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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Iridoviren sind groBe DNA-Viren, die niedere Wirbeltiere und Invertebraten
infizieren kénnen. Invertebraten werden durch Vertreter der Genera Iridovirus
und Chloriridovirus infiziert. Bei Insekten flhren patente Infektionen meist
zum Tod und die Tiere weisen oft eine irisierende Farbung auf, die zur
Namensgebung fihrte. Allerdings kommen auch inapparent verlaufende
Infektionen vor, bei denen die Tiere gesund erscheinen und nicht sterben.

In Europa traten Ende der 90er Jahre in einigen kommerziellen
Grillenzuchten Probleme mit erhdhter Mortalitéat und reduzierter Fruchtbarkeit
auf. Im Rahmen der Untersuchungen der vermehrten Todesfalle konnten von
zwei Arbeitsgruppen in Deutschland Viren des Genus Iridovirus aus Grillen
(Orthoptera, Gryllidae) der Spezies Gryllus campestris, Acheta domesticus
und Gryllus bimaculatus (GB) isoliert werden. Die untersuchten Zuchten
produzierten Grillen, die als Lebendfutter fir Wirbeltiere, insbesondere
Reptilien, verkauft wurden.

Parallel zu den auftretenden Iridovirusinfektionen bei kommerziellen
Grillenzuchten wurden in den letzten Jahren zunehmend Iridoviren bei
Reptilien beschrieben. Die bei Reptilien nachgewiesenen Iridoviren werden in
die Genera Ranavirus und Iridovirus der Familie Iridoviridae eingeordnet. Der
Nachweis von Viren des Genus Iridovirus bei Reptilien ist besonders
bemerkenswert, da diese Viren zuvor ausschlieBlich bei Invertebraten
beschrieben wurden. Invertebraten-Iridoviren (lIV) konnten bisher aus
Echsen der Spezies Chamaeleo quadricornis, Chamaeleo hoehnelii,
Chlamydosaurus kingii, Iguana iguana und Pogona vitticeps (PV) isoliert
werden. Die bei der Untersuchung meist schon gestorbenen Tiere waren vor
allem abgemagert und zeigten teilweise Hautveranderungen. Unklar war, ob
die isolierten Viren zu den Symptomen der Tiere fUhrten, oder ob diese
andere Ursachen hatten. Der Nachweis von [IV bei Reptilien kénnte sowohl
fir in Gefangenschaft gehaltene als auch fir wildlebende Tiere von
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Bedeutung sein. Es wird postuliert, dass die IV einen Wirtswechsel von den
Futtertieren auf die Echsen vollzogen haben.

In dieser Studie wurde versucht durch Transmissionsversuche die
Pathogenitat von aus Echsen isolierten [IV-artigen Viren in Insekten und
Echsen zu untersuchen. Das verwendete Isolat 100/01 wurde aus der Lunge
eines toten Helmchamaleon (Chamaeleo hoehnelii) isoliert (MARSCHANG et

al., 2002) und als mdgliches Iridovirus identifiziert.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Familie Iridoviridae

Iridoviren sind 120 bis 200 (300) nm groBe DNA-Viren mit einem
ikosaedrischen Kapsid und einer Lipidkomponente im Aufbau. Einige
Vertebraten-Iridoviren besitzen durch Budding an der Wirtszellmembran eine
Hulle. Diese kann auch bei Invertebraten-Iridoviren, die in Zellkultur isoliert
wurden, vorhanden sein, ist aber nicht essentiell fir eine Infektion. Die
Familie Iridoviridae wird zur Zeit in finf Genera unterteilt: [ridovirus,
Chiloriridovirus, Ranavirus, Lymphocystivirus und Megalocytivirus. Das
Genom, das aus einem einzelnen Molekil linearer doppelstrangiger DNA
(140-303 kbp) besteht, ist bei den Vertebratenviren (Genera Ranavirus,
Lymphocystivirus und Megalocytivirus) durch die Methylierung von circa (ca.)
20 % seines Cytosinanteiles charakterisiert, um sie vor einem Abbau durch
Endonukleasen von Vertebraten zu schitzen (GOORHA et al., 1984;
CHINCHAR et al.,, 2005). Bei Vertretern der Genera Iridovirus und
Chiloriridovirus wurden bisher keine Hinweise auf methylierte DNA gefunden.
Bei allen lIridoviren ist das Genom sowohl circularly permuted als auch
terminally redundant (GOORHA und MURTI, 1982; CHINCHAR et al., 2005).
Das bedeutet, dass jedes Viruspartikel ein komplettes Genom beinhaltet
(plus ca. 10 % zusatzliche DNA), aber die Endsequenz eines jeden Partikels
in einer Population unterschiedlich ist (zirkularer Tausch) (WILLIAMS, 1996).
Das ikosaedrische Kapsid der Virionen besteht aus dem ca. 50 kDa groBen
major capsid protein (MCP), das ca. 40 % des Gesamtproteinanteiles
umfasst (WILLIS et al., 1977; WILLIAMS, 1996; CHINCHAR et al., 2005).
Einige Autoren untersuchten Nukleotidsequenzen des hochkonservierten
MCP-Gens (SCHNITZLER und DARAI,1993; STOHWASSER et al., 1993;
WILLIAMS und CORY,1994; MAO et al., 1997). Untersuchungen von
TIDONA et al. (1998) zeigen, dass ein Vergleich dieser Nukleotidsequenzen
eine hilfreiche Methode flr ein neues Klassifizierungssystem von Iridoviren
sein kann. Nach HYATT et al. (2000) kann allerdings keine einzelne Technik
allein zur Identifikation von Virusisolaten dienen. Eine Klassifizierung als
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Iridovirus sollte nicht ausschlieBlich auf partiellen Daten tber Nukleotid- oder
Aminosauresequenzen hochkonservierter Abschnitte des Genoms basieren,
bevor nicht mehr Gene oder vorzugsweise das gesamte Genom
verschiedener Spezies von Iridoviren sequenziert und analysiert wurden. Bei
Vertretern der Genera Iridovirus und Chloriridovirus zeigen patente
Infektionen von Insektenwirtstieren und gereinigte Pellets von Viren oft eine
irisierende Farbung, was zur Namensgebung flhrte. Die Irideszenz resultiert
aus der massenhaften Ansammlung von |lIV-Partikeln, die parakristalline
Bereiche im Zytoplasma von Wirtszellen bilden. Dadurch kommt es zu
konstruktiver Interferenz (Bragg Reflektionen nach HALL (1985)) zwischen
einfallendem und reflektiertem Licht, die zu der irisierenden Farbung flhrt
(CONSTANTINO et al., 2001). Es wurden aber auch Infektionen, die nicht mit
Irideszenz einhergehen beobachtet. Dabei erscheinen die infizierten Insekten
gesund und die Infektion verlauft nicht tédlich (CONSTANTINO et al., 2001).
Frihere Untersuchungen mit Iridoviren haben gezeigt, dass sowohl die
Typspezies des Genus Ranavirus, Frog virus 3 (FV-3), als auch die
Typspezies des Genus Iridovirus, Invertebrate iridescent virus 6 (11V-6), eine
Hepatitis bei Mausen verursachen und zum Tod der infizierten Tiere flhren
kénnen. Dies ist auf einen toxischen Effekt der Viren zurlckzuflhren
(BINGEN et al., 1982; LORBACHER DE RUIZ et al., 1986). Untersuchungen
von BINGEN et al. (1982) haben gezeigt, dass ein Strukturprotein flr diese
toxische Effekte verantwortlich sein muss.
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Tabelle 1: Genera der Familie Iridoviridae

Genus Eigenschaften

Typspezies: Invertebrate iridescent virus 6 (11V-6)
GréBe: 120 — 130 nm

Genom: nicht methyliert

Wirte: groBes Spektrum an Arthropoden

Patente Infektionen weisen oft eine violett-, blau- oder
tUrkis-irisierende Farbung auf

Iridovirus

Typspezies: Invertebrate iridescent virus 3 (l1V-3)
GréBe: ca. 180 nm

Genom: nicht methyliert

Wirte: vor allem Insekten aus dem Genus Diptera
Patente Infektionen weisen oft eine gelb-griine-, orange-
oder rot-irisierende Farbung auf

Chloriridovirus

Typspezies: Frog virus 3 (FV-3)
GrdBe: ca. 150 nm

Ranavirus behdllt 160 — 200 nm

Genom: stark methyliert

Wirte: Amphibien, Fische und Reptilien

Typspezies: Lymphocystis disease virus 1 (LCDV-1)
GroéBe: 140 — 300 nm

Lymphocystivirus | Genom: stark methyliert

Wirte: Fische

Mortalitat gering (gutartige Umfangsvermehrungen)

Typspezies: Infectious spleen and kidney necrosis virus
(ISKNV)

GréBe: 140 — 200 nm

Genom: stark methyliert

Wirte: Fische

Entstehung von Zellen mit Einschlusskdrperchen

Megalocytivirus

2.1.1 Genus Iridovirus

Die Typspezies des Genus Iridovirus ist das 1IV-6, das auch Chilo iridescent
virus genannt wird. Die Viren dieses Genus sind 120 bis 130 nm grof3 und
weltweit verbreitet. Iridoviren wurden aus einem groBen Spektrum von
Arthropoden, insbesondere aus Insekten aus Wasser- oder Feuchthabitaten,
isoliert. Patente Infektionen von Insektenwirtstieren und gereinigte Pellets
von Viren zeigen oft eine violett-, blau-, oder tlrkis-irisierende Farbung.
Inapparente nicht tédliche Infektionen scheinen in bestimmten Wirten gangig
zu sein. Bisher gibt es keine Hinweise auf transovarielle Ubertragung bei

Arthropoden. In den Féllen, bei denen bisher eine horizontale Ubertragung
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demonstriert wurde, erfolgte diese durch Kannibalismus oder Verzehr von
infizierten Invertebratenwirten. Viele Mitglieder des Genus kdnnen sich nach
einer Injektion von Virusmaterial in einer groBen Anzahl von verschiedenen
Insektenwirten vermehren. Das Wirtsspektrum in freier Natur scheint zu
variieren und es gibt Hinweise auf natirliche Ubertragungen einiger Viren
zwischen verschiedenen Ordnungen und gar Phyla von Insekten
(CHINCHAR et al., 2005).

2.1.2 Genus Chloriridovirus

Die circa 180 nm groBe Typspezies des Genus Chloriridovirus ist das
Invertebraten-Iridovirus 3 (lIV-3). 1IV-3 ist bisher das einzige Virus dieses
Genus, obwohl weltweit Uber 20 Wirtsspezies mit patenten Infektionen
gefunden wurden. Chloriridoviren scheinen nur bei dem Genus Diptera
aufzutreten. Dabei handelt es sich hauptsachlich um Moskitos, deren
Larvenstadien im Wasser leben. Sie kdnnen horizontal durch Kannibalismus
und Beuteverzehr und auch transovariell (LINKEY und NIELSEN, 1968)
Ubertragen werden. Patente Infektionen bei Larven von Wirtstieren und
gereinigte Pellets von Viren zeigen gewoéhnlich eine gelb-grine Irideszenz,
wobei auch orange und rote Farbungen vorkommen (CHINCHAR et al.,
2005).

2.1.3 Genus Ranavirus

Ranaviren sind ca. 150 nm groB und teilweise behllt, wobei sie dann 160 bis
200 nm messen. lhr Genom ist stark methyliert. Die Typspezies dieses
Genus ist das FV-3. Urspringlich wurden Ranaviren nur bei Amphibien
beschrieben (GRANOFF et al., 1965). Seit Beginn der 90er Jahre werden sie
zunehmend im Zusammenhang mit Epizootien bei Amphibien und Fischen
weltweit nachgewiesen (DASZAK et al.,, 1999; CHINCHAR, 2002;
DOCHERTY et al., 2003). Zudem werden sie von einigen Autoren auch fir
das seit Jahren beobachtete Amphibiensterben mitverantwortlich gemacht
(CUNNINGHAM et al., 1996; BOLLINGER et al., 1999; GREEN et al., 2002;
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DOCHERTY et al., 2003). Bei Reptilien wurden die ersten Ranavirusisolate
Ende der 90er Jahre beschrieben. Die Ubertragung von Viren des Genus
Ranavirus ist oral und durch parenterale Injektion oder umweltbedingte
Exposition mdglich. Die Pathogenitat der erfolgten Infektion hangt von der
Wirtsspezies und deren Lebensstadium ab (CHINCHAR et al., 2005).

2.1.4 Genus Lymphocystivirus

Obwohl alle Vertreter des Genus Lymphocystivirus sehr ahnliche
Krankheitsbilder hervorrufen, variiert die GréBe dieser Viren zwischen 140
und 300 nm. Die Typspezies, das Lymphocystis disease virus 1 (LCDV-1), ist
ca. 198 bis 227 nm groB. Infektionen mit Lymphocystiviren treten bei
verschiedenen Fischspezies auf. Vor allem in Fischzuchten stellen sie ein
groBes Okonomisches Problem dar. Bei einer Infektion kommt es zu
chronischen tumordhnlichen L&sionen auf der Haut und den Flossen der
Fische (AHNE et al., 1997; MAO et al., 1997). Die Ubertragung erfolgt durch
Kontakt. Die Mortalitat ist nur sehr gering, da es sich um gutartige
Umfangsvermehrungen handelt; aber der wirtschaftliche Schaden ist
erheblich. Lymphocystiviren besitzen ein hoch methyliertes Genom.

2.1.5 Genus Megalocytivirus

Das Genus Megalocytivirus mit der Typspezies Infectious spleen and kidney
necrosis virus (ISKNV) beinhaltet Viren mit einer Gré8e von 140 bis 200 nm,
deren Genom hoch methyliert ist. Vertreter dieses Genus infizieren Fische
der Spezies Pagrus major (Seebrasse), Siniperca chuatsi (Mandarinfisch)
und Uber zwanzig weitere Meeres- und Tropen-Fischspezies und sind far
einen signifikanten Anstieg der Mortalitdt in Fischzuchten weltweit
verantwortlich. Eine Infektion ist durch die Entstehung von Zellen mit
Einschlusskoérperchen charakterisiert (CHINCHAR et al., 2005).
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2.1.6 Noch nicht einem Genus der Familie Iridoviridae zugeordnete

Viren

Neben den fiinf Genera gibt es einige noch nicht einem Genus der Familie
Iridoviridae  zugeordnete Isolate. Das Vorhandensein von groBen
Viruspartikeln ohne Hulle in Assembly sites und in parakristallinen Arealen im
Zytoplasma von infizieten Zellen ist charakteristisch fir Iridovirus-
Infektionen. Aufgrund dieser charakteristischen morphologischen Merkmale
wurden verschiedene Viren, die ektotherme Tiere infizieren, ohne weitere
molekulare oder serologische Charakterisierung vorlaufig den Iridoviren
zugeordnet. Dartber hinaus ist, da sich viele dieser Viren bisher nicht in
Zellkulturen vermehren, wenig Uber ihre Art sich zu replizieren und ihre
molekulare Organisation bekannt (CHINCHAR et al., 2005).

Eine Besonderheit unter den noch nicht zugeordneten Viren stellen die
Erythrocytic Necrosis Viren (ENV) dar. ENV fahren in Erythrozyten zu
Einschlusskoérperchen, die aus Arealen von Viruspartikeln bestehen und bei
Amphibien (GRUIA-GRAY et al., 1989; SPEARE et al., 1991; GRUIA-GRAY
und DESSER, 1992), Fischen und Reptilien (STEHBENS und JOHNSTON,
1966; TELFORD, Jr. und JACOBSON, 1993; SMITH et al., 1994;
JOHNSRUDE et al., 1997; ALVES DE MATOS et al., 2002) auftreten
(ESSBAUER und AHNE, 2001). Intraerythrozytéare Einschlisse werden
schon seit Ober 30 Jahren bei verschiedenen Spezies von niederen
Vertebraten beschrieben. Urspringlich hielt man einen parasitaren
Protozoen namens Toddia oder Pirhemocyton fur die Ursache. Aber
elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass die
Einschlusskérperchen (EK) aus Bereichen von Iridovirus-ahnlichen Partikeln

verschiedener GréBen, je nach Wirt bis zu 450 nm, bestehen.
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2.2 lIridoviren bei Grillen

Einige Autoren, die sich mit den Insekten-lridoviren befasst haben, haben far
deren Einsatz zur biologischen Kontrolle von Schadinsekten pladiert
(KLEESPIES et al., 1999; HERNANDEZ et al., 2000; JAKOB et al., 2001;
HENDERSON et al.,, 2001). SchlieBlich kénnen IV einige wichtige
Insektenspezies, die als landwirtschaftliche Plagen gelten (KLEESPIES et
al., 1999; JAKOB et al., 2001; HENDERSON et al., 2001) und Vektoren
humanpathogener Erkrankungen (HERNANDEZ et al., 2000) tédlich

infizieren.

Ende der 90er Jahre traten in einer kommerziellen Insektenzucht in den
Niederlanden, ca. drei Monate nach Einfuhr einer neuen Grillenspezies
(Gryllus assimilis) und neuer Tiere der Spezies Acheta domesticus,
Mortalitatsprobleme auf. Die beiden Spezies wurden raumlich voneinander
getrennt bei 30 °C und 65 % relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Tiere
stammten aus Europa (Gryllus assimilis) und den USA (Acheta domesticus).
Zuerst wurden bei Gryllus assimilis vergroBerte Abdomen festgestellt. Spater
kam es dann zum Massensterben. Bei den histologischen Untersuchungen
von Gryllus assimilis konnten mit einer homogenen basophilen Masse
angefullte, vergréBerte Fettkérperzellen gefunden werden. Zudem konnten
im  Elektronenmikroskop (EM) Iridovirus-&hnliche Partikel im Fettkérper
detektiert werden. Zusétzlich spielte in diesem Fall das Bakterium Serratia
marcescens eine pathogene Rolle (CALIS und ZWART, 1998). Nach
Auskunft von Professor P. Zwart (persdnliche Mitteilung) hat diese sehr
groBe Insektenzucht vor und nach diesen Vorféllen groBe Mengen von
Insekten an verschiedene andere Zuchten in Europa weitergegeben.

Kurze Zeit spater wurden von zwei Arbeitsgruppen in Deutschland Iridoviren
aus Grillen (Orthoptera, Gryllidae) der Spezies Gryllus campestris und
Acheta domesticus (KLEESPIES et al., 1999) und Gryllus bimaculatus (JUST
und ESSBAUER, 2001) isoliert und charakterisiert. In beiden Fallen

stammten die Tiere aus kommerziellen Insektenzuchten.
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Bei Nymphen und Adulten der zwei Grillenspezies Gryllus campestris und
Acheta domesticus, die 1996 von einem hollandischen Girillenziichter
bezogen wurden, konnten durch KLEESPIES et al. (1999) eine ungewdhnlich
hohe Mortalitdt und extrem reduzierte Fruchtbarkeit und Lebensspanne
bestatigt werden. Bei der Sektion der gestorbenen Tiere fiel der auffallend
hypertrophierte Fettkérper auf, der eine blaulich irisierende Farbung aufwies,
die typisch fur eine Iridovirus-Infektion ist. In der Lepidopteran-Zelllinie von
Choristoneura fumiferana CF-124 fuhrte das Isolat schon ab 24 Stunden
nach der Infektion zu Zelllysis, Zellabrundung und Hypertrophie. Die
zytopathologischen  Untersuchungen  zeigten im  Zytoplasma der
hypertrophierten Fettkérperzellen ein Netzwerk von dichtem, granularem
viralen Stroma. Genetische Analysen der gereinigten viralen DNA mittels
verschiedener Restriktionsenzyme ergaben, dass sich das Isolat von allen
bis dahin isolierten Insekten-Iridoviren unterschied. Elektronenmikros-
kopische Untersuchungen flhrten zur ldentifikation eines neuen lIridovirus,
das Cricket Iridovirus (CrlV) genannt wurde. In negativ kontrastierten
Praparaten waren die ikosahedralen Viruspartikel 151 bis 167 nm groB. In
Untersuchungen zur Wirtsspezies konnte CrlV oral auf andere Orthoptera-
Spezies Ubertragen werden, zu denen auch Gryllus bimaculatus zahlte. In
zwei Infektionsversuchen wurden Tiere im dritten Larvenstadium 30
Sekunden in Virussuspension gedippt. Diese Virussuspension beinhaltete
22 x 10" CrlV Partikel/ml. Uber 50 Tage wurde, bei einem
Temperaturregime von 25 °C am Tag und 20 °C bei Nacht, taglich die
Mortalitat Gberpriift. Schon nach 14 Tagen flhrte CrlV bei den infizierten
Tieren zu offenkundigen Zeichen und Symptomen einer Virusinfektion. Zu
den beobachteten Symptomen gehérten geschwollene Abdomen und eine
reduzierte Aktivitdt der Tiere. Bei der Sektion war der Fettkérper
hypertrophiert und infizierte Fettkdperzellen wiesen eine blauliche Irideszenz
auf. Nach der Infektion durch Dippen in Virussuspension lag die Mortalitat bei
93 %. Dagegen konnte beim Verflttern infizierten Futters nur eine Mortalitat
von 48 % erreicht werden. Die Virulenz von CrlV wurde durch die mittlere

Uberlebenszeit ausgedriickt und lag nach Dippen bei 22,4 Tagen und nach
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Verfuttern infizierten Futters bei 37,3 Tagen. Das von KLEESPIES et al.
(1999) isolierte CrlV wurde von JAKOB et al. (2002) in Bezug auf Genom
und Wirtsspektrumcharakteristika mit [IV-6, der Typspezies des Genus
Iridovirus, verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass in Infektionsversuchen
alle Insektenspezies in allen Entwicklungsstadien gleichermaBen oral
empfanglich far CrlV und 1IV-6 waren. Verschiedene Genloci der beiden
Isolate wurden analysiert und verglichen, darunter auch das MCP-Gen. Im
Durchschnitt ergab sich eine Identitat der ausgesuchten Nukleotidsequenzen
und entsprechenden Aminosduresequenzen von 95,98 bzw. 95,18 %. Diese
Ergebnisse fuhrten zu der Annahme, dass CrlV und IIV-6 keine
verschiedenen Spezies innerhalb der Familie Iridoviridae sind, sondern CrlV
eine neue Variante und/oder ein neuer Stamm von [IV-6 st
Zusammenfassend konnte ermittelt werden, dass es sich bei dem aus den
Futtertieren Gryllus campestris und Acheta domesticus isolierten Isolat um
ein IV aus dem Genus Iridovirus handelt.

Die zweite Arbeitsgruppe JUST und ESSBAUER (2001) bezogen die Grillen
der Spezies Gryllus bimaculatus von einer lokalen Zoohandlung in Bayern,
die die Grillen urspriinglich von einem bayerischen Zlichter erworben hatte.
Im Labor wurden die Grillen in Gruppen von 20 Adulten bei 20 °C und 70-
80 % relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Den Grillen stand natlrliches Licht
und uneingeschrankter Zugang zu Futter und Wasser zur Verfligung. Unter
diesen Bedingungen starben alle Individuen innerhalb von 14 Tagen unter
klinisch offensichtlichem Verhalten wie Apathie, Ataxie und Desorientierung.
Die Halfte der gestorbenen Grillen wurde mit einem Transmissions-
elektronenmikroskop auf das Vorhandensein von Viruspartikeln untersucht.
Die zweite Halfte der Grillen wurde bei -20 °C eingefroren und nach und
nach fir Untersuchungen zur Virusisolation und Viruscharakterisierung
verwendet. In einer Zellkultur der Lepidopteran-Zelllinie von Spodoptera
frugiperda sf-9 fiihrte die Inokulation mit Uberstand von Fettkdrperhomogenat
bei 28 °C innerhalb von acht Tagen zu fortschreitenden zytopathischen
Effekten. Dazu zahlten unter anderem Zellhypertrophie, zytoplasmatische
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Vakuolisierung und Zelllysis. Fir die Vermehrung einer ca. 500 bp langen
Region des MCP wurde eine polymerase chain reaction (PCR) mit Primern
nach WEBBY und KALMAKOFF (1998) durchgefiihrt. Die 420 bp lange
amplifizierte DNA wurde sequenziert und mit den korrespondierenden MCP-
Gensequenzen von 14 ausgesuchten Mitgliedern der Familie Iridoviridae
verglichen. Das isolierte PCR-Produkt war zu 97,8 % identisch mit der
entsprechenden Sequenz  des MCP-Gens  von [IV-6. Der
Restriktionsenzymverdau mit den Endonukleasen Mspl und Hpall wies auf
das Fehlen methylieter DNA hin. Die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen zeigten, dass die gefundenen Viruspartikel 148 bis 172 nm
groB3 waren. Sie entsprachen morphologisch den Iridoviren, waren auf den
Fettkdrper beschrankt und konnten auch in den infizierten Zellkulturen
detektiert werden. Zusammenfassend wurde gefolgert, dass das Isolat
Gryllus bimaculatus iridescent virus (GblV) genannt werden sollte und in das

Genus Iridovirus der Familie Iridoviridae einzuordnen ist.

Die von KLEESPIES et al. (1999) und JUST und ESSBAUER (2001)
untersuchten Tiere stammten alle aus kommerziellen Insektenzuchten, die
Grillen fUr die VerfUtterung an Wirbeltiere produzierten. Die Méglichkeit, dass
diese Viren von Invertebraten auf Vertebraten durch Fressen Ubertragen
werden kdnnen, kdnnte im Falle eines Einsatzes von Insekten-Iridoviren zur
biologischen Kontrolle von Schadinsekten unvorhersehbare Auswirkungen
auf die Umwelt haben.
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2.3 lIridoviren bei Reptilien
2.3.1 Histologische Nachweise von Iridoviren bei Schildkréten

Erst nachdem lIridoviren bei Insekten, Amphibien und Fischen gefunden
wurden, gab es die ersten Berichte Uber Iridoviren bei Reptilien, genauer
gesagt Schildkréten (HELDSTAB und BESTETTI, 1982; MULLER et al.,
1988; WESTHOUSE et al.,, 1996). HELDSTAB und BESTETTI (1982)
entdeckten bei einer griechischen Landschildkréte (Testudo hermanni), die
nach zweitagiger Anorexie gestorben war, zahlreiche intrazytoplasmatische
EK aus Iridovirus-artigen Partikeln in der Leber. Histologisch waren bei
diesem Tier fokale Nekrosen der Leber, des Darmes und der Milz auffallig.

Es wurde kein Virus isoliert.

MULLER et al. (1988) bekamen von einem schweizer Zoohandler, der ca.
2000 griechische Landschildkrdten (Testudo hermanni) aus Jugoslawien
importiert hatte, zehn Tiere zur Untersuchung. Innerhalb von einem Monat
waren ca. 200 Tiere gestorben. Tiere, die innerhalb von ein bis zwei Tagen
starben, zeigten lediglich ein Hangenlassen des Kopfes, Maulatmung und ein
subkutanes Halsédem. Beim subakuten Verlauf zeigten die Tiere eitrige
Rhinitis und Konjunktivitis, Pneumonie, Stomatitis ulzerosa und Anasarka als
Symptome. Histologisch konnten unter anderem Nekrosen, Petechien und
intrazytoplasmatische basophile EK in der Leber, Milznekrosen und eine
diffuse, purulente, interstitielle Bronchopneumonie gefunden werden. Die EK
konnten auch mit dem Elektronenmikroskop nachgewiesen werden. Sie
bestanden aus Ansammlungen von hexagonalen, 135 bis 150 nm groBen
Viruspartikeln mit einem elektronendichten Kapsid. Auch hier wurde kein

Virus isoliert.

Im Jahre 1992 konnte WESTHOUSE et al. (1996) bei einer Schildkréte der
Spezies Gopherus polyphemus aus Florida, in degeneriertem und
nekrotischem Gewebe des Respirationstraktes, intrazytoplasmatische EK

und ikosahedrale 150 bis 220 nm groBe Viruspartikel nachweisen. Das Tier
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litt vor der Euthanasie an Symptomen des oberen Respirationstraktes. Bei
der Sektion konnten eine nekrotisierende ulzerative Tracheitis, Pharyngitis

und Osophagitis und eine nekrotisierende Pneumonie gefunden werden.

2.3.2 Erythrocytic Necrosis Viren bei Reptilien

Erythrocytic Necrosis Viren stellen eine Besonderheit unter den noch nicht
zugeordneten Viren der Familie Iridoviridae dar. ENV fuhren in Erythrozyten
zu Einschlusskérperchen, die aus Iridovirus-adhnlichen Viruspartikeln
bestehen. Bei Reptilien wurden ENV bisher unter anderem bei einem Gecko
der Spezies Gehyra variegata (STEHBENS und JOHNSTON, 1966), bei
Chamaleons der Spezies Chamaeleo dilepsis und Bradypodion fischeri
(TELFORD, Jr. und JACOBSON, 1993), Schlangen der Spezies Nerodia
sipedon sipedon (SMITH et al., 1994) und Bothrops moojeni (JOHNSRUDE
et al., 1997) und Echsen der Spezies Lacerta monticola und Lacerta
schreiberi (ALVES DE MATOS et al., 2002) beschrieben.

STEHBENS und JOHNSTON (1966) waren die ersten, die bei
elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Erythrozyten eines Geckos
Iridovirus-dhnliche Partikel entdeckten. Urspriinglich hielt man die
EinschlUsse fur das Protozoon Pirhemocyton tarentolae.

ALVES DE MATOS et al. (2002) fuhrten Infektionsversuche mit Lacerta
monticola und Lacerta schreiberi aus der Serra da Estrela in Portugal durch.
Lizard erythrocytic viruses (LEVs) fihren zu Einschlissen im Zytoplasma von
Erythrozyten bei Echsen. Um Informationen Uber den Einfluss einer Infektion
mit LEVs auf den Wirt zu gewinnen, untersuchten ALVES DE MATOS et al.
(2002) die Erythrozyten im peripheren Blut, viszerale Organe und
Knochenmark von peritoneal infizierten Echsen. Dabei stellte sich heraus,
dass eine Infektion mit LEVs in der Regel auf die Erythrozyten beschrankt ist,
aber gelegentlich auch eine systemische Infektion vorkommen kann, die zu
Erkrankung fOhrt. Im ersten Fall konnte eine Pravalenz an infizierten

Erythrozyten von 98 %, gefolgt von einer Genesung, beobachtet werden. Bei
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einer systemischen Infektion kam es auch zur Infektion von Leukozyten, die

zum Tod der infizierten Tiere fiihrte.

2.3.3 Ranavirusisolate aus Reptilien

Ende der 90er Jahre wurden die ersten Iridovirusisolate bei Reptilien
beschriebenen. Diese Iridoviren, die zun&chst alle zum Genus Ranavirus
gehdérten, wurden bei verschiedenen Schildkrétenspezies, teilweise im
Zusammenhang mit systemischen Erkrankungen, gefunden (MAO et al.,
1997; MARSCHANG et al., 1999; CHEN et al., 1999; DE VOE et al., 2004).

Auf der Basis von Teilsequenzen des MCP-Gens hatten MAO et al. (1997)
zwei Iridoviren, die aus zwei nordamerikanischen Schildkréten der Spezies
Testudo horsfieldii (TV5) und Terrapene carolina carolina (TV3) isoliert
wurden, mit einigen neu isolierten Fischviren in das Genus Ranavirus

eingeordnet.

