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur (meist 37 °C) fiir die
Dauer von einer Stunde. Der Enzymanteil im Ansatz sollte 10% des Gesamtvolumens
nicht  lberschreiten, da die hohen  Glycerolkonzentrationen in  den
Aufbewahrungspuffern der Enzyme die Reaktion negativ beeinflussen.

Anhand der photometrisch gemessenen Konzentration jeder DNA-L&sung wurde die fiir
eine Spaltung von 10 1 DNA bendtigte Menge an Restriktionsenzym (1x) sowie Puffer
ermittelt. Zur Bestimmung der Enzymkonzentration, bei der eine optimale Spaltung
erfolgt, wurde in Vorversuchen (vgl. Punkt 4.3.1) jeweils die Zugabe einer 1-, 2- ,5-,

10- und 20-fachen Menge an Restriktionsenzym getestet.
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3.2.3.5 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Spaltfragmente und die Analyse der PCR-Produkte (Punkt
3.2.4) erfolgte durch horizontale Gelelektrophorese in 0,8% bzw. 2 %igen Agarosegelen
mit einem Ethidiumbromidgehalt von 0,02 ul/ml Gel. Als Gel- und Laufpuffer diente 1x
TAE-Puffer. 2 bzw. 5g Agarose wurden in 250 ml 1x TAE-Puffer durch Aufkochen in
einer Mikrowelle geldst. Nach Abkiihlung auf etwa 50 bis 60 °C wurde das Gel mit
Ethidiumbromid versetzt, gemischt und in den vorbereiteten Schlitten der
Elektrophoresekammer (Super Sub, Hoefer Scientific Instrumens, San Francisco, USA)
gegossen. Nach dem Erstarren des Agarosegels wurde die Kammer mit 1x TAE-Puffer
aufgefiillt. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsduren und

fluoresziert bei Anregung durch UV-Licht.

Die Ansidtze wurden vor dem Auftragen mit ca. 1/10 Volumen Auftragspuffer gemischt
und in die Geltaschen pipettiert. Dabei wurden die Proben in den in den Tabellen 3 bis 5
angegebenen Reihenfolgen aufgetragen. Als Langenstandard diente eine 1 kb-Leiter.
Zur Auftrennung der Restriktionsfragmente wurde die Elektrophorese fiir 20 Stunden
bei einer konstanten Spannung von 50 Volt durchgefiihrt. Die Elektrophorese fiir die
Analyse der PCR-Produkte erfolgte bei einer Spannung von 100 Volt iiber 2,5 Stunden
bzw. bis die Bromphenolblau-Bande des Auftragepuffers  des Gels durchlaufen hatte.

Nach dem Lauf wurden die DNA-Fragmente im Gel auf einem UV-Transilluminator
(Mighty Bright, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA) bei einer
Wellenldnge von 302 nm analysiert und mit einer Sofortbildkamera (Polaroid DS-34,
Polaroid GmbH, Offenbach, Orange-Rot-Filter) photographisch dokumentiert.

Die Polaroidfotos der Gele wurden eingescannt und die Restriktionsfragmente manuell
markiert. Die entstandenen Skizzen wurde im Anschlul daran ohne die Fotos als

schematische Darstellungen ausgedruckt.
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3.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.2.4.1 Prinzip der PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur enzymatischen, selektiven
Amplifikation von DNA, wobei selbst sehr geringe DNA-Mengen stark vervielfaltigt
werden konnen. Eine PCR ermdglicht die spezifische Amplifikation eines DNA-
Fragments, das zwischen zwei bekannten Sequenzen liegt (SAIKI et al., 1985). Das
Prinzip beruht auf der Bindung zweier Oligonukleotide, die zu bestimmten
Sequenzabschnitten der DNA komplementir sind, so dass sie den zu amplifizierenden
Bereich einrahmen. Das als Plusstrang-Primer bezeichnete Oligonukleotid ist hierbei
komplementdr zum antiparallelen Strang der DNA, wihrend das als Minusstrang-
Primer bezeichnete Oligonukleotid komplementér zum kodierenden Strang ist. Nach
Aufschmelzen des DNA-Doppelstranges durch Erhitzen (Denaturierung) lagern sich die
beiden massiv im UberschuB zugesetzten Oligonukleotidprimer bei Absenkung der
Reaktionstemperatur an die einzelstringige Template-DNA an ( Annealing ). Im
nichsten Schritt wird die Temperatur auf das Temperaturoptimum der jeweils
verwendeten thermostabilen DNA-Polymerase erhoht, wobei der Primer verldngert
wird, bis wieder eine doppelstringige DNA vorliegt, die der urspriinglichen Template-

DNA exakt gleicht (Elongation).

3.2.4.2 Anziuchtung der Virusisolate fur die PCR

Alle in den Tabellen 3 bis 5 aufgelisteten PsHV-Isolate wurden mittels PCR untersucht.

Als Ausgangsmaterial fiir die Praparation der viralen DNA dienten Virusziichtungen in

HEF-Kulturen in einer Menge von ca. 5 ml je Virusstamm.

Nach dem Auftreten eines deutlichen cpE (70 bis 80% des Zellrasens betroffen) wurden

Zellen und Uberstand mit einem Zellkulturschaber geerntet und durch S5-miniitige
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Zentrifugation bei 3000 g in Sediment und Uberstand getrennt. Der Uberstand wurde

verworfen und das Zellpellet in 200 ul PBS resuspendiert.

3.2.4.3 Préaparation der viralen DNA

Die Aufarbeitung der viralen DNA erfolgte mit einem Kit auf Basis von
Anionenaustauschersdulen (QIAmp® DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden) unter

Anwendung des im beiliegenden Handbuch empfohlenen Protokolls.

Nach Abbau der zelluldren Proteine mittels Proteinase K wurde die DNA-Préparation
durch Zugabe eines Puffers auf eine gewisse Salzkonzentration gebracht und dann auf
die Anionenaustauschersdule gegeben. Die stark geladenen Nukleinsduren binden an
das Sdulenmaterial, wahrend die weit weniger stark negativ geladenen Proteine unter
diesen Bedingungen durchlaufen. Mit einem Puffer hoherer lonenstirke wurde
anschlieBend die RNA von der Sadule gewaschen und schlielich die DNA mit einem
Puffer von noch hoherer Ionenstirke bzw. niedrigerem pH eluiert und bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C eingefroren.

3.2.4.4 Vorbereitung der Oligonukleotidprimer

Die Primer-Lyophilisate wurden je nach der vom Hersteller angegebenen Konzentration

durch Zugabe von DEPC-H,0 auf eine Konzentration von 25 pmol/pl eingestellt.
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3.2.4.5 Reaktionsansatze der PCR

Ein PCR-Standardansatz ( Master Mix ) von 25 ul wies folgende Zusammensetzung

auf:

2,5 ul DNA (100 ng)

1,0 ul Primer 1 (25 pmol)

1,0 pl Primer 2 (25 pmol)

2,50 ul 10x Reaktionspuffer (1x)
1,25 ul MgCl, (2,5 mM)

0,25 pl ANTP-Mix (0,1 M)
0,375 pl Polymerase (0,75 U)
16,125 ul DEPC-H,0

Um der Bildung von unspezifischen Produkten vorzubeugen, wurde der Master Mix auf
Eis angesetzt. Ebenfalls auf Eis wurden 2,5 pl der zu amplifizierenden Template-DNA-
Losungen (100 ng), 2,5 pl der aus der uninfizierten HEF-Kultur préparierten DNA
sowie zuletzt eine entsprechende Menge an DEPC-H,0O als testinterne Negativkontrolle
jeweils in ein Reaktionsgefal} pipettiert. Jeder Probe wurden 22,5 pl des Master Mixes
zugefiigt. Nach griindlicher Mischung, kurzer Zentrifugation und anschlieBender
Uberschichtung mit 15 ul Mineraldl wurden die Ansétze schlieBlich in den

vorprogrammierten Thermocycler (Trio Thermo Block, Biometra, Gottingen) verbracht.

Alle Arbeiten wurden unter ausschlieBlich fiir PCR-Zwecke genutzten Laminar Flow-
Arbeitsbanken durchgefiihrt. Die Pridparation der DNA, die Herstellung des Master
Mixes sowie das Ansetzen der PCR-Reaktion erfolgten an rdumlich getrennten
Arbeitspldtzen. Ferner wurden sowohl zwischen als auch innerhalb der einzelnen

Arbeitsschritte mehrmals die Handschuhe gewechselt.
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3.2.4.6 Zyklusbedingungen der PCR

Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefiihrt:

Tabelle 10: Zyklusbedingungen der PsHV-PCR nach TOMASZEWSKI et al. (2001)

Anzahl Dauer Temperatur

Initiale Ix 5 min 94 °C
Denaturierung

Denaturierung 30s 94 °C

Annealing 40x 45s 60 °C

Extension 90 s 72 °C

Verlang.erte Ix S min 73 °C

Extension

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Ansdtze im Thermocycler auf 4 °C

gekiihlt. Falls im AnschluBl eine direkte Analyse nicht moglich war, wurde das

Amplifikat unter dem Mineraldl herauspipettiert und bis zur Analyse bei -20 °C

eingefroren.

Zur Analyse wurden 13 pl der PCR-Produkte mit jeweils 2 ul Auftragspuffer versetzt

und in einem 2%igen Agarosegel unter den in Punkt 3.2.3.5 genannten Bedingungen

elektrophoretisch aufgetrennt. Als Gréflenmarker dienten ein bereits mit Auftragspuffer

gemischter Ready-to-Use-Langenstandard (Mix aus A-DNA/Hind III bzw. ¢-DNA/Hae

[II-Spaltfragmenten, siche auch unter Punkt 3.1.12.2), von dem 4,5 pl in die erste

Tasche jedes Gels eingefiillt wurden.
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3.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot-Analyse

3.2.5.1 Extraktion viraler Proteine aus infizierten Zellkulturen

Der Western Blot wurde mit den in Tabelle 5 genannten Referenzstimmen

durchgefiihrt.

Dabei dienten Virusziichtungen auf HEF-Kulturen in einer Menge von 5
Zellkulturflaschen a 75 cm® je Virusisolat als Ausgangsmaterial fiir die Praparation der
viralen Proteine. Die gleiche Anzahl von Zellkulturflaschen wurde mit
Zellkulturmedium statt mit Virus beimpft und diente als Negativkontrolle (vgl. Punkt
3.1.1.4). Nach Ausbildung eines deutlichen cpE (70 bis 80% des Zellrasens verdndert)
wurden die Uberstinde aller 5 Zellkulturflaschen eines Virusisolates gepoolt und bis zur
Zentrifugation in Rohrchen auf Eis gelagert (Uberstand). Der Zellrasen wurde nach
Zugabe von 2 bis 3 ml Hank s-Losung vorsichtig mit Hilfe von Zellkulturschabern vom
Boden jedes Gefifles gelost, fir jeden Virusstamm ebenfalls gepoolt und in
Zentrifugenrohrchen auf Eis gelagert (Zellfraktion). Die Uberstinde wurden fiir 15 min
bei 600 g und 2-8 °C zur Pelletierung von Zellen und Zelltriimmern zentrifugiert,
vorsichtig abpipettiert und auf Eis gelagert. Die Pellets aus dieser Zentrifugation
wurden den Rohrchen mit der jeweiligen Zellfraktion hinzugefiigt und diese wurden zur
Pellettierung der Zellen gleichsam einer niedertourigen Zentrifugation (600 g, 15 min,
2-8 °C) unterworfen. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml
Probenpuffer resuspendiert. Nach S5-miniitigem Aufkochen in einem kochenden
Wasserbad wurden die Proben zum Aufbrechen evtl. vorhandener DNA-Doppelstringe
zur Vermeidung einer Schmierbildung bei der spidteren elektrophoretischen
Auftrennung griindlich geriittelt, etikettiert und bei -70 °C eingefroren. Der Uberstand
wird in Ultrazentrifugengldsern auf ein 30%iges Sucrosekissen geschichtet und bei
100.000 g fiir 60 min bei 2 bis 8 °C zur Pelletierung der Viruspartikel zentrifugiert
(Centrikon T 2070, Kontron Instruments, Ziirich). Nach der Zentrifugation wird der
Uberstand vorsichtig abpipettiert, das Viruspellet in 1 ml Probenpuffer resuspendiert

und nach 5-miniitigem Aufkochen bei -70 °C eingefroren.
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3.2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das Prinzip der SDS-PAGE beruht auf der Trennung eines Antigengemisches in einem
Polyacrylamid-Gel in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat (=Sodiumdodecylsulfat =
SDS) mit Hilfe eines elektrischen Feldes. Durch Anlagerung von SDS-Molekiilen wird
bei dieser Methode eine einheitliche Negativladung aller Proteine erreicht, so dass nur
die GroBe der Partikel die Wanderungsgeschwindigkeit beeinflusst. Durch
Quervernetzung eines Acrylamidpolymers mit einer geringen Menge von Bisacrylamid
entsteht eine charakteristische Porengrofle. Der Grad der Vernetzung lésst sich durch
die Variation der Verhiltnisse der Einzelkomponenten verdndern. Aufgrund der
negativen Ladung wandern die Proteine im Spannungsfeld zum positiven Pol. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei proportional zum Logarithmus ihres

Molekulargewichts.

Zur Herstellung der Gele wurden die aus je zwei Glasplatten vorgefertigten
Gelkammern zu zwei Dritteln mit dem fliissigen Trenngelgemisch gefiillt. Die
Mischung wurde mit Aqua bidest. {iberschichtet, um eine glatte Oberflédche zu erhalten
und zu Auspolymerisation fiir 20 min stehen gelassen. Danach wurde das Aqua bidest.
abgegossen, das Sammelgel auf das Trenngel gegeben, ein Kamm eingesetzt, wiederum
mit Aqua bidest. liberschichtet, und zur Auspolymerisation fiir 60 min stehen gelassen.
AnschlieBend wurde das Aqua bidest. abgegossen, das Sammelgel auf das Trenngel
gegeben, ein Kamm eingesetzt und wiederum mit Aqua bidest. {iberschichtet. Die
Gelkonstruktion wurde in die mit 1-fach Elektrophoresepuffer gefiillte
Elektrophoresekammer (Mighty Small II, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,
USA), verbracht. Mittels einer Spritze werden im am unteren Rand des Gels gefangene
Luftblasen entfernt und die Taschen des Gels gewaschen. Die im Sample-Buffer
gelosten Proben werden fiir 3 min im kochenden Wasserbad aufgekocht, auf das Gel
aufgetragen und bei einer Stromstirke von 50 mA so lange aufgetrennt, bis die

Farbfront des Probenpuffers den unteren Gelrand erreicht hat.
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3.2.5.3 Western Blot

Der Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen durch spezifische Antikdrper
(BURNETTE et al., 1981). Um die iiber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine mit einem
Antikorper nachzuweisen, miissen sie zunichst aus dem Gel auf eine geeignete Matrix
iiberfiihrt werden. Als Tridger eignen sich hierbei vor allem Nylon- oder

Nitrozellulosemembranen.

Der Transfer erfolgt auf elektrophoretischem Weg in die proteinbindende Membran.
Dabei wird ein elektrisches Feld senkrecht zur urspriingliche Laufrichtung angelegt,
wodurch die Proteine aus der Gelmatrix auf die Membran laufen und dort gebunden
werden. Beim Semi-Dry Blot werden Gel und Membran, sandwichartig eingerahmt von
Filterpapieren, welche bei der Elektrophorese als Ionenreservoir fungieren, zwischen
die Elektroden gelegt. Methanol im Puffer dient dazu, das SDS aus den Protein-
Detergens-Komplexen zu entfernen und die Bindung der SDS-freien Proteine an die

Membran zu erhohen.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Acrylamidgel fiir 5 min in
Transferpuffer equilibriert. Eine Nitrozellulosemembran (Sigma-Aldrich, Steinheim)
wurde auf die Grofle des Gels zurechtgeschnitten und zusammen mit insgesamt 6 Lagen
Filterpapier (Sigma-Aldrich, Steinheim) ebenfalls kurz in Transferpuffer getrénkt. 3
Lagen Filterpapier wurden auf den positiven Pol der Semi-Dry-Blotkammer gelegt und
die Nitrozellulosemembran sowie im Anschluf3 daran das Acrylamidgel luftblasenfrei
auf die Membran gelegt. Bevor die Transferkammer geschlossen wurde, wurden
nochmals 3 getrinkte Filterpapiere auf dem Gel platziert. Der Transfer erfolgte bei

150mA pro Gel tiber 45 min.



86 Material und Methoden

3.2.5.4 Immunoblotting

Im Anschlufl an den Transfer wurde die Membran fiir mind. 1 Stunde , ggf. auch tiber
Nacht, bei Raumtemperatur auf einem Schiittler mit TBS+5% Magermilchpulver
abgesittigt. Nach der Abséttigung wurde die Nitrozellulosemembran fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur oder alternativ liber Nacht bei 4 °C mit dem 1:100 in TBS verdiinnten
Erstantikorper (polyklonales Kaninchen-Hyperimmunserum gegen PsHV, vgl. Punkt
3.1.4.1) inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal fiir 10 min in TBS +
0,05% Tween 20 gewaschen und mit einem Peroxidase-markierten Anti-Spezies
Antikorper (1:1000 in TBS verdiinnt) fiir 1 Stunde auf einem Schiittler bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem griindlichen Waschen ( 1x 10 min in TBS,
2x 10 min in TBS+0,1%Tween20; 2x 5 min in TBS) wurde die Membran schlieBlich in
eine mit frisch angesetzter Entwicklungslosung (50 ml TBS+30 1 Wasserstoffperoxid,
30% wird zusammengeschiittet mit einer getrennt angesetzten Losung aus 10 ml
eiskaltem Methanol + 30 mg Chromogen Substrat) gefiilltes Behiltnis gelegt und
solange geschwenkt, bis eine Farbreaktion erkennbar ist. Nach dem Abstoppen der
Reaktion mit Aqua dest. wird die Membran mehrmals abgespiilt und photographisch

dokumentiert bzw. getrocknet und zur Auftbewahrung in Folie eingeschweif3t.
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4 Ergebnisse
4.1 Identifizierung der Virusisolate

Die nachfolgenden Untersuchungen zur Identifizierung der Herpesvirusétiologie wurden
nur bei den unter Punkt 3.1.1.1 in der Tabelle 2 aufgelisteten 14 neuen Virusisolaten
durchgefiihrt. Die in Tabelle 3 (vgl. Punkt 3.1.1.2) genannten sonstigen PsHV-Isolate
wurden im Zeitraum von 1987 bis 1996 im Rahmen der virologischen Diagnostik im
Institut fiir Gefliigelkrankheiten der Justus-Liebig-Universitdt Gieen auf HEF-Kulturen

isoliert und wie unter Punkt 3.2.2.3 beschrieben als Herpesviren identifiziert.

4.1.1 Elektronenmikroskopische Untersuchung

Sowohl im infektidsen Zellkulturiiberstand nach Negativkontrastierung mit Uranylacetat
(Abbildung 5) als auch in Ultradiinnschnitten aus der fixierten, infizierten Zellkultur
nach Einbettung in Epon-Kunstharz (Abbildung 4) aller in der Tabelle 2 genannten
neuen PsHV-Isolate wurden im Paul-Ehrlich-Institut in Langen Partikel gefunden, die
aus einem ikosaedrischen Kapsid von etwa 100 nm Durchmesser bestanden. Dieses war
in den meisten Fillen vollstindig umbhiillt, teilweise waren jedoch auch nur
Hiillfragmente erkennbar. Relativ hdufig waren Partikel zu sehen, bei denen zwei
Kapside von einer gemeinsamen Hiille umgeben waren (siehe Abbildung 4 linkes Bild
sowie Abbildung 5 rechtes Bild). Grole und Aussehen der dargestellten Virionen
konnten von anderen bekannten Herpesviren nicht unterschieden werden. Sonstige

viruséhnliche Partikel wurden nicht gefunden.
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Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Darstellung von Psittaziden-Herpesvirionen
(hier: PsHV-Isolat 661/01) im Ultradiinnschnitt der infizierten, fixierten

Zellkultur (Einbettung in Epon-Kunstharz); Balken entsprechen jeweils
100 nm
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Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Darstellung von Psittaziden-Herpesvirionen
(hier: PsHV-Isolat 670/01) im Zellkulturiiberstand nach

Negativkontrastierung mit Uranylacetat; Balken entsprechen jeweils 100
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4.1.2 Chloroformresistenztest

Das Versetzen von virushaltigem Zellkulturmaterial mit 10%igem Chloroform fiihrt bei
allen 14 untersuchten Isolaten zu einer vollstindigen Zerstérung der Infektiositédt. Im
Vergleich dazu kommt es bei den jeweils identisch mitgefiihrten, unbehandelten

Kontrollproben nicht zu einem Titerabfall (vgl. Tab. 11).