MARSCHANG et al. (1999) konnten 1996 aus zwei Tieren aus einer Gruppe
von sieben gestorbenen jungen Schildkréten der Spezies Testudo hermanni,
die aus einem Zoo aus der Schweiz stammten, ein Ranavirus isolieren. In
histologischen Untersuchungen konnte bei allen sieben Tieren eine
Inflammation der Mukosa von der Mundhdhle, Gber Zunge, Pharynx,
Osophagus, Magendarmtrakt bis zur Kloake festgestellt werden, die lokal mit
Nekrosen einherging. Zudem konnten basophile runde intrazytoplasmatische
Einschlusskoérperchen in den Epithelzellen des Magendarmtraktes, in den
Hepatozyten und bei einem Tier im Epithel der Lunge gefunden werden. In
der Zellkultur war die Virusisolierung auf Terrapene heart Zellen (TH-1) bei
28 °C erfolgreich. Das Virus konnte bei 28 °C, jedoch nicht bei 37 °C, in
verschiedenen Zelllinien von Reptilien, Végeln und Saugetieren vermehrt
werden. Die Einordnung des lIsolates in das Genus Ranavirus erfolgte
aufgrund  von  Sensitivitdt gegenlUber  Chloroform, Inhibition der
Virusreplikation durch 5-Jodo-2°-Desoxyuridine (IUDR), GréB8e und

Morphologie der Viruspartikel bei den elektronenmikroskopischen
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Untersuchungen und des Nichtverdaus durch das Restriktionsenzym Hpall.
Zusatzlich wurde in Anlehnung an MAO et al. (1997) zur Amplifizierung eines
hochkonservierten Bereiches des MCP-Gens eine PCR durchgefiihrt und
das ca. 500 bp lange PCR-Produkt sequenziert. Der Vergleich der
Nukleotidsequenz mit der anderer Ranaviren ergab eine nahe
Verwandtschaft mit FV-3, der Typspezies des Genus Ranavirus.

In China konnten CHEN et al. (1999) 1997 aus Schildkréten der Spezies
Trionyx  sinensis, die kommerziell auf einer Farm far die
Lebensmittelgewinnung gehalten wurden, ein Iridovirus isolieren. Das Isolat
konnte vor allem von Jungtieren, die an der sogenannten
Rotnackenkrankheit erkrankt waren, gewonnen werden. Auffélligstes
Symptom war der geschwollene und gerbtete Nacken der Tiere. Bei der
Sektion konnten petechiale Blutungen auf der Leber gefunden werden. Das
Isolat konnte zwischen 15 und 30 °C in verschiedenen Zelllinien vermehrt
werden, war empfindlich gegentiber Chloroform und die Virusvermehrung
konnte durch IUDR gehemmt werden. Bei den elektronenmikroskopischen
Untersuchungen konnten 120 bis 160 nm groBe hexagonale Viruspartikel
nachgewiesen werden. In einem Infektionsversuch mit dem gewonnenen
Isolat wurde versucht, je zehn Schildkréten mittels Baden in kontaminiertem
Wasser und intramuskularer Injektion zu infizieren. Dabei konnten Tiere
infiziert und Virus reisoliert werden. Im Vergleich zu Infektionen in
kommerziellen Farmen war die Virulenz moderat; die Mortalitat lag unter
40 %.

Im Jahre 2002 konnten DE VOE et al. (2004) von zwei Tieren aus einer
Gruppe von Schildkréten der Spezies Terrapene carolina carolina ein Virus
des Genus Ranavirus isolieren. Die Tiere stammten aus einer privaten Zucht
von Uber hundert Tieren verschiedener Spezies. Finf Schildkréten wurden
lebend untersucht. Es konnten unter anderem Hautabszesse, orale
Erosionen, Mundabszesse und Respirationsprobleme beobachtet werden.

Funf Tiere starben und wurden seziert. Histologisch konnte eine fibrinése
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Vaskulitis der Haut, der mukésen Membranen, der Lunge und der Leber
festgestellt werden. Aus zwei Tieren konnte ein Isolat gewonnen werden und
elektronenmikroskopisch und mittels einer PCR und Sequenzierung eines
Teiles des MCP-Genes in das Genus Ranavirus eingeordnet werden. Zwei
der erkrankten Tiere erholten sich von den Symptomen, die von diesen

Tieren gewonnenen Rachentupfer waren in den Untersuchungen negativ.

Ranaviren wurden auch bei Schlangen (HYATT et al., 2002) identifiziert. Am
internationalen Flughafen von Cairns in Australien wurden im Jahre 1998
zehn junge grine Baumpythons (Chondropython viridis) aufgegriffen. Die
Tiere stammten urspringlich aus Indonesien und kamen beim Versuch,
illegal von Papua-Neuguinea nach Australien eingefihrt zu werden, nach
Cairns. Die Tiere wurden konfisziert und in Quarantédne gehalten. Drei Tiere
verstarben, die anderen wurden euthanasiert. Histologische Untersuchungen
zeigten bei zwei der gestorbenen Schlangen schwere chronische
Ulzerationen der nasalen Mukosa, Degenerationen und Nekrosen der Leber
und eine schwere nekrotisierende Entziindung der Submukosa des Pharynx.
Aus Proben von zwei von 10 Tieren konnte in Zellkultur das Wamena Virus,
das zum Genus Ranavirus gehért, isoliert werden und die Einordnung durch
Immunhistochemie, Elektronenmikroskopie, enzym linked immunosorbend
assay, sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis, PCR,
Sequenzanalyse, Restriktionsenzymverdau und  DNA-Hybridisierung
bestatigt werden.

MARSCHANG et al. (2002) konnten aus einem Gecko der Spezies Uroplatus
fimbriatus ein Iridovirus des Genus Ranavirus isolieren. Der Gecko zeigte bei
der Sektion an mehreren Kdérperstellen granulomatdse Lasionen. Aus der
Leber und dem Magen konnten in den beiden Zelllinien TH-1 und
HUhnerembryofibroblasten (HEF) zytopathogene Agenzien isoliert werden.
Eine Behandlung mit Chloroform und eine Kultivierung mit IUDR flhrte zu
vollstdndigem bzw. weitgehendem Verlust der Infektiésitat und im

Elektronenmikroskop konnten lridovirus-ahnliche Partikel gefunden werden.
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Ein Restriktionsenzymverdau mit den Enzymen Mspl und Hpall ergab, dass
der Cytosinanteil der DNA von CpG Sequenzen grdBtenteils methyliert war.
Die Nukleotidsequenz des Genombereiches, der die Aminosauren 15 bis 463
des MCP des Isolates kodiert, war zu 98,4 % identisch mit der Sequenz des
MCP-Gens von FV-3.

2.3.4 Noch nicht einem Genus der Familie Iridoviridae zugeordnete
Isolate aus Chamaleons

Es gibt Berichte Uber Isolate aus Chamaleons, bei denen bisher noch unklar
ist, in welches Genus der Familie Iridoviridae die isolierten Viren einzuordnen
sind. DRURY et al. (2002) konnten im Vereinigten Koénigreich aus drei
Chamaéleons der Spezies Chamaeleo quadricornis und Chamaeleo hoehnelli
Iridoviren gewinnen. Ein Tier der Spezies Chamaeleo hoehnelli, das einige
Monate zuvor aus Deutschland bezogen wurde, war schon gestorben und
zwei Tiere der Spezies Chamaeleo quadricornis, die in benachbarten
Terrarien untergebracht wurden, waren erkrankt. Bei dem gestorbenen Tier
der Spezies Chamaeleo hoehnelli konnte in der Sektion eine
Glomerulosklerose diagnostiziert werden. Aus der Kotprobe eines adulten
Chamaeleo quadricornis konnte schlieBlich auf HEF-Kulturen ein lIsolat
gewonnen werden, das sich bei den elektronenmikroskopischen
Untersuchungen als Iridovirus-dhnlich mit einer GréBe von 143 nm
herausstellte. Nach diesen Ergebnissen wurden Kot- und Rachentupfer der
verbliebenen Tiere der Gruppe untersucht. Im Elektronenmikroskop konnten
Iridovirus-dhnliche Partikel in den Kotproben eines adulten Chamaeleo
quadricornis und seines Jungtieres gefunden werden. Bei dem adulten Tier
handelte es sich um ein gesund erscheinendes in freier Wildbahn
gefangenes Tier. Sein Jungtier hingegen war gestorben. Aus sechs
untersuchten Rachentupfern konnten Iridovirus-ahnliche Partikel isoliert und
elektronenmikroskopisch dargestellt werden.
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2.3.5 Invertebraten-lridoviren aus Echsen

Ende der 90er Jahre waren auch Reptilien als Wirtsspezies flr Iridoviren des
Genus Ranavirus etabliert. Allerdings waren Viren des Genus Iridovirus bis
dahin nur bei Arthropoden isoliert worden, bis in den Jahren 1998 bis 2000
Viren, die mit IV identisch zu sein scheinen, aus toten Echsen verschiedener
Spezies isoliert wurden (JUST et al., 2001). Die dort beschriebenen Viren
wurden aus der Lunge, der Leber, der Niere und dem Darm von zwei
Bartagamen (Pogona vitticeps) und einem Chamaéleon (Chamaeleo
quadricornis) sowie aus der Haut einer Kragenechse (Chlamydosaurus
kingii) gewonnen. Alle Tiere starben vor der Untersuchung. Eine Bartagame
zeigte vor dem Tod Symptome einer Pneumonie und die Kragenechse wies
pockenahnliche Hautveranderungen auf. Sie gehérte zu einer Gruppe frisch
importierter Tiere, von denen einige mit Hautverdanderungen und
Abmagerung gestorben waren. Die Isolate konnten in einer Zellkultur von
Viper heart Zellen (VH2) bei 28 °C isoliert werden. Der zytopathische Effekt
(CPE) auBerte sich in Zellhypertrophie, Vakuolisierung und Zelllyse innerhalb
von sieben Tagen nach der Inkubation. Eine Uberstandspassage der ersten
Passage der Bartagamenisolate auf sf-9 Zellen rief einen identischen CPE
hervor. PCR-Untersuchungen mit spezifischen Primern fir Teile des MCP-
Gens von FV-3 ergaben kein PCR-Produkt. Im Gegensatz dazu konnte mit
spezifischen Primern fir Teile des MCP-Gens von 11V-6, der Typspezies des
Genus Iridovirus, 500 bp lange PCR-Produkte amplifiziert werden. Diese
DNA-Stlcke wiesen im Vergleich mit der Nukleotidsequenz von [IV-6 eine
97 %ige und im Vergleich mit GblV eine 100 %ige Identitat auf.
Untersuchungen zum Virusproteinprofil und zum Restriktionsfragment-
langenprofil bestatigten diese Ubereinstimmung mit GblV. Beim Verdau
viraler DNA mit dem Restriktionsenzym Hpall zeigte sich, dass die DNA
dieser Isolate im Gegensatz zu Vertebraten-Iridoviren nicht methyliert ist. Bei
der elektronenmikroskopischen Untersuchung infizierter VH2-Zellen konnten
Ansammlungen von ikosahedralen, Iridovirus-ahnlichen, 139 bis 151 nm
groBen Partikeln entdeckt werden. Negativ kontrastierte Viruspartikel waren
149 bis 170 nm groB.
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Bis 2002 wurden drei weitere dieser Viren aus Echsen isoliert
(MARSCHANG et al.,, 2002). Diese Isolate stammten aus zwei toten
Chamaéleons (Chamaeleo quadricornis und Chamaeleo hoehnelii), die beide
abgemagert waren und einem griinen Leguan (/guana iguana), der auffallige
Hautldsionen hatte. Das Isolat aus dem Helmchaméleon (Chamaeleo
hoehnelii) (Kapitel 2.3.6) wurde fiir die Ubertragungsversuche dieser Studie
eingesetzt. Zytopathogene Agenzien wurden aus der Leber des
Vierhornchamaleons (Chamaeleo quadricornis) und der Haut des Leguans
isoliert. Erste Vergleiche der IIV-Isolate aus den Reptilien basierten vor allem
auf Vergleichen von Teilsequenzen des hochkonservieten MCP-Gens.
Diese ca. 500 bp langen Sequenzen waren bei allen Reptilienisolaten
identisch. AuBerdem waren sie zu 100 % mit der entsprechenden Sequenz
von GblV (JUST und ESSBAUER, 2001) identisch. Die Bedeutung der 11V im
Krankheitsgeschehen der Reptilien blieb ungeklart. Es ist unklar, ob der Tod
der untersuchten Echsen auf eine Infektion mit Virusvermehrung
zurGckzufihren ist oder ob eventuell toxische Effekte eine Rolle beim Tod

der Tiere gespielt haben.

2.3.6 Bisherige Kenntnisse uber das Isolat 100/01

Bei dem in den Ubertragungsversuchen dieser Studie eingesetzten Isolat
handelt es sich um das Isolat 100/01, das aus der Lunge eines toten
Helmchamaleon (Chamaeleo hoehnelii) isoliert wurde (MARSCHANG et al.,
2002). Das Chamaleon war bei der Untersuchung tot und stark abgemagert.
Aus Lunge, Dinndarm, Dickdarm, Leber, Niere und Milz konnten
zytopathogene Agenzien isoliert werden. Die Isolate verursachten einen CPE
in zwei verschiedenen Zelllinien (TH-1 und HEF). Die isolierten Viren wurden
aufgrund ihrer Morphologie und GréBe im EM, sowie ihrer Sensitivitat
gegenlber Chloroform und IUDR als mdgliche Iridoviren identifiziert.
Untersuchungen des Genoms mit verschiedenen Restriktionsenzymen
zeigten keine Hinweise auf Methylierung. Vergleiche einer ca. 500 bp langen
Sequenz des hochkonservierten MCP-Gens waren mit der entsprechenden
Sequenz von GblV identisch. Vergleiche mit dem MCP-Gen des 1IV-6 (der
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Typspezies des Genus Iridovirus) zeigten eine 97 %ige Ubereinstimmung
(JUST und ESSBAUER, 2001).

2.4 Fragestellungen der eigenen Untersuchungen

Ziel dieser Arbeit war es, durch Transmissionsversuche die Pathogenitat von
aus Echsen isolierten IlIV-artigen Viren in Insekten und Echsen zu
untersuchen. Zunéachst sollten Grillen der Spezies Gryllus bimaculatus der
Familie Gryllidae mit dem Isolat (100/01) infiziert werden, um zu testen, ob
sich dieses in lebenden Invertebraten nach oraler Infektion vermehren kann.
Mit verschiedenen Methoden sollte anschlieBend Uberprift werden, ob eine
Infektion stattgefunden hat und versucht werden, das Virus aus den Grillen
zu reisolieren. Im Anschluss daran sollten Echsen der Spezies Pogona
vitticeps (Bartagamen) der Familie Agamidae durch Verfltterung infizierter
Grillen und oraler Verabreichung von Virussuspension des gleichen Isolates
infiziert werden, um zu untersuchen, ob sich das Virus in lebenden Echsen
vermehren kann. Auch in diesem Versuch sollte mit verschiedenen
Methoden Uberprift werden, ob eine Infektion stattgefunden hat und ob das
Virus aus den Bartagamen zu reisolieren ist. Es sollten Methoden entwickelt
werden, um eine zlgige Diagnose von |IV-Infektionen bei verschiedenen
Spezies zu ermdglichen. Dabei sollte bestimmt werden, mit welcher Methode
die Viren detektiert werden kénnen, sowie in welchen Organen bzw. Tupfern
Viren nachgewiesen werden kdnnen. Zusatzlich sollte die breite Palette an
untersuchten Organen einen Einblick Gber die mdgliche Ausbreitung der
Viren im Korper der infizierten Bartagamen geben. Zum Schluss der
Untersuchungen sollten mdglichst Empfehlungen fir die labortechnische
Diagnostik dieser Viren ausgesprochen werden. Hierflr sollte zunachst eine
Aussage darlUber getroffen werden, welche der durchgeflihrten Methoden zu
empfehlen sind und zusatzlich sollte geklart werden, welche Proben sich fir

die jeweiligen Untersuchungen eignen.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Zellkulturmedien, Pufferlosungen und Reagenzien

3.1.1 Virologische Untersuchungen

Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)-Losung
75 g/1 (0,89 M) NaHCO3; (Merck KGaA, Darmstadt)
Gelbst in Aqua bidestillata.

Penicillin-G-Loésung

60 mg/ml Penicillin-G (1664 U/mg) (Biochrom AG, Berlin)

Gel6st in Aqua bidestillata. Die Stammlésung hat eine Konzentration von ca.
100000 U/ml.

Streptomycinsulfat-Lésung

256 mg/mi Streptomycinsulfat (758 U/mg) (Biochrom AG, Berlin)
Gel6st in Aqua bidestillata. Die Stammlésung hat eine Konzentration von ca.
190000 U/ml.

Gentamycinsulfat-Lésung

5 mg/ml Gentamycinsulfat (640 U/mg) (Biochrom AG, Berlin)
Gel6st in Aqua bidestilata. Die Stammlésung hat eine Konzentration von
3200 U/ml.

Amphotericin B

Amphotericin B (Biochrom AG, Berlin) 250 pug/ml lyophilisiert.

In 5 ml Aqua bidestillata resuspendiert.

L-Glutamin
200 mM L-Glutamin (Biochrom AG, Berlin)

In Aliquots zu 5 ml bei -20 °C aufbewahrt und vor Gebrauch aufgetaut.
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Fotales Kalberserum (FKS)
FKS (Biochrom AG, Berlin)

Basal Medium Eagle (BME) mit Earle schen Salzen
100 ml/I BME-EARLE 10 x (Biochrom AG, Berlin)
29,3 ml/l NaHCOs-Lésung (0,89 M)

Verdinnt in Aqua bidestillata, sterilfiltriert und kdhl gelagert. Je nach

Verwendung folgende weitere Zutaten:

Tabelle 2: BME Probenmedium

Menge in ml/I Zutat Endkonzentration
2 Penicillin-G-Lésung 200 U/ml
2 Streptomycinsulfat-Losung 380 U/ml
2 Gentamycinsulfat-Lésung 6,4 U/ml
4 Amphotericin B-Lésung 0,5 pg/ml

Tabelle 3: BME Anzuchtmedium

Menge in ml/I Zutat Endkonzentration
100 FKS 10 % (v/iv)
10 L-Glutamin >mM

Tabelle 4: BME Erhaltungsmedium

Menge in ml/I Zutat Endkonzentration
20 FKS 2 % (VIV)

10 L-Glutamin 2 mM

2 Penicillin-G-Lésung 200 U/ml

2 Streptomycinsulfat-Lésung 380 U/ml

2 Gentamycinsulfat-Lésung 6,4 U/ml

4 Amphotericin B-Ldsung 0,5 yg/ml
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Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)

13,4 g/l DMEM-Pulvermedium mit 4,5 g/l D-Glucose, mit L-
Glutamin, ohne NaHCO; und ohne Natrium-Pyruvat
(Biochrom AG, Berlin)

2,29/l NaHCOj3; (Merck KGaA, Darmstadt)

Gel6st in Aqua bidestillata und sterilfiltriert. Je nach Verwendung folgende

weitere Zutaten:

Tabelle 5: DMEM Anzuchtmedium

Menge in ml/I Zutat Endkonzentration

100 FKS 10 % (VIv)

Tabelle 6: DMEM Erhaltungsmedium

Menge in ml/I Zutat Endkonzentration
20 FKS 2 % (VIV)
2 Penicillin-G-Lésung 200 U/ml
2 Streptomycinsulfat-Lésung 380 U/ml
2 Gentamycinsulfat-Lésung 6,4 U/ml
4 Amphotericin B-Lésung 0,5 pg/ml

Serumfreies Insektenmedium (TC 100 Insect Medium)

Tabelle 7: Medium flir Insektenzellen

Menge in ml Zutat Endkonzentration
1000 TQ 100 Insect Medi.um )
(Biochrom AG, Berlin)
100 FKS 10 % (v/v)
20 L-Glutamin 4 mM

1 Gentamycinsulfat-Lésung 3,2 U/ml
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Trypsin-Versen 0,05 %

8,00 ¢/l 136 mM NaCl (Merck KGaA, Darmstadt)

0,20 g/l 3 mM  KCI (Merck KGaA, Darmstadt)

0,20 g/l 1 mM  KH.PO4 (Merck KGaA, Darmstadt)

2,31 ¢l 6 mM  NaoHPO4 x 12 H.O (Merck KGaA, Darmstadt)
0,10 g/l 04 mM MgSOq4 x 7 H,O (Merck KGaA, Darmstadt)
0,132 g/l 0,9 mM CaCl:x 2 HoO (Merck KGaA, Darmstadt)

0,5 g/l Trypsin-Trockensubstanz (1:250) (Serva

Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
1,25 g/l 3 mM  Versen (Titriplex Ill) (Merck KGaA, Darmstadt)
0,05 g/l 37900 U/l  Streptomycinsulfat (Biochrom AG, Berlin)
0,06 g/l 100000 U/l Penicillin-G (Biochrom AG, Berlin)
Gelbést in Aqua bidestillata, mit 1 N NaOH auf pH-Wert 7 eingestellt,
sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert. Vor Gebrauch aufgetaut und bei 4 °C
gelagert.

50 x TAE-Puffer fir die Agarosegelelektrophorese

242 g/l (0,2 M) Tris(hydroxylmethyl)aminomethan (Merck KGaA,
Darmstadt)

57,1 ml/l Eisessig (Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)

18,612 g/l (0,5 M) EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Roth GmbH & Co

KG, Karlsruhe)
Gelést in Aqua bidestillata als Stammlésung, bei Raumtemperatur

aufbewahrt und zum Gebrauch 1:50 mit Aqua bidestillata verdinnt.

Ethidiumbromid-Lésung
10 g/l Ethidiumbromid (Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)

Unter dem Abzug mit Handschuhen gelést in Aqua bidestillata und in

Aliquots von 1,5 ml abgefullt. Bei -20 °C dunkel gelagert und zum Gebrauch
einzeln aufgetaut und bei Raumtemperatur dunkel gelagert.



Material und Methoden 26

2.5 % Agarosegel

2,59/l NEEO-Ultra-Qualitat Roti®Garose fir die DNA/RNA
Elektrophorese (Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)

50 ul/ Ethidiumbromid-Lésung

Gel6st in 1XTAE-Puffer, aufgekocht, in flissigem Zustand gegossen und vor

Gebrauch ca. eine halbe Stunde erstarren lassen.

DNA-Leiter

0,5 pg/ul Fermentas Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot)

Bandengr6Ben:1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 und 80 bp

Bromphenolblau

400 g/l (1,17 M) Saccharose (Merck KGaA, Darmstadt)

2,59/l (4 mM) Bromphenolblau Natriumsalz (Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe)

Gelbst in Aqua bidestillata.

3.1.2 Histologische Untersuchungen

Bouin sche Fixier-L6sung

714,3 ml/l Pikrinsaure (Merck KGaA, Darmstadt)
238,1 ml/l Formalin konzentriert (36 %) (Merck KGaA, Darmstadt)
47,6 ml/l Essigsaure (Merck KGaA, Darmstadt)

Gemischt, durch Rundfilter filtriert und im Kihlschrank gelagert.

Xylol
106,17 g/mol Xylol (Merck KGaA, Darmstadt)

Isopropanol
60,1 g/mol Isopropanol (Merck KGaA, Darmstadt)
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Ethanol 99.9 %

Ethanol 99,9 % (Herkommer und Bangerter GmbH & Co, Leinfelden-
Echterdingen) in verschiedenen Mischungsverhdltnissen mit Aqua
bidestillata.

Hamalaun nach Meyer

1,0 g/l Hamatoxylin puriss (Waldeck GmbH & Co Division
Chroma, Minster)
Unter Rihren in 11 Aqua bidestillata geldst.

0,2 g/l (1 mM) Natriumjodat ((Merck KGaA, Darmstadt)

50 g/l (105 mM)  Aluminiumkaliumsulfat (Merck KGaA, Darmstadt)
50 g/l (302 mM)  Chloralhydrat (Merck KGaA, Darmstadt)

1 g/ (4,8 mM) Citronensaure-Monohydrat (Merck KGaA,

Darmstadt)
Zur Reifung einige Wochen dunkel bei Raumtemperatur aufbewahrt. Vor
Gebrauch durch Rundfilter filtriert und bis zu einer Woche bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

Eosin Stamm-Lésung
10 g/l Eosin (Waldeck GmbH & Co Division Chroma, Minster)
Geldst in Aqua bidestillata, durch Rundfilter filtriert und im Kihlschrank

gelagert. Zum Gebrauch 1:10 mit Aqua bidestillata verdinnt und zu 100 ml
Farblésung drei Tropfen Eisessig (Merck KGaA, Darmstadt) dazugegeben.

3.1.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Cacodylate-Puffer Stamm-Lésung

42,8 g/l (0,2 M) Natrium-Cacodylsaure (Merck KGaA, Darmstadt)

Gel6st in Aqua bidestilata und mit 1 N HCI (Merck KGaA, Darmstadt) auf pH-
Wert 7,4 eingestellt. Zum Gebrauch als 0,1 M Lésung 1:2 mit Aqua

bidestillata verdiinnt.
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Glutaraldehyd
Glutaraldehyd 25 % (Plano GmbH, Wetzlar)

Mit Aqua bidestillata auf gewlinschte Konzentration verdinnt.

Paraformaldehyd
80 g/l (2,66 M) Paraformaldehyd (Merck KGaA, Darmstadt)

In 60 °C warmem 0,2 M Cacodylate-Puffer gelést. Gut gerihrt. Tropfenweise

1 N NaOH zugegeben bis Triibung aufgehoben.

Acetatpuffer
8,203 g/l (0,1 M)  Natriumacetat (Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)

Gelbst in Aqua bidestillata und mit Essigsaure (Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe) auf pH-Wert 5 eingestellt.

Osmiumtetroxid (0sO04) 1 %
20 g/l Osmiumtetroxid kristallin (Plano GmbH, Wetzlar)

Gelbst in Aqua bidestillata und in lichtdichter Flasche aufbewahrt.

Ethanol 99.8 %
Ethanol 99,8 % (v/v) (Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) in verschiedenen
Mischungsverhéltnissen mit Aqua bidestillata.

Uranylacetat 6-7 %

60-70 g/l Uranylacetat (Fluka, Deisenhofen)
In 70 % Ethanol suspendiert bis eine gesattigte Loésung entsteht.

Propylenoxid

56,08 g/mol 1,2-Propylenoxid  (Serva  Electrophoresis  GmbH,
Heidelberg)
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Epoxid-Harz-Kombination

23 ¢ Araldit Cy 212 (Plano GmbH, Wetzlar)
22 ¢ Dibutyl Pthalate (DDSA) (Plano GmbH, Wetzlar)
1,29 N-Benzyldimethylamine (BDMA) (Plano GmbH, Wetzlar)

Im Kihlschrank gelagert und direkt vor Gebrauch gemischt.

Phosphorwolframsaure

2 % (W/V) Phosphorwolframsaure (Waldeck GmbH & Co Division
Chroma, Munster)
Gel6st in Aqua bidestilata und mit 1 N NaOH auf pH-Wert 7,3 eingestellt.

Farbelésungen fir 1 um Schnitte:

Toluidinblau
1 % (W/v) Toluidinblau (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen)

Gelbst in Aqua bidestillata.

Natriumkarbonat (Na,COs3)
2,5 % (wW/v) Natriumkarbonat (Merck KGaA, Darmstadt)

Gelbst in Aqua bidestillata.

Farbelésungen fir Kupfergrids:

Uranylacetat

2 % (w/v) Uranylacetat (SPI Supplies Division of Structure Probe,
Inc., West Chester, USA)
Geldst in Aqua bidestillata.
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Bleinitrat

1,33 g (80,3 mM) Bleinitrat (Pb(NO3).) (SPI Supplies Division of Structure
Probe, Inc., West Chester, USA)

1,76 g (136 mM)  Natriumcitrat (CgHsNazO;) (Merck KGaA, Darmstadt)

Geldst in 30 ml fir 20 Minuten gekochtes destilliertes Wasser ohne CO, und

fir 30 Minuten alle 5 Minuten vorsichtig gerthrt.

8 ml NaOH 1N (Merck KGaA, Darmstadt)

Mit gekochtem destillieten Wasser auf 50 ml aufgeflllt und Iluftdicht

aufbewahrt.

3.1.4 Sonstige Untersuchungen

33 % Zinksulfat-L6sung
330 g/l (1,15 M) ZnS04 7H-0 (Merck KGaA, Darmstadt)
Gelbst in Aqua bidestillata.

3.2 Eingesetzte Zelllinien

Terrapene Heart Zellen (TH-1)

Bezogen von der American Type Culture Collection (ATCC), CCL 50
(Teddington, Middlesex, UK). Es handelt es sich um eine permanente
Zelllinie aus epithelialen Zellen aus dem Herz der Schildkrétenspezies

Terrapene carolina.

Viper Heart Zellen (VH2)
Bezogen von der ATCC, CCL 140 (Teddington, Middlesex, UK). VH2 ist eine
permanente Zelllinie aus fibroblastischen Zellen, die aus dem Herz der

Schlangenspezies Vipera russelli stammt.

Spodoptera frugiperda Pupal Ovary Zellen (SF-21)
(VAUGHN et al., 1977)
Erhalten von Prof. Dr. rer. nat. Pfitzner, Institut fir Genetik, Fachgebiet

Allgemeine Virologie, Universitat Hohenheim.
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3.3 Weitere Materialien und Geréate
3.3.1 Virologische Untersuchungen

Filtrationsvorsatze FP 30/0,45 CA-S

DNeasy Tissue Kit

Zellkulturflaschen mit Gasaustauschkappe
(25 cm?, 80 cm? und 175 cm?)
96-Loch-Platten

Schleicher & Schuell
MicroScience GmbH, Dassel
Qiagen GmbH, Hilden

Nunc GmbH & Co. KG,
Wiesbaden

Nunc GmbH & Co. KG,
Wiesbaden

Gewebekulturschalen mit Nocken 35 x 10 mm Greiner Bio-One GmbH,

Mikroskope:
Inverses Lichtmikroskop Wilovert
Lichtmikroskop Dialux 20 EB
Stereomikroskop
mit Lichtquelle KL 150

Waagen:
Analysenwaagen: Sartorius Research
R 200 D und Sartorius Basic BA210S
Feinwaage Mettler PC 440 Delta
Range®

Ultraschallgerat: Branson Sonifier 250

Zentrifugen:

Jouan GR 412

Tischzentrifuge Eppendorf 5415 D
Brutschranke:

CB210

Cytoperm Heraeus

Thermoblock: TB1 Thermoblock

Essen

Will, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
Schott AG, Mainz

Sartorius AG, Géttingen

Mettler-Toledo GmbH,
Giessen

Branson Ultrasonics, Danbury,
CT, USA

Jouan GmbH, Unterhaching
Eppendorf AG, Hamburg

Binder GmbH, Tuttlingen
Kendro Laboratory Products,
Hanau

Biometra GmbH, Géttingen
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Thermocycler:
Peglab Primus 25

T-Gradient Thermoblock
Gelelektrophoresekammern horizontal:

Agagel Mini Biometra®

Agagel Midi-Wide Biometra®
Elektrophoresenetzgerat Biometra®
Fluo Link Spektrolinker (TM) XL-1000 UV

Crosslinker

3.3.2 Histologische Untersuchungen

Jet-Kassetten

Rundfilter Typ 3hw

Superfrost®-Objekttrager

Gewebeinfiltrationsautomat TP 1020

ParaffinausgieBstation EG 1160

Rotationsmikrotom RM 2135

Lichtmikroskop Dialux 20 EB
Leica DMLB Lichtmikroskop

Leica DC 300 Videokamera

Adobe Photoshop 5.0

Peqglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen
Biometra GmbH, Géttingen

Biometra GmbH, Géttingen
Biometra GmbH, Géttingen
Biometra GmbH, Géttingen
Spectronics Westbury
Corporation, New York, USA

Leica Microsystems Nussloch
GmbH, Nussloch

Neolab Migge GmbH,
Heidelberg

Langenbrinck R.,
Emmendingen

Leica Microsystems Nussloch
GmbH, Nussloch

Leica Microsystems Nussloch
GmbH, Nussloch

Leica Microsystems Nussloch
GmbH, Nussloch

Leitz, Wetzlar

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar

Adobe Systems GmbH,
Minchen
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3.3.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Einmalhandschuhe Nitril

Rollrand-Schnappdeckelglaser

Glasmesser 6,4 mm
Glasmesserschneidemaschine
Mikrotom Reichert Ultracut
Objekttrager

Lichtmikroskop Standard 20
Diamantmesser Diatome
Formvar / Kohle-Film auf 3,05 mm Cu-
Netzchen 300 mesh
Hexagonale Kupfergrids 300 mesh
Elektronenmikroskope:

EFTEM 912AB

EM-100SX mit integrierter Kamera
Elektronenmikroskopiefilm 4489
D-19 Entwickler verdinnt 1:2
Fixierer Unifix verdinnt 1:4

Agfa Arcus 1200 Scanner

Kimberly-Clark, Roswell, GA,
USA

Roland Vetter Laborbedarf
e.K., Ammerbuch

EMS, Fort Washington, USA
LKB, Bromma 1, Schweden
Reichert, Wien, Osterreich
Menzel Glasbearbeitungs-
werk GmbH und Co. KG,
Braunschweig

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
Diatome AG, Biel, Schweiz
Plano GmbH, Wetzlar

EMS, Fort Washington, USA

LEO Elektronenmikroskopie
GmbH, Oberkochen

Jeol LTD, Tokyo, Japan
Kodak GmbH, Stuttgart
Kodak GmbH, Stuttgart
Kodak GmbH, Stuttgart
Agfa Deutschland
Vertriebsgesellschaft mbH &
Cie. KG, KélIn
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3.3.4 Versuche

Saran Gittergewebe Fugafil-Saran GmbH, Raesfeld
Slee Glovebox Slee Technik GmbH, Mainz
KorviminZVT + Reptil WDT, Garbsen

Jaeger-Kunstglucke FB 50M-Reptilien Jaeger und Pfrommer Brutgerate-
bau GmbH, Wachtersbach

Betriebseinheit fir Leuchtstoffrohren  Arcadia, Croydon, UK

Arcadia Reflektor Arcadia, Croydon, UK

Exoterra Leuchtstoffréhre Repti Glo 8.0 Hagen, Holm

Minimum Maximum Thermometer TFA Dostmann GmbH und Co KG,

Wertheim-Reicholzheim

Elektronische Wochenzeitschaltuhr Inter-Union Technohandel GmbH,
Landau

Waage FIF 280 MTC, Malheim/Ruhr

Wattestabchen 150 mm Heiland MED Vertriebsgesellschaft

mbH, Hamburg

3.4 Untersuchung der Proben
3.4.1 Virologische Untersuchungsmethoden
3.4.1.1 Zellkulturen

Inkubiert wurden TH-1 und VH2 bei 28 °C in Feuchtigkeits-gesattigter Luft mit
einem CO»-Gehalt von 5 %. Alle vier bis 14 Tage wurden die Zellen mit
Trypsin-Versen abgelést und 1:5 verdinnt, wobei je nach Bedarf
Gewebekulturschalchen oder 96-Loch-Platten eingesat wurden. Die SF-21-
Zellen wurden bei 27 °C inkubiert. Es wurde versucht, sie regelmaBig zu
kultivieren und auf Gewebekulturschélchen einzusden. Fir die
Untersuchungen der ersten drei Infektionsversuche mit Gryllus bimaculatus
und der ersten Virustitrationen wurden TH-1- und VH2-Zellen mit BME
versorgt. Die Beurteilung der TH-1-Zellen wurde nach 10 Tagen durch die
Alterserscheinungen der Zellen erschwert. Daher wurden die Proben des
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ersten Infektionsversuches erneut auf Zellkultur inokuliert, mit DMEM
versorgt und die Ergebnisse verglichen. Da die Anzahl der Proben, aus
denen Invertebraten-Iridoviren isoliert werden konnten, mit BME und DMEM

die gleiche war, wurden die Zellen ab diesem Zeitpunkt mit DMEM versorgt.

FlOr die Virusisolation wurden nach Entfernen des Mediums 200 pl des
Uberstandes der aufbereiteten Proben (Kapitel 3.8.1) auf am Vortag
vorbereitete 35 mm Petrischélchen, mit einem Monolayer von TH-1- bzw.
VH2-Zellen, verimpft. Nach zwei Stunden Inkubation bei 28 °C wurde einmal
mit Zellkulturmedium gewaschen, 2 ml Erhaltungsmedium hinzugegeben und
fir 14 Tage inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die Zellen regelmaBig
lichtmikroskopisch auf das Auftreten eines CPE untersucht. Falls kein CPE
beobachtet werden konnte, wurden die Zellen bei -20 °C tiefgefroren,
aufgetaut, abgeschabt, bei 1900 G (3000 U/min) fir 15 Minuten zentrifugiert,
um Zelldetritus zu entfernen und erneut, auf der gleichen Zelllinie wie zuvor,
inokuliert. Es wurden insgesamt drei Passagen durchgefthrt, bevor das
Ergebnis der Zellkultur flr negativ erklart wurde. Bei den Tupferproben wurde
nur eine Blindpassage durchgefihrt. Beim Auftreten eines zytopathischen
Effekts wurden die Zellen ebenfalls bei -20 °C tiefgefroren, aufgetaut,
abgeschabt, zentrifugiert, zweimal passagiert und der Uberstand
anschlieBend bei -80 °C aufbewahrt.

Bei dem Versuch der Reisolierung von Viren aus den Proben der Tiere der
Infektionsversuche gab es Probleme mit bakterieller Kontamination.
Besonders bei den Proben der Grillen und bei den Tupfern war es zum Teil
unmd@glich, die Zellkulturen zu bewerten. Um diese Probleme zu beheben,
wurde eine Erhéhung der Antibiotikakonzentration im Zellkulturmedium sowie
Filtration der Proben mit 0,2 und 0,45 um Filtern ausprobiert. Leider
tendieren Iridoviren vor allem bei sehr hohen Titern dazu, grosse
Konglomerate von Viruspartikeln zu bilden, die dann herausfiltert werden
kénnen, was zu einem falsch negativen Ergebnis fihren kann. Daher wurde

nach Méglichkeit auf das Filtern von Proben verzichtet. Falls doch gefiltert
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werden musste, wurden wegen der gréBeren PorengréBe 0,45 um Filter

verwendet.

3.4.1.2 Virustitration

Am Vortag wurde eine 96-Loch-Platte mit TH-1- bzw. VH2-Zellen vorbereitet.
BME-Erhaltungsmedium (1,8 ml) wurde in Reagenzréhrchen gegeben und
eine Verdinnungsreihe von 10° bis 10® vorbereitet. Nach Entfernen des
Mediums aus der 96-Loch-Platte wurden in je vier Lécher 100 pl jeder
Verdinnungsstufe hinzugegeben und in vier Lécher 100 pl BME-
Erhaltungsmedium. AnschlieBend wurden die Platten 14 Tage bei 28 °C
inkubiert und lichtmikroskopisch auf CPE beurteilt. Die KIDso/ml berechnete
sich mit der Formel nach SPEARMAN und KARBER (HIERHOLZER und
KILLINGTON, 1996). Bei jedem Infektionsversuch wurde die verwendete
Virussuspension titriert. Im Rahmen von Infektionsversuch IV mit Gryllus
bimaculatus wurden 11 der Proben auf TH-1 mit DMEM titriert.

3.4.1.3 DNA-Praparation

Die DNA-Praparation wurde mit Hilfe des Qiagen DNeasy Tissue Kit far
Organproben nach dem Protokoll des Herstellers flir die Isolierung von DNA
aus tierischen Gewebe durchgefiihrt, wobei im letzten Schritt nur einmal
100 pl AE-Puffer verwendet wurden. Circa 25 mg des jeweiligen Gewebes
wurden in mehreren kleinen Stlicken in ein Eppendorfgefa3 gegeben und mit
Hilfe von ATL-Puffer und Proteinase K bei 55 °C lysiert. Nach Zugabe von
AL-Puffer und einer Inkubation bei 70 °C wurde Ethanol zugegeben, um DNA
auszufallen. Mittels Membranen auf Silica-Basis und verschiedener
Waschlésungen und Zentrifugationsschritte wurde die ausgefallte DNA in
einer der Membranen aufgefangen, gewaschen und schlieBlich in 100 ul AE-
Puffer geldst. Im Falle von Uberstandproben wurden als Ausgangsmaterial
200 pl Uberstand verwendet und 20 pl Proteinase K hinzugegeben. Nach der
Zugabe von AL-Puffer wurde analog zu den Organproben verfahren.
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Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde der Arbeitsplatz fur die DNA-
Praparation raumlich von den Arbeitsplatzen zur Durchfiihrung der PCR
getrennt. Die benutzten Pipetten wurden ausschlieBlich far die DNA-
Praparation verwendet und nach Gebrauch fiir 120 Sekunden in einem Fluo-
Link Spektrolinker von beiden Seite dekontaminiert, regelmaBig mit 1 %
Peressigséaure (AppliChem, Darmstadt) gereinigt und geeicht. Es wurden nur

Pipettenspitzen mit Filter verwendet.

3.4.1.4 PCR

Als PCR wurde zunéachst die PCR nach JUST und ESSBAUER (2001) mit
den Primern PCRFOR und PCRREV (Tabelle 8) nach WEBBY und
KALMAKOFF (1998) Diese PCR
amplifiziert einen hochkonservierten 510 bp langen Bereich des MCP-Gens

verwendet, um IV nachzuweisen.

der IIV. Der Mastermix wurde nach dem Protokoll aus Tabelle 9 pipettiert. Im

Thermocycler wurde das Temperaturprotokoll aus Tabelle 10 angewandt.

Tabelle 8: Primer der PCR nach JUST und ESSBAUER (2001)

Primer

Sequenz

Entsprechende
Position bei 1IV-6
(GenBank NC_003038)

PCRFOR |5-ACCATTACATTTAATGATTTGG-3’

129804-129789

PCRREV

5-TTTTGACGTGGTGCAGTTTGAAC-3’

129558-129536

Tabelle 9: Protokoll des Mastermix fiir die PCR nach JUST und ESSBAUER

(2001)

Reagenz Volumen (ul) |Endkonzentration
Millipore (Aqua bidestillata) 23,25 -

10x Puffer (ohne MgCl,) 5,0 1X

MgCl, (25 mM) 3,0 1,5 mM
dNTP (25 mM) 7,5 3,75 mM
Primer PCRFOR (10 mM) 5,0 1mM
Primer PCRREV (10 mM) 5,0 1mM
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,25 0,025 U/ul
Endvolumen Mastermix 49

Target (Probe) 1,0 -
Endvolumen Reaktionsansatz 50
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Tabelle 10: Temperaturprotokoll nach JUST und ESSBAUER (2001)

Zeit | Temperatur | Funktion

Stufe 1 flr 1 Zyklus

2 Minuten 94 °C Denaturierung

2 Minuten 45 °C Anlagerung der Primer
5 Minuten 72 °C DNA-Synthese

Stufe 2 fur 28 Zyklen

30 Sekunden 94 °C Denaturierung

30 Sekunden 45 °C Anlagerung der Primer
60 Sekunden 72 °C DNA-Synthese

Stufe 3 flr 1 Zyklus

1 Minute 94 °C Denaturierung

1 Minute 45 °C Anlagerung der Primer
5 Minuten 72 °C DNA-Synthese

oo 4 °C Gekihlte Lagerung

Da der Vergleich des Virusnachweises mittels Zellkultur und dieser PCR
zeigte, dass der Zellkulturnachweis sensitiver war als die PCR, wurde eine
nested PCR entwickelt, um IIV in geringeren Konzentrationen nachweisen zu
kénnen. Mit Primern fir das MCP-Gen (MCP-F1, -F3, -R2, -R4; Tabelle 11)
(JAKOB et al., 2002) wurden alle sinnvollen Primerkombinationen mit 10-
fachen Reihenverdiinnungen von Reptilien-IIV getestet, um die Sensitivitat
der einzelnen PCRs zu bestimmen. Das sensitivste nested PCR-System (l1V-
MCP-F1 und -R4 / -F3 und -R2) wurde anschlieBend flr die weiteren
Untersuchungen eingesetzt. Diese PCR amplifiziert im nested Schritt einen
hochkonservierten 243 bp langen Bereich des MCP-Gens der |IV. Das PCR-
Produkt der ersten Runde ist 1043 bp groB. Der Mastermix wurde nach den
Protokollen aus Tabelle 12 und 13 pipettiert. Im Thermocycler wurde das
Temperaturprotokoll aus Tabelle 14 angewandt.
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Tabelle 11: Primer der nested PCR
Entsprechende
. Position bei IIV-6
Primer Sequenz (GenBank
NC_003038)
MCP-F1 (a.P.) |5-GGTTTCATCGATATCGCCAC-3" | 130128-130109
MCP-F3 (i.P.) |5-GGGCCGGAGATTATTTGTT-3" |129947-129929
MCP-R2 (i.P.) g,'AGCAGAAACATTTCCAATCAT' 129685-129705
MCP-R4 (4.P.) | 5"-GAAAAGTAATCACTGCCCAT-3" | 129050-129069

a.P. = auBerer Primer; i.P. = innerer Primer

Tabelle 12: Protokoll des Mastermix flir die 1. Runde der nested PCR

Reagenz Volumen (ul) | Endkonzentration
Millipore (Aqua bidestillata) 19,25 -

10x Puffer (ohne MgCly,) 5,0 1X

MgCl, (25 mM) 5,0 2,5mM
dNTP (2 mM) 7,5 0,3 mM
Primer MCP-F1 (10 mM) 4,0 0,8 mM
Primer MCP-R4 (10 mM) 4,0 0,8 mM
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,25 0,025 U/ul
Endvolumen Mastermix 45

Target (Probe/DNA) 5,0 -
Endvolumen Reaktionsansatz 50

Tabelle 13: Protokoll des Mastermix fiir die 2. Runde der nested PCR

Reagenz Volumen (ul) |Endkonzentration
Millipore (Aqua bidestillata) 23,25 -

10x Puffer (ohne MgCl,) 5,0 1X

MgCl, (25 mM) 5,0 2,5 mM
dNTP (2 mM) 7,5 0,3mM
Primer MCP-F3 (10 mM) 4,0 0,8 mM
Primer MCP-R2 (10 mM) 4,0 0,8 mM
Taqg-Polymerase (5 U/ul) 0,25 0,025 U/ul
Endvolumen Mastermix 49

Target (Amplikon der 1. Runde) 1,0 -
Endvolumen Reaktionsansatz 50
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Tabelle 14: Temperaturprotokoll fir die nested PCR

Zeit | Temperatur | Funktion
Stufe 1 flr 1 Zyklus
5 Minuten |96 °C | Denaturierung
Stufe 2 fur 35 Zyklen
45 Sekunden 95 °C Denaturierung
45 Sekunden 50 °C Anlagerung der Primer
90 Sekunden 72 °C DNA-Synthese
Stufe 3 fur 1 Zyklus
7 Minuten 72 °C DNA-Synthese
00 4 °C Gekuhlte Lagerung

Zusétzlich  wurde untersucht, ob eine DNA-Praparation des zu
untersuchenden ProbeniUberstandes vor der nested PCR zu besseren
Ergebnissen flhrt und ob es Unterschiede zwischen einem und flnf
Mikroliter Template als Ausgangsmaterial flir die erste Runde gibt. Bei diesen
Untersuchungen wurde von dem Isolat 100/01 Lunge die achte Passage auf
TH-1 verwendet und jede PCR zweimal durchgefiihrt, um die Ergebnisse
vergleichen und verifizieren zu kénnen. AnschlieBend wurde mit jeweils funf
Mikrolitern DNA der siebten Passage ein vierfacher Ansatz der
Verdiinnungsstufen 10® bis 107'° untersucht. Als Negativkontrollen wurde

DNA von Fettkérpern von Grillen aus unserer |IV-freien Zucht eingesetzt.

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die Arbeitsplatze fir die
Herstellung des Mastermixes, die Zugabe der DNA in der ersten Runde und
die Zugabe des Amplikons der ersten Runde im nested PCR-Schritt raumlich
voneinander und vom Arbeitsplatz der DNA-Praparation getrennt. An jedem
Arbeitsplatz standen Pipetten zur Verflgung, die nur fur diesen Arbeitsschritt
benutzt, regelmaBig mit 1 % Peressigsaure (AppliChem, Darmstadt) gereinigt
und geeicht wurden. Es wurden nur Pipettenspitzen mit Filter verwendet.
AuBerdem wurde an allen Arbeitsplatzen nach Benutzung UV-Licht zur
Dekontamination eingesetzt. Die Stander fir die Proben wurden nach
Gebrauch fir mindestens eine halbe Stunde in 1 % (v/v) Venno™ Vet1 super

(Menno Chemie-Vertrieb, Norderstedt) eingeweicht, mit klarem Wasser
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abgespdult, getrocknet und jede Seite fir 300 Sekunden in einem Fluo-Link
Spektrolinker mit UV-Licht dekontaminiert.

3.4.1.5 Gelelektrophorese

Ein 2,5 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromid wurde nach dem Erstarren, die
Slots am Minuspol, in die Elektrophoresekammer eingelegt und mit TAE-
Puffer bedeckt. Die Proben wurden im Anschluss an die PCR auf das Gel
aufgetragen, indem von einem Gemisch aus einem Mikroliter
Bromphenolblau und 10 pl Probe 10 pl in ein Slot gegeben wurden.
AuBerdem wurden pro Reihe in ein Slot finf Mikroliter 100 bp DNA-Leiter
gegeben, um spater einen GréBenvergleich fir die Banden zu haben. Eine
Spannung von ca. 65 kV wurde Uber ca. eine halbe Stunde angelegt und das
Gel anschlieBend unter UV-Licht bei 312 nm betrachtet, ausgewertet und

fotografiert.

3.4.1.6 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von DVM, MSc Tibor Papp am Institut fir
Umwelt und Tierhygiene der Universitdt Hohenheim durchgefihrt. Zur
Verifizierung der PCR-Ergebnisse wurden einige PCR-Produkte durch
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, ausgeschnitten und mit einem
Invitek-Kit aufgereinigt. Direktes Sequenzieren der purifizierten oder
verdinnten PCR-Produkte war beim Einsatz der inneren Primer MCP-F3 und
-R2 erfolgreich, konnte aber nicht mit den &uBeren Primern MCP-F1 und -R4
durchgefiihrt werden. Die Sequenzierungen wurden in einem ABIPrism310
Kapillarsequenzierer mit dem Taqg Dideoxy Terminator System nach dem
Protokoll des Herstellers (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die Proben
wurden mit dem 5.1 DNA Sequencer Data Analysis Programm und dem
Staden Program Package Version 1.6.0 (STADEN, 1996) bearbeitet.
Nukleotid- und Proteindatenbanke wurden mit BLASTN und BLASTX bei
www.ncbi.nih.gov (ALTSCHUL et al., 1990) untersucht. In einem Alignment
wurden die Nukleotidsequenzen miteinander und mit entsprechenden
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Sequenzen aus GenBank mit dem BioEdit Sequence Alignment Editor
Programm (HALL, 1999) verglichen.

3.4.2 In-situ-Hybridisierung (ISH)

Die In-situ-Hybridisierungen wurden von Prof. Dr. med. vet. Jens P. Teifke,
Dipl. ACVP, Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut  far
Tiergesundheit, Insel Riems durchgefihrt. Die fir die In-situ-Hybridisierungen
verwendeten 1IV-MCP-spezifischen Digoxigenin-dUTP  (DIG)-markierten
Sonden stellte DVM, MSc Tibor Papp am Institut fir Umwelt und Tierhygiene
der Universitdt Hohenheim mit der von EMANUEL (1991) beschriebenen
Methode her. Dazu verwendete Herr Papp den DIG DNA Labeling Mix (10x
konzentriert; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) und die Primer PCRFOR
und PCRREV (Tabelle 08) fir die 510 bp lange Sonde und die Primer MCP-
F3 und MCP-R2 (Tabelle 11) fur die 243 bp lange Sonde. Zu Beginn wurden
einige Fettkdrperproben von Grillen (mit dem Isolat 100/01 infizierte Tiere
und Negativkontrolltiere) mit beiden Sonden untersucht. Da mit beiden
Sonden die gleichen Ergebnisse erhalten wurden, wurden die
Fettkérperproben der untersuchten Grillen aus den Infektionsversuchen | bis
[l mit der kirzeren Sonde untersucht. Die untersuchten Organproben der

Bartagamen wurden mit beiden Sonden untersucht.

3.5 Untersuchte Proben

Bei den untersuchten Proben handelte es sich um Fettkdrper oder
Kopfproben von Grillen der Spezies Gryllus bimaculatus aus der Familie der
Gryllidae. Es wurden drei Infektionsversuche mit je 30 Grillen durchgeflhrt.
AuBerdem wurde ein weiterer Versuch vollzogen, um 72 infizierte Grillen zur
Verflutterung an die Bartagamen zu gewinnen und regelmaBig Grillen aus der
Zucht auf l1IV-Freiheit Gberprift.

AuBerdem wurden Organ- und/oder Tupferproben von Bartagamen der
Spezies Pogona vitticeps aus der Familie der Agamidae gewonnen. Von den
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zwei Elterntierpaaren der am Institut fir Umwelt- und Tierhygiene
ausgebriiteten Bartagamen wurden ein- bis sechsmal Rachen- und
Kloakentupferproben und ein- bis dreimal Kotproben gewonnen. Den
Bartagamen wurden vor Versuchsbeginn zweimal Tupferproben entnommen
und mit der PCR nach JUST und ESSBAUER (2001) untersucht. AuBerdem
wurde der Kot siebenmal auf Endoparasiteneier untersucht. Im
Infektionsversuch mit den Echsen wurden 10 Tieren eingesetzt. Von allen
Bartagamen wurden nach Méglichkeit Proben von Gehirn, Zunge, Trachea,
Lunge, Herz, Magen, Dinndarm, Dickdarm, Leber, Niere, Gonaden,
Fettkérper und Haut gewonnen. AuBerdem wurden wahrend des Versuches
regelmaBig Rachen- und Kloakentupferproben entnommen und untersucht.
Von weiteren zwei Bartagamen aus der Reservegruppe wurden im
Anschluss an den Hauptversuch die oben genannten 13 Organproben
gewonnen. AuBerdem wurde 2005 erneut ein Gelege von den Elterntieren
der Echsen des Infektionsversuches bezogen, um Eier vor dem Schlupf

virologisch auf Iridoviren untersuchen zu kénnen.

3.6 Proben aus der Routinediagnostik

Im virologischen Labor des Institutes fir Umwelt- und Tierhygiene der
Universitdt Hohenheim wurden 2003 und 2004 im Laufe der
Routinediagnostik Proben von zwei verschiedenen Bartagamenziichtern

untersucht.

Aus dem ersten Bestand (Bestand A) schickte der behandelnde Tierarzt
Rachen- und Kloakentupfer einer Bartagame mit Opisthotonus zur
virologischen Untersuchung ein. Das Tier ist einige Wochen spater
gestorben. Die Tupfer wurden auf TH-1- und VH2-Zellkulturen untersucht.
AuBerdem wurde der Zellkulturiberstand der dritten Passage auf TH-1 nach
DNA-Préparation mit der PCR nach JUST und ESSBAUER (2001)
untersucht. Spater wurden die Proben auch mit der entwickelten nested PCR
untersucht. Das PCR-Produkt wurde sequenziert und die erhaltene
Nukleotidsequenz mit der entsprechenden Sequenz des Gryllus bimaculatus
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Iridovirus und des Isolates 100/01 verglichen. Vom Uberstand der vierten
Passage des Rachentupfers auf TH-1 wurden zwei Grids fir die

elektronenmikroskopische Untersuchung angefertigt.

Im zweiten Bestand (Bestand B) verlor 2003 ein Bartagamenzichter 72
seiner ca. 90 Nachzuchttiere. Die Tiere waren bis zum Schlupf bei 29,2 °C im
Inkubator bebritet worden. Die Schlupfrate lag zwischen 96 und 97 % und
das Verhaltnis mannlich zu weiblich zwischen 50:50 und 40:60. Nach
zunachst normaler Entwicklung waren die betroffenen Tiere plétzlich
apathisch und dann, kurz vor dem Tod, hyperaktiv. Im Laufe des
Todeskampfes kam es bei vielen Tieren zu Darmentleerung und
Zungenvorfall. Die gestorbenen Tiere wurden alle nicht alter als zwei bis drei
Monate. In dem Bestand lag die Luftfeuchtigkeit bei 50 %, die
Umgebungstemperatur im Terrarium am warmsten Punkt zwischen 24 und
27 °C und unter den Spotstrahlern lokal bei 37 bis 38 °C. Der Zlchter hatte
in den Jahren zuvor und in den zwei Jahren danach keinerlei Probleme. Bei
den Heimchen (Acheta domesticus), die zur Fitterung der Bartagamen
gezlchtet wurden, konnte eine zunehmende Mortalitdt beobachtet werden.
Der Zichter schickte insgesamt drei Heimchen (Tagebuchnummer 52/03)
und acht Jungtiere (Tagebuchnummer 64/03, 65/03 und 66/03 und
Tagebuchnummer 08/04 Tier eins bis funf (08/01/04 bis 08/05/04)) zur
virologischen Untersuchung ein. Die juvenilen Bartagamen waren alle zuvor

fUr bis zu ca. sechs Monaten bei dem Ziichter eingefroren gewesen.

Die eingesandten Heimchen wurden komplett in BME-Probenmedium
gegeben, mit Ultraschall behandelt (Duty Cycle 30, Outputstyle 10, 3 Impulse
bei 30 %) und bei 1900 G (3000 U/min) far 15 Minuten zentrifugiert, um den
Zelldetritus zu entfernen. Der Uberstand wurde abgenommen und auf TH-1-
und VH2-Zellkulturen untersucht. Der Uberstand der fiinften Passage auf
TH-1 wurde nach DNA-Praparation mit der PCR nach JUST und ESSBAUER
(2001) untersucht und je ein Grid fur die Elektronenmikroskopie angefertigt

(Kapitel 3.8.3.2) und im EM untersucht. Spater wurden die Proben auch mit
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der entwickelten nested PCR untersucht. Das PCR-Produkt wurde
sequenziert und die erhaltene Nukleotidsequenz mit der entsprechenden
Sequenz des Gryllus bimaculatus Iridovirus und des Isolates 100/01

verglichen.

Die Bartagamen wurden seziert. Dabei wurden nach Méglichkeit Proben von
Gehirn, Zunge, Lunge, Herz, Magen, Dinndarm und Leber gewonnen und
auf TH-1- und VH2-Zellkulturen untersucht. Zudem wurde der Uberstand der
Organproben nach DNA-Praparation mit der nested PCR untersucht. Von
Bartagame 64/03 wurde von dem Uberstand der Diinndarmprobe und von
Bartagame 66/03 wurde von der Zungenprobe der ersten Passage auf VH2
ein Grid hergestellt (Kapitel 3.8.3.2) und elektronenmikroskopisch untersucht.

3.7 Ubertragungsversuche

Um die Pathogenitat des aus einem Chamaleon isolierten IIV (Isolat 100/01)
fur  Grilen und Echsen zu Uberprifen, wurden  zunéchst
Ubertragungsversuche mit Grillen der Spezies Gryllus bimaculatus
durchgefihrt. AnschlieBend wurde Bartagamen (Pogona vitticeps) oral

virushaltiger Zellkulturiberstand und infizierte Grillen verabreicht.

3.7.1 Gryllus bimaculatus (Zweifleckgrillen)

Zweifleckgrillen (auch Mittelmeergrillen genannt) stammen aus dem
Mittelmeerraum, sind mittelgroBe Insekten mit dickem Kopf und
Hinterextremitaten, die zu kraftigen Sprungbeinen umgestaltet sind mit denen
sie maBig springen kbénnen. Sie gehéren zu der Familie Gryllidae
(Uberordnung  Orthopteroidea  (Geradfliigler), Ordnung  Saltatoria
(Heuschrecken), Unterordnung Ensifera (Langfihlerschrecken)).
Zweifleckgrillen haben ausgewachsen eine Lange von ca. 30 — 35 mm und
eine Dicke von ca. 12 — 15 mm. Die Grundféarbung der Grillen ist schwarz.
Die Weibchen haben schwarzbraune und die Mannchen goldbraune derbe

Vorderfligel, die am Ansatz zwei helle Flecken aufweisen (bimaculatus =
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zweigefleckt). Zweifleckgrillen benétigen eine Haltungstemperatur von ca.
27 °C und ca. 50 - 60 % Luftfeuchtigkeit. Die Grillen ernahren sich pflanzlich
und tierisch mit einem Proteinanteil von ca. 30 %. Bei geringerem
Proteinanteil oder Uberbelegung kommt es vermehrt zu Kannibalismus. Die
mannlichen Zweifleckgrillen kénnen zirpen. Die weiblichen Zweifleckgrillen
haben einen Ovipositor (Ei-Lege-Bohrer). Mit diesem legen sie die Eier
einzeln ins Erdreich ab. Nach 12 bzw. 8 Tagen bei 25 °C bzw. 30 — 33 °C
schllpfen die Larven, die far ihre Entwicklung 8 bzw. 5 - 6 Wochen bendtigen
(FRIEDERICH und VOLLAND, 1998).