4.1.3 Kultivierung mit [IUDR

Im Vergleich zu den jeweils unbehandelten Kontrollproben fiihrt die Kultivierung in
Gegenwart von 50ug/ml IUDR im Erhaltungsmedium bei allen unter Punkt 3.1.1
genannten Isolaten zu einer Hemmung der Virusvermehrung (vgl. Tab.11) um einen

Faktor von 10" bis 10
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Tabelle 11: Virustiter der 14 neuen Isolate in log GKIDsy/ml nach Behandlung mit
Chloroform (CB) bzw. bei Kultivierung in Gegenwart von I[UDR

verglichen mit einer unbehandelten Kontrollprobe

Unbehandelte
Kontroll- IUDR' CB’
Isolat Nr. probe (log Differenz (log
(log GKIDs¢/ml) GKID5s¢/ml)
GKIDsy/ml)
3112/97 7,5 6,1 1,4 <1,0
2753/98 5,0 3,1 1,9 <L,0
862/98 7,4 6,8 0,6 <1,0
564/99 6,8 5,1 1,7 <1,0
2009/99 7,8 5,8 2,0 <1,0
2490/00 6,7 4,8 1,9 <1,0
279/00 4,9 3,7 1,2 <L,0
180/01 6,0 4,1 1,9 <L,0
181/01 53 3,5 1,8 <L,0
661/01 7,9 6,2 1,7 <1,0
663/01 7,2 54 1,8 <1,0
670/01 7,6 5,7 1,9 <L,0
54/01 7,1 53 1,8 <1,0
131/01 6,4 4,6 1,8 <1,0

Legende zur Tabelle 11:

' JUDR: Zusatz von 5-lodo-2-Desoxyuridin (50pg/ml) ins Zellkulturmedium
% CB: Behandlung des Zellkulturiiberstandes mit 10% Chloroform
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4.1.4 Beobachtete zytopathische Verinderungen in HEF-Kulturen

4.1.4.1 Virusisolierung aus Organmaterial

Homogenisate aus den unter Punkt 3.1.1.1 sowie in der Tabelle 12 genannten Organen
wurden jeweils auf primédre HEF-Kulturen verimpft und fiir einen Zeitraum von 7 Tagen
téglich auf das Auftreten eines CPE kontrolliert. Im negativen Fall wurden bis zu 3
Blindpassagen mittels Subkultivierung vorgenommen. Zytopathische Verdnderungen
fanden sich besonders hédufig bei den mit Herz- oder Lungenhomogenisaten inokulierten
Zellkulturen. Dagegen waren die Isolationsraten aus Leber und Milz geringer. Die
Anziichtung aus Nieren- und Darmgewebe (hier: Darmgewebe aus dem Bereich des
Ileums) war deutlich weniger erfolgreich und bei den untersuchten Gehirnproben (hier
Entnahme aus dem Bereich des Stammbhirns) gelang sie nur relativ selten. Im Falle des
Isolates 279/00 gelang die Virusisolierung aus homogenisiertem Gewebematerial eines

chirurgisch entfernten ,,Papilloms” aus der Kloake.
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Tabelle 12: Ergebnisse der Virusisolierungen aus Homogenisaten unterschiedlicher

Organe

Isolat Nr. | Herz | Leber | Milz | Darm” | Niere h?re} Lunge Sog:ti-
3112/97 + + + + + + n.u. n.u.
2753/98 + + - - - - n.u. n.u.
862/98 + + + - - - n.u. n.u.
564/99 + - + + - - + n.u.
2009/99 + + + + + + + n.u.
2490/00 + + + + + + n.u. n.u.
279/00 n.u n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. +!
180/01 + + - - + - + n.u.
181/01 + - - + - - + n.u.
661/01 + + + + + + + n.u.
663/01 + + + + + + + n.u.
670/01 + + + + + + + n.u.
54/01 + - + - + - n.u. n.u.
131/01 - + + - + - n.u. n.u.

positiv (n) 12 10 10 8 9 6 7 1

negativ (n) 1 3 3 5 4 7 0 0
p‘(’f/it)iv 923 | 769 | 769 | 615 | 692 | 462 | 100 | 100,0

Legende zur Tabelle 12:

+: es wurde Herpesvirus isoliert

-: es wurde kein Herpesvirus isoliert

n.u.: nicht untersucht

': Sonstige Organe-Kloakenpapillom

%: Darm- es wurde Ileum fiir die Virusisolierung eingesetzt

3: Gehirn: es wurde Stammhirn eingesetzt




Ergebnisse 93

4.1.4.2 Zeitliches Auftreten eines CPE

Die Ergebnisse der Virusisolierungen in konfluenten HEF-Kulturen aus den
verschiedenen Organen sind fiir jedes Virus in der Tabelle 12 zusammengefalt.
Zytopathische Verdanderungen traten in Abhéngigkeit von Isolat und Art des inokulierten
Organmaterials nach 1 bis 5, bei dem aus dem Gewebematerial eines Kloakenpapilloms
isolierten Virus 279/00 nach 9 Tagen, d.h. 2 Tage nach Subkultivierung in der 2.
Passage auf. Bei Proben von Herz und Lunge war der zeitliche Abstand zwischen
Verimpfung des virushaltigen Organmaterials und erstmaligem Auftreten eines CPE am
kiirzesten, bei Darm- und Gehirnproben dauerte es am léngsten, bis mikroskopisch

Verianderungen in den Zellkulturen sichtbar wurden (vgl. Tabelle 13).
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Tabelle 13: Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens (Tage p.i.) der zytopathischen

Veranderungen in Abhéngigkeit von Organmaterial und Isolat

Tage p. i. bis zum erstmaligen Auftreten des CPE
fsolat - Herz | Leber | Milz | Darm’ | Niere h(i}rel;3 Lunge So;n:ti-

3112/97 2 2 2 3 2 3 n.u. n.u.
2753/98 2 4 - - - - n.u. n.u.
862/98 2 3 2 - - - n.u. n.u.
564/99 3 - 3 4 - - 2 n.u.
2009/99 2 2 2 2 2 3 2 n.u.
2490/00 1 2 2 2 2 5 n.u. n.u.

279/00 n.u n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. 9!
180/01 2 2 - - 4 - 2 n.u.
181/01 2 - - 3 - - 2 n.u.
661/01 1 1 1 2 1 3 1 n.u.
663/01 1 1 1 1 2 2 1 n.u.
670/01 1 1 2 2 2 2 1 n.u.
54/01 3 - 3 - 3 - n.u. n.u.
131/01 - 1 2 - 2 - n.u. n.u.

MW 1,8 1,9 2,0 24 2,2 3,0 1,6 9

Legende zur Tabelle 13:

-: kein sichtbarer CPE im gesamten Beobachtungszeitraum
n. u.: nicht untersucht

' Sonstige Organe - Kloakenpapillom

%: Darm: es wurde Ileum verwendet

3: Gehirn: es wurde Stammhirn eingesetzt
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4.1.4.3 Aussehen des CPE in HEF-Kulturen

Wihrend der Anzucht und Vermehrung der 14 neuen Virusisolate wurden die infizierten
HEF-Kulturen téglich morgens und abends bis zum 7. Tag p.i. (bzw. bis zum 12. Tag
p.i. beim Isolat 279/00) auf das Auftreten sowie auf Art und Morphologie von
zytopathischen Effekten untersucht. Dabei wurden die Ausbreitungsgeschwindigkeit
und das Aussehen der Zellkulturverdnderungen an Tag 2, 3 und 5 dokumentiert bzw. an
Tag 9, 10 und 12 bei Isolat Nr. 279/00, wobei bei allen Isolaten schon wenige Tage nach
erstmaligem Auftreten des CPE der Zellrasen fast vollstindig verdndert bzw. zerstort
war (vgl. Tabelle 14). Um die fiir eine vergleichende Beurteilung notwendigen
einheitlichen Voraussetzungen zu schaffen, wurde von jedem Isolat die 8. Passage in
HEF-Kulturen (Zellzahl bei Einsaat: 5x10° Zellen/ml) in einer Infektionsdosis von ca.
10°” bis 10°*° (bzw. 10* bei Isolat 279/00) eingesetzt.

Es wurde stets zuerst die Ausbildung von herdférmigen Arealen mit in der Grofe
variierenden, mehr oder weniger verschieden abgerundeten Zellen beobachtet, die sich
nach 1 bis 2 Tagen iiber den gesamten Zellrasen ausgebreitet und dann aus dem
Zellverband gelost hatten. Bei einigen Isolaten traten in den frithen Infektionsstadien
vermehrt Synzytien auf. Bei den Isolaten 564/99, 180/01, 181/01, 661/01, 663/01,
670/01 und 54/02 kam es iiber den gesamten Beobachtungszeitraum zur Ausbildung von
Synzytien. In den spéteren Infektionsstadien wurde bei jedem Isolat ein lytischer CPE
beobachtet. Zellkerneinschliisse waren mit der im Umkehrmikroskop hochstmoglichen

VergroBerung von 1:250 nicht erkennbar.
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Tabelle 14:

Morphologie und Ausbreitungsgeschwindigkeit der zytopathischen

Veranderungen der 14 neuen Virusisolate in HEF-Kulturen

Ausbreitungs- Morphologie der Zellverinderungen
Isolat | geschwindig-
Nr. keit
des CPE' Tag 2 Tag 3 Tag 5
herdformige
Areale sehr kleine runde Zellrasen zu ca.
kleiner, Zellen diffus 60% zerstort,
3112/97 schnell abgekugelter iiber den massenweise
Zellen sowie gesamten abgerundete Zellen
vereinzelt kleine | Zellrasen verteilt im Uberstand
Synzytien
Plaques groBer
. Plaqueformiges und tiber den
keine -
morphologischen Auftreten kleiner gesamten
2753/98 maBig P10 08 abgerundeter | Zellrasen verteilt,
Verdnderungen . .
sichtbar Zellen sowie Zelllyse im
kleine Synzytien | Plaquezentrum,
kleine Synzytien
multiples
keine vereinzelte Herde Auftreten von
morphologischen sehr kleiner Herden mit
862/98 maBig PO 08 kleinen
Veranderungen abgekugelter
. abgekugelten
sichtbar Zellen .
Zellen, kleine
Synzytien
Zellrasen
groBtenteils
ca. 70-80% aller zerstort,
Zellen verdndert, | massenhaft grof3e
o Herauslosen der | runde Zellen und
herdformige .o
Areale mit groflen grofien Synzytien im
564/99 schnell & abgerundeten Uberstand, nur
abgekugelten .
Zellen, Synzytien Zellen und noch wenige
’ Synzytien mit abgerundete
Locherbildung Fibroblasten
im Zellrasen bilden am Boden
des Kulturgefi3es
ein 16chriges Netz
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Ausbreitungs-
Isolat | geschwindig- Morphologie der Zellverinderungen
Nr. keit
des CPE' Tag 2 Tag 3 Tag 5
kleine runde
Zellen diffus tliber
vereinzelte den gesamten
herdformige i Zellrasen verteilt,
Areale mit VergroBerung z. T Losung aus
maBig bis . und Konfluieren )
2009799 schnell ab;{iillilge:l’ten der Plaques mit den:jgl}l;; esreband
Zellen, kleine zentraler Zelllyse vereinzelt
Synzytien abgekugelte Zellen
und Synzytien im
Uberstand
kleine runde
Zellen diffus iiber
vereinzelte den gesamten
herdformige " Zellrasen verteilt
Areale mit mit Vergrolierung mit Lésung aus
2490/00 | ™aRig bis kleinen und Konfluieren | - Zellve%band
schnell abeeku el’ten der Plaques mit und Lvse
gexugen zentraler Zelllyse S
Zellen, kleine vereinzelt
Synzytien abgekugelte Zellen
und Synzytien im
Uberstand
kleine runde
. . Zellen diffus iiber
keine vereinzelte den gesamten
279/00* langsam morphologlschen Nesterbﬂ.dung Zellrasen verteilt,
Verdnderungen von kleinen 2T Losung aus
sichtbar runden Zellen dem Zellverband
und Lyse
vor allem kleine
runde Zellen kleine runde
diffus tiber den " Zellen diffus iiber
. Vergroflerung
Zellrasen verteilt, und Konfluieren den gesamten
180/01 schnell kleine Synzytien . Zellrasen verteilt
. der Plaques mit o
iiber den sentraler Zelllvse mit Lésung aus
gesamten Y dem Zellverband
Beobachtungs- und Lyse
zeitraum
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Ausbreitungs-
Isolat | geschwindig- Morphologie der Zellverinderungen
Nr. keit
des CPE' Tag 2 Tag 3 Tag 5
vor allem kleine
runde .Zel.l en, erst Vergroflerung | kleine runde Zellen
herdf6rmig, dann . .
. N und diffus iiber den
e 1 diffus tiber den .
miBig bis . Konfluieren | gesamten Zellrasen
181/01 Zellrasen verteilt, . o
schnell Kleine S en der Plaques | verteilt mit Losung
eine ynzytie mit zentraler |aus dem Zellverband
iiber den gesamten Zelllvse und Lvse
Beobachtungszeit- Y Y
raum
Zellrasen
ca. 70-80% . o o
guiesbemnie |z | “olsinds e
den esamtzn verandert, runde Zeller% und
Zellrasgen verteilt Herauslosen Synzytien im
661/01 sehr schnell Synzytien der grofien Uberstand, nur noch
.. abgerundeten .
wihrend des wenige abgerundete
Zellen und .
gesamten . .. | Fibroblasten haften
Beobachtungszeit- Synzytien mit netzférmig am
raumes Locherbildung Boden des
im Zellrasen .
Kulturgefifies
oBe abgerundete | 70-80% Vollst%aiillir asze:rstért
%rellen digffus iber aller Zellen massenhfft rof3e ,
den gesamten verandert, runde Zeller% und
Zellrasgen verteilt Herauslosen Synzytien im
663/01 sehr schnell Synzytien der grofien Uberstand, nur noch
. abgerundeten .
wihrend des wenige abgerundete
Zellen und .
gesamten . .| Fibroblasten haften
Beobachtungszeit- Synzytien mit netzformig am
raumes Locherbildung Boden des
im Zellrasen .
Kulturgefilles
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Ausbreitungs- Morphologie der Zellverinderungen
Isolat e e .
geschwindigkeit
Nr. des CPE!
Tag 2 Tag 3 Tag 5
groBe ca. 70-80% | Zellrasen vollstindig
abgerundete i
. aller Zellen zerstort, massenhaft
Zellen diffus N
. verdandert, grof3e runde Zellen
iiber den . L
Herauslosen und Synzytien im
gesamten der groBen | Uberstand, nur noch
670/01 sehr schnell Zellrasen verteilt, &t . ’
Synzvtien abgerundeten | wenige abgerundete
o vt Zellen und Fibroblasten haften
wihrend des . . .
Synzytien mit netzformig am
gesamten - .
Beobachtuneszeit Locherbildung Boden des
5 im Zellrasen KulturgefiBBes
-raumes
diffuse
Verteilung des starker lytischer
herdf6rmige CPE iiber den | CPE, Zellrasen zu
Areale mit gesamten ca. 70% zerstort,
54/01 schnell groflen runden Zellrasen mit | massenhaft runde
Zellen und Locherbildung Zellen und
Synzytien und Synzytien im
Herausldsung Uberstand
der Synzytien
herdformiges v r;hitifur?e der Zellrasen zu ca.
Auftreten sehr ruen deenuZEHe?l 60% zerstort, alle
131/01 schnell kleiner, runder iiber den verbleibenden
Zellen, kleine gesamten Zellen klein und
Synzytien Zellrasen abgerundet

Legende zur Tabelle 14:

'Charakterisierung der Ausbreitungsgeschwindigkeit:

sehr schnell: Zeitraum zwischen erstmaligem Auftreten eines CPE (herdformiger Plaque)

schnell:

méaBig:

und Ausbreitung iiber den gesamten Zellrasen bis hin zur Lyse <1 Tag

Zeitraum zwischen erstmaligem Auftreten eines CPE (herdférmiger Plaque)

und Ausbreitung iiber den gesamten Zellrasen bis hin zur Lyse ca. 1 Tag

Zeitraum zwischen erstmaligem Auftreten eines CPE (herdformiger Plaque) und

Ausbreitung iiber den gesamten Zellrasen bis hin zur Lyse ca. 2 Tage
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langsam: Zeitraum zwischen erstmaligem Auftreten eines CPE (herdformiger Plaque) und
Ausbreitung iiber den gesamten Zellrasen bis hin zur Lyse >2 Tage;

?: Isolat 279/00: Zytopathische Effekte wurden an Tag 9, 10 und 12 dokumentiert

4.2 Serologische Untersuchungen

4.2.1 Herstellung von Hyperimmunseren in Kaninchen

4.2.1.1 Virusanreicherung und Reinigung mit Polyethylenglycol

Wiéhrend der Durchfiihrung des Verfahrens nach LANCZ (1973, vgl. auch Punkt
3.2.2.1) wurden zur Kontrolle der Entwicklung der Infektiositétstiter die jeweils
verschiedenen, im Laufe der Virusreinigung und —anreicherung erhaltenen Uberstinde
U 1 bis U6 in HEF-Kulturen titriert. Die hierbei ermittelten Virustiter (bezogen auf
jeweils 25 ul der titrierten Uberstiinde) sind in der Tabelle 15 angegeben. Tabelle 16
zeigt den prozentualen Verlauf der errechneten Werte fiir jeden Uberstand im Verhiltnis

zum Ursprungstiter der eingesetzten Virussuspensionen (Uberstand 1 entspricht 100 %).
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Tabelle 15: Entwicklung der Infektiosititstiter im Verlauf der Virusreinigung und —

anreicherung mit Polyethylenglycol 6000

Titer (log;o GKIDsy/25ul) der Uberstiinde

Isolat-
Nr. U1 02 U3 U4 U5 U6
KS 144/79| 6,9 5,9 7,0 6,1 5,7 6,0
6840/87 7,0 6,4 7,5 7,0 5,6 6,5
3115/88 6,1 5,6 7,3 6,7 5,7 6,0
1483/92 53 4,5 53 5,7 42 4,7
8326/87 6,9 5,7 6,2 5,8 5,1 5,6
279/00 5,6 4,9 6,5 5,8 5,7 5,7

Tabelle 16: Prozentualer Verlauf der Infektiosititstiter der Uberstinde bezogen auf

U1 (100%)

Vergleich der Uberstinde in Prozent von Ul

Isolat-
Nr. U1% 02% U3% U4% U5% U6%
KS 144/79 | 100 85,5 101,4 88,4 82,6 87,0
6840/87 100 91,4 107,1 100 80,0 92,8
3115/88 100 91,8 119,7 109,8 93,4 98,3
1483/92 100 84,9 100 107,5 79,2 88,7
8326/87 100 82,6 89,9 84,1 73,9 84,1
279/00 100 87,5 116,1 103,6 101,8 101,8
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4.2.1.2.1 Antikorperkinetik nach Immunisierung der Kaninchen