Abbildung 1: Mannliche (links) und weibliche (rechts) Gryllus bimaculatus aus
eigener Zucht
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3.7.1.1 Etablierung einer lIV-freien Grillenzucht der Spezies Gryllus

bimaculatus

Um IIV-freie Insekten zur Verflgung zu haben, wurde am Institut fir Umwelt-
und Tierhygiene der Universitdt Hohenheim eine |IV-freie Grillenzucht
etabliert, die keinen Kontakt zu anderen Insektenzuchten hatte. Der
Grundstock an Tieren hierfur wurde freundlicherweise von Frau Dr. Regina
Kleespies, Biologische Bundesanstalt fir Land- und Forstwirtschaft (BBA),
Darmstadt, aus der IIV-freien Zucht der BBA zur Verfligung gestellt. Die Tiere
wurden in einem separaten Raum, getrennt von den Laboreinrichtungen,
gehalten. Um jeglichen Kontakt der Grillenzucht mit anderen Insekten zu
unterbinden und um eine IIV-freie Zucht zu bewahren, wurden alle Fugen
des Raumes mit Silikon und Klebeband abgedichtet und die Liftungen mit
Saran Gittergewebe mit einer Fadenstarke von 0,3 mm und einer lichten
Maschenweite von 0,95 mm bespannt. Als eine Art Schleuse wurde um die
Kafige der Grillen, die auch mit Saran Gittergewebe bespannt wurden, ein
groBer begehbarer Kéfig aus Saran Gittergewebe gebaut. In dem Raum und
dem begehbaren Kéfig wurden Klebefallen fir Insekten aufgestellt, um
kontrollieren zu kénnen, dass wildlebende Insekten keinen Zutritt bzw. Zuflug
hatten. Die Grillen wurden mit Obst und Gemuise als Frischfutter und
Matzinger Hundeflocken® (Nestlé Purina Pet Care, Euskirchen) oder
TetraMin® Hauptfutter (Tetra, Melle) als Proteingrundlage gefiittert. Wasser
stand ad libitum zur Verfligung. Zur Aufrechterhaltung der Zucht wurde die
Temperatur tagstber mdglichst um 27 °C gehalten. Am Institut fir Umwelt-
und Tierhygiene wurde die Zucht zu Beginn durch tagliche Beobachtung und
Untersuchung gestorbener Grillen mittels PCR nach JUST und ESSBAUER
(2001) und TH-1- und VH2-Zellkulturen Uberprift. Spater wurden von jeder
Zuchtgruppe zwei Tiere bei -20 °C tiefgekihlt und nach Bedarf als
Negativkontrollen fir die DNA-Préaparation und die nested PCR verwendet.
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3.7.1.2 Infektion von Gryllus bimaculatus mit einem llIV-artigen Virus
aus einem Chamaeleo hoehnelii (HelImchamaleon)

Der Infektionsversuch mit den Grillen wurde in Anlehnung an JAKOB et al.
(2002) durchgefuhrt. Dabei wurde die Infektion durch Dippen gewahlt, da
damit eine hdhere Infektionsrate erzielt wurde als durch Fultterung. Es
wurden jeweils 30 subadulte Grillen einer Zuchtgruppe verwendet. Davon
wurden 20 Grillen fir ca. finfzehn Sekunden in Virussuspension des
0%% gedippt.
Zehn Grillen wurden als Negativkontrollen eingesetzt und in nicht infektiésen

Iridovirusisolates 100/01 mit einer KIDso/ml von mindestens 1

ZellkulturGberstand getaucht. Um ein Entkommen der Grillen beim Futtern zu
verhindern, wurden die infizierten Grillen in einer Glove Box und die
Kontrolltiere in einem Terrarium gehalten. Beide Gruppen wurden einige
Meter voneinander entfernt im selben Raum untergebracht. Alle Grillen
wurden einzeln gehalten, um eine Infektion von Tier zu Tier sowie
Kannibalismus zu vermeiden. Die Einzeltierkafige bestanden aus
Plastikbehaltnissen (500 ml Volumen) mit Luftiéchern im Deckel. Die Grillen
wurden jeden Tag kontrolliert und der Temperaturverlauf regelmaBig mit
einem Minimum-Maximum-Thermometer gemessen und protokolliert.
Gestorbene Grillen wurden seziert und ihnen wurden Proben aus dem
Fettkérper entnommen. Bei Versuchsende wurden die noch lebenden Grillen
im Kudhlschrank gekihlt, dekapitiert und ihnen ebenfalls Fettkérperproben
entnommen. Um die Fettkdrperproben besser identifizieren zu kénnen,
wurde die Sektion unter einem Stereomikroskop durchgefiihrt. Falls die
Autolyse der Grillen zu weit fortgeschritten war, so dass eine eindeutige
Zuordnung der Organe nicht mehr mdglich war, wurden Proben entnommen,
die nach Farbe, Konsistenz und Lage am ehesten dem Fettkérper

entsprachen.

Der Infektionsversuch | wurde am 06.05.2004 begonnen und lief Gber 72
Tage bis zum 16.07.2005. Die Grillen wurden in Virussuspension des
Iridovirusisolates 100/01 mit einer KIDso/ml von 10”2° gedippt. Bei den Grillen

von Infektionsversuch | wurden alle Untersuchungsmethoden (Zellkultur,
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nested PCR, Histologie, ISH und Elekironenmikroskopie) parallel
durchgefihrt. Alle auf Zellkultur untersuchten Proben mussten in diesem
Versuch aufgrund der bakteriellen Kontamination mit 0,45 um Filtern gefiltert

werden.

Der zweite Infektionsversuch wurde am 22.07.2004 begonnen und lief Gber
51 Tage bis zum 10.09.2005. Die Grillen wurden in Virussuspension des
Iridovirusisolates 100/01 mit einer KIDso/ml von 10°° gedippt. Bei allen Grillen
vom Infektionsversuch 1l wurden die Proben auf Zellkultur mit BME und
mittels nested PCR untersucht. Die Proben fir die Zellkultur mussten auch in
diesem Versuch aufgrund der bakteriellen Kontamination alle mit 0,45 um
Filtern gefiltert werden. Fir die Histologie, die ISH und die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden einzelne Proben
ausgewahlt. Histologisch wurden die Proben von sieben infizierten Tieren
(IT) (IT 02, IT 06, IT 08, IT 10, IT 12, IT 15 und IT 18) und drei Kontrolltieren
(KT) (KT 03, KT 06 und KT 10) untersucht. In der ISH wurden die Proben von
vier infizierten Grillen (IT 06, IT 08, IT 10 und IT 15) und drei Kontrollgrillen
(KT 03, KT 06 und KT 10) untersucht. Elektronenmikroskopisch wurden drei
Proben von infizierten Grillen (IT 06, IT 08 und IT 10) untersucht. Von der
Grille IT 15 konnte in der Sektion keine Probe fiir die Elektronenmikroskopie

entnommen werden.

Der dritte Infektionsversuch wurde am 22.10.2004 begonnen und lief Gber 50
Tage bis zum 10.12.2005. Die Grillen wurden in Virussuspension des

Iridovirusisolates 100/01 mit einer KIDso/ml von 1082

gedippt. Bei allen
Grillen von Infektionsversuch Il wurden die Proben auf Zellkultur mit BME
und mittels nested PCR untersucht. Aufgrund der Annahme, dass das
Zellkulturergebnis der Grille IT 07 im zweiten Infektionsversuch durch das
Filtrieren der Probe verfalscht wurde, wurde in diesem Versuch nach
Méglichkeit auf das Filtrieren verzichtet. Um die Ergebnisse der nested PCR
zu Uberprufen, wurden Amplikons von zwei Proben sequenziert und mit der

entsprechenden Nukleotidsequenz des MCP-Gens des eingesetzten Isolates
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100/01  verglichen. Fur die Histologie, die ISH und die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden einzelne Proben
ausgewahlt. Histologisch wurden die Proben von 15 infizierten Grillen (IT 01,
IT 02, 1T 03, IT 04, 1T 06, IT 08, IT 09, IT 11, IT 14, 1T 15,IT 16, IT 17, 1T 18,
IT 19 und IT 20) und sechs Kontrollgrillen (KT 03, KT 04, KT 05, KT 07, KT
08 und KT 10) untersucht. In der ISH wurden die Proben von sieben
infizierten Grillen (IT 08, IT 11, IT 14, IT 15, IT 16, IT 17 und IT 20) und einer
Kontrollgrille (KT 07) untersucht. Elektronenmikroskopisch wurden sechs
Proben von infizierten Grillen (IT 08, IT 11, IT 14, IT 15, IT 16, und IT 20)
untersucht. Von der Grille IT 17 konnte in der Sektion keine Probe flr die

Elektronenmikroskopie entnommen werden.

3.7.1.3 Infektion von Gryllus bimaculatus fiir den Ubertragungsversuch

mit Pogona vitticeps

Da die Anzahl an lIV-positiven Grillen in den drei Infektionsversuchen sehr
unterschiedlich war, konnte man keinen bestimmten Anteil an Positiven pro
20 infizierten Grillen festlegen. Um mdglichst viele [IV-positive Grillen fir den
Infektionsversuch mit Bartagamen zu gewinnen, wurden am 23.12.2004 alle
zu diesem Zeitpunkt verfligbaren Grillen wie fir einen Infektionsversuch
infiziert, aber im Anschluss daran in GroBgruppen gehalten. Der Versuch lief
Uber 57 Tage bis zum 17.02.2005. Die GroBgruppen wurden téaglich
kontrolliert und die toten Grillen seziert. Nach Mdglichkeit wurde nur der Kopf
als Probe abgetrennt. Falls dies nicht mdglich war, wurde eine geringe
Menge an Fettkdrper als Probe entnommen. Die restlichen Kérper wurden fur
die Infektion der Bartagamen bei -80 °C gesammelt. Die Proben wurden auf
TH-1-Zellkultur mit DMEM-Erhaltungsmedium auf Virusgehalt untersucht.
Von den positiven Proben wurden 11 auf TH-1 titriert. In dem
Infektionsversuch mit Bartagamen wurden nur Grillen eingesetzt, die auf
TH-1 zu einem CPE flhrten.
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3.7.2 Pogona vitticeps (Bartagamen)

Bartagamen stammen urspriinglich aus Australien und bewohnen dort
Halbwlsten, Steppen, Baumsteppen, lichte Trockenwalder und
tropenfeuchte Biotope. Bartagamen zdhlen innerhalb der Echsen
(Unterordnung Sauria) zu den Agamen (Familie Agamidae). Charakteristisch
ist die aufféllig kraftige Kopfbestachelung und die in unterschiedlichem MaBe
aufstellbare und schwarz farbbare Kehle, bzw. der ,Bart”, dem die Gattung
Pogona (griechisch: Bart) auch ihren Namen verdankt. Die Farbe und
Zeichnung variiert von grau, graubraun, braun, beige bis zu rot, die sie unter
anderem zur Thermoregulation wechseln kénnen. Bartagamen pflanzen sich
ovipar fort. Die Gelegegr6Be variiert zwischen flnf und 35 Eiern pro Gelege,
wobei wahrend einer Fortpflanzungssaison mehrere Gelege produziert
werden. Das Weibchen vergrabt die Eier im Boden und nach einer
temperaturabhangigen Inkubationsperiode von ca. 63 - 93 Tagen schllpfen
die Jungtiere (KOHLER et al., 2003a). Bartagamen sind sogenannte
Lauerjager, die warten bis sich potentielle Beute ihrem Gesichtsfeld nahert.
Sie sind omnivor, wobei Jungtiere einen héheren Anteil an tierischer Nahrung
zu sich nehmen (KOHLER et al., 2003b).

Abbildung 2: Mannliche Pogona vitticeps
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3.7.2.1 Herkunft der im Ubertragungsversuch eingesetzten Pogona
vitticeps

Um sicher zu gehen, dass 10 Bartagamen fir den Transmissionsversuch zur
Verfligung stehen, wurde von zwei verschiedenen Zichtern jeweils ein
Gelege bezogen. Gelege | (20 Eier) war zum ,Uben” der Ablaufe und als
Reserve gedacht. Gelege Il (22 Eier) sollte im Infektionsversuch (Kapitel

3.7.2.3) verwendet werden.

Elterntiere:

Bei Paar | waren beide Bartagamen ca. ein Jahr alt und in gutem
Erndhrungszustand. Das Mannchen war um einiges gréBer als das
Weibchen. Urspringlich waren die Tiere privat gezlchtet und aus dem
Zoofachhandel erworben worden. Das Gelege war das dritte im ersten
Legejahr. Da das Weibchen flir die Spezies Pogona vitticeps sehr klein war,
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei ihm um ein Tier der
Spezies Pogona henrilawsoni (Zwergbartagame) handelte.

Bei Paar Il waren beide Bartagamen ca. finf Jahre alt und in gutem
Erndhrungszustand. Beide Tiere waren ungeféhr gleich groB. Sie wurden
urspriinglich von einem Privatzlichter erworben. Das Gelege war das erste
im Jahr 2004. Der Besitzer fltterte den Tieren vorwiegend pflanzliche
Nahrung (Léwenzahn, Apfel, Banane, u.a.) und je nach Angebot
argentinische Waldschaben (Blaptica dubia) aus eigener Zucht oder
zugekaufte Steppengrillen (Gryllus assimilis) und Heimchen (Acheta
domesticus).

Zur Uberpriifung des IIV-Infektionsstatus wurden den Elterntieren der
Bartagamen Rachen- und Kloakentupfer enthommen. Diese wurden mit den
zu diesem Zeitpunkt zur Verfligung stehenden Methoden untersucht (TH-1-,
VH2-Zellkultur und PCR nach JUST und ESSBAUER (2001)). Bei negativen
Ergebnissen in allen Untersuchungen, wurde von IIV-freien Tieren
ausgegangen. Die beiden ersten Gelege wurden im April 2004 getrennt

voneinander innerhalb einer Woche nach Ablage, transportiert und bei 28 °C



Material und Methoden 53

(KOHLER, 1997) in einer Jaeger-Kunstglucke FB 50M-Reptilien bebritet.
Beide Gelege befanden sich in derselben Kunstglucke, waren aber in
verschiedenen Behaltnissen untergebracht. Die Eier wurden taglich
kontrolliert. Die Jungtiere aus Gelege | begannen 78 Tage nach der Eiablage
zu schlipfen. Nach sieben Tagen waren 17 Bartagamen geboren. Die
Jungtiere aus Gelege Il begannen vier Tage nach dem letzten geschllpften
Tier von Gelege | und 69 Tage nach der Eiablage mit dem Schlupf. Nach 11
Tagen waren 11 Bartagamen aus dem Gelege Il geschllipft. Nach dem
Schlupf wurden die Jungtiere noch fiir ein bis zwei Tage in kleinen
Plastikbehaltern, mit Luftibchern im Deckel, auf angefeuchteter Kiichenrolle
im Inkubator gehalten, bis der Dottersack weitgehend aufgebraucht war.
Danach wurden sie in zwei Gruppen, nach Gelegen getrennt, in je ein
Terrarium umgesiedelt. Die Bartagamen wurden nun ausschlieBlich mit 11V-
negativen Grillen, pflanzlicher Nahrung und Korvimin ZVT+Reptil® gefittert
(KOHLER et al., 2003b) und taglich kontrolliert. Nach fiinf Monaten wurden
10 Bartagamen, die aus den Eiern des Geleges Il geschliipft waren, einzeln
gesetzt. Eine Bartagame war inzwischen an den Folgen eines Unfalls
gestorben. Die 17 Bartagamen des Geleges | wurden im gleichen Raum wie
die negativen Kontrolltiere der Versuchsgruppe, aber in getrennten Terrarien
gehalten.

3.7.2.2 Voruntersuchungen an den jungen Pogona vitticeps

Zu Beginn der Aufzucht der Bartagamen wurden am 31.08.2004 von allen
geschlipften Tieren Rachen- und Kloakentupfer enthommen und auf
Zellkultur und mit der PCR nach JUST und ESSBAUER (2001) untersucht
und anschlieBend entsorgt. Finfzehn Tage vor Versuchsbeginn (am
16.02.2005) wurden von allen zehn Bartagamen des Geleges Il Rachen- und
Kloakentupfer (Tupfer I) entnommen. Die Tupfer | wurden mit Hilfe der PCR
nach JUST und ESSBAUER (2001) und auf TH-1- und VH2-Zellkulturen
untersucht. Nachdem der Infektionsversuch mit den Bartagamen beendet
und die nested PCR entwickelt worden war, wurden diese Proben nach einer
DNA-Préparation mit der nested PCR untersucht. In der Zwischenzeit
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wurden sie bei -80 °C gelagert. Zwei der in der nested PCR erhaltenen
Amplikons wurden sequenziert und die erhaltene Sequenz mit der
entsprechenden Sequenz von 100/01 verglichen. AuBerdem wurden
wahrend der Aufzucht von beiden Gelegen siebenmal Kotproben im
Flotationsverfahren auf Parasiteneier untersucht.

Direkt vor der Infektion der jungen Bartagamen wurde als erstes Kontrolltier
(KT) die Bartagame PV 01 KT mittels einer intramuskulédren Injektion
Ketaminhydrochlorid (Ursotamin®, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg) mit
einer Dosis von ca. 550 mg/kg und folgender Inhalationsnarkose mit Isofluran
(Isofluran-Baxter®, Baxter, UnterschleiBheim) andsthesiert und anschlieBend
dekapitiert. Von Gehirn, Zunge, Trachea, Lunge, Herz, Magen, Dinndarm,
Dickdarm, Leber, Niere, Gonaden, Fettkérper und Haut wurden Proben
entnommen. Die Organproben der Bartagame PV 01 KT wurden mit der
inzwischen von uns entwickelten nested PCR (aber ohne vorherige
Praparation der DNA) untersucht. Die Proben wurden auBerdem auf TH-1-
und VH2-Zellkulturen gebracht. Nach Abschluss der Untersuchungen wurden
die Organproben entsorgt. Aufgrund der Ergebnisse der anderen
Negativkontrolltiere wurden die Uberstande der Organproben von PV 01 KT
erneut untersucht. Da keine Organproben mehr vorratig waren, wurde eine
DNA-Préparation von den Uberstdnden durchgefiihrt und die gewonnene
DNA mit der nested PCR untersucht.

3.7.2.2.1 Untersuchung von Kotproben im Flotationsverfahren

Die von den Elterntieren der Bartagamen und den selbst erbriteten und
aufgezogenen  Jungtieren  gewonnenen  Kotproben  wurden im
Flotationsverfahren mit Zinksulfatldbsung untersucht. Dabei wurde eine ca.
kirschgroBe Probe mit einem Pistill und finf bis zehn ml 33 %iger
Zinksulfatlésung in einer Reibeschale grindlich zu einem Brei verrihrt. Das
so erhaltene flieBfahige Gemisch wurde Uber ein Teesieb und einen Trichter
in ein Reagenzglas geflllt und mit 33 %iger Zinksulfatldsung aufgefullt, so
dass die FlUssigkeit sich Uber den Reagenzglasrand nach oben wdlbte. Nach
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20 Minuten ruhigen Stehens wurde mit einem Deckglas der oberste Tropfen
der FlUssigkeitssdule abgenommen und auf einen Objekttrager gebracht. Die
Probe wurde anschlieBend meanderférmig bei 100- bis 400-facher
VergréBerung unter einem Dialux 20 EB Mikroskop untersucht.

3.7.2.3 Infektionsversuch mit Pogona vitticeps

Der Infektionsversuch mit den Bartagamen wurde am 03.03.2005 begonnen
und lief Ober 84 Tage bzw. 12 Wochen bis zum 25.05.2005. In dem
Infektionsversuch wurden die 10 Bartagamen aus Gelege Il eingesetzt
(Tabelle 15). Zu Beginn des Versuches waren die Jungtiere ca. acht Monate
alt. Die Bartagamen wurden in zwei Gruppen geteilt. Die infizierte Gruppe
(IG) bestand aus sechs infizierten Tieren (IT), die Kontrollgruppe (KG) aus
vier Kontrolltieren (KT). Die Gruppen waren unterschiedlich groB, da die
infizierten Bartagamen in zweiwdchigem Abstand und die Kontrolltiere in
vierwéchigem Abstand getétet wurden. Das erste Kontrolltier (PV 01 KT)
wurde bei Versuchsbeginn am 03.03.2005, bevor die anderen Bartagamen
infiziert wurden, euthanasiert. Zwei Wochen spater wurde das erste infizierte
Tier (PV 02 IT) euthanasiert und weitere zwei Wochen spater je ein
Kontrolltier (PV 04 KT) und ein infiziertes Tier (PV 03 IT). An den drei
Versuchstagen, an denen je eine Bartagame aus beiden Gruppen
euthanasiert wurde, handelte es sich um Tiere von &hnlichem Gewicht.
Dabei wurde immer zuerst das Kontrolltier euthanasiert, seziert und diesem

die Proben entnommen.
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Tabelle 15: Im Infektionsversuch eingesetzte Pogona vitticeps
(Infektionsbeginn 03.03.2005)

Name Bartagame Geschlecht | Todestag
PV 01 KT [1. Kontrolltier w 03.03.05
PV 02 IT [1. Infiziertes Tier m 17.03.05
PV O3 IT |2. Infiziertes Tier |w 31.03.05
PV 04 KT |2. Kontrolltier w 31.03.05
PV O5IT |3. Infiziertes Tier m 14.04.05
PV 06 IT |4. Infiziertes Tier m 28.04.05
PV 07 KT |3. Kontrolltier m 28.04.05
PV 08 IT |5. Infiziertes Tier m 12.05.05
PV 09 IT |6. Infiziertes Tier |w 25.05.05
PV 10 KT |4. Kontrolltier m 25.05.05

PV = Pogona vitticeps; KT = Kontrolltier; IT = infiziertes Tier;
w = weiblich; m = mannlich

Eine Infektion der Echsen mittels Futtertieren wurde simuliert. Sechs
Bartagamen wurden einmalig, mittels einer Magensonde
(Katzenharnkatheter; Heiland, Hamburg), 1 ml Virussuspension des

Iridovirusisolates 100/01 mit einer KIDso/ml von 10%7°

verabreicht und jeweils
zwei Virus-positive Grillen an sechs aufeinanderfolgenden Tagen (insgesamt
12 infizierte Grillen pro Bartagame) geflttert. Die drei Negativkontrolltiere
erhielten 1 ml Zellkulturmedium ohne Virus und nicht infizierte Grillen aus
unserer Zucht. Alle im Versuch befindlichen Bartagamen wurden einzeln in
Terrarien und infizierte und nicht infizierte Tiere in zwei getrennten Raumen
gehalten. Die Bartagamen wurden bei einer Umgebungstemperatur von
mindestens 18,2 °C (nachts) mit Warmeplatzen bis zu 41,3 °C und UV-Licht
gehalten. Wé&rmelampen und UV-Licht wurden Uber eine Zeitschaltuhr
gesteuert und tagsiber 12 Stunden angeschaltet. Alle Raume wurden nur mit
raumeigener Schutzkleidung und Handschuhen betreten, nachdem ein
Desinfektionsschuhbad mit 1 % (v/v) Venno™ Vet1 super (Menno Chemie-
Vertrieb, Norderstedt) passiert wurde. In den beiden Raumen befanden sich
die Terrarien der Bartagamen in je einem groBen begehbaren, mit Saran
Gittergewebe bespannten Kafig, um den Zugang oder das Entkommen von
Invertebraten zu verhindern. Die Jungtiere des Elternpaares | wurden als

Reservetiere im gleichen Raum wie die Kontrolltiere gehalten, waren aber
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auBerhalb des begehbaren Kafigs untergebracht. Die Bartagamen wurden
taglich kontrolliert, wobei immer bei den nicht infizierten Bartagamen
begonnen wurde. Bei der taglichen Kontrolle wurde gefittert, frisches
Wasser zur Verflgung gestellt und die Terrarien innen mit Wasser
befeuchtet. AuBerdem wurden klinischer ~ Zustand, Gewicht,
Nahrungsaufnahme und der mit einem Minimum-Maximum-Thermometer
gemessene Temperaturverlauf protokolliert. Zusatzlich wurden wédchentlich
von allen Bartagamen Rachen- und Kloakentupfer entnommen. Alle 14 Tage
wurden ein bis zwei Bartagamen (Tabelle 15) mittels einer intramuskuléren
Injektion Ketaminhydrochlorid (Ursotamin®, Serumwerk Bernburg AG,
Bernburg) mit einer Dosis von ca. 850 bis 1400 mg/kg anasthesiert und
anschlieBend dekapitiert. Bei der folgenden Sektion wurden nach Mdéglichkeit
Blut und folgende Organproben gewonnen: Gehirn, Zunge, Trachea, Lunge,
Herz, Magen, Dinndarm, Dickdarm, Leber, Niere, Gonaden, Fettkérper und
Haut. Bei der Organentnahme wurde darauf geachtet, dass alle Organe
moglichst steril entnommen wurden. Dabei wurde das Besteck nach der
Entnahme der einzelnen Organe immer mit Alkohol abgeflammt und
anschlieBend ausreichend abgekuhlt. Das Blut wurde nach Zellen und
Plasma getrennt bei -80 °C eingefroren.

Alle Organproben wurden auf TH-1- und VH2-Zellkulturen und mit der nested
PCR untersucht. Um sicher zu gehen, dass es sich bei dem PCR-Produkt
auch um die gesuchte DNA handelt, wurden einige Amplikons sequenziert
und die erhaltene Sequenz mit der entsprechenden Region des Isolates
100/01 verglichen. Fir die histologischen Untersuchungen, die ISH und die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden einzelne Organproben
der Bartagamen ausgewahlt. Histopathologisch wurden alle Proben
untersucht, die in der nested PCR positiv waren. Als Negativkontrollen
wurden hierbei die beiden in der PCR negativen Bartagamen aus dem
Infektionsversuch (PV 06 IT und PV 10 KT) und eine Kontrollbartagame aus
der Reservegruppe (KTR) (PV 01 KTR) untersucht. Mit der In-situ-
Hybridisierung wurden die Organproben Dinndarm, Fettkérper und Haut von
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Bartagame PV 02 IT, Trachea, Zunge, Dinndarm, Dickdarm, Leber,
Gonaden und Haut von PV 03 IT, sowie Trachea, Dinndarm und Fettkérper
von der Negativkontrollbartagame PV 04 KT untersucht. Elektronen-
mikroskopisch wurden 11 Proben (PV 02 IT Zunge, Trachea, Dunndarm,
Dickdarm, Leber, Niere und Haut; PV 03 IT Trachea und Dickdarm; PV 05 IT
Dickdarm und Niere) (Tabelle 33 im Anhang) untersucht, die in der nested
PCR eine besonders ausgepragte Bande zeigten, um die Chance zu
erhdhen Viruspartikel zu finden.

Von den Tupfern, die wahrend des Versuches von den Bartagamen
entnommen wurden (Tabelle 31), wurden nach DNA-Préparation die Tupfer
I, IV, VI, VIII, X, XII und XIII mit der nested PCR untersucht (Tabellen 34 und
35 im Anhang). Acht der in der nested PCR erhaltenen Amplikons wurden
sequenziert und die dabei erhaltenen Sequenzen mit der entsprechenden
Sequenz des Isolates 100/01 verglichen, um die Spezifitat der Reaktion zu
tberprifen. Die Tupfer Il bis VI und, nach den Ergebnissen der nested PCR,
zusatzlich die in der PCR positiven Tupfer VIII, X und XIII wurden auf TH-1-
und VH2-Zellkultur untersucht (Tabellen 36 bis 39 im Anhang). Aufgrund
massiver Verkeimung mussten einige Proben der Tupfer Il nach Filtration
erneut auf TH-1 bzw. VH2 okuliert werden. Da nach der Filtration (im
Gegensatz zu einigen unfiltrierten Proben auf der anderen Zelllinie) kein
Virus isoliert werden konnte, wurde spéater auf die Filtration und nach
negativen Ergebnissen bei drei aufeinanderfolgenden Tupferentnahmen auf

die Untersuchung auf Zellkultur verzichtet

3.7.2.3.1 Blutentnahme bei Pogona vitticeps

Blut wurde aus der Vena coggygea ventralis am Schwanz mit einer Kanlle
GroBe 16 (Braun, Melsungen) in eine 5 ml Monovette® mit 0,5 ml Tri-
Natriumcitrat-Losung (0,106 mol/l) als Antikoagulanz (Sarstedt, Nimbrecht),
entnommen. Nach Zentrifugation bei 1500 G (2650 U/min) fir 10 Minuten
wurden Plasma und Blutkérperchen getrennt bei -80 °C eingefroren.
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3.7.2.4 Untersuchungen bei der Reservegruppe der Spezies Pogona
vitticeps

Um eine Luftibertragung zwischen den infizierten Bartagamen und den
Negativkontrollen, die in getrennten Raumen, aber im gleichen Gebaude
gehalten wurden, auszuschlieBen, wurden zwei Bartagamen aus der
Reservegruppe Gelege |, die von anderen Elterntieren eines anderen
Zichters stammten, getdtet und untersucht. Wahrend des Versuches wurden
die Reservebartagamen bis auf den Netzkafig unter den gleichen
Bedingungen im selben Raum mit den Kontrollbartagamen des
Infektionsversuches gehalten. Zwei dieser Bartagamen (PV 01 KTR und PV
02 KTR) wurden nach Abschluss des Infektionsversuches mit den
Bartagamen auf die gleiche Art wie zuvor die Bartagamen des
Ubertragungsversuches euthanasiert. Die Sektion der Bartagame PV 01 KTR
fand 48 Tage nach dem Ende des Infektionsversuches statt. Die Bartagame
war ca. ein Jahr und zwei Wochen alt. Bartagame PV 02 KTR wurde 55 Tage
nach dem Ende des Infektionsversuches euthanasiert und war ca. ein Jahr
und drei Wochen alt. Von beiden Bartagamen wurden Proben von Gehirn,
Zunge, Trachea, Lunge, Herz, Magen, Dinndarm, Dickdarm, Leber, Niere,
Gonaden, Fettkérper und Haut gewonnen und nach DNA-Pr&paration mittels

nested PCR untersucht.

3.7.2.5 Weitere virologische Untersuchungen beim Ziichter

Nachdem die Untersuchungen der Organproben der Bartagamen mit der
nested PCR ergaben, dass mdglicherweise alle Bartagamen aus dem
Gelege Il mit Iridoviren infiziert waren, wurde im Mai 2005 ein weiteres
Gelege von den Elterntieren Il bezogen. Diese Eier wurden wie die der
ersten Bartagamen bebritet. Nach ca. zehn Wochen, kurz vor dem
erwarteten Schlupf der Bartagamen, wurden drei Eier seziert, die Schalen
und die Embryonen nach DNA-Préaparation auf Virusgehalt mittels nested
PCR untersucht. Zwei Amplikons wurden zur Uberpriifung der Spezifitat



Material und Methoden 60

sequenziert und die erhaltenen Sequenzen mit der entsprechenden Sequenz
des Isolates 100/01 verglichen.