Zur Herstellung von Hyperimmunseren wurde jedes Kaninchen 3 mal im Abstand von 4
Wochen mit der gereinigten und adjuvantierten Antigensuspension (U6) immunisiert
(sieche Punkt 3.2.2.2). Die Blutentnahmen zur Gewinnung der Hyperimmunseren
erfolgten unmittelbar vor der ersten Immunisierung (Tag 0), 2 Wochen nach der zweiten
(Tag 45) sowie 2 bzw. 4 Wochen (Tag 75 bzw. 90) nach der dritten Impfung. Tabelle 17
zeigt den Antikorperstatus der Kaninchen zu den Zeitpunkten der Blutentnahmen, wobei
die Seren auf neutralisierende Antikorper gegen das jeweilige zur Immunisierung
eingesetzte PsHV-Isolat untersucht wurden. Die in der Tabelle 17 dargestellten
Titerergebnisse ergeben sich aus den gerundeten geometrischen Mittelwerten von
jeweils an drei verschiedenen Tagen durchgefiihrten Neutralisationstesten (vgl. Tabelle
20). Bei allen Kaninchen waren die vor der ersten Impfung gewonnenen Seren frei von
Antikorpern gegen das homologe Virusisolat. Es konnten bei diesen Seren auBlerdem in
keinem Fall Antikorper gegen die bei den jeweils iibrigen Kaninchen verimpften 5
PsHV-Isolate nachgewiesen werden, so dass die derart getesteten Seren aller Tiere vom
Tag 0 gepoolt wurden und in den Neutralisations- und Kreuzneutralisationstesten sowie
im Western Blot als Negativkontrollen dienten. Geschwindigkeit und Hoéhe des
Antikorpertiters variierten von Tier zu Tier. Die hochsten Titer fanden sich mit
Ausnahme von Kaninchen Nr. 4 bei allen Tieren in den nach der dritten Immunisierung
am Tag 90 gewonnenen Seren. Bei Kaninchen Nr. 4 (Impfvirus 1483/92) war nach der
dritten Impfung kein Titeranstieg mehr messbar. Von diesem Tier wurde aus diesem
Grunde das am Tag 75 gewonnene Antiserum in den Kreuzneutralisationstesten und im
Western Blot verwendet. Bei allen anderen Tieren gelangte das Antiserum vom Tag 90
zum Einsatz. Die mangelhafte Antikorperproduktion bei Tier Nr. 4 ist evtl. auf eine mit
einer Nierenfunktionsstorung einhergehende Krankheit zuriickzufiihren, da bei diesem
Kaninchen wihrend des Versuchszeitraumes eine Storung des Allgemeinbefindens mit
Polydipsie/Polyurie sowie vermindertem Appetit, Gewichtsverlust und stumpfem,
schuppigem Fell beobachtet wurde. Das Tier wurde ca. 3 Wochen nach Versuchsende
tot in seinem Kifig aufgefunden. Es wurde keine Sektion durchgefiihrt, so dass tiber die

genaue Todesursache keine Aussage getroffen werden kann.
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Tabelle 17: Antikorperkinetik der immunisierten Kaninchen

Kaninchen- Immufilslirerung1 VN log-Titer in Tagen p.vacc.
Nr. verwendetes

PsHV-Isolat 0 45 75 90
1 KS 144/79 <1,0 43 7,0 10,0
2 6840/87 <1,0 4,0 7,7 9,0
3 3115/88 <1,0 2,0 6,7 7,0
4 1483/92 <1,0 4,0 4,0 3,3
5 8326/87 <1,0 2,3 8,3 8,0
6 279/00 <1,0 5,0 8,0 10,3

Legende zur Tabelle 17:

L Immunisierungen erfolgten am Tag 0, 30 und 60

4.2.1.2.2 Neutralisationstests in HEF-Kulturen

Es wurden die unter Punkt 3.1.1.1 in Tabelle 3 aufgelisteten 14 neuen sowie die unter
Punkt 3.1.1.2 in Tabelle 4 genannten sonstigen Virusisolate gegen die 6 in Kaninchen
produzierten Hyperimmunseren getestet, wobei die Antiseren Nr. 1 bis 5 entsprechend
der serologischen Einteilung nach GRAVENDYCK et al. (1996) als Referenzseren fiir
die bisher bekannten Subtypen gelten (vgl. auch Punkt 3.1.1.3). In den Tabellen 18a und
19a sind die Ergebnisse der Neutralisationstests als Titer in log, dargestellt. Bei den
angegebenen Werten handelt es sich um die geometrischen Mittelwerte aus jeweils
mindestens drei unabhédngigen Versuchsansédtzen. Bei nicht eindeutigen Ergebnissen
wurden bis zu 6 Wiederholungen der Titration vorgenommen, um Fehler bei der
Testdurchfiihrung ausschlieBen und reproduzierbare Ergebnisse erzielen zu konnen.
Auflistungen der einzelnen Ergebnisse dieser Wiederholanséitze finden sich in den

Tabellen 18b und 19b. Die gefundene Streuung dieser Einzelergebnisse um den
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Mittelwert (=Standardabweichung) variiert von 0 bis 1,73. Die aus den einzelnen
Titrationsergebnissen errechneten Variationskoeffizienten (V= s/m * 100, mit s=

Standardabweichung und m=Mittelwert der Stichprobe) liegen zwischen 0% und 43,3%.

Tabelle 18a: Ergebnisse der Neutralisationstests (geometrische Mittelwerte der

Antikorpertiter in logy) gegen die 14 neuen PsHV-Isolate (vgl.

Tabelle 3)
PsHV-1 | PsHV-2 | PsHV-3 | PsHV-4 | PsHV-5 | PsHV-?
KS 144/79 | 6840/87 | 3115/88 | 1483/92 | 8326/87 279/00
KS 144/79 10,0

6840/87 9,0
3115/88 7,0
1483/92 4,0
8326/87 8,0
3112/97 6,0 3,0 3,0 4,6 7,3 <2,0
2753/98 7,3 3,7 3.4 4,8 6,7 4,0
862/98 7,3 4,3 7,0 3,3 7,3 9,7
564/99 5.3 8,7 4,3 >1,0 3.3 <2,0
2009/99 33 4,3 7,7 <1,0 <2,0 9,7
2490/00 3,7 53 7,0 <2,0 4,0 9,0
279/00 <2,0 <2,0 7,7 <L,0 2,3 10,3
180/01 6,7 4,0 4,0 4,0 7,7 4,0
181/01 5,7 4,0 4,0 4,3 8,0 3,3
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Anti-
PsHV-1 PsHV-2 PsHV-3 PsHV-4 PsHV-5 PsHV-?
serum
KS 144/79| 6840/87 3115/88 1483/92 8326/87 279/00
Isolat N
661/01 5,0 8,7 5,0 <1,0 3,0 <2,0
663/01 5,7 9,0 4,0 2,7 3,0 33
670/01 4,0 9.3 4.0 2.3 4.0 <2,0
54/01 <2,0 8,0 4,0 <1,0 4.0 <1,0
131/01 9,0 4,0 53 <2,0 4,3 3,0

Tabelle 18b: Ergebnisse der einzelnen Wiederholansitze der Neutralisationstests

(Antikorpertiter in logy) gegen die

Tabelle 18)

14 neuen Virusisolate (vgl.

PsHV-1 PsHV-2 PsHV-3 PsHV-4 PsHV-5 PsHV-?
PsHV- KS 144/79| 6840/87 3115/88 1483/92 8326/87 279/00
Isolat Nr.
10
KS 144/79 10
10
7
6840/87 9
8
7
3115/88 7
7
5
1483/92 3
4

8326/87

o
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Tabelle 19a: Ergebnisse der Neutralisationstests (geometrische Mittelwerte der

Antikorpertiter in log;) gegen die 31 sonstigen Virusisolate (vgl.

Tabelle 4)

PsHV-1 | PsHV-2 | PsHV-3 | PsHV4 | PsHV-5 | PsHV-?

KS 144/79 | 6840/87 | 3115/88 | 1483/92 | 8326/87 279/00
6090/82 5,7 <1,0 <2,0 3,7 7,3 <2,0
1639/87 <L,0 <2,0 7,3 2,7 3,0 9,3
1674/87 10,0 5,0 4,0 <L,0 4,3 5,0
6733/87 <2,0 8,7 3,7 <1,0 <2,0 2,7
6896/87 <1,0 8,3 <1,0 <2,0 4,0 <2,0
6908/87 2,3 9,0 <2,0 <1,0 <2,0 <1,0
5376/88 9,0 3,0 <2,0 2,3 3,0 <2,0
6058/89 9,3 3,0 3,0 <2,0 3,0 <2,0
7077/89 9,7 4,0 33 <2,0 3,3 3.3
7129/89 9,0 4,0 4,0 <1,0 3,0 3,6
1979/90 9,0 4,7 3,7 <2,0 4,0 6,0
2864/90 3,0 4,0 7,3 <1,0 <1,0 10,7
3042/90 <2,0 <1,0 33 4,0 7,3 3,7
5174/90 3.3 <2,0 <2,0 4,0 7,3 <2,0
5092/91 10,3 5,0 3,7 <2,0 4,3 4,7
1613/92 9,0 <1,0 <L,0 <1,0 4,7 3,7
2609/92 4,3 <1,0 <2,0 3,7 6,0 <1,0
2384/92 <1,0 <2,0 7,7 <2,0 <1,0 9,7
1587/92 5,7 3.3 <2,0 4,0 6,7 <2,0
1071/93 <1,0 8,7 3.3 <1,0 <2,0 <2,0
1606/94 <2,0 9,3 2,3 <2,0 <1,0 <2,0
2335/94 <2,0 <2,0 7,7 <1,0 3.3 10,3
4739/94 4,0 4,0 7,0 <1,0 <2,0 10,0
5139/94 <2,0 <1,0 7,3 2,3 <L,0 10,7
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PsHV-1 PsHV-2 | PsHV-3 | PsHV-4 | PsHV-5 | PsHV-?

KS 144/79 | 6840/87 | 3115/88 | 1483/92 | 8326/87 279/00

5192/94 <1,0 <2,0 7,7 <1,0 3,7 10,3
1257/95 10,7 5,0 3,0 <2,0 3,7 4,7
1277/95 <L,0 9,0 2,7 <L,0 <2,0 3,0
1987/95 <L,0 <2,0 <2,0 4,0 6,7 3,3
2162/95 3,0 <L,0 <1,0 4,0 7,0 <2,0
2685-20/95 <2,0 <L,0 <2,0 4,3 7,7 3.3
4133/95 33 8,3 3,0 <1,0 <2,0 3,0

Tabelle 19b: Ergebnisse der einzelnen Wiederholansétze der Neutralisationstests
(Antikorpertiter in log,) gegen die 31 sonstigen Virusisolate (vgl.
Tabelle 19)

PsHV-1 | PsHV-2 | PsHV-3 | PsHV-4 | PsHV-5 | PsHV-?

KS 144/79 | 6840/87 | 3115/88 | 1483/92 | 8326/87 279/00

5 0 1 3 7 2
6090/82 6 1 1 4 7 1
6 1 2 4 8 2
1 1 8 3 3 9
1639/87 0 2 7 2 3 10
1 1 7 3 3 9
6
10 4 1 2 5
1674/87 10 5 4 0 3 5
10 5 4 1 5
4
4
2 8 4 1 2 2
6733/87 2 7 3 1 3
1 8 4 1 1 3
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PsHV-1 | PsHV-2 | PsHV-3 | PsHV-4 | PsHV-5 | PsHV-?
KS 144/79 | 6840/87 | 3115/88 1483/92 | 8326/87 279/00
0 180 1 1 4 2
6896/87 0 7 1 1 4 2
0 0 2 4 1
8
11
2 7 1 0 2 1
6908/87 3 9 2 0 2 1
2 9 1 1 1 0
9
3
9 5 2 3 3 1
5376/88 9 1 1 2 3 1
9 3 1 2 3 2
3
9
191 2 3 2 3 1
6058/89 3 1 3 2
9 ! 3 1 3 1
9 3
9
3
9 4 3 2 3 g
7077/89 10 4 4 1 4 5
10 4 3 2 3
4
3
3
9 4 4 1 3 5
7129/89 9 4 4 1 3 3
9 4 4 0 3 3
4
9 4 3 2 4 6
1979/90 9 5 4 1 4 6
9 5 4 2 4 6
3 4 7 0 1 11
2864/90 3 4 8 1 0 10
3 4 7 0 1 11
2 1 3 4 7 3
3042/90 1 0 4 4 8 4
1 1 3 4 7 4
3 2 2 4 8 2
5174/90 4 1 1 4 7 1
3 2 1 4 7 1
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PsHV-1 | PsHV-2 | PsHV-3 | PsHV-4 | PsHV-5 | PsHV-?
KS 144/79 | 6840/87 | 3115/88 | 1483/92 8326/87 279/00
4
10 5 3 2 Z 4
5092/91 11 5 4 1 4 5
10 5 4 2 5
4
4
9 1 1 1 5 3
1613/92 9 0 0 0 5 4
9 1 1 1 4 4
4 1 2 4 6 0
2609/92 3 0 1 4 6 0
3 0 1 3 6 0
0 1 7 2 1 9
2384/92 0 2 9 1 1 10
0 1 7 2 0 10
5 3 2 4 6 2
1587/92 7 4 1 4 7 1
5 3 2 4 7 2
0 8 3 0 2 2
1071/93 0 9 4 0 2 1
1 9 3 1 1 2
2 9 2 2 1 2
1606/94 2 10 3 1 0 1
1 9 2 2 1 2
2 2 7 1 3 10
2335/94 2 2 8 0 4 11
0 1 8 0 3 10
4 4 7 1 2 10
4739/94 4 4 7 1 1 10
4 4 7 0 2 10
10
2 2 7 2 1 ﬁ
5139/94 1 0 7 2 1 10
2 0 8 3 0
11
10
0 2 7 0 g 10
5192/94 0 2 8 0 4 11
1 1 8 0 3 10
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Anti-
PsHV-1 | PsHV-2 | PsHV-3 PsHV-4 PsHV-5 | PsHV-?
serum
PsHV-
KS 144/79 | 6840/87 | 3115/88 1483/92 8326/87 279/00
Isolat Nr.
10 5 3 1 4 5
1257/95 12 5 3 1 3 5
10 5 3 2 4 4
1 9 3 1 2 3
1277/95 1 9 3 1 2 3
0 9 2 0 1 3
4
0 2 2 6 6 2
1987/95 0 2 2 2 8 4
0 1 1 4 6 4
4

3 1 1 4 7 2
2162/95 3 0 0 4 7 2
3 0 0 4 7 1
2 1 2 4 7 3
2685-20/95 2 1 1 3 9 3
1 0 2 3 7 4

3
3 8 ? 1 2 3
4133/95 3 9 3 0 2 3
4 8 0 1 3

3

3

4.2.1.2.3 PK-Werte

Aus den in den Tabellen 18 und 19 aufgelisteten Ergebnissen der Neutralisationstests

wurden die serologischen Verwandtschaftsverhiltnisse der einzelnen Isolate zueinander

mittels der prozentualen Neutralisationskapazitit (PK-Wert) beurteilt (nach HERBST,

1983). Fiir jedes im Neutralisationstest untersuchte PsHV-Isolat wurde der PK-Wert
berechnet (Tabelle 20 und 21, vgl. auch Punkt 3.2.1.5).
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Die Beurteilung der serologischen Verwandschaftsgrade erfolgte nach der Einteilung

von GIAMBRONE und SOLANO (1988):

PK-Werte: 0-30: nicht verwandt
31-70: verwandt

>70: identisch

Demnach lassen sich die im Neutralisationstest untersuchten PsHV-Isolate nach
Auswertung der PK-Werte den in der letzten Spalte der Tabellen 20 und 21
angegebenen serologischen Subtypengruppen zuordnen. Es féllt dabei auf, daB3 es drei
Isolate gibt, die sich nicht eindeutig einem der 5 bekannten serologischen Subtypen
zuordnen lassen. Bei den in der Tabelle 21 aufgelisteten 14 neuen Isolaten handelt es
sich hierbei um das Isolat 3112/97 und um die wihrend desselben PPD-Ausbruches aus
zweil verschiedenen Tieren isolierten Viren 180/01 und 181/01, die sich beide sowohl
dem Subtyp PsHV-4 als auch PsHV-5 zuordnen lassen. Bei den 31 sonstigen Isolaten
(Tabelle 22) sind acht Virusisolate (Tagebuch-Nr. 6090/82, 3047/90, 5180/90, 2609/92,
1585/92, 1987/95, 2162/95 und 2685-20/95) mit PsHV-4 und PsHV-5 gleich nahe
verwandt. Alle anderen 23 Isolate kdnnen eindeutig einem Subtyp zugeordnet werden.
Tabelle 23 zeigt die Anzahl der Isolate je Subtyp sowie die relative Haufigkeit der
Subtypen in Prozent getrennt fiir jede Isolatgruppe und fiir die Gesamtzahl aller Isolate.
Die Héufigkeit der Verteilung der Isolate auf die verschiedenen Subtypen wird in den

Abbildungen 6, 7 und 8 graphisch dargestellt.
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Tabelle 20: PK-Werte aus den Neutralisationstitern der 14 neuen Isolate und Zuordnung

zu den bisher bekannten serologischen Subtypen unter Verwendung der
Einteilung nach GIAMBRONE und SOLANO (1988) (Werte > 70 sind fett
gedruckt)

PsHV-1 | PsHV-2 | PsHV-3 | PsHV-4 | PsHV-5 | PsHV-? Sero-
logische
KS | 6840/87 | 3115/88 | 1483/92 | 8326/87 | 279/00 | Einteilung
144/79
3112/97 60 33 43 115 91 <19 | PsHV-40.-5
2753/98 73 41 49 120 83,7 39 PsHV-4 0.5
862/98 67 48 100 83 91 94 PsHV-3
564/99 53 97 <29 <25 41 <19 PsHV-2
2009/99 33 48 110 <25 <25 94 PsHV-3
2490/00 37 59 100 <50 50 87 PsHV-3
279/00 <20 <22 110 <25 28 100 PsHV-3
180/01 67 44 57 100 96 39 PsHV-4 0.-5
181/01 57 44 57 108 100 32 PsHV-4 o0.-5
661/01 50 97 47 <25 38 <19 PsHV-2
663/01 57 100 57 68 38 32 PsHV-2
670/01 40 103 57 58 50 <19 PsHV-2
54/01 <20 89 57 <25 50 <10 PsHV-2
131/01 90 44 47 <50 54 29 PsHV-1
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Tabelle 21: PK-Werte aus den Neutralisationstitern der 31 sonstigen Isolate und

Zuordnung zu den bisher bekannten serologischen Subtypen unter
Verwendung der Einteilung nach GIAMBRONE und SOLANO (1988)
(Werte > 70 sind fett gedruckt)

PsHV-1 | PsHV-2 | PsHV-3 | PsHV-4 | PsHV-5 | PsHV-? Sero-
logische
KS | 6840/87 | 3115/88 | 1483/92 | 8326/87 | 279/00 | Einteilung
144/79
6090/82 57 <11 <29 93 91 <19 |PsHV-40.-5
1639/87 <10 <22 104 68 38 90 PsHV-3
1674/87 100 56 57 <25 54 49 PsHV-1
6733/87 <20 97 53 <25 <25 26 PsHV-2
6896/87 <10 92 <14 <50 50 <19 PsHV-2
6908/87 23 100 <29 <25 <25 <10 PsHV-2
5376/88 90 33 <29 58 38 <19 PsHV-1
6058/89 93 33 42 <50 38 <19 PsHV-1
7077/89 97 44 47 <50 41 32 PsHV-1
7129/89 920 44 57 <25 38 35 PsHV-1
1979/90 90 52 53 <50 50 58 PsHV-1
2864/90 30 44 104 <25 <13 104 PsHV-3
3042/90 <20 <11 47 100 91 36 PsHV-4 0.-5
5174/90 33 <22 <29 100 91 <19 |PsHV-4o0.-5
5092/91 103 55 <53 <50 54 45,6 PsHV-1
1613/92 920 <11 <14 <25 59 36 PsHV-1
2609/92 43 <11 <29 93 75 <10 |PsHV-4o.-5
2384/92 <10 <22 110 <50 <13 94 PsHV-3
1587/92 57 37 <29 100 84 <19 |PsHV-4o.-5
1071/93 <10 97 47 <25 <25 <19 PsHV-2
1606/94 <20 103 33 <50 <13 <19 PsHV-2
2335/94 <20 <22 110 <25 41 100 PsHV-3
4739/94 40 44 100 <25 <25 97 PsHV-3
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PsHV-1 | PsHV-2 | PsHV-3 | PsHV-4 | PsHV-5 | PsHV-? Sero-
logische
KS 6840/87 | 3115/88 | 1483/92 | 8326/87 | 279/00 | Einteilung
144/79
5139/94 <20 <11 104 58 <13 104 PsHV-3
5192/94 <10 <22 110 <25 46 100 PsHV-3
1257/95 107 56 43 <50 46 46 PsHV-1
1277/95 <10 100 39 <25 <25 29 PsHV-2
1987/95 <10 <22 <29 100 84 32 PsHV-4 0.-5
2162/95 30 <11 <14 100 88 <19 PsHV-4 0.-5
2685-20/95 <20 <11 <29 108 96 32 PsHV-4 0.-5
4133/95 33 92 429 <25 <25 29 PsHV-2

Tabelle 22: Anzahl der Isolate je Subtyp und prozentuale Verteilung auf die einzelnen

Subtypen im Verhéltnis zur Gesamtzahl an Isolaten

Neue Isolate

Sonstige Isolate

Isolate gesamt

Anzahl | Prozent % | Anzahl | Prozent% | Anzahl | Prozent%
PsHV-1 1 7,0 9 28 10 22
PsHV-2 5 35 7 23 12 27
PsHV-3 4 29 7 23 11 24
PsHV-4 0.5 4 29 8 26 12 27
Gesamt 14 100 31 100 42 100
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der prozentualen Verteilung der 14 neuen Isolate
auf die 5 bekannten Subtypen

29% % B PsHV-1
B PsHV-2
35% | OPsHV-3

29% OPsHV-4 0.5

Abbildung 7: Graphische Darstellung der prozentualen Verteilung der 31 sonstigen
Isolate auf die 5 bekannten Subtypen

26% 28% O PsHV-1

B PsHV-2

O PsHV-3
23% 23% OPsHV-4 0.5
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der prozentualen Verteilung aller im

Neutralisationstest untersuchten Isolate auf die 5 bekannten Subtypen

27% 22%

O PsHV-1
B PsHV-2
OPsHW-3
OPsHv40.5
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4.3 Restriktionsenzymanalyse

4.3.1 Ergebnisse der Vorversuche

Von den unter Punkt 3.1.1.1 sowie 3.1.1.3 genannten Virusisolaten wurde DNA sowohl
aus dem Zellpellet als auch aus dem Zellkulturiiberstand extrahiert und der DNA-Gehalt
in pg/ml mit dem Bio-Photometer (Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Bis auf Isolate
2753/98, 862/98 und 54/02 lag die Konzentration bei allen aus dem Zellkulturiiberstand
extrahierten DNA-Losungen zwischen 80 und 150pg/ml und bei der aus dem
Zellkultursediment gewonnenen DNA zwischen 150 und 300pug/ml.

Bei den Isolaten 2753/98, 862/98 und 54/02 war der Gehalt an extrahierter DNA so
gering (photometrische Messung der aus dem Uberstand bzw. dem Sediment
extrahierten DNA: zwischen 35,8 und 40,3pg/ml bzw. 64,4 und 72,5ug/ml), dass nach
der elektrophoretischen Auftrennung der Fragmente sich diese wiederholt nur duBerst
undeutlich darstellten und nur bei Spaltung mit 2 Endonukleasen ein erkennbares
Fragmentmuster entstand (vgl. auch Tabelle 25). Somit war bei diesen Isolaten ein

Vergleich zu den anderen Isolaten nur eingeschriankt moglich.

Die aus dem Zellkulturiiberstand und dem Zellkultursediment gewonnene Virus-DNA
wurde in den Vorversuchen mit Restriktionsendonukleasen gespalten, elektrophoretisch
aufgetrennt und auf Sauberkeit und Leuchtintensitit der Banden gepriift. Die DNA aus
dem Uberstand zeigte regelmiBig sauberere und damit besser sichtbare Banden, da hier
weniger Hintergrundfluoreszenz aus abgebauter zelluldirer DNA vorhanden war. Aus
diesem Grund wurde bei der Mehrzahl der Isolate die aus dem Zellkulturiiberstand
extrahierte DNA eingesetzt. In der Tabelle 24 sowie in den unter Punkt 4.3.2
dargestellten Abbildungen 9a bis 18b wird fiir jedes Isolat angegeben, ob der
Zellkulturiiberstand (U) oder das Zellpellet (P) zur Aufreinigung der viralen DNA
verwendet wurde. Bei der mitgefilhrten Negativkontrolle wurde immer der
Zellkulturiiberstand zur DNA-Extraktion verwendet. Um den urspriinglichen
Infektiositétstiter der eingesetzten Virussuspensionen sowie die erfolgreiche

Konzentrierung der  Virionen aus dem Uberstand nach den beiden
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Zentrifugationsschritten ~ zu  {berpriifen, wurde fir jedes der mittels
Restriktionsenzymanalyse untersuchten Isolate der Uberstand im AnschluB an den
dreimaligen Gefriertau (U1) sowie die Uberstinde nach den beiden folgenden

Zentrifugationen (U2 und U3) in HEF-Kulturen titriert (Tabelle 23).

Tabelle 23: Virusgehalt der nach den einzelnen Zentrifugationsschritten erhaltenen

Uberstiinde in GKIDsp/ml

Isl:(’)lsal-t“lilr. u1 U2 Us
KS 144/79 7,2 7,3 5,5
6840/87 6,8 6,5 5,0
3115/88 6,3 6,3 4,6
1483/92 6,9 7,0 5,0
8326/87 5,1 5,5 3,8
3112/97 6,6 6,5 4,0
2753/98 49 4.4 4,0
862/98 5,9 6,0 3,3
564/99 6,7 6,5 3,5
2009/99 7,0 7,0 4,6
2490/00 7,0 7,1 5,0
279/00 5,5 5,7 3,1
181/01 6,7 6,3 4.0
661/01 8,0 7,7 5,2
670/01 7,7 7,7 4,8
54/01 6,9 7,0 5,9
131/01 7,0 6,8 4,8
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Fithrte ein Ansatz nicht zur gewiinschten Aufspaltung, wurde das Isolat erneut
angeziichtet und die virale DNA wie beschrieben aufgereinigt, wobei bei einigen
Isolaten auch nach dreimaliger Wiederholung des kompletten Versuchsansatzes nicht
bzw. nicht mit allen Enzym-DNA-Ansétzen ein auswertbares Spaltmuster dargestellt
werden konnte. Bei den Isolaten 2753/98, 862/98 und 54/02 konnte mit nur 2 und bei
den Isolaten 564/98 und 131/02 mit nur 3 Endonukleasen ein auswertbares
Restriktionsmuster erzielt werden. Eine Ubersicht iiber die Auswertbarkeit der

Spaltmuster der einzelnen Isolate zeigt Tabelle 24.

Tabelle 24: Auswertbarkeit (+) der mittels Spaltung durch Restriktionsendonukleasen
untersuchten Isolate (Spaltmuster gewonnen aus dem Zellpellet (P) bzw.

dem Zellkulturiiberstand (U) sind getrennt aufgefiihrt)

PsHV-Isolat Nr. | EcoR1 | BamH]1 | Hpall | Hind 11| Pstl Xbal | Xhol

U + + + - + + -

KS 144/79

P + - - - - - +

U + + - - - - +
6840/87

p + - - + + - -

U - + - + + - +
3115/88

P + - - - - + -

U + + + + - - -
1483/92

p + - - - + + +

U + + - + + + +
8326/87

P + - + - - - -

U - + - + + - +
3112/97

P + - - - - + -
2753/98

P + - - - + + -
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PsHV-Isolat Nr. | EcoR1 | BamH 1| Hpall |Hind1I1| Pst1 | Xbal | Xhol

U - - - - + + -
862/98

P - - - - - - -

U - + - + - - -
564/99

P + - + - - - -

U - - + - + - -
2009/99

P + - - - - + -

U + - - + + + +
2490/00

P + + + - - - -

U + + - + - - -
279/00

P - - - - + - +

U + - - + - + -
180/01

P - - - - - - -

U - - - —+ - - +
181/01

P - - - - - - -

U - - + + - + +
661/01

P - ; ; - + - -

U + + + - - - -
670/01

P - - - - - - -

U - - - —+ - - +

54/01

P - - - - - - -

U - - - - + + +
131/01

P - - - - - - -

Legende zur Tabelle 24:

U: DNA wurde aus dem Zellkulturiiberstand extrahiert

P: DNA wurde aus dem Zellpellet extrahiert

+: Spaltmuster auswertbar

-: Spaltmuster nicht auswertbar
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Bei allen Spaltungen wurden auch Fragmente von einer Gréf3e weit iiber 12 kb erzeugt,
wobei mit Hilfe des verwendeten Ladders eine Langenschéitzung dieser Fragmente zu

ungenau war, um damit den gesamten kb-Wert jedes Isolates zu errechnen.

Der Hintergrund aus abgebauter zellulirer DNA wird von den hohen bis zu den
niedrigen Kilobasenbereichen immer stirker und wirkt héufig storend bei der

Erkennung des Bandenmusters der viralen DNA.

Bei allen Gelen waren die Restriktionsmuster, die mit DNA aus infizierten Zellen
erhalten wurden, identisch mit denen von DNA aus infektidsem Zellkulturiiberstand.
Bei der Untersuchung von DNA aus nicht infizierten Zellen waren keine Banden

sichtbar.

4.3.2 Ergebnisse der Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen

Nachfolgend sind jeweils auf der linken Seite die eingescannten und beschrifteten Fotos
der Agarosegele sowie auf der rechten Seite die dazugehorigen schematisierten
Darstellungen gezeigt, wobei letztere durch manuelle Markierung der einzelnen DNA-
Banden auf dem eingescannten Foto und anschliefendes Ausdrucken der markierten
Darstellung als Schema ohne das Foto entstanden sind. Enzym-DNA-Ansétze, deren
Spaltmuster aufgrund eines zu geringen DNA-Gehaltes oder einer zu starken
Hintergrundfarbung nicht erkennbar war, sind in der schematisierten Darstellung als
Lanes ohne Banden gezeichnet. Die Buchstaben U und P in den nachfolgend
dargestellten Abbildungen 9a bis 18b kennzeichnen fiir jedes Isolat die Art der DNA-
Aufreinigung und zeigen somit an, ob als Ausgangsmaterial zur Praparation der viralen

DNA der Zellkulturiiberstand (U) oder das Zellpellet (P) verwendet wurde.
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Abbildung 9a: Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach Verdau mit

der Restriktionsendonuklease EcoR 1
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Abbildung 9b: Schematische Darstellung der Fragmentmuster der genannten
PsHV-Isolate nach Verdau mit der Restriktionsendonuklease EcoR 1
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Abbildung 10a: Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach
Verdau mit den Restriktionsendonukleasen Hind 111 bzw. BamH 1
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Abbildung 10b: Schematische Darstellung der Fragmentmuster der genannten
PsHV-Isolate nach Verdau mit den Restriktionsendonukleasen
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Abbildung 11a: Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach Verdau mit
der Restriktionsendonuklease BamH 1
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Abbildung 11b: Schematische Darstellung der Fragmentmuster der genannten

PsHV-Isolate nach Verdau mit der Restriktionsendonuklease BamH 1
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Abbildung 12a: Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach Verdau mit

der Restriktionsendonuklease EcoR 1
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Abbildung 12b: Schematische Darstellung der Restriktionsmuster der genannten
PsHV-Isolate nach Verdau mit der Restriktionsendonuklease EcoR |
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Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach Verdau mit
der Restriktionsendonuklease EcoR 1

Abbildung 13a
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Abbildung 13b: Schematische Darstellung der Fragmentmuster der genannten
PsHV-Isolate nach Verdau mit der Restriktionsendonuklease EcoR 1
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Abbildung 14a: Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach Verdau mit

der Restriktionsendonuklease Hind 111
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Abbildung 14b: Schematische Darstellung der Fragmentmuster der genannten
PsHV-Isolate nach Verdau mit der Restriktionsendonuklease Hind 111
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Abbildung 15a: Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach Verdau mit
der Restriktionsendonuklease Hpa 11
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Abbildung 15b: Schematische Darstellung der Fragmentmuster der genannten
PsHV-Isolate nach Verdau mit der Restriktionsendonuklease Hpa 11
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Abbildung 16a: Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach Verdau mit
der Restriktionsendonuklease Pst |
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Schematische Darstellung der Fragmentmuster der genannten

Abbildung 16b
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Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach Verdau mit
der Restriktionsendonuklease Xba |
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Schematische Darstellung der Fragmentmuster der genannten

Abbildung 17b
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Abbildung 18a: Foto der Fragmentmuster der genannten PsHV-Isolate nach Verdau mit

der Restriktionsendonuklease X#o 1
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Schematische Darstellung der Fragmentmuster der genannten

Abbildung 18b
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Bei den untersuchten Isolaten zeigen sich mehrere Gruppen dhnlicher oder gleicher
Bandenmuster, wobei sich diese Einteilung bei der Spaltung mit den unterschiedlichen
Enzymen jeweils mehr oder weniger deutlich bestétigt. Die Fragmentmuster der im
Rahmen dieser Arbeit analysierten eigenen Isolate wurden im Hinblick auf eine
mogliche Zuordnung zu den in der Dissertationsschrift von SCHRODER-
GRAVENDYCK (1999) definierten Restriktionsgruppen untersucht. Daher erfolgte die
Auswertung der Spaltmuster in Anlehnung an die Vorgehensweise von SCHRODER-
GRAVENDYCK (1999), wobei alle Isolate, die bei Verwendung einer
Restriktionsendonuklease das gleiche Bandenmuster zeigen, in eine iibergeordnete
Restriktionsgruppe eingeteilt werden. Die Einteilung in Untergruppen wird aufgrund
der Untersuchungen mit den iibrigen 6 Endonukleasen vorgenommen. Nur diejenigen
Isolate, bei denen das gefundene Bandenmuster mit von SCHRODER-GRAVENDYCK
(1999) beschriebenen Mustern identisch ist, werden in die entsprechende von der
Autorin definierte Untergruppe eingeteilt. Bei Unterschieden werden fiir die eigenen

Isolate in numerischer Reihenfolge neue Untergruppen beziffert.

Alle Isolate, die bei Verwendung der Restriktionsendonuklease EcoR I das gleiche

Bandenmuster  zeigen, werden als Restriktionsgruppe A definiert. Das gleiche

Bandenmuster nach Spaltung mit EcoR I zeigen die 5 Isolate 131/01, 180/01, 181/01,
3112/97 und 2753/98. Durch Spaltung mit den iibrigen 6 Endonukleasen kann innerhalb
dieser ersten iibergeordneten Gruppe zusitzlich zu den 3 von SCHRODER-
GRAVENDYCK (1999) gefundenen Untergruppen eine weitere Untergruppe
unterschieden werden. Diese Untergruppe A4 wird von den Isolaten 180/01, 181/01,
131/02  und 3112/97 gebildet, welche alle bei Spaltung mit der
Restriktionsendonuklease X#o 1 das gleiche Fragmentmuster zeigen. Das Bandenmuster
des Isolates 3112/97 zeigt nach Spaltung mit Xba I kleinere Unterschiede im Vergleich
zu den anderen Isolaten dieser Untergruppe. Daher kann bei Verwendung dieses
Restriktionsenzyms eine weitere Unterteilung innerhalb der Untergruppe A4 in A4.1
und A4.2 und somit eine Trennung des Isolates 3112/97 von den Isolaten 180/01,
181/01 und 131/02 vorgenommen werden. Das Isolat 2753/98 zeigt nach Spaltung mit
Xho 1 ein mit dem als Referenzvirus fiir den Serotyp PsHV-4 verwendeten Isolat

1483/92 identisches Fragmentmuster und wird aus diesem Grund der von SCHRODER-
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GRAVENDYCK (1999) definierten und bislang allein durch 1483/92 reprisentierten
Untergruppe A3 zugeordnet. Da bei Isolat 2753/98 jedoch nur auswertbare
Bandenmuster nach Spaltung mit den Enzymen EcoR [ und Xho I zur Verfiigung stehen,
ist keine endgiiltige Aussage iiber die genaue Zugehorigkeit dieses Isolates zur

Untergruppe A3 mdglich.

Der Restriktionsgruppe B werden die Isolate 564/99, 661/01, 670/01 und 54/02
zugeordnet. Analog zu den Befunden von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) zeigte

die DNA dieser Isolate bei Verwendung der Enzyme EcoR 1 und Hind 111 die gleichen
Spaltmuster. Auch hier ist eine Differenzierung durch Spaltung mit den Enzymen Xho 1,
Xba 1 und Hpa 11 moglich, wobei lediglich die Isolate 661/01 und 670/01 bei jeder
Spaltung ein identisches Muster aufweisen. Es konnen somit zusitzlich zu den von
SCHRODER-GRAVENDYCK gebildeten Untergruppen Bl und B2 3 weitere
Untergruppen (B3 bis B5) mit jeweils 1 bzw. bei den Isolaten 661 und 670/01 2
repriasentanten Isolaten unterschieden werden. Da von dem Isolat 54/02 nur 2
auswertbare Fragmentmuster vorhanden sind, (bei diesem Isolat konnte keine Spaltung
mit EcoR 1 durchgefiihrt werden) ist dessen Zuordnung zur Restriktionsgruppe B nur

bedingt moglich.

Isolate, die bei Verwendung von BamH 1 das gleiche Fragmentmuster aufweisen und
nicht den Gruppen A und B zugeordnet werden kdnnen, bilden nach SCHRODER-
GRAVENDYCK (1999) die Restriktionsgruppe C. Es handelt sich hierbei um die
Isolate 2009/99, 2490/00, 279/00 und 862/98. Da Isolat 862/98 bei Verwendung der

Restriktionsendonuklease BamH 1 kein auswertbares Bandenmuster hervorbrachte,
konnen nur Spaltungen mit Pst I und Xba I zur Beurteilung herangezogen und daher
auch bei diesem Isolat nur bedingt giiltige Aussagen iiber die Zugehorigkeit getroffen
werden. Bei beiden Spaltmustern zeigen sich geringfiigige Unterschiede zu den Mustern
aller anderen Isolate der Restriktionsgruppe C. Daher wird davon ausgegangen, dass es
sich bei Isolat 862/98 um den alleinigen Vertreter der hier neu bezifferten Untergruppe
C3 handelt. Die Fragmentmuster der Isolate 2009/99 und 2490/00 sind bei allen
Spaltungen untereinander identisch und zeigen bei Restriktion mit den Enzymen Hind

I, Pst I und Xho 1 keine Unterschiede zu dem Fragmentmuster des als Referenz fiir
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PsHV-3 mitgefiihrten Isolates 3115/88. Daher werden diese beiden Isolate der von
SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) definierten Untergruppe C1 zugeordnet. Isolat
279/00 zeigt bei Spaltung mit Pst 1 das gleiche Fragmentmuster wie 2009/99 und
2490/00, weist jedoch bei den anderen eingesetzten Enzymen geringfiigige
Unterschiede auf. Aus diesem Grund wird eine weitergehende Aufspaltung in die

beiden Untergruppen C1.1 und C1.3 vorgenommen.
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4.4 Polymerasekettenreaktion

4.4.1 Amplifikation der Virusisolate mittels PsHV-PCR nach
TOMASZEWSKI et al. (2000)

Die in den Tabellen 2 und 3 aufgefiihrten PsHV-Isolate wurden, wie unter Punkt 3.2.4
angegeben, in 3 komplett voneinander getrennten Wiederholansdtzen prépariert und die
DNA jeweils unter Verwendung der in Tabelle 9 aufgelisteten, von TOMASZEWSKI et
al. im Jahre 2001 verdffentlichten Primerpaare mittels PCR amplifiziert. Die
Analyseergebnisse der PCR-Produkte im Agarosegel (Abbildungsbeispiele Abb. 20 bis
24) sind in den Tabellen 25 und 26 wiedergegeben, wobei die Ergebnisse entweder als
positiv, negativ oder fraglich positiv (nach wiederholten Untersuchungen PCR-Produkt

jedesmal nur als sehr diinne, schwach gefdrbte Bande erkennbar) bezeichnet wurden.