Zusatzlich wurden den Elterntieren bei der Abholung der Eier 2005 am
21.05.2005, am 09.08.2005 und am 13.11.2005 erneut Tupfer (Rachen- und
Kloakentupferproben) enthommen. Die Proben wurden im Vergleich mit und
ohne DNA-Praparation mit der nested PCR getestet und auf TH-1 und VH2-
Zellkulturen untersucht. Die Amplikons wurden zur Kontrolle der Spezifitat
sequenziert und die erhaltenen Sequenzen mit der entsprechenden Sequenz
des Isolates 100/01 verglichen. Aufgrund der Ergebnisse der Tupferproben
aus 2005 wurden 2006 erneut Tupfer von den Elterntieren gewonnen.
Einerseits, um das positive Ergebnis nach Méglichkeit zu bestatigen und
andererseits, um herauszufinden, unter welchen Lebensumstanden es zur
Virusausscheidung bei dem Mannchen kommt. Die Tupfer wurden nach der
Winterruhe, am 29.03.2006, und nach der ersten Eiablage im Jahr 2006, am
09.05.2006, entnommen und mit und ohne DNA-Praparation mit der nested
PCR getestet und auf TH-1 und VH2- Zellkulturen untersucht

Bei der Abholung der Kontroll-Eier am 21.05.2005, als die ersten Tupfer
2005 entnommen wurden, wogen beide Bartagamen-Elterntiere des Geleges
Il ca. 300 g. Als die zweiten Tupfer 2005 am 09.08.2005 genommen wurden,
wogen beide Tiere 290 g und der Zichter wunderte sich, warum besonders
das Mannchen im Verhélinis zum Weibchen nicht zunahm, obwohl es
regelmaBig und reichlich  Futter aufnahm. Bei der dritten
Tupferprobenentnahme im Jahre 2005 wog das Weibchen 300 g und das
Méannchen nur noch 250 g. Der Besitzer hatte beide Tiere seit einiger Zeit als
Vorbereitung auf die Winterruhe restriktiv geflttert. Es wurde eine
Sammelkotprobe aus dem Gehege der beiden Tiere entnommen und diese
im Flotationsverfahren auf Endoparasiteneier untersucht. Nach Mitteilung des
Ergebnisses der Kotuntersuchung hat der Besitzer trotz Anratens aufgrund
der bevorstehenden Winterruhe die Tiere nicht therapiert. Bei der ersten
Tupferentnahme im Jahr 2006 am 29.03.2006 wogen beide Tiere 290 g.
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Beide Tiere waren agil und munter. Erneut wurde eine Sammelkotprobe aus
dem Gehege entnommen und diese im Flotationsverfahren untersucht. Bei
der zweiten Tupferprobenentnahme im Jahr 2006 wogen beide Tiere ca.
270 g. Trotz guter Futteraufnahme hatten beide Tiere Gewicht verloren. Die
vom Weibchen am 03.05.2006 abgelegten Eier waren von schlechter
Qualitat.

3.8 Probenkollektion und -aufbereitung

Bei der Sektion der Tiere wurde von den Grillen Fettkdrper- oder Kopfproben
und bei den Bartagamen Organproben flir die virologischen, histologischen
und elektronenmikroskopischen Untersuchungen entnommen. Die fur die
histologischen Untersuchungen entnommenen und aufbereiteten Proben

wurden spater auch fir die In-situ-Hybridisierungen verwendet.

3.8.1 Probenkollektion und -aufbereitung fir virologische Unter-
suchungen

Die Fettkérper- und Kopfproben der Grillen und die Organe der Bartagamen
wurden in mehrere ca. 2 x 2 mm messenden Gewebestlcke, die
Tupferproben der Bartagamen in toto in 15 ml Zentrifugenréhrchen, die 3 ml
BME Zellkulturmedium fir Proben enthielten, gegeben. Im Anschluss wurden
die Proben mit Ultraschall behandelt (Duty Cycle 30, Outputstyle 10, 3
Impulse bei 30 %) und bei 1900 G (3000 U/min) fur 15 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und bis zur Weiterverarbeitung bei
-80 °C aufbewahrt. Von allen Tieren im Bartagamenversuch, auBBer PV 01
KT, wurden zusatzlich Organproben bei -80 °C eingefroren, um fir die DNA-
Praparation verwendet zu werden und um anschlieBend mit der nested PCR

untersucht zu werden.
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3.8.2 Probenkollektion und -aufbereitung fiir histologische Unter-
suchungen

Die Organproben wurden fir 48 Stunden in Bouin'scher Ldsung
immersionsfixiert. Im Anschluss wurden die Proben mittels einer
aufsteigenden Alkoholreihe Uber 24 Stunden in einem Gewebe-
infiltrationsautomaten entwassert und dann in einer Paraffinausgie Bstation in
Paraplast® (Sherwood Medical Co., Saint Louis, Mo., USA) eingebettet. Von
jedem Probenblock wurden mittels eines Rotationsmikrotoms drei 3 pm
diinne Schnitte fiir eine Ubersichtsfarbung geschnitten und auf Superfrost®-
Objekttrager aufgezogen. Zur deskriptiven lichtmikroskopischen Auswertung
wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung nach dem Protokoll der
histologischen Abteilung der Anatomie und Physiologie der Haustiere des
Institutes fur Umwelt- und Tierhygiene sowie Tiermedizin mit Tierklinik der
Universitdt Hohenheim durchgefihrt. Zunachst wurden die getrockneten
Schnitte zweimal fir zehn Minuten in Xylol entparaffiniert. AnschlieBend
folgte fir je finf Minuten eine absteigende Alkoholreihe (Isopropanol, 96 %,
96 %, 96 %, 90 %, 80 % und 70 %) und dreimal eine finfmindtige Spulung in
Leitungswasser. Nachdem die Schnitte finf Minuten in Hamalaun nach
Meyer gefarbt wurden, wurden sie zehn Minuten flieBend in Leitungswasser
gewassert und dann fir zehn Minuten in Eosin gefarbt. Im Anschluss folgte
noch ein dreimaliges kurzes Abspulen in Aqua bidestillata und 30 Sekunden
in 80 %-igem Alkohol. Danach folgte zweimalig ein kurzes Spulen in 96 %-
igem Alkohol und ein kurzes Spllen in Isopropanol bis sie dreimal fir je flnf
Minuten in Xylol blieben. Zum Abschluss wurden die Gewebeschnitte mit
Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt) eingedeckt. Die Untersuchung erfolgte
an einem Lichtmikroskop vom Typ Dialux 20 EB. Fur die bildliche
Dokumentation wurde ein Lichtmikroskop vom Typ DMLB mit einer DC 300
Videokamera und angeschlossenem Computer mit Adobe Photoshop 5.0

verwendet.
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3.8.3 Probenkollektion und -aufbereitung fiir elektronenmikros-

kopische Untersuchungen

FUr die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden Proben der
infizierten Grillen und der zehn Bartagamen des Infektionsversuches
gesammelt. Die Fettkérperproben der Grillen wurden flr mindestens zwei
Stunden in 2,5 %igem Glutaraldehyd fixiert. Die Organproben der
Bartagamen wurden flr mindestens zwei Stunden in einer Ldsung von
2 %igem Paraformaldehyd und 3 %igem Glutaraldhyd in 0,1 M Natrium-
Cacodylatpuffer (pH-Wert 7,4) bei 4 °C fixiert. Nach der Immersionsfixierung
wurden die Proben in 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer (pH-Wert 7,4) Gberfuhrt
und bis zu vier Wochen im Kihlschrank gelagert. AnschlieBend wurden sie
dreimal fir 10 Minuten in 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer gewaschen und in
einer 1 %igen Lésung von Osmiumtetroxid in 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer
eine Stunde bei 4 °C nachfixiert. Dann wurde ein Waschschritt mit 0,1 M
Natrium-Cacodylatpuffer wiederholt und anschlieBend dreimal mit 0,1 M
Acetat-Puffer (pH-Wert 5) gewaschen. Nun folgte die Blockkontrastierung mit
einer gesattigten Uranylacetatlésung (5 %ig) in 70 %igem Ethanol far zwei
Stunden bei Raumtemperatur, um die Proben dann in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70 %, 95 %, 100 %, 100 %, 100 %) zu dehydrieren. Im
Anschluss daran wurden die Proben Uber Propylenoxid als Intermedium in
eine Epoxid-Harz-Kombination gegeben und eingebettet. Nach mindestens
48 Stunden bei 60 °C im Warmeschrank waren die Blécke auspolymerisiert
und konnten spater in Kooperation mit Professor Dr. A. P. Alves de Matos,
Dental Medical School (ITB), Universitat Lissabon, und Pathological Anatomy
Department, Curry Cabral Hospital, Lissabon, Portugal, geschnitten und
lichtmikroskopisch und elektronenmikroskopisch betrachtet und beurteilt
werden (Kapitel 3.8.3.1). Im Rahmen der Routinediagnostik wurden Grids

von Zellkulturiberstanden angefertigt (Kapitel 3.8.3.2) und untersucht.
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3.8.3.1 EM Untersuchungen von Organproben

Zunachst wurden mit dem Mikrotom und Glasmessern Semischnitte von ca.
1 um Dicke angefertigt. Diese wurden flr einige Sekunden mit einer
gefilterten Mischung aus 10 Tropfen 2,5 %igem Natriumkarbonat und einem
Tropfen 1 %igem Toluidinblau auf einer Heizplatte gefarbt, unter flieBendem
Leitungswasser gewaschen, getrocknet und lichtmikroskopisch beurteilt. Das
fir die weiteren Untersuchungen geeignetste Areal der Probe wurde
identifiziert und im Anschluss mit einem Diamantmesser Ultradinnschnitte
von ca. 70 bis 100 nm Dicke angefertigt und auf Grids gebracht. Die Grids
wurden 30 bis 45 Minuten mit 2 %iger Uranylacetatlésung und drei bis vier
Minuten mit Bleinitratiésung gefarbt. Nach dem Trocknen konnten die Grids
im JEM-100SX-Elektronenmikroskop bei 80 kV beurteilt werden. Die
Dokumentation erfolgte mittels der im EM integrierten Kamera und
Elektronenmikroskopiefilmen 4489. Die Filme wurden anschlieBend mittels
1:2 verdinntem D-19-Entwickler und 1:4 verdinntem Unifix-Fixierer in einer
Dunkelkammer entwickelt. Die gewonnenen Negative wurden mit Hilfe eines

Agfa-Arcus-1200-Scanner archiviert.

3.8.3.2 EM Untersuchungen von Zellkulturiiberstand

Circa 25 ul des unbehandelten virusinfizierten Zellkulturiiberstandes wurden
auf Parafim® M (American National Can™, Greenwich, CT, USA) pipettiert.
Ein Grid mit Pioloformfolie ohne Kohlebedampfung wurde mit der glanzenden
Seite nach unten fiir fiinf Minuten auf den Tropfen Uberstand gelegt. Nach
der Virusadsorption wurde das Grid senkrecht auf Zellstoff stehend
getrocknet und fur eine Minute auf einen Tropfen Phosphorwolframsdure
Uberfihrt und kontrastiert. Die Untersuchung erfolgte mit einem Energiefilter-
Transmissionselektronenmikroskop (EFTEM) 912 AB. Abbildungen wurden
mit der integrierten Slowscan-CCD-Kamera und dazugehdriger Software
(ESI-Vision) aufgenommen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Proben aus der Routinediagnostik

Die  Untersuchungsergebnisse  der Bartagamenproben aus der
Routinediagnostik sind in Tabelle 16 dargestellt.

Bestand A:

Aus dem Rachentupfer der Bartagame mit Opisthotonus konnten auf TH-1
und VH2 IIV isoliert werden. Der Rachentupfer war auch in der PCR nach
JUST und ESSBAUER (2001) positiv. Bei spateren Untersuchungen wurde
auch mit der nested PCR ein Amplikon der gesuchten GréBe erhalten. Das
PCR-Produkt wurde sequenziert und die erhaltene Nukleotidsequenz war zu
100 % mit der entsprechenden Sequenz des Gryllus bimaculatus Iridovirus
und des Isolates 100/01 identisch. Bei der elekironenmikroskopischen
Untersuchung vom Zellkulturiberstand konnten Iridovirus-ahnliche Partikel
gefunden werden. Der Kloakentupfer war in allen Untersuchungen negativ.

Bestand B:

Aus den drei eingesandten Heimchen (Acheta domesticus) konnte auf TH-1-
und VH2-Zellen Virus isoliert werden und mit der PCR nach JUST und
ESSBAUER (2001) Amplikons der gesuchten GrdBe amplifiziert werden. Bei
spateren Untersuchungen wurde auch mit der nested PCR ein PCR-Produkt
der gesuchten GrdéBe amplifiziert. Dieses wurde sequenziert und die
erhaltene Nukleotidsequenz war zu 100 % mit der entsprechenden Sequenz
des Gryllus bimaculatus Iridovirus und des Isolates 100/01 identisch. Bei der
elektronenmikroskopischen Untersuchung vom Zellkulturiiberstand konnten
Iridovirus-ahnliche Partikel gefunden werden.
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Die Bartagame mit der Tagebuchnummer 64/03 war das vierte Jungtier aus
dem ersten Gelege 2003 des Zichters, wog 11,5 g und war kachektisch. Das
Tier hatte keinen Fettkérper. Im Magen konnten Reste von Heimchen
gefunden werden. Auf Zellkultur konnten aus Gehirn, Zunge, Lunge, Magen
und Dinndarm Iridoviren isoliert werden. In der nested PCR waren die
Proben von Gehirn, Zunge, Lunge, Herz, Dinndarm und Leber positiv und
die Probe vom Magen schwach positiv. Im Elektronenmikroskop konnten im
Uberstand der Zellkultur vom Diinndarm Iridovirus-ahnliche Partikel gefunden

werden.

Das Tier mit der Tagebuchnummer 65/03 war das achte Jungtier aus dem
zweiten Gelege 2003 des Ziichters, wog 4,5 g und war ebenfalls kachektisch.
Bei der Sektion fielen das Fehlen des Fettkérpers, der gerbtete Magen-
Darm-Trakt und der leere Darm auf. Proben vom Gehirn konnten bei diesem
Tier nicht gewonnen werden. Aus Zunge, Lunge, Herz, Magen, Dinndarm
und Leber konnten Iridoviren isoliert werden. In der nested PCR waren die
Proben von Zunge, Lunge, Herz, Dinndarm und Leber positiv und die Probe

vom Magen schwach positiv.

Die Bartagame mit der Tagebuchnummer 66/03 war das flnfte Jungtier aus
dem dritten Gelege 2003 des Ziichters, wog 4,0 g und war wie die anderen
Tiere kachektisch. Bei der Sektion fielen das Fehlen des Fettkérpers und der
gerétete und leere Magen-Darm-Trakt auf. Proben vom Gehirn konnten bei
diesem Tier nicht gewonnen werden. Aus Zunge, Lunge und Herz konnten
Iridoviren isoliert werden. In der nested PCR waren die Proben von Zunge,
Lunge, Herz, Diinndarm und Leber positiv. Im EM konnten im Uberstand der

Zellkultur von der Zunge Iridovirus-ahnliche Partikel gefunden werden.

Bei der Bartagame mit der Tagebuchnummer 08/01/04, die 5 g wog und
kachektisch war, war der Magen bei der Sektion leer. Proben von Gehirn und
Magen wurden bei dieser Bartagame nicht gewonnen. In der Zellkultur und

der nested PCR konnte kein Virus nachgewiesen werden.
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Die Bartagame 08/02/04 wog 4,9 g und war kachektisch. Bei der Sektion
fanden sich im Magen vier unverdaute Heimchen und auf der Magen- und
Darmschleimhaut punktférmige bis membranése, weiBlich-rétliche nicht ohne
Substanzverlust ablésbare Auflagerungen (Enteritis). Proben vom Gehirn
konnten bei dieser Bartagame nicht gewonnen werden. Aus Zunge, Magen
und Darm konnten Iridoviren isoliert werden. In der nested PCR waren die

Proben von Zunge, Magen und Dinndarm positiv.

Die Bartagame 08/03/04 wog 2,7 g und hatte im Magen zwei unverdaute
Heimchen. Proben von Gehirn und Magen wurden bei dieser Bartagame
nicht gewonnen. In der Zellkultur und der nested PCR konnte kein Virus

nachgewiesen werden.

Das Jungtier 08/04/04 wog 2,2 g, war kachektisch und hatte eine
kotverschmutzte Kloake. Proben von Gehirn und Magen wurden bei dieser
Bartagame nicht gewonnen. In der Zellkultur und der nested PCR konnte

kein Virus nachgewiesen werden.

Die Bartagame mit der Tagebuchnummer 08/05/04 wog 2,5 g und hatte in
der Sektion einen leeren Magen. Proben von Gehirn und Magen wurden bei
dieser Bartagame nicht gewonnen. In der Zellkultur und der nested PCR

konnte kein Virus nachgewiesen werden.
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Tabelle 16: Ergebnisse der Untersuchungen der Bartagamenproben aus der
Routinediagnostik

Bestand [TBNr. |N Ra |Ge |Zu [Lu |He |Ma |Di |Le
A 50/03 |ZK |+ kP
PCR |+ C
64/03 | ZK + + + - + + -
nPCR + + + + (+) |+ +
65/03 |ZK kP Lt + + + + +
nPCR S+ + + (+) |+ +
66/03 |ZK kP Lt + + - - -
nPCR L + + - + +
08/01/04 | ZK - - - - -
B nPCR |k p. kP. - - - kKP. - -
08/02/04 | ZK Kp. I* - - + + -
nPCR IO EE - (+) |+ -
08/03/04 | ZK - - - - -
nPCR k.P. - - kP. - -
08/04/04 | ZK - - - - -
nPCR kP. - - - kP. - -
08/05/04 | ZK - - - - -
"PCR kP. - - - kP. -

TBNr. = Tagebuchnummer; N = Nachweismethode; Ra = Rachentupfer; Ge =
Gehirn; Zu = Zunge; Lu = Lunge; He = Herz; Ma = Magen; DU = Dinndarm;
Le = Leber; ZK = Zellkultur; PCR = PCR nach Just und Essbauer (2001);
NnPCR = nested PCR; (+) = schwache Bande in der nested PCR; + = Virus
nachgewiesen; - = kein Virus nachgewiesen; k.P. = keine Probe

4.2 Entwicklung der nested PCR

Vergleichende Untersuchungen zur Sensitivitat der nested PCR mit Primern
nach JAKOB et al. (2002) ergaben, dass sie 100-mal sensitiver ist als die
PCR nach JUST und ESSBAUER (2001) und 10-mal sensitiver als die
Zellkultur. AuBerdem konnten Unterschiede zwischen Virussuspension und
durch DNA-Praparation gewonnene DNA der Virussuspension und zwischen
dem Einsatz von einem oder funf Mikroliter der jeweiligen Probe als
Template festgestellt werden. Die Ergebnisse der vergleichenden
Untersuchungen der nested PCR sind in Tabelle 17 zusammengefasst. Beim
Einsatz von einem Mikroliter unbehandelter Virussuspension (ohne DNA
Praparation) der achten Passage des Isolates 100/01 konnte bis zu einer
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Verdiinnung von 10 (Abbildung 3) ein PCR-Produkt amplifiziert werden.
Wenn zuvor eine DNA-Préparation der Virussuspension gemacht wurde, war
ein Nachweis einmal bis zu einer Verdiinnung von 10®° und einmal bis zu

einer Verdiinnung von 10 (Abbildung 3) méglich.

12 34567 89 101112131415 161718 19202122 23242526 27 28 29

s

Legende
1und 29: 100 bp DNA-Ladder 15 bis 25: DNA der Titrationsreihe 107°
2 bis 12:  Titrationsreihe 107'° bis 10° bis 10°
(ohne DNA-Pr&peration) 26: leer
13: NK DNA-Préperation 27: PK
14: leer 28: NK

Abbildung 3: Nested PCR einer Titrationsreihe der 8. Passage auf TH-1 von
Isolat 100/01; 1 ul als Template eingesetzt

Die gesuchte spezifische Bande hat ein GrdBe von 270 bp («).

Bei einem Einsatz von funf Mikrolitern der gleichen Verdinnungsreihe als
Template far die erste Runde konnten bei der unbehandelten
Virussuspension bis zu einer Verdiinnung von 10 (Abbildung 4) und bei der
praparierten DNA einmal bis zu einer Verdiinnung von 10 und einmal bis zu
einer Verdiinnung von 10 (Abbildung 4) Banden der gesuchten GrdBe

detektiert werden.
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12 345 67 89 101112 131415 161718 192021 22 2324 25 26 27 28 29

- v o & .
Legende
1und 29: 100 bp DNA-Ladder 15 bis 25: DNA der Titrationsreihe 107°
2 bis 12:  Titrationsreihe 107'° bis 10° bis 10°

(ohne DNA-Praperation) 26: leer
13: NK DNA-Préaperation 27: PK

Abbildung 4: Nested PCR einer Titrationsreihe der 8. Passage auf TH-1 von
Isolat 100/01; 5 pul als Template eingesetzt

Die gesuchte spezifische Bande hat ein GrdBe von 270 bp («).

Tabelle 17: Ergebnisse der nested PCR mit der achten Passage der
Titrationsreihe von 100/01

Original | Original | Original | Original | DNA DNA DNA DNA

- 1ul 1ul 5ul 5ul 1ul 1ul 5ul 5ul
10° - - - - -

107 |- - - - - - - -

10° |- - - - -

107 |- : : :

10°®

107

10*

107

107

107

+ [+ [+ [+ [+
+ |+ [+ [+ [+

+ |+ [+ [+ [+ |+ |+
+ |+ [+ [+ [+ |+ |+
+ |+ [+ [+ [+ |+
+ |+ [+ [+ [+ [+ |+
+ |+ [+ [+ [+ |+
+ [+ [+ [+ [+ [+ |+

10°

Um das sensitivste System zu nutzen, wurden alle weiteren Proben einer
DNA-Préparation unterzogen und von der gewonnenen DNA finf Mikroliter
als Template fir die nested PCR eingesetzt. Um die Zuverlassigkeit der
nested PCR bei geringen DNA Mengen zu Uberprifen, wurde ein vierfacher
Ansatz der Verdinnungsstufen 10° bis 107'° der siebten Passage des
Isolates 100/01 untersucht. Dabei war 10° viermal, 107 dreimal, 10®
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zweimal, 10 dreimal und 107° einmal positiv (Tabelle 18). Die Kontrollen in

den verschiedenen Versuchen waren unauffallig.

Tabelle 18: Ergebnisse der nested PCR mit der siebten Passage der
Titrationsreihe von 100/01

Ansatz 1 |Ansatz 2 |Ansatz 3 |Ansatz 4
107 |+ - - -
107 |+ + - +
10° [+ - - +
107 |+ + - +
10° |+ + + +
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4.3 Infektionsversuche mit Gryllus bimaculatus

Insgesamt wurden drei vergleichbare Infektionsversuche (I-111) mit Grillen der
Spezies Gryllus bimaculatus durchgefihrt. Die Ergebnisse der
verschiedenen angewandten Nachweismethoden der Infektionsversuche I-llI
sind in den Tabellen 20, 23 und 26 dargestellt. In einem weiteren
Infektionsversuch (V) wurden infizierte Grillen fir den Infektionsversuch mit
Pogona vitticeps gewonnen.

4.3.1 Infektionsversuch | mit Gryllus bimaculatus

Die nachfolgende Tabelle 19 zeigt die Auswertung der wahrend des
Infektionsversuches I mit Gryllus bimaculatus ~ gemessenen
Umgebungstemperaturen und Abbildung 5 zeigt deren Verlauf. Die
Ergebnisse der verschiedenen angewandten Nachweismethoden des
Infektionsversuches | mit Gryllus bimaculatus sind in Tabelle 20 dargestellt

und deren Zusammenfassung in Tabelle 21.

Tabelle 19: Temperaturauswertung des Infektionsversuches | mit Gryllus
bimaculatus

Kontroligruppe Infizierte Gruppe
Minimum | Maximum Minimum | Maximum
Mittelwert 24,6 °C 23,8 °C
Minimum 21,1 °C 22,3 °C 21,0 °C 22,3 °C
Maximum 25,6 °C 28,2 °C 24,0 °C 28,1 °C
Stabw. 1,1 1,2 0,8 1,4

Stabw. = Standardabweichung

Der errechnete Mittelwert ergibt sich aus den gemessenen Minimum- und
Maximumwerten. Daraus folgt, dass er ungleich der Tagesdurchschnitts-
temperatur ist. Die Maximaltemperatur von 282 °C und die
Minimaltemperatur von 21 °C wurden an keinem Tag und in keiner Gruppe

Uber- bzw. unterschritten.
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Bis zum Ende des Versuches waren sieben der zwanzig infizierten Grillen
(IT 01, IT 07, IT 09, IT 10, IT 13, IT 14 und IT 19) gestorben und eine (IT 15)
wurde vorzeitig euthanasiert. AuBerdem war eine der zehn
Negativkontrollgrillen (KT 05) verstorben. Wahrend des Versuches hatte die
Grille IT 09 am vierten Tag nach der Infektion groBe Probleme bei der
Hautung, die zu Missbildungen am rechten Hinterbein flhrten. Diese Grille
starb am 28. Tag. Bei der Grille IT 15 konnten am 15. Tag nach der Infektion
Missbildungen am linken Hinterbein beobachtet werden, die zu erheblichen
Bewegungsstérungen fihrten. Die Grille wurde am 22. Tag euthanasiert. Ab
dem 15. Tag erschienen die Abdomen von vier Grillen (IT 01, 02, 10 und 19)
aufgetrieben. Bis auf die Grille IT 02 starben diese im Laufe des Versuches.
Die Grillen IT 07, IT 13 und IT 14 verstarben plétzlich ohne vorherige
Symptome 48, 46 bzw. 28 Tage nach der Infektion. Aus der Kontrollgruppe
fehlten der Grille KT 05 nach der Hautung am 30. Tag die HintergliedmaBen
und sie starb am 39. Tag. Die Todesursachen der Kontrollgrille war
unbekannt. Ein Zusammenhang mit einer Virusinfektion konnte nicht

nachgewiesen werden.

Bei der Sektion konnte bei vier Grillen aus der infizierten Gruppe (IT 01, IT
07, IT 10 und IT 12) eine blaulich irisierende Farbung festgestellt werden. Bei
einer flnften Grille (IT 18) war diese sehr geringgradig ausgepragt. Von
diesen funf waren drei Grillen (IT 01, IT 07 und IT 10) im Verlauf des
Versuches gestorben.

In der Zellkultur konnte bei sieben infizierten Grillen (IT 01, IT 09, IT 10, IT
12, IT 14, IT 15 und IT 19) sowohl mit BME als auch mit DMEM auf TH-1 und
auf VH2 Virus isoliert werden. Mit BME konnten auf TH-1 zuséatzlich bei IT 03
und IT 17 und mit DMEM auf VH-2 zusatzlich bei IT 16 und IT 20 Virus
isoliert werden. Insgesamt konnte aus 11 der 20 infizierten Grillen (55 %) mit
mindestens einer der eingesetzten Zellkulturmethoden Virus isoliert werden.
Bei den zehn Negativkontrollgrillen konnte aus keiner Probe Virus isoliert

werden.
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In der nested PCR konnten bei 15 der 20 infizierten Grillen (75 %) (IT 01, IT
03, IT 05, IT 07, IT 09, IT 10 und IT 12 bis IT 20) und bei keiner der
Kontrollgrillen Virus nachgewiesen werden. Alle auf Zellkultur positiven
Proben waren auch in der nested PCR positiv.

Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung der Hamatoxylin-Eosin (HE)
gefarbten Schnitte von acht infizierten Grillen (IT 01, IT 07, IT 09, IT 10, IT
12, IT 14, IT 15 und IT 19) erschien eine groBe Zahl der Adipozyten
vergréBert. Zahlreiche Adipozyten von unterschiedlicher Gr6Be wiesen in
ihrem Zytoplasma eine homogene stark basophile grobschollige Masse auf.
Die Probe einer infizierten Grille war nicht auswertbar (IT 13). Bei den
Proben der untersuchten Kontrollgrillen (KT 02, KT 06 und KT 07) konnten
keine histopathologischen Veranderungen festgestellt werden.

Bei der In-situ-Hybridisierung konnten bei drei infizierten Grillen (IT 01, IT 03
und IT 07) deutliche Signale festgestellt werden. Unter diesen Proben war
nur eine Grille, die in allen anderen Untersuchungsmethoden positiv war (IT
01). IT 03 war zuséatzlich in der nested PCR und auf TH-1 mit BME positiv.
Die infizierte Grille IT 07 war mit allen Methoden auBer der Virusisolierung
positiv. Keine Signale konnten bei den restlichen Infizierten und den drei
untersuchten Negativkontrollgrillen (KT 01 bis KT 03) festgestellt werden.

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung waren die acht der 20
Grillen positiv, die auch in den histologischen Untersuchungen Hinweise auf
eine Virusinfektion aufwiesen (IT 01, IT 07, IT 09, IT 10, IT 12, IT 14, IT 15
und IT 19). Von einer Probe war der Block nicht schneidbar und diese Probe
daher nicht auswertbar (IT 08). Alle im Elektronenmikroskop positiven
Proben waren auch in der PCR und bis auf eine auf beiden Zellkulturen
positiv. Die parakristallinen Areale bei IT 07 waren im Elektronenmikroskop
extrem groB und wurden vermutlich aus der Probe flur die Zellkultur

herausgefiltert.
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Tabelle 20: Ubersicht der Ergebnisse des Infektionsversuches | mit Gryllus
bimaculatus

Q N
~ g w qc’ - o o O T
- N 1 -
2l 2 o | 8 E | E|9|2 & |3

> =

(/)] —
KT 01 - E - - - - n.u. | n.u -
KT02| - E - - - - - n.u -
KT 03 - E - - - - n.u. | nu -
KT 04 - E - - - - n.u. | nu. | n.u.
KT05| + G - - - - n.u. | nu. | n.u.
KT 06 - E - - - - - n.u. | n.u
KT 07 - E - - - - - n.u. | n.u
KT 08 - E - - - - nu. | nu. | n.u.
KT 09 - E - - - - na. | nu. | n.u.
KT 10 - E - - - - n.u. | nu. | n.u.
IT 01 + G + + + + + + +
IT 02 + E - - - - - -
IT 03 - E - +B - + - - +
IT 04 - E - - - - - - -
IT 05 - E - - - + - - -
IT 06 - E - - - - - - -
IT 07 - G + - - + + + +
IT 08 - E - - - - - n.a. -
IT 09 + G - + + + + + -
IT10 + G + + + + + + -
IT 11 - E - - - - - - -
IT12 - E + + + + + + -
IT13 - G - - - + n.a. - -
IT14 - G - + + + + + -
IT15 + VE - + + + + + -
IT16 - E - - +D + - - k.P.
IT17 - E - +B - + - - -
IT18 - E (+) - - + - - -
IT19 + G - + + + + + -
IT 20 - E - - +D + - - -

G = gestorben; E = euthanasiert; VE = vorzeitig euthanasiert; + = positives
Ergebnis der jeweiligen Nachweismethode; - = negatives Ergebnis der
jeweiligen Nachweismethode; (+) = geringgradig ausgepragte Irideszenz; B =
nur mit BME; D = nur mit DMEM; n.u. = nicht untersucht; n.a. = nicht
auswertbar; k.P. = keine Probe vorhanden
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Die nested PCR war die sensitivste Methode (Kapitel 4.3.4). Sie detektierte
zu 75 % positive (15 Grillen) unter den infizierten Grillen, von denen 45 bis
55 % (9 bis 11 Grillen) auch in der Zellkultur positiv waren. Histologisch und
elektronenmikroskopisch konnten die gleichen 40 % an Positiven (8 Grillen)
ermittelt werden, die bis auf eine Grille mit den Ergebnissen der Zellkultur
Ubereinstimmten. Die 25 % der Grillen (5 Grillen), die eine irisierende
Farbung aufwiesen, waren alle auch in der PCR positiv. Bei der In-situ-
Hybridisierung waren 15 % der Grillen (3 Grillen) positiv.

Tabelle 21: Zusammenfassung der Ergebnisse der verschiedenen
Nachweismethoden des Infektionsversuches | mit Gryllus bimaculatus

Nachweismethode Prpgentsatz an positiven An_zahl positiver infizierter
infizierten Grillen Grillen

Irideszenz 25 5

TH-1- und VH2- 45 - 55 9-11

Zellkulturen

PCR 75 15

Histo 40 8

EM 40 8

ISH 15 3
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4.3.2 Infektionsversuch Il mit Gryllus bimaculatus

Die nachfolgende Tabelle 22 zeigt die Auswertung der wahrend des
Infektionsversuches | mit Gryllus  bimaculatus ~ gemessenen
Umgebungstemperaturen und Abbildung 6 zeigt deren Verlauf. Die
Ergebnisse der verschiedenen angewandten Nachweismethoden des
Infektionsversuches Il mit Gryllus bimaculatus sind in Tabelle 23 dargestellt

und deren Zusammenfassung in Tabelle 24.

Tabelle 22: Temperaturauswertung des Infektionsversuches Il mit Gryllus
bimaculatus

Kontroligruppe Infizierte Gruppe
Minimum | Maximum Minimum | Maximum
Mittelwert 25,8 °C 25,3 °C
Minimum 19,9 °C 23,9 °C 18,9 °C 23,1 °C
Maximum 26,7 °C 31,3 °C 25,8 °C 31,2 °C
Stabw. 2,1 2,2 2,0 2,4

Stabw. = Standardabweichung

Der ermittelte Mittelwert ergibt sich aus den gemessenen Minimum- und
Maximumwerten. Daraus folgt, dass er ungleich der Tagesdurchschnitts-
temperatur ist. Die Maximaltemperatur von 31,3 °C und die
Minimaltemperatur von 18,9 °C wurden an keinem Tag und in keiner Gruppe

Uber- bzw. unterschritten.
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Bis zum Ende des Versuches waren vier der infizierten Grillen (IT 06, IT 10,
IT 13 und IT 15) und zwei Negativkontrollgrilen (KT 08 und KT 09)
gestorben. Wahrend des Versuches erschien die Grille IT 10 ab dem 35. Tag
langsamer und starb am 46. Tag. Am 40. Tag fiel auf, dass das kaudale
Abdomen von IT 13 mit Exkrementen verklebt war. Diese Grille starb sieben
Tage spater. Aus der Kontrollgruppe lag die Grille KT 08 am 12. Tag auf dem
Rucken, konnte sich aus eigener Kraft kaum bewegen und starb am 14. Tag.
Die Grille KT 09 starb plétzlich ohne vorherige Symptome 14 Tage nach der
Infektion. Die Todesursachen beider Kontrollgrillen waren unbekannt. Ein

Zusammenhang mit einer Virusinfektion konnte nicht nachgewiesen werden.

Bei der Sektion konnte bei einer Grille aus der infizierten Gruppe (IT 06), die
im Laufe des Versuches ohne vorherigen Symptome verstorben war, eine
blaulich irisierende Farbung festgestellt werden.

Auf Zellkultur konnte aus einer der infizierten Grillen (IT 06) sowohl auf TH-1
als auch auf VH2 Virus isoliert werden. Dabei handelte es sich um die
irisierende Grille. Es konnte aus keiner Probe der Kontrollgrillen Virus isoliert

werden.

Die infizierte Grille, aus der Virus isoliert wurde, war auch in der nested PCR
positiv. Zusatzlich war das Ergebnis bei zwei Grillen (IT 08 und IT 15)
fraglich, d.h. es waren sehr schwache Banden der gesuchten GrdBe bei
diesen Girillen sichtbar. In der nested PCR waren alle nicht infizierten

Kontrollgrillen negativ.

Bei den histologischen Untersuchungen erschien bei einer Grille (IT 06) eine
groBe Zahl der Adipozyten vergréBert. In zahlreiche Adipozyten fiel im
Zytoplasma eine homogene stark basophile grobschollige Masse auf. Zwei
Proben (IT 10 und IT 15) konnten histologisch nicht ausgewertet werden. Bei
den Proben vier weiterer infizierter Grillen (IT 02, IT 08, IT 12 und IT 18) und
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denen der drei untersuchten Kontrollgrillen (KT 03, KT 06 und KT 10)
konnten keine histopathologischen Veranderungen festgestellt werden.

Bei der In-situ-Hybridisierung konnten bei einer infizierten Grillen (IT 06)
deutliche Signale festgestellt werden. Diese Grille war auch in allen anderen
Untersuchungsmethoden positiv. Keine Signale konnten bei den anderen
drei untersuchten Infizierten (IT 08, IT 10 und IT 15) und den drei
untersuchten Negativkontrollgrillen (KT 03, KT 06 und KT 10) festgestellt

werden.

Von den drei im Elektronenmikroskop untersuchten Grillen ( IT 06, IT 08 und
IT 10) war nur die Grille IT 06 positiv, von der auch Virus isoliert werden
konnte.
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Tabelle 23: Ubersicht der Ergebnisse des Infektionsversuches Il mit Gryllus
bimaculatus

o N

~ g w S - o o @) T

o 2 p » : T ? =

= E S g E | s | 2| £ | uw @

(/)] i

KT 01 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
KT 02 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
KT 03 - E - - - - - n.u. -
KT 04 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
KT 05 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
KT 06 + E - - - - - - n.u. -
KT 07 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
KT 08 - G - - - - n.u. n.u. n.u.
KT 09 - G - - - - n.u. n.u. n.u.
KT 10 - E - - - - - n.u. -
IT 01 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT 02 - E - - - - - n.u. n.u.
IT 03 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT 04 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT 05 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT 06 - G + + + + + + +
IT 07 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT 08 - E - - - (+) - - -
IT 09 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT10 + G - - - - n.a. - -
T 11 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT12 - E - - - - - n.u. n.u.
IT13 + G - - - - n.u. n.u. n.u.
IT 14 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT15 - G - - - (+) n.a. k.P. -
IT16 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT17 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT18 - E - - - - - n.u. n.u.
IT19 - E - - - - n.u. n.u. n.u.
IT 20 - E - - - - n.u. n.u. n.u.

G = gestorben; E = euthanasiert; + = positives Ergebnis der jeweiligen
Nachweismethode; - = negatives Ergebnis der jeweiligen Nachweismethode;
(+) =schwache Bande in der nested PCR; n.u. = nicht untersucht; n.a. = nicht
auswertbar; k.P. = keine Probe vorhanden
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In diesem Versuch konnte die nested PCR zu 15 % positive (3 Grillen) unter
den infizierten Grillen detektieren. In der Zellkultur waren 5 % (1 Girille)
positiv. In  den histologischen und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen und der ISH konnten diese 5 % (1 Grille) bestatigt werden.
Allerdings konnte die Grile IT 15 weder histologisch noch
elektronenmikroskopisch untersucht werden.

Tabelle 24: Zusammenfassung der Ergebnisse der verschiedenen
Nachweismethoden des Infektionsversuches Il mit Gryllus bimaculatus

Nachweismethode Prozentsatz an positiven | Anzahl positiver infizierter

infizierten Grillen Grillen
Irideszenz 5 1
TH-1- und VH2- 5 1
Zellkulturen

PCR 5

Histo

_L_L_Lw

3

5
EM 5
ISH 5
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4.3.3 Infektionsversuch lll mit Gryllus bimaculatus

Die nachfolgende Tabelle 25 zeigt die Auswertung der wahrend des
Infektionsversuches 1] mit Gryllus ~ bimaculatus  gemessenen
Umgebungstemperaturen und Abbildung 7 zeigt deren Verlauf. Die
Ergebnisse der verschiedenen angewandten Nachweismethoden des
Infektionsversuches Il mit Gryllus bimaculatus sind in Tabelle 26 dargestellt

und deren Zusammenfassung in Tabelle 27.

Tabelle 25: Temperaturauswertung des Infektionsversuches Il mit Gryllus
bimaculatus

Kontroligruppe Infizierte Gruppe
Minimum | Maximum Minimum | Maximum
Mittelwert 23,5 °C 22,7 °C
Minimum 21,3 °C 22,1 °C 20,1 °C 21,1 °C
Maximum 24,3 °C 29,7 °C 23,3 °C 29 °C
Stabw. 0,7 1,7 0,8 1,7

Stabw. = Standardabweichung

Der ermittelte Mittelwert ergibt sich aus den gemessenen Minimum- und
Maximumwerten. Daraus folgt, dass er ungleich der Tagesdurchschnitts-
temperatur ist. Die Maximaltemperatur von 29,7 °C und die
Minimaltemperatur von 20,1 °C wurden an keinem Tag und in keiner Gruppe

Uber- bzw. unterschritten.
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Bis zum Ende des Versuches waren drei der infizierten Grillen (IT 08, IT 11
und IT 20) gestorben und eine infizierte Grille (IT 15) wurde vorzeitig
euthanasiert. Die Grille IT 15 begann sich am 35. Tag zu hauten, hatte dabei
aber massive Probleme und steckte am nachsten Tag in ihrer alten Haut fest.
Sie wurde daher vorzeitig euthanasiert. Am 18. Tag des Versuches erschien
Grille IT 11 langsamer in ihren Bewegungen und starb am 31. Tag. Die
Grillen IT 08 und IT 20 starben plétzlich ohne vorherige Symptome 31 bzw.
33 Tage nach der Infektion. Von den Negativkontrollgrillen starb kein Tier.

Bei der Sektion konnte bei zwei Grillen aus der infizierten Gruppe (IT 08 und
IT 16) eine geringgradige blaulich irisierende Farbung festgestellt werden.
Eine der beiden Grillen (IT 08) war im Verlauf des Versuches verstorben.

Aus funf der infizierten Grillen (IT 08, IT 11, IT 14, IT 16 und IT 20) konnte
sowohl auf TH-1- als auch auf VH2- Zellen Virus isoliert werden. Darunter
waren auch die beiden irisierenden Grillen. Es konnte aus keiner Probe der
Kontrollgrillen Virus isoliert werden.

In der nested PCR konnte bei sechs der 20 infizierten Grillen (IT 08, IT 11, IT
14, IT 16, IT 17 und IT 20) Virus-DNA amplifiziert werden. Die zehn
Kontrollgrillen waren negativ. Die sequenzierten Amplikons von zwei Proben
(IT 08 und IT 17) zeigten eine 100 %ige Ubereinstimmung mit der
entsprechenden Nukleotidsequenz des MCP-Gens des eingesetzten Isolates
100/01.

Bei den histopathologischen Untersuchungen fielen bei flnf infizierten Grillen
(I 08, IT 11, IT 14, IT 16 und IT 20) zahlreiche Adipozyten von
unterschiedlicher GréBe auf, deren Zytoplasma eine homogene stark
basophile grobschollige Masse aufwies. Eine der Proben (IT 17) war nicht
auswertbar. Bei den Proben der neun weiteren untersuchten infizierten
Grillen und denen der sechs untersuchten Kontrollgrillen konnten keine

histopathologischen Veranderungen festgestellt werden.
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Bei der In-situ-Hybridisierung konnten bei finf infizierten Grillen (IT 08, IT 11,
IT14, IT 16 und IT 20) deutliche positive Signale festgestellt werden. Alle finf
dieser Proben waren auch in allen anderen Untersuchungsmethoden positiv.
Keine Signale konnten bei den anderen beiden untersuchten Infizierten (IT
15 und IT 17) und der untersuchten Negativkontrollgrille (KT 07) festgestellt

werden.

Bei funf (IT 08, IT 11, IT 14, IT 16 und IT 20) der sechs untersuchten
infizierten Grillen konnten Viren im Fettkérper elektronenmikroskopisch
dargestellt werden (Abbildung 17). Bei IT 15 konnten keine Viruspartikel

gefunden werden.
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Tabelle 26: Ubersicht der Ergebnisse des Infektionsversuches Ill mit Gryllus
bimaculatus

) N
- o 1 - o
| g|o & “1E|S|R|2|H|g|®
() ]

KT - E - - - - - k.P. | k.P. | n.u. | n.u.
KT - E - - - - - k.P. | k.P. | n.u. | n.u.
KT - E - - - - - - k.P. | n.u. | n.u.
KT - E - - - - - - k.P. | n.u. | n.u.
KT - E - - - - - - k.P. | n.u. | n.u.
KT - E - - - - - k.P. | k.P. | n.u. | n.u.
KT - E - - - - - - k.P. | n.u. -
KT - E - - - - - - k.P. | n.u. | n.u.
KT - E - - - - - k.P. | k.P. | n.u. | n.u.
KT - E - - - - - - k.P. | n.u. | n.u.
IT 01 - E - - - - - - n.u. | n.u. | n.u.
ITo2| - E - - - - - - n.u. | n.u. | n.u.
ITO3| - E - - - - - - k.P. | n.u. | n.u.
ITO4| - E - - - - - - n.u. | n.u. | n.u.
ITOS5| - E - - - - - k.P. | n.u. | n.u. | n.u.
ITO6| - E - - - - - - n.u. | n.u. | n.u.
ITO7| - E - - - - - k.P. | k.P. | n.u. | n.u.
ITO8| - G + + + + + + + + +
ITO9| - E - - - - - - k.P. | n.u. | n.u.
IT10| - E - - - - - k.P. | k.P. | n.u. | n.u.
ImT11| + G - + + + + + + n.u. +
IT12| - E - - - - - k.P. | k.P. | n.u. | n.u.
IT13| - E - - - - - k.P. | k.P. | n.u. | n.u.
IT14| - E - - + + + + + n.u. +
IT15] + VE - + - - - - - n.u. -
IT16| - E + + + + + + + n.u. +
IT17| - E - - - - + n.a. | k.P. + -
IT18| - E - - - - - - k.P. | n.u. | n.u.
IT19| - E - - - - - - k.P. | n.u. | n.u.
IT20| - G - - + + + + + n.u. +

G = gestorben; E = euthanasiert; VE = vorzeitig euthanasiert; + = positives
Ergebnis der jeweiligen Nachweismethode; - = negatives Ergebnis der
jeweiligen Nachweismethode; F = mit 0,45 um Filter filtriert; Sequ. = PCR-
Produkt sequenziert und die erhaltene Sequenz war zu 100 % mit der
entsprechenden Sequenz des Isolates 100/01 identisch; n.u. = nicht

untersucht; n.a. = nicht auswertbar; k.P. = keine Probe vorhanden



Ergebnisse 89

Die nested PCR war die sensitivste Methode und ergab in 30 % der
untersuchten Proben von infizierten Grillen (6 Grillen) ein positives Ergebnis.
In der Zellkultur konnte aus 25 % der Proben (5 Grillen) Virus isoliert werden,
wobei diese auch in der PCR positiv waren. Auch histologisch,
elektronenmikroskopisch und mit der ISH konnten die gleichen 25 % an
Positiven (5 Grillen) ermittelt werden. Allerdings konnte die Grille IT 17 weder
histologisch noch elektronenmikroskopisch untersucht werden, da bei der
Sektion keine Proben gewonnen werden konnten. Die 10 % der Grillen (2
Grillen), die eine irisierende Farbung aufwiesen, waren auch in den anderen

Untersuchungsmethoden positiv.

Tabelle 27: Zusammenfassung der Ergebnisse der verschiedenen
Nachweismethoden des Infektionsversuches Il mit Gryllus bimaculatus

Nachweismethode F’rp;entsatz an positiven An.zahl positiver infizierter
infizierten Grillen Grillen

Irideszenz 10 2

TH-1- und VH2-

Zellkulturen 25 5

PCR 30 6

Histo 25 5

EM 25 5

ISH 25 5
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4.3.4 Gesamtauswertung der Infektionsversuche | bis lll mit Gryllus

bimaculatus

Insgesamt wurden in den Infektionsversuchen | bis Il 60 Grillen der Spezies
Gryllus bimaculatus infiziert und 30 Grillen dienten als Negativkontrolltiere.
Mit Hilfe des y*Tests wurde anhand aller Ergebnisse der nested PCR
statistisch nachgewiesen, dass durch das Dippen in IIV-haltigen (Isolat
100/01) Zellkulturberstand eine Infektion der Tiere erfolgreich war. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit liegt bei 0,1 % (Tabelle 41 im Anhang). Bei einem
statistischen Vergleich der Ergebnisse der nested PCR Uber alle drei
Versuche zeigt der x2Test, dass ein hoch signifikanter Unterschied
vorhanden ist (Tabelle 42 im Anhang). Zusatzlich hat die statistische
Auswertung nach dem y3-Test ergeben, dass die nested PCR, die Zellkultur
(TH-1 und VH2) und die Histologie mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
0,1 % die gleichen Ergebnisse liefern (Tabelle 43 im Anhang).

Bei einem Vergleich der beiden Methoden In-situ-Hybridisierung und
Elektronenmikroskopie mit der nested PCR hat die statistische Auswertung
nach dem y2-Test ergeben, dass sie mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
2,5 % die gleichen Ergebnisse liefern (Tabelle 43 im Anhang). Wobei hier zu
bemerken ist, dass die untersuchte Probenanzahl bei der In-situ-
Hybridisierung und der Elektronenmikroskopie zu gering ist, um eine sichere

statistische Aussage treffen zu kénnen.

Der Vergleich der nested PCR mit der Zellkultur nach dem McNemar-Test
zeigt ebenfalls, dass die nested PCR die sensitivere Methode ist (Tabelle 44
im Anhang). Die Untersuchungsmethoden Histologie, In-situ-Hybridisierung
und Elektronenmikrokopie konnten aufgrund der geringen Stichprobenzahl

hierbei nicht berlcksichtigt werden.
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Irideszenz in der Sektion

Insgesamt konnte bei acht der 60 infizierten Grillen in der Sektion eine
blaulich irisierende Farbung beobachtet werden. Bei diesen acht Grillen
konnte nach der Er6ffnung des Abdomens ein blauliches Schimmern vor
allem des Fettkérpergewebes beobachtet werden (Abbildung 8). Aufgrund
der schnell eintretenden Autolyse bei Grillen war bei den meisten Tieren eine

genaue Zuordnung der Irideszenz zu anderen Organen nicht mdglich.

Abbildung 8: Blauliche Irideszenz einer infizierten Grille (IV GB 22 IT) links;
rechts Negativkontrolle

Virusisolierung auf Zellkultur

Alle 90 gesammelten Fettkdrperproben wurden auf TH-1 und VH2-
Zellkulturen inokuliert. Insgesamt konnten auf TH-1- und VH2-Zellkulturen in
je 15 Féllen ein CPE beobachtet und Virus isoliert werden. Der durch
Iridoviren verursachte CPE ist durch groBe, abgerundete Zellen und Zelllyse
charakterisiert (Abbildung 9 bis 12). Die Virusisolierung mit der SF-21-
Zellkultur war nicht durchfihrbar. Bei sehr hohen Titern von Iridoviren konnte
man zwar nach ein bis drei Tagen ein positives Ergebnis ablesen, aber die
Beurteilung fraglicher oder negativer Proben wurde durch die Tatsache
erschwert, dass nach ca. finf Tagen sowohl die infizierten Zellen als auch

die Zellkontrollen abstarben.
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Abbildung 10: Iridovirus-Isolat IV GB 20 IT CPE in TH-1-Zellkultur 1 Tag p.i..
Nativpraparat. 100x
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Abbildung 12: Iridovirus-Isolat IV GB 20 IT CPE in VH2-Zellkultur 1 Tag p.i..
Nativpraparat. 100x
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Nested PCR

In allen drei Infektionsversuchen konnten insgesamt von 24 Tieren der 60
infizierten Grillen in der nested PCR Amplikons des gesuchten 270 bp langen
Teilabschnittes des MCP-Gens gewonnen werden. Zwei der Amplikons aus
Infektionsversuch Il wurden zur Verifizierung der Ergebnisse sequenziert.
Die erhaltene Sequenz war zu 100 % identisch mit der entsprechenden
Sequenz des Isolates 100/01.

12 34 56 7 8 910 1112131415 1617181920 21 2223 24 25 26 27 28

—
—
—_—

—

Legende

1und 28: 100 bp DNA-Ladder 25: PK

2: NK 1 DNA-Préaperation 26: NKPCR 1
3 bis 22: DNA von | GB 01 IT bis | GB 20 IT 27: NKPCR2
23: NK 2 DNA-Préaperation

24: leer

Abbildung 13: Nested PCR der infizierten Gruppe Gryllus bimaculatus
Infektionsversuch |

Die gesuchte spezifische Bande hat ein GréBe von 270 bp («).
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Histologisch-pathologische Untersuchungen

Bei den histologisch-pathologischen Untersuchungen konnte bei der
lichtmikroskopischen Betrachtung der HE-gefarbten Schnitte bei 14 der 38
untersuchten infizierten Fettkdrperproben Hinweise auf eine Virusinfektion
festgestellt  werden. Diese  wurden  spater mit Hife  der
elektronenmikroskopischen Untersuchungen abgeklart. Wie bei KLEESPIES
et al. (1999) erschien eine groBe Zahl der Adipozyten vergréBert. Zahlreiche
der Adipozyten unterschiedlicher GréBe wiesen in ihrem Zytoplasma eine
homogene stark basophile grobschollige Masse auf (Abbildung 15). Die 12
untersuchten Proben von Kontrolltieren waren histopathologisch unaufféllig
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Histologischer Schnitt Fettkdrper Gryllus bimaculatus Il GB 02
KT. HE. OriginalvergréBerung x 40x

Abbildung 15: Histologischer Schnitt Fettkérper Gryllus bimaculatus 1l GB 10
IT. HE. OriginalvergréBerung x 40x

Homogene stark basophile grobschollige Masse im Zytoplasma eines
Adipozyten («).
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In-situ-Hybridisierung

Bei der In-situ-Hybridisierung mit der 243 bp langen IIV-MCP-spezifischen
DIG-markierten Sonde zeigten sich bei insgesamt 9 von 30 untersuchten
infizierten Gryllus bimaculatus im Fettkérper deutliche Signale (Abbildung

16). Die sieben untersuchten Kontrollgrillen waren negativ.

Abbildung 16: Deutliche Signale (<) bei der In-situ-Hybridisierung im
Fettkbrper einer infizierten Gryllus bimaculatus.
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Elektronenmikroskopie

Insgesamt konnten bei den elektronenmikroskopischen Untersuchungen bei
14 von 28 untersuchten infizierten Tieren in den Fettkérperzellen
Ansammlungen von Iridoviren detektiert werden. Im Zytoplasma der
Adipozyten fanden sich massive Ansammlungen von hexagonalen
Viruspartikeln. Diese waren entweder parakristallin angeordnet, oder lagen
ungeordnet dicht beieinander (Abbildung 17). In Einzelfallen fanden sich nur
wenige Viruspartikel in den Adipozyten.

Abbildung 17: Elektronenmikroskopisches Bild des Fettkérpers von Grille I
GB 20 IT: Assembly site. 8000x
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4.3.5 Infektionsversuch IV mit Gryllus bimaculatus fir den
Ubertragungsversuch mit Pogona vitticeps

Die nachfolgende Tabelle 28 zeigt die Auswertung der wahrend des
Infektionsversuches IV mit  Gryllus  bimaculatus  gemessenen

Umgebungstemperaturen.

Tabelle 28: Temperaturauswertung Gryllus bimaculatus Infektionsversuch IV

Kontroligruppe Infizierte Gruppe
Minimum ’ Maximum Minimum Maximum
Mittelwert 23,3 °C 22,2 °C
Minimum 20,3 °C 28,3 °C 17,8 °C 20,4 °C
Maximum 24,1 °C 22,2 °C 22,8 °C 29,3 °C
Stabw. 0,8 1,4 1,2 2,1

Stabw. = Standardabweichung

Der ermittelte Mittelwert ergibt sich aus den gemessenen Minimum- und
Maximumwerten. Daraus folgt, dass er ungleich der Tagesdurchschnitts-
temperatur ist. Die Maximaltemperatur von 29,3 °C und die
Minimaltemperatur von 17,8 °C wurden an keinem Tag und in keiner Gruppe

Uber- bzw. unterschritten.

Durch die Gruppenhaltung der Grillen war eine Beobachtung von
Symptomen bei einzelnen Grillen nicht méglich. Bis zum Ende des
Versuches konnten von 75 infizierten Grillen und neun Negativkontrollgrillen
Proben gewonnen werden. Im Verlauf des Versuches waren 59 der
infizierten Grillen und zwei Negativkontrollgrillen gestorben und sieben
infizierte Grillen und sieben Kontrollgrillen wurden am Ende des Versuches
euthanasiert. Bei 62 Grillen aus der infizierten Gruppe konnte eine blaulich
irisierende Farbung festgestellt werden, bei einer weiteren Grille war diese
sehr geringgradig ausgepragt und bei drei weiteren Grillen fraglich. Bis auf IT
02 waren alle 75 infizierten Grillen in der TH-1-Zellkultur positiv. Die Titer der

11 titrierten Grillenproben lagen zwischen 10%° und 10”"° KIDso/ml.
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4.4 Pogona vitticeps

Im folgenden Text wird zwischen einzelnen Tieren und Gruppen von
Bartagamen der Spezies Pogona vitticeps unterschieden. Die Begriffe KT
und IT bezeichnen einzelne Tiere, wobei KT Negativkontrolltiere und IT mit
Virus infizierte Tiere beschreibt. Die Begriffe KG und I1G bezeichnen Gruppen
von Bartagamen, wobei KG die Kontrolltiere und IG die mit Virus infizierten
Tiere bezeichnet.

4.4.1 Untersuchungen der Elterntiere der Pogona vitticeps bei Bezug
der Eier

Bei den Rachen- und Kloakentupferproben beider Elternpaare der
Bartagamen, die bei der Abholung der Eier 2004 gewonnen wurden, konnte
keine IIV-DNA in der PCR nach JUST und ESSBAUER (2001) nachgewiesen
und keine zytopathogenen Agenzien in der Zellkultur isoliert werden.

4.4.2 Untersuchungen der Pogona vitticeps vor Versuchsbeginn

Die Tupfer, die zu Beginn der Aufzucht am 31.08.2004 von allen
geschlipften Tieren entnommen wurden, waren in der Zellkultur und mit der
PCR nach JUST und ESSBAUER (2001) negativ. Die Tupfer I, die zwei
Wochen vor Versuchsbeginn von allen zehn Bartagamen (Gelege Il)
entnommen wurden, waren in der PCR nach JUST und ESSBAUER (2001)
und auf Zellkultur negativ. Es konnten keine IIV nachgewiesen werden. Bei
der Untersuchung mit der nested PCR waren nach einer DNA-Préparation
der Rachen- und Kloakentupfer | von PV 10 KT, der vierten Negativkontrolle,
positiv. Bei dem Kloakentupfer | von PV 03 IT und den Rachentupfern | von
PV 05 IT und PV 08 IT waren sehr schwache Banden erkennbar. Alle
anderen Proben waren negativ (Tabellen 34 und 35 im Anhang). Die zwei in
der nested PCR erhaltenen Amplikons von PV 10 KT wurden sequenziert;
die erhaltene Sequenz stimmte zu 100 % mit der entsprechenden Sequenz
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von 100/01 Uberein. Die parasitologischen Untersuchungen waren alle

negativ.

Bei Bartagame PV 01 KT waren die auf Zellkultur und ohne vorherige DNA-
Praparation in der nested PCR untersuchten Organpoben negativ. Es konnte
kein Virus isoliert werden und keine DNA amplifiziert werden. Bei der, nach
dem Auftreten der positiven Ergebnisse bei den Negativkontrolltieren, mit der
nested PCR untersuchten DNA (des Uberstandes der Organproben) von PV
01 KT war bei der Probe vom Gehirn eine sehr schwache Bande der
gesuchten GréBe sichtbar. Allerdings war die Bande zu schwach, um das
Ergebnis durch Sequenzierung zu verifizieren. Die anderen DNA-
praparierten Uberstdnde der Organproben waren negativ (Tabelle 32 im
Anhang).

4.4.3 Infektionsversuch mit Pogona vitticeps

Die nachfolgende Tabelle 29 zeigt die Auswertung der wahrend des
Infektionsversuches mit Pogona vitticeps gemessenen Umgebungs-
temperaturen und Abbildung 23 im Anhang zeigt deren Verlauf.

Tabelle 29: Temperaturauswertung des Infektionsversuches mit Pogona
vitticeps

Kontrollgruppe Infizierte Gruppe
Minimum | Maximum Minimum | Maximum
Mittelwert 29 °C 28,6 °C
Minimum 18,3 °C 26,4 °C 18,2 °C 27,9 °C
Maximum 23,3 °C 41,3 °C 24,7 °C 40,5 °C
Stabw. 1,3 2,0 1,8 2,2

Stabw. = Standardabweichung

Der ermittelte Mittelwert ergibt sich aus den gemessenen Minimum- und
Maximumwerten. Daraus folgt, dass er ungleich der Tagesdurchschnitts-
temperatur ist. Die Maximaltemperatur von 41,3 °C und die
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Minimaltemperatur von 18,2 °C wurden an keinem Tag und in keiner Gruppe

Uber- bzw. unterschritten.

Bei den taglichen Beobachtungen fiel in der Gruppe der infizierten
Bartagamen Tier PV 02 IT auf, da es am siebten Tag nach Versuchsbeginn
einen Kloakenvorfall hatte. Die Ursache dafir war ein groBes Stlck
Klchenrolle, das als Bodengrund benutzt wurde und irrtimlich von der
Bartagame gefressen wurde. Der Fremdkdrper wurde aus der Kloake
entfernt, der Kloakenvorfall wurde reponiert und die Bartagame erholte sich.
Die Bartagame PV 03 IT war am neunten Tag nach Versuchsbeginn auffallig
ruhig. Dieser Zustand normalisierte sich nach funf Tagen wieder. Bartagame
PV 05 IT war ab dem siebten Tag des Versuches sehr ruhig und bewegte
sich wenig und langsam. Nach 11 Tagen erschien sie wieder unauffallig.
Nach 38 Tagen erschien die Bartagame drei Tage lang erneut inaktiv und
zeigte verminderten Appetit. Die Bartagame PV 08 IT war die kdrperlich
kleinste der infizierten Bartagamen und erschien, vor allem nach den Tagen,
an denen Lebendfutter verabreicht wurde, zeitweise ruhiger als die anderen
Bartagamen. Die Kontrollbartagamen zeigten keine Auffalligkeiten. Bis zum
Ende des Versuches am 25.05.2005 war keine der infizierten Bartagamen

und keine Negativkontrollbartagame verstorben.