Die Auswertung der erhaltenen PCR-Ergebnisse sowie die Einteilung der Isolate in
verschiedene PsHV-Varianten erfolgte in Anlehnung an die Vorgehensweise von
TOMASZEWSKI et al. (2001). Eine Variante wird dabei definiert durch die Fahigkeit
der 5 Primerpaare, im Genom der untersuchten PsHV-Isolate einen zu ihrer Sequenz
komplementiren DNA-Abschnitt zu detektieren. Eine fehlende DNA-Amplifizierung
fiihrt zu der SchluBfolgerung, dal die Sequenz der Primerpaare sich so stark von der zu
untersuchenden Ziel-DNA unterscheidet, da3 ein ,,Annealing® nicht moglich ist. Die
somit nach Durchfiihrung der PCR mit allen 5 Primerpaaren entstehenden
unterschiedlichen Amplifizierungsmuster werden als PsHV-Varianten bezeichnet.
Insgesamt wurden 9 verschiedene Varianten beobachtet (vgl. Tabelle 27), wobei nicht
alle Varianten bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Isolaten in gleicher
Haufigkeit vorkommen (siehe Tabelle 27). Der tiberwiegende Teil aller Isolate zeigt die
Amplifizierungsmuster der Varianten 1 bis 4 bzw. 5, wobei deren Numerierung analog
zu den bei der vergleichenden Untersuchung der ,Referenzviren fiir die 5
serologischen  Subtypen (nach GRAVENDYCK et al, 1996) gefundenen
Amplifizierungsmustern erfolgte. Variante 5 wird durch das als Referenzvirus fiir den
serologischen Subtyp 5 eingesetzte Isolat 8326/87 reprisentiert und ist zusammen mit

Variante 4 in einer Zeile aufgefiihrt, da sich das Amplifizierungsmuster nicht von dem
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der Variante 4 unterscheidet. Die Amplifizierungsmuster der Varianten 6 bis 9 wurden

jeweils bei nur einem Isolat gefunden (Tabelle 27).

Von den insgesamt 42 Isolaten (siehe unter Punkt 3.1.1.1 und 3.1.1.2), die mit den 5
verschiedenen Primerpaaren untersucht wurden, konnte bei allen (100%) mit einem
oder mehreren Primern ein PCR-Produkt produziert und dementsprechend virale DNA
amplifiziert werden. Die Untersuchung der DNA der als Kontrolle parallel mitgefiihrten
uninfizierten HEF-Kultur ergab bei keinem dieser Primer ein PCR-Produkt. Unter
Verwendung des Primerpaares 9F waren unter den aufgefiihrten Bedingungen bei allen

untersuchten Isolaten Amplifikate in den erwarteten Langenbereichen vorhanden.

Die Abbildungen 20 bis 24 zeigen Fotos PsHV-PCR nach TOMASZEWSKI et al.
(2001). Es wird fiir jedes der 5 zur Differenzierung der jeweils genannten Isolate

eingesetzten Primerpaare beispielhaft ein Agarosegel dargestellt.

Die Tabellen 29 und 30 zeigen einen vergleichenden Uberblick iiber die mittels
serologischer Kreuzneutralisationstests, Spaltungen durch Restriktionsenzyme sowie
PCR gewonnenen Ergebnisse, d.h. die Einteilung in Serogruppe, Restriktionsgruppe
und PCR-Variante.
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Tabelle 25: Ergebnisse der PCR nach TOMASZEWSKI et al

PsHV-Isolat Primerbezeichnung
S 9F IR 11F 11R 23F
KS144/79 + + + + +
6840/87 + - - - -
3115/90 + - + + +
1483/92 + + + - +
8326/87 + + + - +
3112/97 + + + - +
2753/98 + + + - +
862/98 + - + + +
564/99 + - - - -
2009/99 + - + + +
2490/00 + - + ) +
279/00 + - + + +
180/01 + + + - +
181/01 + + + - +
661/01 + - - - -
663/01 + - - - -
670/01 + - - - -
54/01 + - - - -
131/01 + + + + +
Anzahl positiver
Reaktionen je 19 7 12 6(7) 12
Primerpaar
Legende zur Tabelle 25:

(2001) nach

Amplifikation der DNA der 5 Referenzviren sowie der 14 neuen PsHV-

Isolate mit verschiedenen Primerpaaren

+ = Amplifizierung des erwarteten Fragmentes

(+) = schwache Amplifizierung

= keine Amplifizierung des erwarteten Fragmentes
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Tabelle 26: Ergebnisse der PCR nach TOMASZEWSKI et al. (2001) nach
Amplifikation der DNA der 31 sonstigen PsHV-Isolate mit
verschiedenen Primerpaaren sowie prozentuale Haufigkeit der

Amplifizierung des erwarteten Fragmentes je Primerpaar

PsHV-Isolat Primerpaar
Nr. OF OR F 1R .
6090/82 + + 4 i N
1639/87 + } + i N
1674/87 + + + _ N
6733/87 + - _ ) i
6896/87 + } _ i ]
6908/87 + } _ i ]
5376/88 + } +) 4 N
6058/89 + + + N N
7077/89 + + T 4 N
7129/89 + + + i N
1979/90 + + + i N
2864/90 + } + N N
3042/90 + + + ) N
5174/90 + + + ) N
5092/91 + + + 4 N
1613/92 + + + N -
2609/92 + N N ] "
2384/92 + ] ) N "
1587/92 + T N ] "
1071/93 + ] : N -
1606/94 + - ] i ]
2335/94 + i N N "
4739/94 + i N N "
5139/94 + i N N "




Ergebnisse

151

PsHV-Isolat Primerpaar
Nr. 9F 9R 11F 11R 23F
5192/94 + - + + 4
1257/95 + + + i +
1277/95 + - - - -
1987/95 + + + - +
2162/95 + + + - +
2685/95 + + + - +
4133/95 + - . ) )
Anzahl
Remionnie| 31| 16 |23 | 13| 23
Primerpaar
Legende zur Tabelle 26:

- = keine Amplifizierung des erwarteten Fragmentes
+ = Amplifizierung des erwarteten Fragmentes

(+) = schwache Amplifizierung

Tabelle 27: Bei der PCR-Untersuchung der

Amplifizierungsmuster Zuordnung zu PCR-Varianten

PsHV-Isolate  gefundene

Variante Amplifizierungsmuster
Nr. 9F 9R 11F 11R 23F

1 + + T + 4
2 + - - B} )
3 + - + + +

4 bzw. 5 + + + - +
6 + - + R +
7 + - - + +
8 + + + + -
9 + - - + ]
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Legende zur Tabelle 27:

- = keine Amplifizierung des erwarteten Fragmentes mit dem genannten Primer

+ = Amplifizierung des erwarteten Fragmentes mit dem genannten Primer

Tabelle 28: Anzahl der Isolate je Variante und relative Haufigkeit der Varianten in

Prozent
Variante Neue . Sonstig.e Isolate.
NF. Isola}te je | Prozent Isolz.lte je | Prozent gesa.mt je | Prozent
Variante Variante Variante
1 1 7 3 10 4 9
2 5 36 6 20 11 25
3 3 21 5 16 8 18
4 bzw. 5' 4 29 12 39 16 37
6 0 0 | 3 1 2
7 0 0 1 3 1 2
8 0 0 1 3 1 2
9 0 0 | 3 1 2
k.Z} 1 7 1 3 2 4
Gesamt 14 100 31 100 45 100

Legende zur Tabelle 28:

'Variante Nr. 5 stellt keine eigene Variante dar, da das Amplifizierungsmuster identisch mit dem der
Variante 4 ist (vgl. Tabelle 25). Sie wurde lediglich bei dem als Referenzvirus fiir den serologischen
Subtyp PsHV-5 (nach GRAVENDYCK et al., 1996) verwendeten Isolat 8326/87 (siche Tabelle 23)

gefunden und daher aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit getrennt numeriert.

*k.Z.= keine Zuordnung méglich
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Abb.19: Graphische Darstellung der prozentualen Verteilung aller in der PCR
untersuchten 45 Isolate auf die 9 Varianten (vgl. Tabelle 26 und 27)
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Abb. 20: PsHV-PCR nach Tomaszewski et al (2001): PCR-Produkte der genannten

Isolate nach Amplifikation mit dem Primer 9F

(L=DNA-Léngenstandard A-DNA Hind 111 und ®X174-DNA Hae I1I (50 ng/ul);

Spuren 1-12= Analysierte PsHV-Isolate: 1=KS144/79, 2=6840/87; 3= 3115/90; 4=1483/92;
5=8326/87; 6=2009/99; 7=3112/97; 8=670/01; 9=661/01; 10=564/99; 11=862/98,
12=180/01; ZK=uninfizierte Zellkultur als Negativkontrolle, Aufreinigung erfolgte parallel
zu den PsHV-Isolaten; H,O=Kontaminationskontrolle DEPC-H,0)

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ZK HO

489 Bp »
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Abb. 21: PsHV-PCR nach Tomaszewski et al (2001): PCR-Produkte der genannten

Isolate nach Amplifikation mit dem Primer 9R

(L=DNA-Léngenstandard A-DNA Hind 111 und ®X174-DNA Hae III (50 ng/pl);

Spuren 1-13= Analysierte PsHV-Isolate: 1=KS144/79, 2=6840/87; 3= 279/00; 4=3115/90;
5=1483/90; 6=8326/87, 7=2009/99; 8=3112/97, 9=564/99; 10=862/98; 11=670/01;
12=661/01; 13=180/01; ZK=uninfizierte Zellkultur als Negativkontrolle, Aufreinigung
erfolgte parallel zu den PsHV-Isolaten; H,O=Kontaminationskontrolle DEPC-H,0)

L1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 ZKH,O
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Abb. 22: PsHV-PCR nach Tomaszewski et al (2001): PCR-Produkte der genannten
Isolate nach Amplifikation mit dem Primer 11F

(Legende zu L; Spuren 1-13; ZK und H,O siehe Abb. 21)

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 ZK H;O

394 Bp »

Abb. 23: PsHV-PCR nach Tomaszewski et al (2001): PCR-Produkte der genannten
Isolate nach Amplifikation mit dem Primer 11R

(Legende zu L; Spuren 1-13; ZK und H,O siehe Abb. 21 )

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 ZK H;O

310 Bp »
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Abb. 24: PsHV-PCR nach Tomaszewski et al (2001): PCR-Produkte der genannten

Isolate nach Amplifikation mit dem Primer 23F

((L=DNA-Langenstandard A-DNA Hind 111 und ®X174-DNA Hae 111 (50 ng/pl);

Spuren 1-12= Analysierte PsHV-Isolate: 1=KS144/79, 2=6840/87; 3= 279/00; 4=3115/90;
5=1483/90; 6=8326/87; 7=3112/97; 8=670/01; 9=661/01; 10=564/99; 11=862/98,
12=180/01; ZK=uninfizierte Zellkultur als Negativkontrolle, Aufreinigung erfolgte parallel
zu den PsHV-Isolaten; H,O=Kontaminationskontrolle DEPC-H,0)

L1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 ZK H;O

281 Bp >
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Tabelle 29: Vergleichender Uberblick iiber die Einteilung der 14 neuen' PsHV-Isolate
im Hinblick auf die Ergebnisse der serologischen Untersuchung, der
Restriktionsenzymanalyse sowie der Untersuchung mittels

Polymerasekettenreaktion

Restriktionsgruppe
Sero-
PsHV- log. PCR-
Isolat Nr. Ein- Va-
teilun riante | EcoR |BamH| Hpa | Hind | Pst1 | Xbal | Xho 1
g I I i 11
KS 144/79" | | A Al | Al - Al | Al | Al
131/01 - - - A4
—————————————————————————————————————— A4.1
180/01; 181/01 - - A4 - Ad
3112/97 A4 - A4 | A42
1483/92‘1; 4051405 1 A | A3 | A3 | A3 | A3 | A3
8326/87" 1 bl b A3
2753/98 ) ) ) ) )
6840/87" Bl - Bl - -
564/99 B B3 | B3 - - -
2 2 B
661/01; 670/01 B4 | B4 B4 | B4 | B4
54/01 - - - - - B5
3115/88";
2009/99: 2490/00 C c Cl.1 | Cl.1 . Cl.1 | Cl.1
279/00 3 3 - | c13 - | c13
862/98 - - - - Cc3 | 3 -

Legende zur Tabelle 29:

' Die Ergebnisse der 5 als Referenzviren verwendeten und im Rahmen dieser Arbeit bei allen Methoden mit
untersuchten PsHV-Isolate KS 144/79, 6840/87, 3115/88, 1483/92 und 8326/87 sind aufgrund der besseren
Vergleichbarkeit mit den Ergebnisse und der Einteilung von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) in
dieser Tabelle mit aufgefiihrt
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Tabelle 30: Gegeniiberstellung der Einteilung der 30 sonstigen PsHV-Isolate nach den
Ergebnissen der serologischen Untersuchung und der Analyse mittels

Polymerasekettenreaktion

PsHV-Isolat Nr. Serologische Einteilung PCR-Variante
(PsHV)
6090/82 40.5 40.5
1639/87 3 6
1674/87 1 40.5
6733/87 2 2
6896/87 2 2
6908/87 2 2
5376/88 1 30.7
6058/89 1 1
7077/89 1 1
7129/89 1 40.5
1979/90 1 40.5
2864/90 3 3
3042/90 40.5 40.5
5174/90 40.5 40.5
5092/91 1 1
1613/92 1 8
2609/92 40.5 40.5
2384/92 3 7
1587/92 40.5 40.5
1071/93 2 9
1606/94 2 2
2335/94 3 3
4739/94 3 3
5139/94 3 3
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PsHV-Isolat Nr. Serologische Einteilung PCR-Variante
(PsHV)
5192/94 3 3
1257/95 1 1
1277/95 2 2
1987/95 40.5 40.5
2162/95 40.5 40.5
2685/95 40.5 40.5
4133/95 2 2

Tabelle 31: Einteilung aller untersuchten PsHV-Isolate nach Spezies, serologischer

Gruppierung, Restriktionsgruppe und PCR-Variante

PsHV- Spezies Serosubtyp Restriktiolns- PC.R-
Isolat Nr. (PsHV) gruppe Variante
3112/97 k. A. 40.5 A4.2 40.5
2753/98 Taubenhalsamazone 40.5 A3 40.5
862/98 Soldatenara 3 C3 3
564/99 Gelbstirnamazone 2 B3 2
2009/99 Blaustirnamazone 3 Cl.1 3
2490/00 Cubaamazone 3 Cl.1 3
279/00 Blaustirnamazone 3 Cl3 3
180/01 Monchssittich 40.5 A4.1 40.5
181/01 Nymphensittich 40.5 A4l 40.5
661/01 Blaustirnamazone 2 B4 2
663/01 Rosellasittich 2 B4 2
670/01 Graupapagei 2 B4 2
54/01 Orangenhaubenkakadu 2 B5 2
131/01 Gelbschulteramazone 1 A4 1
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PsHV- . Serosubtyp | Restriktions- PCR-
Isolat Nr. Spezies (PsHYV) gruppe1 Variante
6090/82 Rosakakadu 40.5 n. u. 40.5

1639/87 Graupapagei 3 n. u. 6
1674/87 Glatzkopfpapagei 1 n. u. 40.5
6733/87 Blaustirnamazone 2 n. u. 2
6896/87 Graupapagei 2 n. u. 2
6908/87 Timneh-Graupapagei 2 n. u. 2
5376/88 Blaustirnamazone 1 n. u. 30.7
6058/89 Graupapagei 1 n. u. 1
7077/89 Panamaamazone 1 n. u. 1
7129/89 Graupapagei 1 n. u. 40.5
1979/90 Blaustirnamazone 1 n. u. 40.5
2864/90 Gelbwangenamazone 3 n. u. 3
3042/90 Blaustirnamazone 40.5 n. u. 40.5
5174/90 Blaustirnamazone 40.5 n. u. 40.5
5092/91 Gelbbugamazone 1 n. u. 1
1613/92 Venezuelaamazone 1 n. u. 8
2609/92 Taubenhalsamazone 40.5 n. u. 40.5
2384/92 Blaustirnamazone 3 n. u. 7
1587/92 Gelbnackenamazone 40.5 n.u 40.5
1071/93 Gelbscheitelamazone 2 n.u 9
1606/94 Molukkenkakadu 2 n. u. 2
2335/94 Blaustirnamazone 3 n. u. 3
4739/94 Rosakakadu 3 n. u. 3
5139/94 Gelbscheitelamazone 3 n. u. 3
5192/94 Blaustirnamazone 3 n. u. 3
1257/95 Scharlachkopfpapagei 1 n. u 1
1277/95 Orangehaubenkakadu 2 n. u. 2
1987/95 Kubaamazone 40.5 n. u. 40.5




Ergebnisse

162
PsHV- Spezies Serosubtyp | Restriktions- PCR-
Isolat Nr. P (PsHYV) gruppe1 Variante
2162/95 Gelbscheitelamazone 40.5 A2 40.5
2685/95 Felsensittich 40.5 A2 40.5
4133/95 Amazone 2 F' 2

Legende zur Tabelle 31:

k. A.: keine Angaben

n. u.: nicht untersucht

! Die PsHV-Isolate 2162/95, 2685/95 und 4133/95 wurden im Rahmen der Dissertationsschrift von

SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) mittels Spaltung durch Restriktionsendonukleasen untersucht

und in die angegebenen Restriktionsgruppen eingeteilt
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4.5 Vergleich der Proteinmuster und Western Blot

4.5.1 Vergleich der Proteinmuster

Zum Vergleich der Proteinmuster der 5 eingesetzten PsHV-Isolate (Referenzstimme fiir
die 5 serologischen Subtypen, vgl. Tabelle 5) und der gleichzeitig mitgefiihrten, als
Negativkontrolle dienenden uninfizierten HEF-Kultur wurden die Virusproteine wie
unter Punkt 3.2.5.1 beschrieben aus dem Uberstand sowie dem Zellpellet von infizierten
HEF-Kulturen extrahiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. Punkt 3.2.5.2). In
Vorversuchen wurden zur Auftrennung Trenngele mit einem Anteil von 10, 12 und 15%
Acrylamid verwendet. Hierbei war bei einer Konzentration von 12% Acrylamid im
Trenngel die Auftrennung und Darstellung der einzelnen Banden am deutlichsten.

Beim Vergleich der Proteinmuster ergab sich eine nahezu vollstindige
Ubereinstimmung der ,,Proteinfingerprints® aller 5 PsHV-Isolate sowohl untereinander

als auch mit der Negativkontrolle (Abb. 25).

Abb. 25: |, Proteinfingerprint“ der 5 PsHV-Referenzstimme (Spur 2: KS144/79; Spur 3:
6840/87; Spur 4: 3115/88; Spur 5: 1483/92; Spur 6: 8326/87) sowie einer
uninfizierten HEF-Kultur (Spur 7). Alle Proteine wurden aus dem Uberstand
infizierter bzw. einer nicht infizierten HEF-Kultur gewonnen. Als Marker (Spur
1) dienten bovines Myosin (245 kDa), p-Galaktosidase (123 kDa), bovines
Serumalbumin (77 kDa), Ovalbumin (42 kDa), carbonische Anhydrase (30
kDa), Soja-Trypsin-Inhibitor (25,4 kDa) und Lysozym vom Huhn (17 kDa)

kDa 1 2 3 4 5 6
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4.5.2 Western Blot

In Vorversuchen wurden als Erstantikrper zum Nachweis von virusspezifischem
Antigen polyklonale Hyperimmunseren aus Kaninchen gegen PsHV (vgl. Tabelle 7) in
Verdiinnungen von 1:10, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500 und 1:1000 in TBS eingesetzt. Ein
Kaninchen-Negativserum wurde ebenfalls in den genannten Verdiinnungen getestet. Bis
zu der Verdiinnung von 1:50 zeigte das negative Kontrollserum unspezifische Bindung
an alle auf die Membran geblotteten Proteine. Ab einer Serumverdiinnung von 1:100
waren keine unspezifischen Reaktionen des Kaninchen-Negativserums mehr
nachweisbar, so dass bei diesem Ansatz nur die Banden des Markers in Spur 1 sichtbar
waren. Die positiven Kaninchen-Antiseren zeigten in allen Verdiinnungen Bindung an
die Proteine sowohl der PsHV-Referenzstimme als auch der nicht infizierten HEF-
Kultur. Um spezifische Bindungen an Antigen zu gewéhrleisten, wurden die Seren in
den weiteren Untersuchungen in einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt (vgl. Punkt
3.2.5.4). Da sich die Proteinbanden der aus dem Zellkulturiiberstand extrahierten
Antigene deutlich besser auftrennten und darstellten als diejenigen aus dem Zellpellett,
wurden fiir die folgenden Versuche jeweils nur die aus dem Zellkulturiiberstand

gewonnenen Extrakte (vgl. Punkt 3.2.5.1) verwendet.

Auf 6 Nitrozellulosemembranen wurden die extrahierten Antigene der 5 PsHV-
Referenzstimme und der als Negativkontrolle verwendeten uninfizierten HEF-Kultur
geblottet. AnschlieBend wurden die Membranen zum Nachweis bzw. Vergleich der
virusspezifischen Proteine mit jeweils einem der 5 Kaninchen-Antiseren gegen PsHV

sowie dem Kaninchen-Negativserum inkubiert.