Bei den Sektionen fanden sich kaum pathologisch-anatomische
Veranderungen. Die bei nahezu allen Tieren beobachtete in
unterschiedlichem Ausmaf ausgepragte netzartige gelbliche Zeichnung der
geringgradig brlchigen Leber erwies sich bei histologisch-pathologischen
Untersuchungen als gering- bis mittelgradige Glykogenspeicherung.
Bartagame PV 08 IT war stark zurlickgeblieben (33 g Kérpergewicht). Es
konnte kein Fettkérper gefunden werden. Das muskelstarke Herz fiel auf,
kann aber in Ermangelung von Normalbefunden nicht ausgewertet werden.
In der kranialen Leibeshdhle befanden sich unter der Lunge geringe Mengen

einer rétlichen Flussigkeit (Hamohydrothorax).
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4.4.3.1 Organproben

Auf TH-1 und VH2 konnte aus keiner Organprobe der Bartagamen Virus
isoliert werden. Die Ergebnisse der nested PCR werden in Tabelle 32 im
Anhang dargestellt. Unerwarteter Weise waren in der nested PCR nicht alle
Negativkontrollbartagamen, sondern nur zwei der insgesamt zehn
Bartagamen in allen Organen negativ, darunter die vierte Negativkontrolle PV
10 KT und die vierte infizierte Bartagame PV 06 IT. Bei PV 02 IT waren alle
Organe auBer dem Fettkdrper positiv (Abbildung 18). Bei den restlichen
infizierten Bartagamen und Kontrollbartagamen waren verschiedene Organe
positiv (Tabelle 30). Bei PV 03 IT waren Zunge, Trachea, Herz, Dickdarm
und Haut positiv. Bei PV 04 KT waren bei den Organen Trachea, Dinndarm
und Fettkérper Banden der gesuchten GrdBe sichtbar und bei PV 05 IT
konnte man diese bei den Organen Zunge, Dickdarm, Niere und Haut
erkennen. Bei Bartagame PV 07 KT waren Trachea und Fettkérper, bei PV
08 IT Magen, Dickdarm und Haut (Abbildung 19) und bei PV 09 IT Gonaden,
Fettkérper und Haut positiv. Um sicher zu gehen, dass es sich bei dem PCR-
Produkt auch um die gesuchte DNA handelt, wurden die Proben PV 05 IT
Zunge und Niere, PV 08 IT Haut und PV 09 IT Fettkérper sequenziert. Die
erhaltenen Sequenzen stimmten zu 100 % mit der entsprechenden Region

des Isolates 100/01 Uberein.

Tabelle 30: Anzahl der positiven Tiere fir die verschiedenen Organe der 10
Pogona vitticeps des Infektionsversuches

Organ | Ge | Zu | Tr | Lu | He | Ma |Dida|Dida| Le | Ni | Go | Fk | Ha

id
Positive | 1 3| 4 1 2 2 2 4 1 2 2 3 5
Ge = Gehirn; Zu = Zunge; Tr = Trachea; Lu = Lunge; He = Herz; Ma =

Magen; Dida = Dinndarm; Dida = Dickdarm; Le = Leber; Ni = Niere; Go =
Gonaden; Fk = Fettk6rper; Ha = Haut
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Legende

1: 100 bp DNA-Ladder 11:  DNA PV 02 IT Niere

2: DNA PV 02 IT Gehirn 12:  DNA PV 02 IT Gonaden
3: DNA PV 02 IT Zunge 13: DNA PV 02 IT Fettkorper
4: DNA PV 02 IT Trachea 14: 100 bp DNA-Ladder

5: DNA PV 02 IT Lunge 15:  DNA PV 02 IT Haut

6: DNA PV 02 IT Herz 16: PK 1125/00

7: DNA PV 02 IT Magen 17: PK 626/00

8: DNA PV 02 IT Dinndarm 18: PK 100/01

9: DNA PV 02 IT Dickdarm 19: NK1 PCR

10: DNA PV 02 IT Leber 20: NK2PCR

Abbildung 18: Nested PCR von Pogona vitticeps PV 02 IT = erstes infiziertes
Tier

Die gesuchte spezifische Bande hat ein GréBe von 270 bp («). Amplikons
der gesuchten GréBe von 270 bp konnten aus den Proben der Organe
Gehirn, Zunge, Trachea, Lunge, Herz, Magen, Dinndarm, Dickdarm, Leber,

Niere und Gonaden gewonnen werden.
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Legende

1: 100 bp DNA-Ladder 10: DNA PV 08 IT Leber

2: DNA PV 08 IT Gehirn 11:  DNA PV 08 IT Niere

3: DNA PV 08 IT Zunge 12:  DNA PV 08 IT Gonaden
4: DNA PV 08 IT Trachea 13: DNA PV 08 IT Fettkdrper
5: DNA PV 08 IT Lunge 14: DNA PV 08 IT Haut

6: DNA PV 08 IT Herz 15: PK 100/01

7: DNA PV 08 IT Magen 16: NK 1 PCR

8: DNA PV 08 IT Dinndarm 17:  NK2 PCR

9: DNA PV 08 IT Dickdarm 18: 100 bp DNA-Ladder

Abbildung 19: Nested PCR von Pogona vitticeps PV 08 IT = flinftes
infiziertes Tier

Die gesuchte spezifische Bande hat ein GréBe von 270 bp («). Amplikons
der gesuchten GrdéBe von 270 bp konnten aus den Proben der Organe
Magen, Dickdarm und Fettkérper gewonnen werden.

Bei den histopathologischen Untersuchungen der ausgewahlten
Organproben der Bartagamen, konnten bis auf die bei nahezu allen
Bartagamen beobachtete gering- bis mittelgradige Glykogenspeicherung in
der Leber keine histopathologischen Aufféalligkeiten beobachtet werden. Die
Proben PV 02 IT Dickdarm und PV 08 IT Dickdarm waren nicht auswertbar.

Alle ausgewahlten in der In-situ-Hybridisierung untersuchten Proben (PV 02
IT Dinndarm, Fettkérper und Haut; PV 03 IT Trachea, Zunge, Dinndarm,
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Dickdarm, Leber, Gonaden und Haut; PV 04 KT Trachea, Dinndarm und
Fettkérper) waren sowohl mit der langen als auch mit der kiirzeren |IV-Sonde

negativ (Tabelle 33 im Anhang).

In keiner der 11 ausgewahlten elektronenmikroskopisch untersuchten
Organproben der Bartagamen (PV 02 IT Zunge, Trachea, Dinndarm,
Dickdarm, Leber, Niere und Haut; PV 03 IT Trachea und Dickdarm; PV 05 IT
Dickdarm und Niere) konnten eindeutig Viruspartikel nachgewiesen werden.
In der Dinndarmprobe von PV 02 IT wurden einzelne Gebilde gefunden, bei
denen es sich um defekte Viruspartikel im Darminhalt handeln kénnte. In der
Zunge von Bartagame PV 02 IT wurden ebenfalls mégliche Viruspartikel
beobachtet, allerdings waren diese nicht eindeutig identifizierbar (Tabelle 33

im Anhang).
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4.4.3.2 Tupferproben

Tabelle 31: Ubersicht der Tupferproben der Pogona vitticeps des
Infektionsversuches

Tupferproben |Entnahmetag ;I;Iafgzt\il:rl;/nach
I 16.02.2005 15 v.l.
Il 09.03.2005 06 n.l.
[l 16.03.2005 13 n.l.
v 23.03.2005 20 n.l.
\Y 30.03.2005 27 n.l.
VI 06.04.2005 34 n.l.
VI 13.04.2005 41 n.l.
VI 20.04.2005 48 n.l.
IX 27.04.2005 55 n.l.
X 04.05.2005 62 n.l.
Xl 11.05.2005 69 n.l.
Xl 18.05.2005 76 n.l.
X1l 25.05.2005 83 n.l.

v.l. = vor Infektion; n.l. = nach Infektion

Bei dem Rachentupfer Il der Bartagame PV 08 IT und dem Kloakentupfer Il
der Bartagame PV 09 IT vom 09.03.2005, die eine Woche nach
Infektionsbeginn entnommen wurden, war auf VH-2 die Virusisolierung
erfolgreich. Auf TH-1 konnte nach Filtration kein Virus isoliert werden.
Umgekehrt war dies bei dem Rachentupfer Il der Bartagame PV 03 IT der
Fall. Insgesamt konnte auf Zellkultur bis zwei Wochen nach Infektionsbeginn
ausschlieBlich bei infizierten Tieren Virus isoliert werden. Dabei waren auf
TH-1 bei den Tupfern |l vier Rachentupfer und bei den Tupfern Il je ein
Rachen- und Kloakentupfer positiv. Auf VH-2 konnte bei den Tupfern Il bei
sechs Proben und bei den Tupfern Ill bei einem Kloakentupfer Virus isoliert
werden. Danach war auf keiner der beiden Zelllinien bei keinem der
untersuchten Tupfer eine Virusisolierung mehr erfolgreich (Tabellen 36 bis 39

im Anhang).
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Mit der nested PCR konnte in den Tupfern Il vom 09.03.2005 (eine Woche
nach der Infektion) virale DNA in den Rachen- und Kloakentupfern aller
infizierten Bartagamen nachgewiesen werden. Bei den

Negativkontrollbartagamen waren alle Tupfer negativ (Abbildung 20).

1234 56 78 910111213 14 15161718 19 20 2122 2324 25 26

Legende

1 100 bp DNA-Ladder 14:  DNA PV 05 KT Kloake
2 DNA PV 04 KT Rachen 15:  DNA PV 06 KT Rachen
3 DNA PV 04 KT Kloake 16: DNA PV 06 KT Kloake
4: DNA PV 07 KT Rachen 17:  DNA PV 08 KT Rachen
5: DNA PV 07 KT Kloake 18: DNA PV 08 KT Kloake
6 DNA PV 10 KT Rachen 19:  DNA PV 09 KT Rachen
7 DNA PV 10 KT Kloake 20: DNA PV 09 KT Kloake
8 NK 1 DNA-Praparation 21:  NK 2 DNA-Prgparation
9: DNA PV 02 KT Rachen 22:  leer

10:  DNA PV 02 KT Kloake 23: PKPCR

11:  DNA PV 03 KT Rachen 24: NK1PCR

12:  DNA PV 03 KT Kloake 25: NK2PCR

13: DNA PV 05 KT Rachen 26: 100 bp DNA-Ladder

Abbildung 20: Nested PCR der Tupfer Il vom 09.03.2005 Pogona vitticeps
Die gesuchte spezifische Bande hat ein GréBe von 270 bp («).

Der Nachweis viraler DNA mit der nested PCR (Tabellen 34 und 35 im
Anhang) war in einzelnen Proben bis Versuchsende (12 Wochen nach

Infektion) maoglich, wobei darunter bei den Tupfern Xlll (83 Tage nach
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Infektion) auch die vierte Negativkontrollbartagame PV 10 KT war. Diese
Bartagame war zuvor schon einmal bei den Wiederholungsuntersuchungen
der Tupfer | (15 Tage vor der Infektion) positiv. Acht der positiven Proben,
darunter auch die von PV 10 KT, wurden sequenziert. Die dabei erhaltenen
Sequenzen stimmten zu 100 % mit der entsprechenden Sequenz des

Isolates 100/01 Gberein.

4.4.4 Untersuchungen bei zwei Pogona vitticeps der Reservegruppe

Die beiden Bartagamen PV 01 KTR und PV 02 KTR aus der Reservegruppe
zeigten vom Schlupf bis zu Sektion zu keiner Zeit Auffalligkeiten in ihrem
Verhalten. Bei der Sektion fiel bei Bartagame PV 01 KTR die mittelgradig
ausgepragte netzartig gelbliche Verfarbung der geringgradig brichigen Leber
auf. Diese erwies sich bei der histopathologischen Untersuchung als
Glykogenspeicherung. Die Bartagame PV 02 KTR zeigte bei der Sektion
keine pathologisch-anatomischen Auffélligkeiten. Bei keinem der jeweils 13
untersuchten Organe konnte mittels nested PCR Virus nachgewiesen

werden.
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Legende

1: 100 bp DNA-Ladder 10:  DNA PV 01 KTR Leber

2: DNA PV 01 KTR Gehirn 11:  DNA PV 01 KTR Niere

3: DNA PV 01 KTR Zunge 12:  DNA PV 01 KTR Gonaden
4: DNA PV 01 KTR Trachea 13:  DNA PV 01 KTR Fettkérper
5: DNA PV 01 KTR Lunge 14:  DNA PV 01 KTR Haut

6: DNA PV 01 KTR Herz 15:  PK 100/01

7: DNA PV 01 KTR Magen 16: NK1 PCR

8: DNA PV 01 KTR Dinndarm 17:  NK2PCR

9: DNA PV 01 KTR Dickdarm 18: 100 bp DNA-Ladder

Abbildung 21: Nested PCR von Pogona vitticeps PV 01 KTR = erstes Tier
aus der Reservegruppe

Die gesuchte spezifische Bande hat ein GréBe von 270 bp («).

4.4.5 Weitere Untersuchungen bei den Eltern der Pogona vitticeps des
Infektionsversuches

Die Ergebnisse der Zellkultur und der nested PCR aller Tupfer der
Elterntiere, die 2005 und 2006 entnommen wurden, sind in Tabelle 40 im
Anhang dargestellt. Aus den Rachen- und Kloakentupferproben konnte in
keinem Fall Virus isoliert werden. Beim Rachen- und Kloakentupfer des
Méannchens vom 21.05.2005 (direkt nach der Eiablage des Weibchens 2005)
konnte nach DNA-Praparation in der nested PCR DNA der gesuchten GrdBe
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amplifiziert werden (Abbildung 22). Die weiteren Tupferproben waren
negativ. Bei dem Weibchen konnte in der nested PCR bei keiner der

Tupferproben Virus-DNA nachgewiesen werden.

Legende

1: 100 bp DNA-Ladder 8: DNA m Rachen

2:  w Rachen Uberstand 9: DNA m Kloake

3:  wKloake Uberstand 10:  NK DNA-Praparation
4:  m Rachen Uberstand 11:  PK 100/01

5.  m Kloake Uberstand 12:  NKPCR

6: DNA w Rachen 13: 100 bp DNA-Ladder
7: DNA w Kloake

Abbildung 22: Nested PCR der ersten Tupfer aus 2005 von den Elterntieren
des Geleges

Die gesuchte spezifische Bande hat ein GréBe von 270 bp («).

Die 2 Amplikons der ersten Tupfer des Mannchens wurden sequenziert und
die erhaltenen Sequenzen stimmten zu 100 % mit der entsprechenden
Region des Isolates 100/01 Uberein.

In der Kotprobe vom 29.03.2005 konnte eine geringe Anzahl von
Nematoden- und Milbeneiern gefunden werden. In der Kotprobe vom
29.03.2006 konnten keine Endoparasiteneier nachgewiesen werden.
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4.4.6 Gelege 2005 von den Elterntieren der Pogona vitticeps des

Infektionsversuches

Bei den drei untersuchten Eiern des Geleges 2005 der Elterntiere der
Bartagamen des Infektionsversuches waren alle drei Schalen in der nested
PCR positiv. Amplikons von zwei der drei positiven Schalen wurden zur
Uberpriifung der Spezifitdt sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen stimmten
zu 100 % mit der entsprechenden Region des Isolates 100/01 UGberein. Die
Proben der Embryonen und die Proben der Grillen aus der Zucht, die hier als

Negativkontrollen dienten, waren in der nested PCR negativ.
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5 DISKUSSION

5.1 IV bei Invertebraten aus Futtertierzuchten

Seit Ende der 90er Jahre wurden immer wieder [IV-Infektionen in
kommerziellen Insektenzuchten beschrieben. Bisher waren in diesen
Zuchten Insekten der Spezies Acheta domesticus, Gryllus assimilis, Gryllus
campestris und Gryllus bimaculatus betroffen (CALIS und ZWART, 1998;
KLEESPIES et al., 1999; JUST und ESSBAUER, 2001). Nach Auskunft von
Professor P. Zwart (persénliche Mitteilung) hat die bei CALIS und ZWART
(1998) beschriebene niederlandische Insektenzucht groBe Mengen von
Insekten an verschiedene andere Zuchten in Europa weitergegeben. Dabei
kénnte es auch zu einer Verbreitung der IIV in Futtertierzuchten gekommen
sein. Im Rahmen der Untersuchungen der Routinediagnostik des Institutes
fur Umwelt- und Tierhygiene der Universitdt Hohenheim konnten aus
Heimchen (Acheta domesticus), der Futtertierzucht eines
Bartagamenziichters (Bestand B), IIV isoliert werden. Zusatzlich konnten
MARSCHANG et al. (persdnliche Mitteilung) 2006 aus einer Futtertierzucht
eines deutschen Skorpionhalters IV aus Acheta domesticus und Gryllus
bimaculatus isolieren. Infektionen mit [IV scheinen in Futtertierzuchten weiter
verbreitet zu sein als bisher angenommen. Eine |IV-Infektion ist in der Regel
mit einer hohen Mortalitdt in der betroffenen Invertebratenpopulation
verbunden (CALIS und ZWART, 1998; KLEESPIES et al., 1999; JUST und
ESSBAUER, 2001). GroBe kommerzielle Futtertierzuchten kénnten
versuchen, ein Massensterben der Tiere und die damit verbundenen
finanziellen EinbuBen durch Kontrolle der Einfuhrtiere in der Quaranténezeit
zu verringern bzw. zu verhindern. Aber auch Echsenhalter, die Futtertiere
zukaufen oder zichten, sollten bei erhdhter Mortalitat der Insekten eine
mdgliche IIV-Infektion abklaren.

Die Transmissionsversuche dieser Arbeit mit dem aus einem Chamaleon
isolierten IIV-Isolat 100/01 haben gezeigt, dass ein aus einer Echse isoliertes
[IV durch Dippen auf Grillen der Spezies Gryllus bimaculatus Ubertragen



Diskussion 114

werden kann. Die statistische Auswertung aller Ergebnisse der nested PCR
belegte dies eindeutig. Dabei verursachte 100/01 bei den infizierten Grillen
der Spezies Gryllus bimaculatus eine viel geringere Mortalitatsrate als dies
von KLEESPIES et al. (1999) fur das Gryllus bimaculatus Virus beschrieben
wurde. Nach Dippen in Virussuspension lag die Mortalitat bei 20 bis 40 %
gegenilber 93 % bei KLEESPIES et al. (1999). Dafiir kbnnten verschiedene

Faktoren verantwortlich sein.

Das von KLEESPIES et al. (1999) eingesetzte Isolat stammte urspriinglich
aus Invertebraten der Spezies Gryllus campestris und Acheta domesticus,
die zusammen mit Gryllus bimaculatus zu der Ordnung der Orthoptera
gehdren. Das in dieser Studie eingesetzte Isolat 100/01 stammte dagegen
urspringlich aus einem Chamaleon. Es ist denkbar, dass das aus einer
Echse isolierte Virus mutiert ist und daher weniger pathogen fur Insekten ist.
Um dies zu klaren, sind weitere Untersuchungen am Genom notwendig. Herr
DVM, MSc Tibor Papp aus dem Institut fir Umwelt- und Tierhygiene der
Universitdt Hohenheim verglich einige 11V-Isolate aus Echsen untereinander
und mit Isolaten aus Insekten in Bezug auf das MCP-Gen und das DNA-
Polymerase-Gen. Diese Untersuchungen zeigen bisher, dass die
Echsenisolate untereinander sehr &hnlich oder identisch sind. Jedoch
unterscheiden sich diese Isolate zum Teil von den Insektenisolaten. Auch bei
dem Fall aus der Routinediagnostik (Bestand B), bei dem sowohl Virus aus
Futtertieren (Acheta domesticus) als auch aus Bartagamen zur Verfligung
stand, waren Unterschiede in den Sequenzen des DNA-Polymerase-Gens
feststellbar, obwohl auch das DNA-Polymerase-Gen hochkonserviert und
daher unter Umstédnden weniger geeignet ist, Unterschiede zwischen nahe
verwandten Viren zu erkennen. Vergleiche weiterer Sequenzen sind nétig,
um bisherige Ergebnisse zu bestatigen und um die molekulare Epidemiologie
dieser Viren aufzuklaren.

In dieser Studie variierte die Dauer der drei Infektionsversuche mit Grillen
zwischen 72 und 50 Tagen. Die von KLEESPIES et al. (1999)
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durchgefihrten Infektionsversuche liefen beide Uber 50 Tage. In dieser
Zeitspanne wurde die héhere Mortalitat erreicht. Die in dieser Studie héchste
Mortalitat lag bei 40 % in Infektionsversuch | und wurde innerhalb von 48
Tagen nach der Infektion erreicht. Mit 20 % lag die Mortalitat in den von der
Dauer des Versuches direkt mit KLEESPIES et al. (1999) vergleichbaren
Infektionsversuchen Il und Il noch darunter. Ein méglicher negativer Einfluss

der langeren Dauer des ersten Versuches ist daher unwahrscheinlich.

Unterschiede bei der Dauer des Dippens, in der Infektionsdosis und bei dem
Titer der verwendeten Virussuspension kénnten auch fir die geringere
Mortalitat verantwortlich sein. Die Lange des Dippens lag in dieser Studie bei
ca. 15 Sekunden gegenlber ca. 30 Sekunden bei KLEESPIES et al. (1999).
Eine langere Verweildauer der Grillen in der Virussuspension kdnnte zu einer
héheren Aufnahme von Virusmaterial fuhren. Allerdings lieB Frau Dr. R. G.
Kleespies (mundliche Mitteilung) die Tiere nur in der Virussuspension
schwimmen, ohne sie mit Gewalt unterzutauchen. Im Falle unserer Studie
versuchten die Tiere nach kurzer Zeit am Rand des Laborglases
hochzuklettern und der Virussuspension zu entkommen. Um dies zu
verhindern, mussten die Tiere mit einer Pinzette in der Virussuspension
zurickgehalten werden ohne sie zu verletzen. Um die Tiere nicht gewaltsam
Uber langere Zeit unterzutauchen, wurde eine Verweildauer von 15
Sekunden gewahlt. Auch ein héherer Titer der Virussuspension kénnte zu
einer héheren Infektionsdosis flhren; allerdings sind die Angaben von 2,2 x
10" Virus-Partikel/ml (KLEESPIES et al., 1999) und von mindestens 10°%2°
KIDso/ml nur bedingt vergleichbar. Daher kann keine Aussage Uber den
genauen Unterschied zwischen den beiden Angaben gemacht werden. Wie
das in dieser Studie eingesetzte Isolat 100/01 wurde das von KLEESPIES et
al. (1999) in den Infektionsversuchen eingesetzte Isolat CrlV in Zellkultur
vermehrt. Allerdings arbeiteten KLEESPIES et al. mit der Insekten-Zelllinie
CF-124 von Choristoneura fumiferana und das Isolat 100/01 wurde in der
Schildkréten-Zelllinie TH-1 von Terrapene carolina vermehrt. Es kann nicht

ausgeschlossen werden, dass der Einsatz einer Insekten-Zelllinie bei der
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Vermehrung von IIV zu héheren Titern der erhaltenen Virussuspension fuhrt.
Bei der Haltung der infizierten Grillen auftretende Unterschiede wie z.B.
Temperaturdifferenzen kdénnten ebenso verantwortlich sein. Das bei
KLEESPIES et al. (1999) eingesetzte Temperaturregime von 25/20 °C bei
Tag/Nacht konnte in dieser Studie nicht genau eingehalten werden. Da kein
Klimaraum zur Verflgung stand, konnte die Temperatur nicht konstant
gehalten werden (Abbildungen 5 bis 7). Daher waren weitere Versuche unter
unterschiedlichen, definierten Umweltbedingungen nétig, um dies zu klaren.

KLEESPIES et al. (1999) untersuchten die in den Infektionsversuchen
eingesetzten Tiere nur mittels Histologie und Elektronenmikroskopie, zwei
Untersuchungsmethoden, die unter anderen auch in dieser Studie
angewandt wurden. Wenn man nur diese beiden Methoden betrachtet, war
bemerkenswerter Weise mit der Grille 1ll GB IT 14 ein Tier viruspositiv ohne
zuvor Symptome oder Irideszenz zu zeigen oder zu sterben. Dass auch IIV-
Infektionen, die nicht mit lIrideszenz einhergehen, beobachtet wurden und die
infizierten Insekten dabei gesund erscheinen und die Infektion nicht tédlich
verlauft, wurde auch schon von CONSTANTINO et al. (2001) beschrieben.
Besonders bemerkenswert sind auBerdem drei Félle von Grillen (zwei in
Infektionsversuch | und eine in Infektionsversuch Ill), die in der Sektion bei
Versuchsende die typische blauliche Irideszenz aufwiesen, ohne daran
gestorben zu sein. Die Tiere zeigten zuvor keine Auffalligkeiten. Diese
hochgradig infizierten Tiere, die eine enorme Menge an Viruspartikeln
beherbergen, die die Irideszenz erst mobglich machen, kdnnten fur eine
Ubertragung und Verbreitung von 11V verantwortlich sein. Bei ihrer Einfuhr in
naive Zuchten kdénnen sie andere Invertebratenkolonien infizieren. Die
Tatsache, dass solche Tiere lebend nicht als infiziert erkannt werden kénnen,
erschwert die ldentifikation und Ausléschung einer IIV-Infektion in einer
Invertebraten-Futtertierzucht erheblich. Es erscheint am wahrscheinlichsten,
dass Kklinisch inapparente Virustrdger mit einem hohen Virusgehalt
Vertebraten infizieren kénnen, wenn sie an insektivore Reptilien verfittert

werden.
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Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse der drei Infektionsversuche
mit den Girillen fiel ein signifikanter Unterschied der Infektionsraten auf. Far
diesen Unterschied kdnnen verschiedene Faktoren verantwortlich sein. In
dieser Studie variierte die Dauer der drei Infektionsversuche zwischen 72
und 50 Tagen. Es konnte sein, dass die langere Dauer des ersten
Infektionsversuches fiir die héhere Infektionsrate verantwortlich ist. Allerdings
wurden die Tiere nur einmalig gedippt und eine Reinfektion durch
Einzelhaltung ausgeschlossen. Unterschiede bei den eingesetzten Tieren
und ihrem Alter, bei den fir die Infektion der Grillen verwendeten Aliquots
des lIsolates, der Lange des Dippens oder beim Temperaturverlauf der

verschiedenen Versuche, kbnnen ebenso verantwortlich sein.

Alle in den Versuchen eingesetzten Grillen stammten aus der gleichen IIV-
freien Zucht und hatten zu Beginn der einzelnen Versuche etwa das gleiche
Alter. Ein  minimaler Einfluss auf die Infektionsrate kann nicht
ausgeschlossen werden, aber es handelte sich um vergleichbare Tiere. Fir
alle drei Infektionsversuche wurden Aliquots der gleichen Passage des IIV-
Isolates des Chamaleons eingesetzt. Allerdings variierten bei
Versuchsbeginn die Titer der Virussuspension des Iridovirusisolates 100/01
zwischen einer KIDso/ml von 1072?° (Versuch 1), KIDso/ml von 10%° (Versuch
1) und KIDso/ml von 10%2° (Versuch IlI). Ein direkter Einfluss des Titers der
Virussuspension auf die Infektionsrate ist nicht sehr naheliegend. Es handelt
sich um kleine Unterschiede. Bei einem Vergleich korreliert die Infektionsrate
nicht direkt mit der Titergr6Be, da Infektionsversuch Il mit dem niedrigsten
Titer nicht die kleinste Infektionsrate aufweist. Die Lange des Dippens lag bei
ca. 15 Sekunden. Ein minimaler Einfluss auf die Infektionsrate kann nicht
ausgeschlossen werden, da einzelne Tiere sehr wehrhaft waren und sich so
minimal lIanger oder kirzer in der Virussuspension befanden. Die variabelste
GrdBe im Verlauf der drei Infektionsversuche war die Haltungstemperatur, da
diese aus Ermangelung eines Klimaraumes nur bedingt konstant gehalten
werden konnte. Ein Vergleich der absoluten Temperaturen in allen drei

Versuchen zeigt, dass wahrend Infektionsversuch | (mit der hdchsten
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Infektionsrate) die héchste Minimum- (21,0 °C) und niedrigste Maximum-
(28,1 °C) Temperatur gemessen wurde. Das bedeutet, dass die Temperatur
innerhalb eines engen Bereiches relativ konstant blieb. Im Gegensatz dazu
konnte wahrend des Infektionsversuchs Il (mit der niedrigsten Infektionsrate)
die niedrigste Minimum- (18,9 °C) und hdéchste Maximum- (31,2 °C)
Temperatur gemessen werden. In diesem Versuch variierte die Temperatur
am meisten. Da der Ausgang einer Virusinfektion sowohl von der
Vermehrung der Viren als auch von der Immunabwehr des Wirtes abhangt,
die beide temperaturabhangig sind, spielt die Temperatur eine groBe Rolle.
Es wéare mdglich, dass es bei 23,8 °C Durchschnittstemperatur aus
Infektionsversuch | zu einer optimalen Vermehrung der Viren bei minimaler
Immunabwehr der Grillen kam. Doch auch der gemessene
Temperaturbereich kénnte eine groBe Rolle spielen. Im Falle einer groBen
Empfindlichkeit gegenliber Temperaturschwankungen kénnte in einem
Infektionsversuch mit weniger Temperaturschwankungen die hdéchste
Infektionsrate erreicht werden. Nach BELETT et al. (1968) liegt die optimale
Temperatur fir die Vermehrung von Iridoviren, darunter auch die Typspezies
des Genus Iridovirus (lIV-6), zwischen 20 und 25 °C, je nach Wirt und
Versuchsbedingungen. Bei 28 °C wird die Synthese von viralen
Komponenten und die Produktion von infektiésen Viren gehemmt. Bei 30 bis
35 °C ist die Infektion offenbar vollkommen erfolglos. WILLIAMS (1996)
bestatigt, dass die Replikation von IIV bei Temperaturen Uber 30 °C
gehemmt wird, was den feuchten Habitaten und niedrigen
Koérpertemperaturen der Mehrheit ihrer ektothermen Wirte entspricht. Alle
bisherigen Isolierungen von IV aus Insekten aus Futtertierzuchten waren bis
28 °C erfolgreich (KLEESPIES et al., 1999; JUST und ESSBAUER, 2001).

Bei einem Vergleich der gemessenen Maximum-Temperaturen in den drei
Infektionsversuchen (Abbildung 5, 6 und 7) fallt auf, dass es nur wahrend
Infektionsversuch |l haufig zu einer Uberschreitung von 28 °C kam. Die
Maximum-Temperaturen in Infektionsversuch | und Il liegen in der Regel

unter 27 °C; allerdings lagen diese in Versuch Il zu Beginn des Versuches
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dariiber. Die Uberschreitung von bestimmten oberen Temperaturgrenzen,
vor allem am Tag der Infektion, kdnnte fir die Unterschiede in den
Infektionsraten verantwortlich sein. Uber den genauen Einfluss der
Haltungstemperatur auf die Immunantwort von Insekten bzw. Grillen sind
keine Daten bekannt. Zukinftige Studien sollten bei konstanten

Temperaturen, am besten in einem Klimaraum, durchgefihrt werden.

5.2 Bedeutung von IV bei Reptilien

Seit 1998 wurden IV aus Echsen der Spezies Chamaeleo quadricornis,
Chamaeleo hoehnelii, Chlamydosaurus kingii, Iguana iguana und Pogona
vitticeps (JUST et al., 2001; MARSCHANG et al., 2002) isoliert. Im Rahmen
der Untersuchungen der Routinediagnostik des Institutes fir Umwelt- und
Tierhygiene der Universitdt Hohenheim konnten IV aus weiteren
Bartagamen aus zwei Besténden isoliert werden. Bei zwei Bartagamen eines
anderen Echsenhalters konnten 2006 durch MARSCHANG et al.
(persdnliche Mitteilung) IV mit der nested PCR nachgewiesen werden.
Bisher konnte die Frage, ob die aus Echsen isolierten IIV flr die betroffenen
Tiere ein pathogenes Potential besitzen und die gefundenen 11V urspringlich
von oral aufgenommenen infizierten Insekten stammten nicht geklart werden.
In den meisten Fallen wurden IV bei toten Echsen nachgewiesen. Viele
Echsen waren kachektisch und bei einzelnen Echsen wurden auch

Hautveranderungen gefunden.