Bei der Beurteilung stellte sich heraus, dass sich die Kaninchen-Hyperimmunseren nur
bedingt zum Nachweis virusspezifischer Proteine eigneten, da sie Reaktivitdt sowohl
mit den unterschiedlichsten Proteinen der PsHV-Stdmme als auch der Negativkontrolle
zeigten, so dass aufgrund der Vielzahl an detektierten Banden weder eine eindeutige
Zuordnung zu virusspezifischen Proteinen noch eine Differenzierung stammspezifischer
Antigene moglich war. Abbildung 26 zeigt als Beispiel ein Foto des Western Blots mit
dem Kaninchen-Antiserum gegen PsHV 3115/92 als Primérantikorper.
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Abb. 26: Western Blot der Virusproteine der PsHV-Referenzstimme (Spur 2-6, vgl. Text zur
Abb. 25) und der Negativkontrolle (Spur 7) mit dem Kaninchen-Antiserum gegen
PsHV 3115/92. In Spur 1 befindet sich ein Molekulargewichtsmarker
(Molekulargewichte in kDa siehe Text zur Abb. 25).
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Die zur Immunisierung der Kaninchen bei der Produktion der Antiseren verwendeten
Antigene wurden wie unter Punkt 3.2.2.1 beschrieben nach einem von LANCZ (1973)
beschriebenen Verfahren gereinigt und angereichert, wobei als Ausgangsmaterial die
Uberstinde aus infizierten bzw. uninfizierten HEF-Kulturen dienten. Da alle 5
Kaninchen-Antiseren die von der Negativkontrolle auf die Nitrozellulosemembran
geblotteten Proteinbanden detektierten, ist anzunehmen, daf in den polyklonalen
Antiseren Antikorper gegen HEF enthalten sind, welche von den Kaninchen nach deren
Immunisierung mit der gereinigten und  konzentrierten, adjuvantierten
Antigensuspension gebildet wurden. Aus diesem Grund wurde der komplette Versuch
wiederholt und die Antiseren zuvor zum Zwecke der Ausfillung bzw. Neutralisierung
der gegen die HEF gerichteten Antikorper im Verhiltnis 1:1 mit einer mittels
Ultraschall behandelten HEF-Suspension versetzt und fiir 2 Stunden unter leichtem
Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Mischung wurde anschlieBend {iber Nacht
im Kiihlschrank aufbewahrt und der Uberstand am nichsten Tag nach Abzentrifugieren
der zelluldren Bestandteile erneut im Western Blot eingesetzt. Auch nach Inkubation der
Antiseren mit der homogenisierten Zellsuspension wurde im Western Blot keine

Verbesserung in Form einer Reduktion der Anzahl an detektierten Proteinbanden erzielt
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und somit konnte wiederum weder eine eindeutige Zuordnung virusspezifischer
Proteine noch eine Differenzierung derselben zwischen den 5 verschiedenen PsHV-

Referenzstimmen vorgenommen werden (Abb. 27).

Abbildung 27: Western Blot der Virusproteine der PsHV-Referenzstdmme (Spur 2-6) und der
Negativkontrolle (Spur 7) mit dem mittels homogenisierter HEF-Suspension
behandelten Kaninchen-Antiserum gegen PsHV 3115/92. In Spur 1 befindet

sich ein Molekulargewichtsmarker (Molekulargewichte in kDa siehe Text zur
Abb. 25).
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5 Diskussion

5.1 Virusidentifikation

Um eine Identifikation der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Virusisolate als
Herpesviren vorzunehmen bzw. eine Verwechslung mit Viren anderer Familien
auszuschlieBen, wurden durch eigene und frithere diagnostische Untersuchungen (vgl.
hierzu Punkt 3.2.1) bestimmte morphologische, physikalisch-chemische und biologische

Eigenschaften nachgewiesen.

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung wurden Partikel gefunden, die
aufgrund ihrer Morphologie und GréBe als herpesvirusédhnlich angesprochen werden
konnen. Das Vorkommen von Virionen, bei denen 2 Kapside von einer gemeinsamen
Hiille umgeben werden, ist bei Herpesviren relativ hdufig anzutreffen (BOLLER,
personliche Mitteilung, 2004).

Alle hier untersuchten Virusisolate erweisen sich als chloroformempfindlich, da eine
Behandlung mit 10%igem Chloroform eine vollstindige Zerstorung der Infektiositét
bewirkt. Dadurch wird der Nachweis erbracht, da3 es sich um Viren mit lipidhaltiger

Hiille handelt (FENNER et al., 1993).

Die Kultivierung unter Zusatz von 50 pg/ml IUDR fiihrt zu einer Hemmung der
Virusvermehrung um den Faktor 10" bis 10°. Daher handelt es sich um DNA-haltige
Viren. Gleiches wird durch die fiir die Spaltung mit Restriktionsendonukleasen und die
PCR notwendigen Nukleinsdureextraktionen belegt, da nach dem Verdau mit RNase
noch Nukleinsdure vorhanden ist bzw. nur DNA zuriickbleibt, welche dann nach
Durchfiihrung der genannten Untersuchungsmethoden im Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und nach Féarbung mit Ethidiumbromid unter UV-Transillumination

visualisiert wird.
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Folglich ist zu sagen, daB3 durch die beschriebenen Untersuchungen RNA-Viren sowie
unbehiillte DNA-Viren der Familien Adeno-, Papova-, Parvo- und Circoviridae
ausgeschlossen werden konnen. Die elektronenmikroskopische Untersuchung bestitigt
zudem das Vorhandensein von sphérischen Virionen mit ikosaedrischem Kapsid einer
GroBe von ca. 100 nm, welches von einer grofen, weiten Hiille umgeben ist (vgl. Abb. 4
und 5).

Aus den Daten der Tabelle 12 wird deutlich, dal die Virusisolierung aus
homogenisiertem Organmaterial von Lunge und Herz wesentlich héufiger gelang als aus
den anderen im Rahmen der Diagnostik untersuchten Organen. Die Isolierungssraten
aus Leber-, Milz, Nieren- und Darmgewebe waren in der angegebenen Reihenfolge
absteigend geringer und bei den untersuchten Gehirnhomogenisaten gelang die
Anziichtung nur verhéltnisméBig selten. Diese Befunde decken sich weitestgehend mit
denen von ESKENS et al. (1994), die bei 31 an PPD gestorbenen Psittaziden eine
virologische Untersuchung durchfiihrten und dabei die Anziichtbarkeit des PsHV aus
homogenisiertem Gewebematerial von Herz, Leber, Milz, Niere, Lunge, Darm und
Driisenmagen untersuchten. Auch ESKENS et al. gelang eine Virusisolierung besonders
héufig in HEF-Kulturen, die mit homogenisiertem Herz- oder Lungengewebe inokuliert
waren. Die Anziichtung aus Milz und Leber war deutlich weniger erfolgreich und bei
den untersuchten Proben aus Niere, Driisenmagen und Darmgewebe gelang sie nur
relativ selten. Gehirnmaterial wurde von ESKENS et al. (1994) nicht untersucht. Die
eigenen niedrigen Isolierungsraten bei den untersuchten Gehirnproben stehen dagegen
im Gegensatz zu den Ergebnissen der Untersuchungen von GRAVENDYCK et al.
(1998), die bis zu 52 Organe von insgesamt 18 im Verlauf eines PPD-Ausbruches
verendeter Psittaziden auf deren Virusgehalt untersuchten und bei allen Proben aus dem
Bereich des Kleinhirns sowie der Mehrzahl aller aus dem Bereich des verldngerten
Riickenmarkes entnommenen Proben Virus anziichten konnten. Beim Vergleich der bei
den iibrigen Organen von GRAVENDYCK et al. (1998) gefundenen Resultate zeigt sich
jedoch eine deutliche Ubereinstimmung mit den eigenen Ergebnissen, da den Autoren
eine Virusisolierung aus der Lunge in allen und aus dem Herz in iiber 90% aller Fille
gelang und Proben aus dem unteren Verdauungstrakt sich dagegen zu einem relativ

hohen Prozentsatz als PsHV-negativ erwiesen. Bei der Auswahl der in der praktischen



Diskussion 169

virologischen Diagnostik zu untersuchenden Organe sollten diese Unterschiede auf

jeden Fall berticksichtigt werden.

Alle Isolate zeigen in HEF-Kulturen einen lichtmikroskopisch deutlich sichtbaren, fiir
Psittaziden-Herpesviren charakteristischen cpE mit Bildung von zunéchst herdférmig
gelegenen, in der Grofle variierenden abgerundeten Zellen sowie diffuser Verteilung
dieser rundlichen Zellen und Zelllyse in den spdteren Infektionsstadien. Bei einigen
Isolaten treten zusétzlich vergroBerte Zellen auf, die sich zu Synzytien entwickeln (vgl.
Tabelle 14). Die Zeitspanne vom Auftreten des cpEs bis zur mehr oder weniger
vollstindigen Zerstorung des Zellrasens der an die Zellkultur adaptierten Virusisolate (2
bis 5 Tage; Ausnahme 11 Tage bei Isolat 279/00) ist fiir Psittaziden-Herpesviren
(EHRSAM et al., 1978; HIRAI et al., 1979; CHO und McDONALD, 1980; KALETA et
al., 1980b) im Unterschied zu anderen Herpesviren avidren Ursprungs (HEINRICHS,
1992) als charakteristisch anzusehen. Dabei bestétigt sich weitestgehend die von
SPENKOCH-PIPER (1993) beobachtete Korrelation des cpE mit der serologischen
Gruppierung. Die Autorin teilte die von ihr untersuchten PsHV-Isolate in drei
Serogruppen ein, wobei Vertreter der Serogruppe 2 (reprasentiert u.a. durch PsHV-Isolat
6840/87) einen durch groBe runde Zellen und Synzytien gekennzeichneten cpE
hervorriefen. Vertreter der Serogruppen 1 (reprédsentiert u.a. durch PsHV-Isolat
KS144/79) und 3 (reprisentiert durch PsHV-Isolat 3115/88) induzierten oft die Bildung
von kleinen runden Zellen und seltener auch kleinen Synzytien. Bei den im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Isolaten fdllt {ibereinstimmend mit den Ergebnissen von
SPENKOCH-PIPER (1993) auf, daB3 die in HEF-Kulturen beobachteten Unterschiede
der zytopathischen Effekte weitestgehend mit der serologischen Einteilung korrelieren.
Dementsprechend verursachen die der Serogruppe PsHV-2 zugeordneten Isolate 564/99,
661/01, 663/01, 670/01 und 54/01 ein schnelles Auftreten von grofen abgerundeten
Zellen und Synzytien iiber den gesamten Beobachtungszeitraum, wohingegen das Isolat
131/01, welches serologisch dem Subtyp PsHV-1 entspricht, durch einen cpE mit sehr
kleinen runden Zellen und wenigen kleinen Synzytien gekennzeichnet ist.

Der durch die dem serologischen Subtyp PsHV-3 zugeordneten Isolate 862/98, 2009/99

und 2490/00 induzierte cpE entsteht langsamer und tritt zuerst in Form von vereinzelten
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herdférmigen Arealen mit kleinen, abgerundeten Zellen auf, welche erst nach 3 bis 5
Tagen konfluieren und sich dann iiber den gesamten Zellrasen ausbreiten. Der cpE des
Isolates 279/00 dhnelt morphologisch demjenigen der anderen dem serologischen
Subtyp PsHV-3 zugeordneten Isolate, ist aber in seiner Ausbreitungsgeschwindigkeit
viel langsamer und tritt erst am Tag 9 p. inf. auf. Dies ist evtl. durch einen im Vergleich
zu den anderen Isolaten niedrigeren Infektionstiter zu erkléren. Das Isolat 279/00 wurde
aus dem operativ entfernten Gewebe eines Kloakenpapilloms eines zum Zeitpunkt der
Untersuchung noch lebendigen, nicht virdmischen Tieres isoliert. Somit war die in dem
Papillom enthaltene Ausgangsvirusmenge viel geringer als diejenige der Organe von an
PPD gestorbenen Psittaziden, aus denen alle anderen Isolate gewonnen worden sind. Zur
Beurteilung der Art und Morphologie der zytopathischen Effekte wurde von jedem
Isolat die 8. Passage auf HEF-Kulturen in einer Infektionsdosis von 10> bis 10%°
GKIDsy/ml eingesetzt. Bei Isolat 279/00 lag der Ausgangstiter der 8. Passage jedoch nur
bei 10*? GKIDso/ml, so daB3 evtl. eine weitere Passagierung des Isolates zur besseren
Adaptation an die HEF-Kultur oder eine Konzentrierung der eingesetzten
Ausgangsvirussuspension hilfreich gewesen wire, um den Infektionstiter an denjenigen
der anderen PsHV-Isolate anzupassen und die Ausbreitungsgeschwindigkeit des Isolates

objektiv beurteilen zu kdnnen.

Die Isolate 3112/97, 2753/98, 180/01 sowie 181/01 konnten serologisch sowohl dem
Subtyp PsHV-4 als auch PsHV-5 zugeordnet werden und induzieren einen sich schnell
tiber den gesamten Zellrasen verteilenden cpE mit kleinen abgerundeten Zellen und
kleinen Synzytien. Auffillig ist das Verhalten des als Referenzvirus fiir den Subtyp
PsHV-5 eingesetzten Isolates 8326/87. Entgegen den Beobachtungen von SPENKOCH-
PIPER (1993) und GUNTHER (1995) unterscheidet sich das Isolat 8326/87 im Hinblick
auf seine Ausbreitungsgeschwindigkeit nicht von den o.g. Isolaten. Es zeigt bei den
eigenen Versuchen eine schnelle Ausbreitungsgeschwindigkeit mit Bildung von kleinen
runden Zellen und Synzytien in diffuser Verteilung. Das von GUNTHER (1995)
beschriebene Vorkommen eines Stagnationsstadiums von bis zu 5 Tagen bei der
Ausbreitung des cpE kann anhand der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten

Untersuchungen nicht bestitigt werden, da sich der cpE bereits 3 Tage p. inf. iiber den
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gesamten Zellrasen verteilt und 5 Tage p. inf. ca. 60% des Zellrasens zerstort war mit

Auftreten von massenhaft kleinen runden Zellen im Uberstand.

Der durch die untersuchten Virusisolate verursachte CPE 148t sich mit in Kaninchen
produzierten Antiseren gegen die 5 verschiedenen serologischen PsHV-Subtypen nach
GRAVENDYCK et al. (1996) je nach serologischer Verwandschaft bis zu 100%

neutralisieren.

Alle genannten Untersuchungen belegen, daB3 es sich bei diesen Virusisolaten um

Psittaziden-Herpesviren handelt.

5.2 Neutralisationstests in HEF-Kulturen

Fiir die Beurteilung der serologischen Verwandtschaftsbeziechungen der im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten 14 neuen und 31 sonstigen PsHV-Isolate (vgl. Punkt 3.1.1.1
und 3.1.1.2) zu den bisher etablierten Subtypen werden die aus den Titerergebnissen der
Neutralisationstests errechneten PK-Werte herangezogen. Analog zur Vorgehensweise
von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) wird bei der Bewertung des PK-Wertes der
Einteilung von GIAMBRONE und SOLANO (1988) gefolgt, wonach Virusisolate
aufgrund der Hohe ihrer PK-Werte differenziert werden in ,,nicht verwandt” (PK-Wert
kleiner als 30), ,,verwandt* (PK-Wert zwischen 30 und 70) und ,,serologisch identisch*
(PK-Wert tiber 70). Demzufolge konnen 10 der 14 neuen PsHV-Isolate sowie 23 der 31
sonstigen PsHV-Isolate eindeutig den bisher etablierten serologischen Subtypen
zugeordnet werden. Insgesamt handelt es dabei um 33 Isolate, von denen aufgrund ihres
Neutralisationsverhaltens 10 dem Subtyp 1, 12 dem Subtyp 2 sowie 11 dem Subtyp 3
angehoren (vgl. Tabellen 20 und 21). Bei den iibrigen 12 Isolaten ist serologisch keine
eindeutige Zuordnung bzw. keine Abgrenzung zwischen dem Subtyp 4 und 5 moglich,
da diese durch die Antiseren gegen PsHV-4 und PsHV-5 in gleichem Mal3e neutralisiert
werden und somit antigenetische Gemeinsamkeiten mit beiden Subtypen zeigen. Dies

konnte dadurch erklédrt werden, dafl diese 12 Isolate eine Mischpopulation aus PsHV
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vom Subtyp 4 und solchen von Subtyp 5 darstellen oder aber antigenetische
Eigenschaften beider Subtypen besitzen. Erstere Moglichkeit ist jedoch
unwahrscheinlich, da alle Isolate vor der Vermehrung durch Endpunkttitration gereinigt
wurden und, sofern durchgefiihrt, bei der Spaltung mit Restriktionsendonukleasen klare
Bandenmuster zeigen. Gegen die zweite Moglichkeit spricht, daB3 die PK-Werte aller 12
Isolate fiir die Neutralisation mit beiden Subtypen nicht grenzwertig, sondern deutlich
grofler als 70 sind. Es fillt auf, dass keines der insgesamt 45 untersuchten Isolate
eindeutig nur dem Subtyp 4 oder nur dem Subtyp 5 zuzuordnen ist. Es muf} daher auch
ein Zusammenhang mit den eingesetzten Kaninchen-Antiseren gegen PsHV-4 und
PsHV-5, z.B. ein Fehler bei deren Herstellung oder eine Kontamination der zu deren
Produktion verwendeten Referenzviren 1483/92 oder 8326/87 in Betracht gezogen
werden (vgl. auch Punkt 5.4)

5.3 Restriktionsenzymanalyse

Die anhand der erhaltenen  Bandenmuster bei der  Spaltung  mit
Restriktionsendonukleasen vorgenommene Einordnung der in der Tabelle 3 unter Punkt
3.1.1.1 aufgelisteten neuen PsHV-Isolate in Restriktionsgruppen zeigen bis auf eine
Ausnahme Ubereinstimmung mit deren serologischer Einteilung, wobei durch die
Restriktionsenzymanalyse eine weitergehende Differenzierung in Untergruppen méglich
ist (vgl. Tabelle 29).

Das Isolat 131/01 wurde serologisch dem Subtyp PsHV-1 zugeordnet, wiahrend seine 3
auswertbaren Bandenmuster identisch waren mit denen der Isolate 180/01 und 181/01
(Serosubtyp PsHV-4 0.-5). Aus diesem Grund wurde das Isolat 131/01 zusammen mit
den Isolaten 180/01 und 181/01 in die Restriktionsgruppe bzw. —untergruppe A4
eingeteilt. Das bei allen Restriktionsendonukleasespaltungen als Referenzvirus fiir den
serologischen Subtyp PsHV-1 mitgefiihrte Isolat KS 144/79 wird dagegen analog zu den
Ergebnissen von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) in die Restriktionsgruppe Al
eingeteilt. SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) untersuchte insgesamt 16 Isolate,

welche serologisch dem Subtyp PsHV-1 zugeordnet werden konnten. Diese 16 Isolate
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lieBen sich anhand ihrer Restriktionsmuster in die beiden Untergruppen Al und A2
einteilen. Das Isolat 131/01 sollte nochmals serologisch und mittels Spaltung durch
Restriktionsendonukleasen iiberpriift werden, bevor eine endgiiltige Entscheidung iiber
seine Zugehorigkeit getroffen werden kann. Fiir eine Wiederholung der serologischen
Untersuchung wére aufgrund der unter Punkt 4.2.1.2.1 beschriebenen Problematik die
Herstellung eines neuen Antiserums mit einem hoheren Gehalt an neutralisierenden
Antikorpern gegen das als Referenzvirus fiir den serologischen Subtyp 4 verwendeten
PsHV 1483/90 notwendig.

Bei den 14 untersuchten Virusisolaten konnten insgesamt 9 verschiedene
Fragmentmuster unterschieden werden. Keines der gefundenen Spaltmuster zeigte
Gemeinsamkeiten mit denen von Herpesviren, die bei anderen, nicht der Ordnung
Psittaciformes  zugehdrigen Vogeln beschrieben wurden (GUNTHER, 1995;
GRAVENDYCK, 1996; GUNTHER et al., 1997).

SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) konnte die von ihr untersuchten 30 PsHV-Isolate
in insgesamt 7 verschiedene Restriktionsgruppen und innerhalb derer in weitere
Untergruppen einteilen. Jedes der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Isolate konnte
einer der von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) etablierten Restriktionsgruppen
zugeordnet werden, wobei bei der Auswertung der Bandenmuster der Vorgehensweise
der Autorin gefolgt wurde. Die hier untersuchten Isolate verteilen sich auf die 3
Gruppen A, B und C; den Gruppen D, E, F oder G wurde keines der hier untersuchten

Isolate zugeordnet.

Isolate, die wihrend eines PPD-Seuchenzuges aus verschiedenen Tieren des gleichen
Bestandes isoliert worden sind, zeigen ein identisches Fragmentmuster. Es handelt sich
dabei um die Isolate 180/01 und 181/01 aus Bestand E (Restriktionsgruppe A4.1) sowie
670/01 und 661/01 aus Bestand F (Restriktionsgruppe B4). Diese Anzahl an
untersuchten Proben ist zu gering, um eine gesicherte Aussage treffen zu konnen; jedoch
kann die Vermutung formuliert werden, dafl in diesen Ausbriichen jeweils nur ein
einziger Virusstamm beteiligt war. Es kann nicht ausgeschlossen werden, da3 auch
mehrere PsHV  gleichzeitig in einem Bestand vorkommen und einen

Krankheitsausbruch verursachen kénnen. Auch SCHRODER-GRAVENDYCK (1999)
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konnte bei einer Anzahl von einmal 2 und einmal 3 Isolaten, die wihrend eines PPD-
Ausbruches aus dem gleichen Bestand isoliert wurden, keinen Unterschied im
Bandenmuster ihrer DNA feststellen. Damit decken sich die Ergebnisse der Autorin mit
den hier beschriebenen Befunden und festigen die oben geduBerte Annahme, dal3 fiir

einen PPD-Ausbruch jeweils nur ein PsHV verantwortlich zu sein scheint.

Die drei Isolate 2753/98, 2009/99 und 2490/00 wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten mit einem Abstand von jeweils ca. einem Jahr aus demselben Bestand
(Bestand B) isoliert. Hierbei fallt auf, da3 das Isolat 2753/98 sich sowohl serologisch als
auch im Hinblick auf das nach Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen erhaltene
Bandenmuster seiner DNA deutlich von den Isolaten 2009/99 und 2490/00
unterscheidet, wohingegen zwischen den beiden letzgenannten Isolaten keine
Unterschiede festzustellen sind. Das wihrend des ersten Seuchenzuges im Jahr 1998 im
Bestand B aus den Organen einer Taubenhalsamazone (4. vinacea) isolierte PsHV
2753/98 ist antigenetisch (Serosubtyp PsHV-4 o. -5) sowie aufgrund der Ergebnisse der
Restriktionsenzymanalyse (Restriktionsgruppe A3) identisch mit dem als Referenzvirus
fiir den serologischen Subtyp PsHV-4 eingesetzten Isolat 1483/90. Die Ergebnisse der
Restriktionsenzymanalyse und die Zuordnung zur Untergruppe A3 sind jedoch, wie
unter Punkt 4.3.2 beschrieben, nur bedingt als aussagekriftig anzusehen, da bei Isolat
2753/98 nur die Bandenmuster nach Spaltung mit den Endonukleasen Xhol und Eco RI
auswertbar waren.

Die in den Jahren 1999 bzw. 2000 im Bestand B isolierten PsHV 2009/99 und 2490/00
dagegen werden serologisch dem Subtyp PsHV-3 zugeordnet und zeigen bei den
Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen sowohl untereinander als auch mit dem als
Referenzvirus fiir den Subtyp PsHV-3 verwendeten Isolat 3115/88 ein identisches
Fragmentmuster ihrer DNA. Die beiden Isolate werden demzufolge analog zum
Referenzvirus 3115/88 der Restriktionsgruppe C1.1 zugeordnet.

Aufgrund der genannten Unterschiede kann bei dem zweiten PPD-Ausbruch im Jahr
1999 von einer Neuinfektion ausgegangen werden. Da es sich bei dem Bestand B nicht
um einen geschlossenen Zuchtbestand handelt, bleibt offen, ob das Virus durch einen

neu in den Bestand importierten Vogel eingeschleppt wurde oder aber durch
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Reaktivierung einer latenten Infektion bei einem schon lidnger in der Haltung
befindlichen Trégertier aufgetreten ist. Nach dem zweiten Seuchenzug im Jahr 1999
wurden alle noch nicht erkrankten Tiere im Bestand einer Notimpfung mit einer durch
Formalin und Hitze inaktivierten Vakzine, hergestellt aus Isolat 2009/99 in der Klinik
fiir Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische der Justus-Liebig-Universitit in Gielen,
unterzogen. Im Bestand wurden auflerdem allgemeine seuchenhygienische Mafinahmen
wie Quaranténisierung der Neuzugénge und hygienisches Management mit regelméaBiger
Reinigung und Desinfektion der Rdume und des Futtergeschirrs eingefiihrt. Nach der
Vakzinierung kam es zum Ende der PPD-Endemie, so dass der zum Zeitpunkt der
Impfung verbleibene Restbestand erhalten werden konnte. Dies deckt sich mit den
Untersuchungen von KALETA und BRINKMANN (1993), STEINKE und MUNDT
(1997) sowie SCHRODER-GRAVENDYCK (1999), die nach Impfungen mit einem
bestandsspezifischen Impfstoff in insgesamt 6 verschiedenen Bestinden iiber einen
Beobachtungszeitraum von mehreren Monaten alle Vogel als klinisch gesund
beschreiben. In der Folgezeit wurden alle Neuzugénge wihrend der Quaranténezeit mit
dem oben beschriebenen inaktivierten Impfstoff geimpft, und es erfolgte eine
regelmdfige Revakzination aller in der Haltung befindlichen Tiere. Sechs Tage nach
einer solchen Wiederholungsimpfung im Jahr 2000 zeigte eine Kubaamazone (A.
leucocephala leucocephala) zuerst unspezifische (Apathie, gestrdubtes Gefieder), dann
spezifische Krankheitssymptome der PPD wie Diarrhoe und Polyurie und verendete am
Tag darauf. Aus den Organen dieses Tieres wurde das PsHV 2490/00 isoliert. Diese
anamnestischen Informationen fiihren zu der Frage, ob der verwendete Impfstoff
aufgrund einer unvollstindigen Inaktivierung noch infektioses PsHV enthielt. Die nach
der Herstellung des Impfstoffes durchgefiihrte Inaktivierungskontrolle sowie die
Tatsache, daB3 nur ein einziges Tier erkrankte, sprechen jedoch gegen diese Annahme.
Zum Zeitpunkt des zweiten PPD-Seuchenzuges wurde die Kubaamazone bereits im
Bestand B gehalten und {iberlebte als Kontakttier ohne Krankheitssymptome. Aus
diesem Grunde liegt die Vermutung nahe, dall das Tier seit der PPD-Endemie im Jahr
1999 inapparenter Triger des Virus war und durch den durch die Manipulationen
wihrend der Impfung verursachten Stre eine Reaktivierung der latenten Infektion

erfolgte. Da das PsHV 2009/99, welches zur Impfstoffherstellung verwendet wurde,
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weder  serologisch noch anhand der Fragmentmuster seiner  mittels
Restriktionsendonukleasen gespaltenen DNA von dem aus den Organen der
Kubaamazone isolierten Virus 2490/00 unterschieden werden kann, ist es
wahrscheinlich, daB3 der durch die bisherigen Impfungen aufgebaute Schutz in diesem
Individualtier entweder nur unvollstindig entwickelt war oder aber das Impfintervall
von mehr als einem Jahr zu grol war, um eine ausreichende Immunabwehr

aufrechtzuerhalten.

Bei den beiden Isolaten 3112/97 und 564/99 handelt es sich ebenfalls um PsHYV, die
nacheinander im Abstand von «ca. zwei Jahren bei jeweils getrennten
Seuchenausbriichen aus demselben Bestand (Bestand A) isoliert wurden. Es kann
aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen belegt werden,
dass bei dem zweiten Ausbruch im Jahr 1999, in dessen Folge 12 Psittaziden starben,
eine Neuinfektion stattgefunden haben muf}, da sowohl die serologischen Eigenschaften
als auch das Spaltmuster der DNA des Isolates 564/99 (PsHV-Subtyp 2;
Restriktionsgruppe B3) vollkommen verschieden von dem wéhrend des ersten
Ausbruches im Jahr 1997 isolierten PsHV 3112/97 (PHV-Subtyp 4 o. 5;
Restriktionsgruppe B3) sind. Bei dem Bestand A ist als Besonderheit zu erwéhnen, dass
es sich um eine spanische Sammelstelle und Quarantinestation zum Import von
Psittaziden aus verschiedenen Kontinenten nach Europa handelt (vgl. Tabelle 2). Viele
Autoren beobachteten PPD-Krankheitsausbriiche im Zusammenhang mit kiirzlich
importierten Vogeln, wobei der durch den Transport und die verdnderten
Umgebungsbedingungen verursachte Strel den Ausbruch einer latenten Infektion
begiinstigt (SIMPSON und HANLEY, 1975; WINTEROLL, 1977; EHRSAM et al.,
1978; MEULEMANS et al., 1978; MILLER et al., 1979; RANDALL et al., 1979;
KALETA et al., 1980; GILBERT et al., 1984). Nach dem Seuchenzug im Jahr 1997
wurde aus dem aus dem Isolat 3112/97, wie bereits oben fiir Bestand B beschrieben, ein
homologer inaktivierter Impfstoff hergestellt, mit dem alle zu dieser Zeit in der
Sammelstelle befindlichen Psittaziden sowie alle Neuimporte kurz nach deren Ankunft
vakziniert wurden. Da das beim zweiten Ausbruch isolierte PsHV 564/99 grof3e

serologische und antigenetische Unterschiede zu dem zur Impfstoftherstellung
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verwendeten Isolat 3112/97 aufweist, ist es wahrscheinlich, dass der durch die
bisherigen Impfungen aufgebaute Schutz im Bestand A nur gegen Subtyp 4 o. 5, nicht
aber gegen Subtyp 2 ausreichte. Derartige fehlende Kreuzprotektion wird auch von
anderen Autoren berichtet (MAGNINO et al., 1996; SCHRODER-GRAVENDYCK,
1999).

5.4 Polymerase-Kettenreaktion

Insgesamt wurden 9 verschiedene PCR-Varianten bei den im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten PsHV-Isolaten beobachtet (vgl. Tabelle 28), wobei nicht alle Varianten in
gleicher Héufigkeit vorkommen. Der iiberwiegende Teil aller Isolate zeigt die
Amplifizierungsmuster der Varianten 1 bis 4 bzw. 5, wobei deren Numerierung analog
zu den bei der vergleichenden Untersuchung der ,Referenzviren“ fiir die 5
serologischen Subtypen (nach GRAVENDYCK et al, 1996) gefundenen
Amplifizierungsmustern erfolgte. Die Amplifizierungsmuster der Varianten 6 bis 9
wurden jeweils bei nur einem Isolat gefunden (vgl. Tabelle 27). Es fillt auf, daf3 die als
Referenzviren fiir die Serosubtypen 4 und 5 eingesetzten Isolate 1483/92 und 8326/87
ein identisches Amplifizierungsmuster aufweisen. Die beiden Isolate lassen sich
auBerdem weder anhand ihres Zellkulturverhaltens noch serologisch noch anhand des
Fragmentmusters ihrer mittels Restriktionsenzymen gespaltenen DNA voneinander
unterscheiden. Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Ergebnissen verschiedener
anderer Autoren (SPENKOCH-PIPER, 1993; TRITT, 1995; GUNTHER, 1995;
GRAVENDYCK, 1996; SCHRODER-GRAVENDYCK, 1999), die das Isolat 8326/87
serologisch klar einem eigenen Subtyp, dem PsHV-5, zuordnen konnen. Diese
Sonderstellung wurde von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) auch durch Spaltung
mittels Restriktionsendonukleasen bestétigt. Aufgrund der eigenen gegensitzlichen
Ergebnisse ist es sehr wahrscheinlich, dafl bei dem in dieser Arbeit verwendeten Isolat
8326/87 bereits zu Beginn der Untersuchungen entweder eine Laborverwechslung oder
aber eine Kontamination mit dem PsHV-Isolat 1483/92 bzw. einem anderen PsHV-

Isolat vom serologischen Subtyp 4 stattgefunden hat. Grund und genauer Zeitpunkt
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dieser Verwechslung bzw. Kontamination sind im Nachhinein jedoch nur sehr schwer

genau zu eruieren.

Die anhand der sich darstellenden unterschiedlichen Amplifizierungsmuster
vorgenommene Einordnung der in der Tabelle 3 unter Punkt 3.1.1.1 aufgelisteten neuen
PsHV-Isolate in PCR-Varianten deckt sich ausnahmslos mit deren serologischer
Einteilung (vgl. Tabelle 30). Beim Vergleich der PCR-Varianten mit den Ergebnissen
der bei diesen Isolaten ebenfalls durchgefiihrten Restriktionsenzymanalyse findet sich
auch eine groBe Ubereinstimmung. Lediglich bei Isolat 131/01 zeigen sich
unterschiedliche  Ergebnisse, da dieses Isolat aufgrund des gefundenen
Amplifizierungsmusters analog zu den Ergebnissen der serologischen Untersuchung
(PsHV-Subtyp 1) der Variante 1 zugeordnet wird, das Spaltmuster seiner DNA jedoch
identisch ist mit demjenigen der Isolate 180/01 und 181/01 (Restriktionsgruppe A4,
serologischer Subtyp 4 o. 5). Um eine eindeutige Aussage zur Zugehorigkeit dieses
Isolates treffen zu konnen, miissten die genannten Untersuchungsmethoden wiederholt

bzw. weiterfiihrende Genomanalysen durchgefiihrt werden.

Die 31 in der Tabelle 3 aufgelisteten sonstigen PsHV-Isolate wurden serologisch sowie
mittels PCR untersucht. Dabei war bei 23 Isolaten die serologische Einteilung
vollkommen iibereinstimmend mit der Zuordnung zu PCR-Varianten. Bei 8 Isolaten
dagegen zeigten sich Unterschiede, wobei eine Gruppe von 3 Isolaten serologisch dem
Subtyp 1, anhand der gefundenen Amplifizierungsmuster jedoch der Variante 4 o. 5
zugeordnet wurden. Bei diesen 3 Herpesvirusisolaten sollte die serologische Einteilung
nochmals tberpriift werden, ggf. mit einem neu hergestellten Antiserum gegen den
serologischen Subtyp PsHV-4. Jedes der iibrigen 5 Isolate konnte serologisch einem der
5 bisher etablierten Subtypen, nicht aber einer der Varianten 1 bis 5 zugeordnet werden.
Alle 5 Isolate zeigten ein von den Varianten 1 bis 5 verschiedenes
Amplifizierungsmuster und wurden daher als Varianten 6 bis 9 beziffert. Eine fehlende
DNA-Amplifizierung fiihrt zu der SchluBfolgerung, dal die Sequenz der Primerpaare
sich so stark von der zu untersuchenden Ziel-DNA unterscheidet, da3 ein ,,Annealing®

nicht moglich ist. Durch die PCR kénnen demzufolge 5 Isolate, die serologisch keine



Diskussion 179

Unterschiede zu den 5 etablierten Subtypen aufweisen, weitergehend differenziert

werden.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von TOMASZEWSKI et al. (2001), die mit dem
Primerpaar 23F bei 53 von 54 Proben ein Amplifikat nachweisen konnten, gelang dies
bei den eigenen Untersuchungen bei nur 35 von insgesamt 50 untersuchten Isolaten.
Unter Verwendung des Primerpaares 9F waren jedoch bei allen untersuchten Isolaten
Amplifikate in den erwarteten Langenbereichen vorhanden (vgl. Tabellen 25 und 26).
Der Vorschlag von TOMASZEWSKI et al. (2001), das Primerpaar 23F alleine als ein
sensitives Mittel zur Diagnose von PsHV in Organproben oder Zellkulturiiberstand bzw.
in Tupferproben lebender Tiere zu verwenden, kann aufgrund der hier gefundenen

Resultate nicht als sinnvoll erachtet werden.

Bei den untersuchten Isolaten konnte keine Speziesspezifitit in Bezug auf die genannte
Gruppierung festgestellt werden (vgl. Tabelle 32). Von insgesamt 11 PsHV, welche aus
Blaustirnamazonen (4. aestiva aestiva) isoliert wurden, wurden 2 dem serologischen
Subtyp PsHV-1, 2 dem Subtyp PsHV-2, 3 dem Subtyp PsHV-3 und 4 PsHV dem
serologischen Subtyp 4 o. 5 zugeordnet. Nach Durchfithrung der PCR zeigen die 11
Isolate aus Blaustirnamazonen 4 verschiedene Amplifizierungsmuster und bei den 3
PsHV ~ 2009/99, 279/00 und 661/01 wurden nach Spaltung mittels
Restriktionsendonukleasen 3 unterschiedliche Bandenmuster gefunden. Diese Befunde
decken sich mit denen von SCHRODER-GRAVENDYCK (1999), die ebenfalls keine
Ubereinstimmung zwischen Spezies und Gruppenzugehorigkeit bei den von ihr
untersuchten Isolaten feststellen konnte. Die von TOMASZEWSKI et al. (2001)
geduBerte Vermutung, daB} Isolate aus Graupapageien (Psittacus erithacus erithacus) mit
grofBerer Héaufigkeit seltene PCR-Varianten reprisentieren, kann aufgrund der eigenen
Ergebnisse nicht bestitigt werden. Von 6 Isolaten aus Graupapageien konnten 5 den am
héufigsten vorkommenden PCR-Varianten 1 bis 5 und nur das PsHV 1639/87 der
seltenen, einzig durch dieses Isolat reprisentierten PCR-Variante 6 zugeordnet werden.

Die in dieser Arbeit untersuchten Herpesviren stammen aus den Jahren 1982 bis 2001.

Bei Betrachtung von mehreren Isolaten aus demselben Jahr kommen sowohl
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verschiedene serologische Subtypen als auch verschiedene Restriktionsspaltmuster und
PCR-Varianten vor. So konnen z.B. die Isolate 180/01, 54/01 und 131/01 den
serologischen Subtypen und PCR-Varianten 4 o. 5, 2 sowie 1 und den
Restriktionsgruppen A 4.1, B5 sowie A4 zugeordnet werden. Es kann daher von einem
gleichzeitigen Vorkommen von unterschiedlichen Genotypen mit unterschiedlichen
serologischen Eigenschaften ausgegangen werden. Andererseits erscheint es beim
Vergleich der Isolate aus verschiedenen Jahren bemerkenswert, dass z.B. das PsHV
6090/82, welches im Jahr 1982 isoliert wurde, serologisch sowie aufgrund des
Amplifizierungsmusters seiner DNA nach Durchfiihrung der PCR identisch ist mit dem
PsHV 180/01, dessen Isolierung 19 Jahre spéter im Jahr 2001 erfolgte. Die DNA des als
Referenz filir den serologischen Subtyp 3 eingesetzten Herpesvirus 3115/88 zeigt nach
Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen das gleiche Bandenmuster wie die beiden
Isolate 2009/99 und 2490/00 aus den Jahren 1999 und 2000. Es kann daher von einer
hohen genetischen Stabilitit der Virus-DNA bei PsHV ausgegangen werden.
Bemerkenswert ist auBerdem, dass das o.g. dlteste Isolat 6090/82 dem serologischen
Subtyp sowie der PCR-Variante 4 0. 5 zugeordnet wurde. Dies bedeutet, dass bereits im
Jahre 1982 in Deutschland PsHV vorkamen, die serologisch und genetisch von dem drei
Jahre zuvor isolierten PsHV KS 144/79 differenzierbar sind. Bislang wurde
angenommen, daBl dem Isolat KS 144/79 genetisch und serologisch verwandte
Herpesviren seit 1979 in den Papageienpopulationen vorkommen (SPENKOCH-PIPER,
1993). Erst seit 1987 sind andere serologische Subtypen in Deutschland nachgewiesen
worden (KRAUTWALD et al., 1988a; SCHRODER-GRAVENDYCK, 1999). Die oben
beschriebene Einordnung des Isolates 6090/82 zum serologischen Subtyp PsHV-4 o. 5
fiihrt dagegen zu der Annahme, da3 PsHV mit unterschiedlichen Sero- und Genotypen
schon wenige Jahre nach dem ersten Auftreten von PPD-Ausbriichen in Deutschland

(WINTERROLL, 1977; KALETA et al., 1980b) existierten.

Die Prédvalenzen der einzelnen Sero- und Genotypen innerhalb der hier untersuchten
Isolate unterscheidet sich von den Pravalenzen, die von verschiedenen anderen Autoren
gefunden  wurden  (TRITT, 1995; SCHRODER-GRAVENDYCK, 1999;
TOMASZEWSKI et al., 2001; TOMASZEWSKI et al., 2003) insofern, als dal} der
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serologische Subtyp PsHV-1 nicht die hochste Privalenz hat. SCHRODER-
GRAVENDYCK (1999) konnte 15 von 31 aus Deutschland stammenden, in den Jahren
1979 bis 1996 isolierten PsHV dem Serosubtyp PsHV-1 zuordnen. TOMASZEWSKI et
al. berichteten im Jahr 2001 von einer 6 mal haufigeren Identifizierung der PCR-
Variante 1 im Vergleich zur nichsthidufigsten Variante, wobei es sich bei den von den
Autoren untersuchten PsHV um Isolate aus den USA handelte. Die Auswertung der
eigenen Ergebnisse ergibt eine relativ gleichmaBige Haufigkeit des Vorkommens aller 4
serologischen Subtypen (PsHV-1: 22%, PsHV-2: 27%, PsHV-3: 24%, PsHV-4 o0.5:
27%, vgl. Abb. 8). Die Priavalenz der PCR-Varianten verteilt sich mit 9% auf Variante
Nr. 1, 24% auf Variante Nr. 2, 18% auf Variante Nr. 3, 37% auf Variante Nr. 4 bzw. 5
und 8% auf die seltenen Varianten 6 bis 9. Ob diese Befunde aussagekriftig im Hinblick
auf eine wirkliche Verschiebung der Priavalenzen sind oder ob sie das Ergebnis einer zu
geringen Anzahl an untersuchten Proben darstellen, mul durch zusétzliche

Untersuchungen geklért werden.

Folglich kann festgehalten werden, daf3 die PsHV als Erreger der PPD eine serologisch
und genetisch heterogene Gruppe darstellen. Bei den im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Isolaten, welche innerhalb eines Zeitraumes von 19 Jahren isoliert wurden
und groBtenteils aus Deutschland stammen, konnen 4 verschiedene Serotypen und
mindestens 4 verschiedene Genotypen unterschieden werden. Wie schon von
verschiedenen anderen Autoren gefordert (MAGNINO et al., 1996; SCHRODER-
GRAVENDYCK, 1999; TOMASZEWSKI et al., 2001 und 2003, verdeutlicht dieser
Befund die Notwendigkeit, in Zukunft bei einer moglichen Impfstoffentwicklung eine

tetravalente Vakzine herzustellen, die gegen alle vorkommenden Serotypen schiitzt.

5.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Ziel dieser Untersuchungen war der Vergleich bzw. das Auffinden von Unterschieden
zwischen den als Referenzstimme fiir die 5 serologischen Subtypen nach
GRAVENDYCK et al. (1996) verwendeten PsHV-Isolaten auf Proteinebene. Dabei

stellte sich heraus, da3 eine Unterscheidung der Proteinmuster nach Auftrennung der
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Antigene mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgrund der Vielzahl an
dargestellten Banden sowie der nahezu vollstindigen Ubereinstimmung der
,Proteinfingerprints* aller 5 PsHV-Isolate sowohl untereinander als auch mit der
Negativkontrolle (Abb. 25) nicht moglich war. Um die PsHV-spezifischen Antigene
besser darstellen zu konnen, miiite die Methode zur Extraktion der viralen Proteine aus
der infizierten Zellkultur (vgl. Punkt 3.2.5.1) im Hinblick auf eine verbesserte
Aufreinigung der PsHV-Antigene wiederholt und modifiziert werden. Der gewihlte
Versuchsautbau des Western Blots erwies sich wegen starker Reaktivitit der
polyklonalen Seren mit Zellproteinen ebenfalls als ungeeignet, um virusspezifische
Proteine nachweisen zu konnen. Der Versuch, die unspezifischen, gegen die
Zellproteine gerichteten Antikdrper mittels Inkubation mit einer homogenisierten HEF-

Suspension zu neutralisieren, erbrachte keine Verbesserung.

Fiir zukiinftige Untersuchungen erscheint es zweifelhaft, ob durch IgG-Aufreinigung der
Kaninchen-Antiseren mittels einer Protein G-Sepharose Séule die unspezifischen
Hintergrundreaktionen im Western Blot vermindert werden konnen. Sinnvoller fiir
zukiinftige Versuchsansitze erscheint der Einsatz von in Hithnern hergestellten
Hyperimmunseren oder auch Ei-Antikorpern, um die Bildung von gegen HEF-
gerichteten Antikorpern auszuschliefen. Des weiteren sollten Versuche zur Ermittlung
der geeignetsten Blocksubstanzen durchgefiihrt werden. Dies ist im Rahmen dieser
Arbeit nicht in ausreichendem MaBle geschehen. Die eingesetzte Blocksubstanz kann
einen nicht unerheblichen Einfluf3 auf die Unterdriickung unspezifischer Reaktionen von
Seren sowie die Reduktion der nicht antigenassoziierten Schwirzung der
Nitrozellulosemembran haben. Folglich ist zu sagen, da3 sich PAGE und Western Blot
im hier gewihlten Versuchsaufbau nicht zum Nachweis und zum Vergleich

virusspezifischer Antigene eignen.
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5.6 Vorschlage zur Taxonomie der Herpesviren der Psittaziden

Die aufgrund der eigenen Ergebnisse vorgenommene Differenzierung bzw. Gruppierung
der untersuchten PsHV-Isolate sowie die Ergebnisse der unter Punkt 5.2 bis 5.4
genannten Autoren geben Anlal, einen Vorschlag zur Einordnung der PsHV in das
universelle System der Virustaxonomie zu entwerfen. Dieses universelle Schema wurde
von einer im Jahre 1966 unter dem Namen ,,International Committee on Nomenclature
of Viruses* (ICNV) gegriindeten und spéter zu ICTV ,International Committee on
Taxonomy of Viruses” umbenannten Expertengruppe entwickelt und umfasst die
hierarchischen Ebenen Ordnung, Familie, Unterfamilie, Genus und Spezies (WILDLY,
1971; MATTHEWS, 1983). Im siebten und damit bislang jiingsten Bericht des ICTV
(MINSON et al., 2000) wird die Gruppe der PsHV als nicht zugeordnetes Mitglied der
Subfamilie Alphaherpesvirinae unter der Bezeichnung Psittacid herpesvirus 1 (parrot
herpesvirus) aufgefiihrt. Bei der hier vorgeschlagenen taxonomischen Gruppierung der
PsHV werden die von Van REGENMORTEL (1990) entwickelte und im Jahre 1991
vom ICTV akzeptierte Definition einer Virusspezies sowie die im 7th Report of the
International Comittee on Taxonomy of Viruses (Van REGENMORTEL, 2000)

aufgelisteten Kriterien zur Abgrenzung einer Virusspezies beriicksichtigt.

Van REGENMORTEL (1990) definiert eine Virusspezies als eine polythetische Gruppe
von Viren, die eine replizierende Linie bildet und eine besondere dkologische Nische
besiedelt. Als polythetisch wird eine Gruppe bezeichnet, deren Mitglieder fast stets
durch mehr als ein einziges Charakteristikum gekennzeichnet sind, wobei keines davon
alleine wesentlich oder notwendig ist. Es sollten daher bei einer Entscheidung iiber die
Zuordnung von Virusisolaten zu bestimmten Spezies vorzugsweise mehrere dieser
Eigenschaften einbezogen werden. Genera sind den Spezies iibergeordnet und stellen
Gruppierungen von Virusspezies dar, welche gemeinsame Charakteristika teilen und

sich von den anderen Genera zugehorigen Viren unterscheiden.
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Die folgenden diagnostischen Eigenschaften werden vom ICTV als geeignet zur
Abgrenzung von  Virusspezies innerhalb eines Genus empfohlen (Van
REGENMORTEL, 2000):

- genetische Verwandschaft (Ubereinstimmung der DNA-Sequenzen),

- natiirliches Wirtsspektrum,

- Zell- und Gewebetropismus,

- Pathogenitit und Zytopathologie,

- Ubertragungsweg,

- physikochemische Eigenschaften von Virionen,

- antigene FEigenschaften von viralen Proteinen.

Fiir verwandte Mitglieder der Familie Herpesviridae gilt, dass sie als unterschiedliche
Spezies klassifiziert werden, wenn ihre Nukleotidsequenzen sich auf eine leicht zu
untersuchende und bezeichnende Art iiber das gesamte Genom hinweg voneinander
unterscheiden lassen. Dariiber hinaus sollten sie verschiedene ©kologische Nischen
besiedeln, entweder aufgrund verschiedenartiger Epidemiologie und Pathogenese oder
unterschiedlicher natiirlicher Wirte.  In Anbetracht der Diversitit der Familie
Herpesviridae kann eine Zuordnung auf der Ebene des Genus auch in Abwesenheit von
genetischen Daten durch serologische Kreuzreaktion erfolgen (Van REGENMORTEL,
2000).

Unter Beriicksichtigung der genannten Kriterien zur Abgrenzung von Virusspezies wird

fiir die PsHV folgende Benennung bzw. Gruppierung vorgeschlagen:

Familie Herpesviridae
Subfamilie Alphaherpesvirinae
nov. Genus Pachecovirus (Pacheco’s Parrot Disease-like Viruses)
mit type species: Psittacid herpesvirus 1 (PsHV-1)
nov. Species Psittacid herpesvirus 1 (PsHV-1; Pacheco’s Parrot Disease Virus 1)
nov. Species Psittacid herpesvirus 2 (PsHV-2; Pacheco’s Parrot Disease Virus 2)
nov. Species Psittacid herpesvirus 3 (PsHV-3; Pacheco’s Parrot Disease Virus 3)

nov. Species Psittacid herpesvirus 4 (PsHV-4; Pacheco’s Parrot Disease Virus 4)
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Das natiirliche Wirtsspektrum des Genus Pachecovirus und der vier ihm zugeordneten
Spezies umfasst Vogel der Ordnung Psittaciformes und stellt ein Kriterium zur
Abgrenzung von anderen Genera innerhalb der Subfamilie Alphaherpesvirinae dar.
Auch durch serologische Kreuzneutralisationstests sowie mittels Spaltung  des
vollstindigen viralen Genoms durch Restriktionsendonukleasen ist eine deutliche und
einfache  Unterscheidung des Genus Pachecovirus von anderen Genera moglich
(SPENKOCH-PIPER, 1993; GUNTHER, 1995; GRAVENDYCK  1996;
MARSCHANG, 2000). Diese spezifischen Eigenschaften rechtfertigen die Etablierung

eines neuen eigenstindigen Genus.

Die vier dem Genus Pachecovirus zugeordneten Spezies Psittacid herpesvirus (PsHV-) 1
bis 4 konnen durch serologische Kreuzneutralisationstests anhand ihrer antigenen
Eigenschaften, mittels PsHV-PCR nach TOMASZEWSKI et al. (2001) sowie durch
Spaltung des vollstindigen viralen Genoms mit Restriktionsendonukleasen voneinander
differenziert werden (vgl. Punkt 4.2, 4.3 und 4.4 sowie SPENKOCH-PIPER, 1993;
TRITT, 1995; SCHRODER-GRAVENDYCK, 1999; TOMASZEWSKI et al., 2001,
TOMASZEWSKI et al., 2003). Neu aus Vogeln der Ordnung Psittaciformes isolierte
Herpesviren lassen sich mittels der genannten Methoden relativ schnell und eindeutig

einer der vier Spezies zuordnen.

Die Spezies PsHV-1 mit den beiden als Mitglieder identifizierten Isolaten KS 144/79
(KALETA, 1979; im Rahmen dieser Arbeit als Referenzstamm verwendet) und dem in
der ATCC unter der Nummer VR-915 hinterlegten Isolat RSL-1 (SIMPSON et al.,
1975) stellt dabei die am besten charakterisierte Taxon des Genus Pachecovirus dar. Es
wird daher vorgeschlagen, PsHV-1 als sog. ,type species®, d. h. als Prototyp mit
typischen und reprédsentativen Eigenschaften fiir alle vier Spezies des Pachecovirus zu

benennen.
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6 Zusammenfassung

Die PPD ist eine seuchenhaft verlaufende Erkrankung von Voégeln der Ordnung
Psittaciformes mit hoher Infektiositdt und weltweiter Verbreitung. In dieser Arbeit
werden 14 in den Jahren 1997 bis 2001 neu isolierte Viren aus Psittaziden aufgrund
ihrer biologischen und physikalisch-chemischen Eigenschaften
(Elektronenmikroskopische Untersuchung, Zerstorung der Infektiositit durch
Chloroformbehandlung, Hemmung der Virusvermehrung in Gegenwart von IUDR,
zytopathische Verdnderungen in HEF-Kulturen, Neutralisation durch Antiseren gegen
PsHV) als Psittaziden-Herpesviren identifiziert. Die 14 Isolate werden durch
Neutralisationstests serologisch untersucht sowie durch Spaltung ihrer DNA mittels
Restriktionsendonukleasen  und  Amplifizierung  mittels PsHV-PCR  nach
TOMASZEWSKI et al. (2001) weitergehend in Restriktionsgruppen bzw. PCR-

Varianten eingeteilt.

Jedes Isolat kann einem der 5 serologischen Subtypen nach GRAVENDYCK et al.
(1996) zugeordnet werden. Das Isolat 131/01 kann dem serologischen Subtyp PsHV-1,
die Isolate 564/99, 661/01, 663/01, 670/01 und 54/01 dem Subtyp PsHV-2, die Isolate
862/98, 2009/99, 2490/00 und 279/00 dem Subtyp PsHV-3 und die Isolate 3112/97,
2753/98, 180/01 und 181/01 dem Subtyp PsHV-4 o. 5 zugeordnet werden. Die Resultate
der Untersuchung mittels PCR bestitigen die serologische Einteilung der 14 neuen
Isolate. Auch die Ergebnisse der Restriktionsendonukleasenspaltung decken sich
weitgehend mit der serologischen Einteilung und ermdéglichen dariiber hinaus eine
weitergehende Differenzierung in Restriktionsuntergruppen. Bei den 14 neuen Isolaten
werden 10 verschiedene Spaltmuster gefunden, wobei aufgrund von Gemeinsamkeiten
der Virus-DNA eine Einteilung aller 10 einzelnen Spaltmuster in eine der von
SCHRODER-GRAVENDYCK (1999) definierten Hauptgruppen A, B und C mdglich

ist.

Zusitzlich zu den 14 neuen Isolaten werden 31 sonstige, in den Jahren 1982 bis 1995

isolierte PsHV serologisch sowie mittels PsHV-PCR nach TOMASZEWSKI et al.
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(2001) untersucht. Die Resultate der PCR decken sich bei 23 Isolaten mit den
Ergebnissen der serologischen Untersuchung. 5 Isolate zeigen ein abweichendes
Amplifizierungsmuster und werden neuen PCR-Varianten zugeordnet. Bei 8 Isolaten
zeigen sich unterschiedliche Ergebnisse. Die genaue Zugehorigkeit dieser Isolate sollte
erneut serologisch bzw. mittels PCR oder Restriktionsenzymanalyse tiberpriift werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen, dass es sich bei dem Erreger der PPD nicht um
ein antigenetisch einheitliches PsHV, sondern um mindestens 4 unterschiedliche
Subtypen handelt, wobei die Subtypen 1 bis 4 bzw. 5 bei den hier untersuchten Proben

in anndhernd gleicher Haufigkeit auftreten.

Eine Impfung gegen einen Serotyp schiitzt nicht ausreichend gegen andere Serotypen.
Daher ist es dringend erforderlich, bei einer zukiinftigen Herstellung eines Impfstoffes
gegen PPD eine polyvalente Vakzine zu entwickeln, die PsHV aller 4 am héufigsten

vorkommenden Subtypen enthélt.

Aufgrund der gefundenen Resultate wird folgender Vorschlag zur Einordnung der PsHV

in das universelle System der Virustaxonomie entworfen:

Familie Herpesviridae
Subfamilie Alphaherpesvirinae
nov. Genus Pachecovirus (Pacheco’s Parrot Disease Like Viruses)
mit type species: Psittacid herpesvirus 1 (PsHV-1)
nov. species Psittacid herpesvirus 1 (PsHV-1; Pacheco’s Parrot Disease Virus 1)
nov. species Psittacid herpesvirus 2 (PsHV-2; Pacheco’s Parrot Disease Virus 2)
nov. species Psittacid herpesvirus 3 (PsHV-3; Pacheco’s Parrot Disease Virus 3)

nov. species Psittacid herpesvirus 4 (PsHV-4; Pacheco’s Parrot Disease Virus 4)
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7 Summary

PPD is a disease of birds of the order psittaciformes with epidemic character, high

infectivity and a worldwide occurrence.

In this research, 14 viruses which have been isolated from psittacids durimg the years
from 1992 until 2002 are examined and identified as PsHV due to their biological and
physico-chemical properties. The methods used for the identification are examination
by electron microscopy, inhibition of the virus multiplication in the presence of IUDR,
determination of the infectivity by treatment with chloroforme, analysis of the

cytopathic effects in CEF-cultures and neutralization by antisera against PsHV.

Consecutively, the 14 isolates were examined serologically by cross-neutralization and
then they were further divided into restriction groups or PsHV-variants by cleavage of
their DNA with restriction endonucleases and by amplification with PsHV-PCR
developed by TOMASZEWSKI et al. (2001).

Every isolate can be classed to one of the 5 serological subtypes according to
GRAVENDYCK et al. (1996). Isolate 131/01 can be grouped to the serological subtype
PsHV-1, the isolates 564/99, 661/01, 663/01, 670/01 and 54/01 to subtype PsHV-2, the
isolates 862/98, 2009/99, 2490/00 and 279/00 to subtype PsHV-3 and the isolates
3112/97, 2753/98, 180/01 and 181/01 to subtype PsHV-4 or -5. The results of the PCR-
assay verify the serological classification of the 14 new isolates. The results of the
restriction endonuclease analysis are also largely congruent with the serological

grouping and enable a further differentiation into restriction groups.

Among the 14 new isolates, 10 different cleaving patterns have been found. Due to
similarities of the viral DNA, a classification of all 10 cleaving patterns into one of the
main groups (A, B and C as defined by SCHROEDER-GRAVENDYCK, 1999) is
possible. In addition to the 14 new isolates, 31 PsHV isolated in the years from 1982
until 1995 have been examined serologically and by PsHV-PCR according to
TOMASZEWSKI et al. 2001). In the case of 23 isolates, the results of the PCR are

congruent with the results of the serological examination. 5 isolates show a different
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amplification pattern and are being grouped to new PCR-variants. 8 isolates show
different results. The exact affiliation of these isolates should be rechecked
serologically, by PCR or restriction endonuclease analysis.

The results of this work confirm that the pathogenic agent of PPD is not an
antigenetically uniform PsHV, but a goup of at least 4 different subtypes. Herewith the
subtypes 1 through 4 respectively 5 occur in almost the same frequency in all of the

different samples examined.

A vaccination against one serosubtype is not protective enough against an infection with
other subtypes. Therefore it is an urgent task in the future to develop a polyvalent

vaccine which contains the PsHV of all 4 subtypes that occur most often.

The results of this research give reason to make the following proposal for the

classification of the PsHV into the universal system of virus taxonomy:

Family Herpesviridae
Subfamily Alphaherpesvirinae
nov. Genus Pachecovirus (Pacheco’s Parrot Disease like Viruses)
mit type species Psittacid herpesvirus 1 (PsHV-1)
nov. species Psittacid herpesvirus 1 (PsHV-1; Pacheco’s Parrot Disease Virus 1)
nov. species Psittacid herpesvirus 2 (PsHV-2; Pacheco’s Parrot Disease Virus 2)
nov. species Psittacid herpesvirus 3 (PsHV-3; Pacheco’s Parrot Disease Virus 3)

nov. species Psittacid herpesvirus 4 (PsHV-3; Pacheco’s Parrot Disease Virus 4)
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