5.2.1 Magliche Ubertragungswege von IIV auf Echsen

Nach den Funden von IV in kommerziellen Grillenzuchten (KLEESPIES et
al., 1999; JUST und ESSBAUER, 2001) und bei Echsen (JUST et al., 2001;
MARSCHANG et al., 2002) wird angenommen, dass die Ubertragung von IV
auf insektivore Reptilien Uber infizierte Futterinsekten erfolgt. Flr diese
These gibt es aber bis heute noch keine Beweise. Bei Invertebraten aus
Futtertierzuchten konnte eine orale Infektion mit Viren des Genus Iridovirus

experimentell bestatigt werden (KLEESPIES et al., 1999). Einige andere
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Vertreter der Familie Iridoviridae wurden erfolgreich oral auf ektotherme
Wirte (WOLF et al., 1968; MOODY und OWENS, 1994) Ubertragen oder es

wird eine orale Infektion angenommen (FRASER et al., 1993).

Da bei einigen Echsen Hautldsionen beobachtet wurden, kann auch eine
mechanische Infektion Uber infizierte stechende oder beiBende Invertebraten
in Frage kommen. Das afrikanische Schweinepest Virus (ASPV; Asfarviridae,
Genus Asfivirus) wurde urspringlich als ein Mitglied der Familie Iridoviridae
klassifiziert. Fiir das ASPV, das eindeutige morphologische Ahnlichkeiten mit
Iridoviren aber eine andere Genomorganisation hat, gibt es einen
Transmissionskreislauf, der Vertebraten und Invertebraten einschlieBt. Das
Virus kann durch Kontakt, infiziertes Fleisch und mechanisch durch
stechende Fliegen und Zecken der Ordnung Ornithodorus auf Schweine
tbertragen werden (DIXON et al., 2005). BASTO et al. (2006) konnten aus
Zecken der Spezies Ornithodoros erraticus noch 63 Wochen nach einem
Ausbruch in Portugal ASPV isolieren. Auch bei den Iridovirus-ahnlichen
Erythrocytic Necrosis Viren gibt es Uberlegungen, ob bei den Lizard
erythrocytic viruses nicht doch eine mechanische Ubertragung durch
stechende Insekten in Frage kommt (ALVES DE MATOS personliche
Mitteilung).

5.3 Proben aus der Routinediagnostik

Die drei in der Routinediagnostik des Institutes fir Umwelt- und Tierhygiene
der Universitat Hohenheim diagnostizierten 11V Infektionen bei Echsen traten
alle bei Bartagamen (Pogona vitticeps) auf. Im Fall des Einzeltieres aus
Bestand A, der Bartagame mit Opisthotonus, ist vorberichtlich nicht viel
bekannt. Bemerkenswerter Weise konnte in diesem Fall auf Zellkultur IV aus
dem Rachentupfer isoliert werden. Die Isolierung von infektidsen
Viruspartikeln aus dem Rachentupfer im Zusammenhang mit dem Tod des
betroffenen Tieres kénnte auf ein pathogenes Potential der IV fir Echsen

hinweisen. Méglich ist allerdings auch, dass es sich bei den nachgewiesenen
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infektidsen IV um noch in der Mundhéhle vorhandene Viren aus Futtertieren
handelte, die nicht mit dem Tod des Tieres in Zusammenhang standen.

Im Gegensatz zu der Information zu Bestand A war der Vorbericht, den der
Besitzer des Bestandes B geben konnte, sehr ausflhrlich. Diese
Informationen legen einige Annahmen nahe. Es scheint mdglich zu sein,
dass IV nur unter bestimmten Umstanden fir Echsen pathogen sind. In
Bestand B, in dem eine Mortalitat von ca. 80 % beobachtet werden konnte,
waren nur Jungtiere betroffen, die zudem bei relativ niedrigen Temperaturen
gehalten wurden. Diese Tiere wurden zuvor mit infizierten Heimchen (Acheta
domesticus) geflttert. Scheinbar wurde den jungen Bartagamen Uber langere
Zeit Ober das Futter eine groBe Virusmenge zugefthrt. Es handelte sich in
Bestand B also um junge Bartagamen, die bei niedrigen Temperaturen
gehalten wurden und Uber langere Zeit einer hohen oralen Virusbelastung

ausgesetzt waren.

Bei den zwei Bartagamen eines weiteren Echsenhalters, bei denen
MARSCHANG et al. (persénliche Mitteilung) im Jahr 2006 mit der nested
PCR IV nachweisen konnten, handelte es sich um zwei Tiere, die
zusammen gehalten wurden. Das genaue Alter der beiden Tiere ist
unbekannt. Ein Tier war plétzlich gestorben. Zwei Tage vor dem Tod war das
Tier apathisch, nahm kein Futter auf. Proben von Lunge, Herz, Leber, Niere
und Ovidukt wurden eingeschickt und mit der nested PCR und auf Zellkultur
untersucht. In der nested PCR konnten bei den Proben der Lunge und des
Oviduktes PCR-Produkte der gesuchten GroBe amplifiziert werden. Die
Ergebnisse der Untersuchungen auf Zellkultur waren negativ. Aufgrund
dieser Ergebnisse wurden Rachen- und Kloakentupfer des zweiten Tieres
untersucht. In der nested PCR konnten bei beiden Proben PCR-Produkte der
gesuchten GroBe amplifiziert werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen
auf Zellkultur waren wieder negativ. Ob der Tod des einen Tieres mit den IIV
zusammenhing, konnte nicht geklart werden. Ein positives Ergebnis in der
nested PCR ohne Virusisolierung ist wenig aussagekraftig und nur ein

Hinweis. Der positive Nachweis von IIV in den Tupfern des zweiten Tieres



Diskussion 122

kann in der Aufnahme infizierter Futtertiere begriindet sein oder fir eine
Infektion des Tieres mit [IV und deren Ausscheidung sprechen. Da keine
Organproben des Tieres untersucht werden konnten, war nicht zu klaren, ob
es Hinweise auf eine systemische Verbreitung der IV gibt. Infektionen mit 11V
scheinen in Bartagamen weiter verbreitet zu sein als bisher angenommen.
Bartagamen gehdren zu den Echsen, die relativ einfach zu halten sind und
bei europaischen Zichtern sehr weit verbreitet sind. Es kann noch keine
Aussage Uber die Pravalenz der IIV bei Bartagamen getroffen werden.

5.4 Ubertragungsversuche mit dem Isolat 100/01 auf Echsen der
Spezies Pogona vitticeps

Der Transmissionsversuch mit dem Isolat 100/01 hat nicht gezeigt, ob ein
aus einem Chamaleon isoliertes IV Uber Futtertiere der Spezies Gryllus
bimaculatus oral auf Echsen der Spezies Pogona vitticeps Ubertragen
werden kann. Bis zum Ende des Infektionsversuches mit Bartagamen war
kein Tier gestorben. Bei der Untersuchung der Organe, der mit |IV-haltigen
Grillen infizierten Pogona vitticeps, mit der nested PCR wurden insgesamt
bei finf der sechs infizierten Bartagamen und bei drei der vier
Negativkontrollbartagamen  positive  Ergebnisse ermittelt. Fir die
Abgeschlagenheit der Bartagamen PV 03 IT und PV 05 IT konnten keine
direkten Ursachen ermittelt werden. Die beobachtete Reduktion des
Allgemeinbefindens kdnnte durch eine Abwehrreaktion des Kérpers auf die
orale Zufuhr der 1IV hervorgerufen worden sein. Bei Organen, die wahrend
der Magen-Darm-Passage durchlaufen werden, kénnte ein Restgehalt an
Virus von den verfltterten infizierten Grillen und der verabreichten
Virussuspension vorhanden gewesen sein. Bei Tier PV 08 IT kbénnte das
Kimmern und die Abgeschlagenheit nach Lebendfutterverabreichung auf
eine Beeintrachtigung durch das muskelstarke Herz oder eine

Abwehrreaktion auf die 11V zurlickzufiihren sein.

Fir die Tatsache, dass IIV auch in Organproben von Negativkontrolltieren
nachgewiesen werden konnte, gibt es mehrere mdégliche Erklarungen. Bei
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den Ergebnissen der nested PCR kbénnte es sich um falsch positive
Ergebnisse handeln. Die Amplikons der nested PCR kénnten PCR-Produkte
der gesuchten GrdBe aber keine IIV sein. Dagegen spricht, dass alle vier
stichprobenartig ausgesuchten PCR-Produkte, die sequenziert wurden, zu
100 % die gesuchte Nukleotidsequenz aufwiesen.

Bei der Gewinnung, Bearbeitung und Untersuchung der Organproben mit der
nested PCR kdnnte es zur Kontamination mit 11V gekommen sein. Falsch
positive Ergebnisse sind zwar mdglich, insbesondere da keine andere der
eingesetzten Nachweismethoden (Virusisolierung, Histologie, Elektronen-
mikroskopie und In-situ-Hybridisierung) positive Ergebnisse lieferte.
Allerdings sind diese Methoden alle weniger sensitiv als die eingesetzte
nested PCR. Die zur Sicherheit sowohl bei der DNA-Préparation als auch bei
beiden Runden der nested PCR eingesetzten Negativkontrollen waren alle

negativ, was gegen Kontaminationen spricht.

Bei der Futterung und Haltung der Bartagamen des Infektionsversuches
kann es zur Kontamination der Negativkontrollbartagamen, durch nicht 1IV-
freie Grillen oder durch Ubertragung Gber die Luft, gekommen sein. Dagegen
spricht, dass die Grillenzucht durch regelmaBige Untersuchungen in ihrer 11V-
Freiheit bestatigt wurde. Gegen eine Ubertragung (ber die Luft sprechen
zum einen die Ergebnisse der Transmissionsversuche mit den Grillen. Dabei
waren alle Negativkontrollgrillen mit allen Untersuchungsmethoden Virus-
negativ, obwohl die Grillen im selben Raum gehalten wurden. Im Falle des
Bartagameninfektionsversuches wurden die Bartagamen als zusatzliche
VorsorgemaBnahme in getrennten Radumen gehalten. Zum anderen waren
alle Untersuchungen mit der nested PCR an zwei Bartagamen-
Reservetieren, die andere Elterntiere hatten, aber unter den gleichen
Bedingungen im selben Raum wie die Negativkontrollboartagamen gehalten

wurden, ebenfalls negativ.
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Nicht ausgeschlossen werden kann die Mdglichkeit, dass die Bartagamen
schon vor Versuchsbeginn durch ihren Vater infiziert wurden. Eine vertikale
Infektion in den Eiern oder eine Infektion Uber kontaminierte Eischalen, wobei
sich die Bartagamen beim Schlupf infizieren kénnten, kommt in Frage. FUr
diese Mdoglichkeit spricht, dass bei dem Vater der Bartagamen des
Ubertragungsversuches einmalig Virus in Rachen- und Kloakentupfer (Tupfer
vom 21.05.2005) nachgewiesen werden konnte und bei den drei
untersuchten Schalen der von den gleichen Eltern bezogenen Kontroll-Eier
(Legedatum 15.05.2005) ebenfalls in der nested PCR Virus nachgewiesen
werden konnte. Allerdings kénnte dieses positive Ergebnis auch durch die
Aufnahme infizierter Futtertiere verursacht worden sein. Da die beiden
Elterntiere in einem Terrarium gehalten werden, fressen sie das gleiche
Futter. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Mannchen
infizierte Futtertiere aufgenommen hat und das Weibchen nicht. Da die
nested PCR erst im Laufe dieser Versuche entwickelt wurde, konnte nicht
mehr geklart werden, ob in den Tupferproben der Elterntiere auch vor

Versuchsbeginn DNA von IV vorhanden war.

Die Tatsache, dass die Tupferproben XllI von PV 10 KT (der vierten
Negativkontrolle) vom 25.05.2006 positiv sind, aber die Untersuchungen der
am selben Tag entnommenen Organe negativ, konnte nicht erklart werden.
Eine Kontamination der Tupferproben kann nicht ausgeschlossen werden, ist
aber wie die der Organproben unwahrscheinlich. Eine mdgliche Erklarung
kénnte sein, dass die Tiere verschiedene Phasen der Ausscheidung
durchlaufen, so dass es nicht immer zu positiven Tupferergebnissen bei
infizierten Tieren kommen muss. Zum anderen muss der Virusgehalt nicht
homogen in den untersuchten Organen verteilt sein. Da bei der Sektion keine
Veranderungen auffielen, die im Zusammenhang mit einer Virusinfektion
stehen kdénnten, ist es mdglich, dass bei der Probennahme keine infizierten
Bereiche entnommen wurden. Das bedeutet aber nicht zwingend, dass das

untersuchte Tier virusfrei war.
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Die PCR-Ergebnisse der Tupferproben von PV 10 KT und der Organproben
der anderen Bartagamen zeigen, dass diese Tiere moglicherweise persistent
infiziert sein kdnnten. Virale DNA konnte in den Organen bis Ende der
Versuche (12 Wochen) nachgewiesen werden (PV 09 IT). Die Mdglichkeit
einer Persistenz wurde auch schon bei anderen Vertretern der Familie
Iridoviridae wie das Bohle iridovirus (Genus Ranavirus) bei Amphibien
(CULLEN und OWENS, 2002) in Erwagung gezogen. Bei Fischen konnten
unter klinisch unauffalligen Adulten zwei Tragertiere fur das Epizootic
haematopoietic necrosis virus (Genus Ranavirus) entdeckt werden
(LANGDON und HUMPHREY, 1987).

5.5 Pathogenitat von IIV fiir Echsen

Bisher kann noch keine eindeutige Aussage zur Pathogenitat von IIV bei
Echsen getroffen werden. Bei den infizierten Bartagamen dieser Studie
konnten neben Abgeschlagenheit und vermindertem Appetit keine
Auffalligkeiten beobachtet werden. Bei den bisher in der Literatur
beschriebenen Fallen, in denen |IV von Echsen isoliert und charakterisiert
wurden, konnten bisher plétzlicher Tod, Abmagerung, Lasionen der Haut und
eine Pneumonie beobachtet werden (JUST et al., 2001; MARSCHANG et al.,
2002). Eine eindeutige Zuordnung zu einem Krankheitsgeschehen ist
allerdings nicht méglich; es kommen vielféltige weitere Ursachen in Frage.
Bisher ist unklar, ob die Infektion mit IV fir den plétzlichen Tod der
betroffenen Echsen verantwortlich war oder nur ein Zufallsbefund ist. Auch
die Falle aus der Routinediagnostik der Virologie des Institutes fir Umwelt-
und Tierhygiene der Universitdt Hohenheim weisen keine eindeutig flr eine
[IV Infektion mdglichen pathognomischen Symptome auf.

Wie friihere Untersuchungen gezeigt haben kann IIV-6, die Typspezies des
Genus Iridovirus, eine Hepatitis bei Mausen verursachen und zum Tod der
infizierten Mause fihren. Dabei vermehren sich die Viren nicht in diesen
Tieren. Der Tod der Tiere ist auf einen toxischen Effekt der Viren
zurtickzufihren (BINGEN et al., 1982; LORBACHER DE RUIZ et al., 1986).
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Untersuchungen von BINGEN et al. (1982) haben gezeigt, dass ein
Strukturprotein fUr diese toxische Effekte verantwortlich sein muss. Es ist
unklar, ob eventuell toxische Effekte eine Rolle beim Tod der Echsen gespielt
haben kdnnten.

Die noch lebenden Bartagamen, bei denen IV mit der nested PCR in
Tupferproben nachgewiesen werden konnten, aber die Virusisolierung auf
Zellkultur erfolglos blieb, erscheinen klinisch gesund. Auch das Vatertier der
Bartagamen des Infektionsversuches zeigt auBer mangelhafter
Gewichtszunahme keinerlei Auffalligkeiten. Die Gewichtsprobleme kdnnen
aber auch durch den nachgewiesenen Befall mit Endoparasiten

hervorgerufen worden sein.

5.5.1 Einfluss des Alters der Tiere

Das Alter der Echsen, bei denen bisher 11V isoliert werden konnten, ist nur
teilweise bekannt. Die bei JUST et al. (2001) und MARSCHANG et al. (2002)
beschriebenen Tiere wurden in Bezug auf ihr Alter nicht naher definiert. In
Bestand B, in dem eine Mortalitdt von 80 % beobachtet werden konnte,
handelte es sich um zwei bis drei Monate alte Jungtiere. Die Tiere im
Infektionsversuch dieser Studie waren zu Beginn des Versuches ca. acht
Monate alt. Das verheerendste Ausmaf3 von Symptomen im Zusammenhang
mit der lIsolierung von IIV konnte daher bisher bei einer Gruppe von
Jungtieren beobachtet werden. Bisher konnte nicht geklart werden, ob das
Alter der Tiere eine Rolle bei der Infektion mit IV spielt. Bei anderen
Vertretern aus der Familie Iridoviridae gibt es Hinweise darauf, dass das
Alter eine groBe Rolle bei der Infektion und dem folgenden AusmaB der
Symptome und dem Ausgang der Krankheit spielt. Besonders bei
Ranavirusinfektionen bei Fischen wurde immer wieder berichtet, dass sie
vermehrt bei juvenilen Tieren auftreten oder zumindest durch eine hbéhere
Mortalitat gekennzeichnet sind (LANGDON et al.,, 1986; LANGDON und
HUMPHREY, 1987; AHNE et al., 1989; SCHUH und SHIRLEY, 1990;
MONINI und RUGGERI, 2002). Auch bei Schildkréten und Schlangen
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handelte es sich bei den von einer Ranavirusinfektion betroffenen Tieren um
Jungtiere (MARSCHANG et al., 1999; CHEN et al.,, 1999; HYATT et al.,
2002).

5.5.2 Einfluss der Temperatur

Die Virusisolierung von IV bei Echsen war bei JUST et al. (2001) bei 28 °C
auf VH2 und bei MARSCHANG et al. (2002) bei 28 °C auf verschiedenen
Zelllinien erfolgreich. Die Isolate aus der Routinediagnostik wurden bei 28 °C
auf TH-1 und VH-2 gewonnen. Die bereits erwahnten Untersuchungen zur
optimalen Vermehrungstemperatur von lIridoviren unter anderem |IV-6
ergaben, dass bei Temperaturen Gber 30 °C die Replikation von IV
gehemmt wird (BELLET, 1968; WILLIAMS, 1996). Untersuchungen von FV-
3, der Typspezies des Genus Ranavirus, belegen, dass sich dieses nur bei
Temperaturen unter 33 °C vermehrt (GRAVELL und GRANOFF, 1970;
CORDIER et al., 1986; CHINCHAR, 2002). Bei héheren Temperaturen wird
kein infektiéses Virus mehr produziert, obwohl noch Synthese von virus-
spezifischen Makromolekllen stattfindet (CHINCHAR, 2002). Diese
Untersuchungen zeigen, dass im Zusammenhang mit einer IIV-Infektion bei
ektothermen Wirten eine Uberschreitung einer gewissen Temperatur die
Produktion von infektidsen Viren hemmen kdnnte. Nicht ausgeschlossen
werden kann die Madglichkeit, dass es bei den Bartagamen des
Infektionsversuches zwar zur Produktion viraler DNA, wie dem MCP-Gen
kam, das in der nested PCR nachgewiesen werden konnte, aber nicht zur
Produktion infektiéser Viruspartikel. Ein Einfluss der Temperatur auf die
Transmissionsstudie kdnnte sich auch dadurch erklaren lassen, dass das
Immunsystem von Reptilien ebenfalls temperaturabhangig ist und nur bei
optimalen Temperaturen optimal funktioniert (EVANS und COWLES, 1959;
AVTALION et al.,, 1976; COOPER et al., 1985). Nach dem Gutachten Uber
die Mindestanforderungen an die Haltung von Reptilien (Bundesministerium
fir Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten, Referat Tierschutz; 10.01.1997)
liegt die optimale Haltungstemperatur von Bartagamen bei einer

Grundtemperatur von 25 bis 30 °C mit lokalen Sonnenplatzen bis zu 50 °C.
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Bartagamen kdnnen ihre Korpertemperatur schnell an die herrschende
Umgebungstemperatur angleichen (BARTHOLOMEW und TUCKER, 1963).
Ein erwarmtes Reptil kann Hitze speichern und die héhere Kdrpertemperatur
fir eine langere Zeitspanne als die Aufwarmzeit, aufrechterhalten (DE
VOSJOLI et al., 2001). Da sich Bartagamen gerne auf den Sonnenplatzen
aufhalten, liegt ihre Kérpertemperatur daher wéhrend des Tages durchaus
uber 30 bzw. 33 °C. In Bestand B wurden die Tiere nach Auskunft des
Besitzers bei einer Umgebungstemperatur von 24 bis 27 °C (am wéarmsten
Punkt) und lokalen Sonnenplatzen in 25 bis 55 cm Héhe mit 37 bis 38 °C
gehalten. Ein negativer Einfluss der niedrigeren Haltungstemperatur in
Bestand B auf das Immunsystem der Tiere, der in der hohen Mortalitat von

80 % resultiert, wird angenommen.

5.6 Nachweismethoden

Statistische Vergleiche zeigten, dass die Ergebnisse der Methoden nested
PCR, Zellkultur, Histologie, ISH und Elektronenmikroskopie vergleichbar
waren. Proben, die mit den weniger sensitiven Untersuchungsmethoden
positiv waren, waren auch mit den sensitiveren positiv, was eine hohe

Spezifitat der Methoden belegt.

Auf den Ergebnissen der Infektionsversuche basierend ist die nested PCR
die sensitivste Methode, um eine Iridovirusinfektion bei Grillen festzustellen.
Sie ist nicht so zeitintensiv wie die Zellkultur, die Histologie, die ISH und die
Elektronenmikroskopie, aber weitaus spezifischer. Allerdings handelt es sich
um eine nested PCR, die ein héheres Risiko flir Kontaminationen birgt und
auBerdem kosten- und zeitintensiver ist als eine PCR mit nur einem
Reaktionsschritt. Diese PCR muss sehr sorgféltig unter Vermeidung von
Kontaminationsmdglichkeiten im Labor durchgefihrt werden, vor allem, da
viele der untersuchten Fettkérperproben eine groBe Menge an Virus

beinhalten.
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Die bei der histologischen Untersuchung in den Adipozyten beobachteten
basophilen Schollen korrespondieren mit der ultrastrukturellen Darstellung
von Iridoviruspartikeln im Zytoplasma dieser Zellen und teilweise mit dem
Nachweis iridoviraler Nukleinsauren (DNA und mRNA) durch die In-situ-
Hybridisierung. Aus diesen Beobachtungen wird gefolgert, dass es sich bei
diesem morphologischen Substrat um das lichtmikroskopische Aquivalent

der Iridoviren handelt.

5.7 Empfehlungen fiir die Diagnostik im Labor

Far die Routinediagnostik in einem virologischen Labor ergeben sich durch
diese Studie Verbesserungen aber noch keine zufriedenstellenden
Untersuchungsmethoden. Falls in einem Echsenbestand die Futtertiere in die
virologischen Untersuchungen einbezogen werden kénnen, ist dies
unbedingt anzuraten, um weitere Anhaltspunkte flr die mdglichen
Ubertragungswege zu bekommen. Eingeschickte Insekten kdnnen in toto
weiterverarbeitet oder in einer Sektion der Fettkdrper gewonnen werden. Der
Vergleich der verschiedenen angewandten Untersuchungsmethoden bei den
Grillen der Spezies Gryllus bimaculatus hat gezeigt, dass die nested PCR mit
Abstand die sensitivste Methode ist. Es sollte allerdings auch immer versucht
werden das Virus auf Zellkultur zu isolieren, um dessen Infektidsitat zu
bestatigen. Ideal ware eine Sequenzierung der nested PCR-Produkte, um die
Ergebnisse der nested PCR zu bestétigen. Falls noch lebende Echsen
betroffen sind und Rachen- und Kloakentupfer eingeschickt werden, muss
beachtet werden, dass, wie im Falle des mannlichen Elterntieres der
Bartagamen des Infektionsversuches und der Bartagamen des Infektions-
versuches selbst, nicht immer IV nachgewiesen werden kénnen. Dies
kénnte zum einen daran liegen, dass die Tiere méglicher Weise Phasen der
Ausscheidung und Phasen ohne Ausscheidung von IIV durchlaufen. Bisher
kann noch keine Aussage darlber getroffen werden, welche Faktoren eine
Ausscheidung beeinflussen kdnnten. Daher ist nur ein positives Ergebnis ein
Hinweis und sollte auf jeden Fall durch Virusisolierung erganzt werden. Zum
anderen darf nicht auBer Acht gelassen werden, dass positive Ergebnisse



Diskussion 130

von Rachen-Tupferproben nicht zwingend eine Infektion mit 11V belegen. Die
nachgewiesenen IV kénnen ebenso von aufgenommenen infizierten
Futtertieren stammen. [IV-positive Kloaken-Tupferproben belegen eine
Magen-Darm-Trakt-Passage. Im Falle von toten Tieren, von denen
Organproben  gewonnen  werden kénnen, waren in  unserem
Infektionsversuch Haut, Trachea und Dinndarm am meisten Virus-positiv.
Allerdings konnte bei jedem der 13 entnommenen Organe zumindest bei
einem Tier virale IIV-DNA mit der nested PCR detektiert werden.

In den letzten Jahren wurden IV zunehmend bei Echsen beschrieben. Das
Auftreten dieser Viren in Echsen wurde bisher durch Virusisolation und
anschlieBende Virusidentifikation bewiesen. Diese Methoden sind zeit- und
kostenintensiv. Die in dieser Studie entwickelten Methoden kénnten helfen,
die Sensitivitdt und Geschwindigkeit, mit der eine solche Diagnose gestellt
werden kann, zu verbessern. Die Tatsache, dass Invertebratenviren auf
Vertebraten (bertragen werden kdnnen, vergréBert die Bedeutung von
Untersuchungsmethoden zum Screening der kommerziellen Produktion von

Futtertierinsekten.

5.8 Empfehlungen fiir die Praxis

Bei Echsen sollte beim Auftreten von Symptomen, die nicht eindeutig einer
bekannten Erkrankung zugeordnet werden kénnen oder deren Ursache nicht
geklart werden kann und bei plétzlichen Todesfallen oder multiplen
Hautveranderungen ohne erkennbare Ursache eine Infektion mit 11V in
Erwéagung gezogen werden. Wenn es sich um insektivore Spezies handelt,
ist die Einbeziehung der Quelle der Futterinsekten in die Anamnese und
eventuell gar in die virologischen Untersuchungen ratsam. Besonders wenn
eine erhohte Mortalitdt bei der Futtertierzucht erkennbar ist, muss eine
mogliche IIV-Infektion ausgeschlossen oder bestatigt werden.
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5.9 Empfohlene weiterflihrende Untersuchungen

FiOr die Zukunft ist die Entwicklung einer PCR, ohne nested Schritt, die
genauso sensitiv ist, aber eine robustere, schnellere und billigere Methode
darstellt, fir die Routinediagnostik zu empfehlen. Im Anschluss an diese
Forschungsarbeiten sollte ein zweiter Infektionsversuch mit Bartagamen
durchgefiuhrt werden, der alle bisher gewonnenen Erkenntnisse
bericksichtigt. Eine Wiederholung des Infektionsversuches mit Bartagamen
sollte mit wesentlich jingeren Tieren erfolgen. Die Tiere sollten bei
niedrigeren Temperaturen gehalten werden. Die orale Zufuhr von infektiésen
Grillen sollte Uber einen wesentlich langeren Zeitraum stattfinden. Ein
weiterer Versuch ist nétig, um die moégliche Pathogenitat der IV far Echsen
zu klaren. Ein Wirtswechsel von Iridoviren bleibt sowohl fir die Tiermedizin
und die Herpetologie als auch fir die Virologie eine wichtige Frage. IV
scheinen bei Echsen weiter verbreitet zu sein, als bisher angenommen. Die
bisherigen Untersuchungen unterstiitzen die These, dass IIV Echsen
tatsachlich infizieren kdénnen und unter bestimmten Umstédnden krank
machen. AuBerdem gibt es Hinweise auf eine mdgliche vertikale
Ubertragung von IIV bei Bartagamen. Weitere Untersuchungen in dieser

Richtung kénnten hierzu endlich Beweise liefern.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Zweck dieser Arbeit war es herauszufinden, ob Grillen (Gryllus bimaculatus)
und Bartagamen (Pogona vitticeps) mit einem Invertebraten-Iridovirus-
ahnlichen Isolat aus einem toten Helmchaméleon (Chamaeleo hoehnelii)
infiziert werden kénnen und ob eine Infektion fir diese Tiere pathogen ist. In
den letzten Jahren wurden Invertebraten-Iridoviren (1IV) vermehrt aus
Futtertierzuchten und Echsen isoliert. Da es sich bei diesen isolierten
Iridoviren um Viren des Genus Iridovirus handelt, die bis vor kurzem nur bei
Invertebraten beschrieben wurden, ist deren Vorkommen bei Vertebraten
besonders bemerkenswert. Eine orale Infektion der Echsen Uber infizierte
Futtertiere wurde angenommen. Fir die Diagnose von IIV-Infektionen
standen zu Beginn verschiedene Zellkulturen (TH-1 und VH2), eine PCR
nach JUST und ESSBAUER (2001), histologische und elektronen-
mikroskopische Untersuchungen zur Verfigung. Im Laufe der Arbeit wurde
die PCR durch eine neu entwickelte nested PCR mit Primern fir das major
capsid protein (MCP)-Gen (JAKOB et al., 2002) ersetzt und zusatzlich eine
In-situ-Hybridisierung (ISH) entwickelt.

Um das pathogene Potential der IV aus Echsen ermitteln zu kénnen, wurden
zunéchst drei Infektionsversuche mit Grillen der Spezies Gryllus bimaculatus
durchgefiihrt. Die Grillen wurden mit dem lIridovirusisolat 100/01 aus dem
toten Helmchamaleon durch Dippen in eine Virussuspension (Virusgehalt
10%% bis 10”?° KlDs¢/ml) infiziert. Pro Infektionsversuch wurden 20 Tiere
infiziert und 10 dienten als Kontrollen. Den im Laufe des Versuches
gestorbenen Grillen und den nach Ende des Versuches getbteten Grillen
wurden Fettkdrperproben entnommen und untersucht. Im Anschluss an die
Infektionsversuche mit Grillen wurde Bartagamen der Spezies Pogona
vitticeps oral infizierte Grillen und eine Virussuspension (10%”° KIDsy/ml) per
Sonde verabreicht. Sechs von zehn Bartagamen wurden infiziert und vier
Bartagamen dienten als Kontrollen. Alle zwei Wochen nach Versuchsbeginn

wurde ein infiziertes Tier und alle vier Wochen ein Kontrolltier euthanasiert.
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Allen Bartagamen wurden wéchentlich Rachen- und Kloakentupfer und bei
der Sektion Proben von 13 Organen entnommen und untersucht.

Die Grillen konnten erfolgreich mit dem Isolat 100/01 infiziert werden. Es kam
zu patenten Infektionen, die mit Mortalitat und Irideszenz einhergingen, aber
auch zu klinisch inapparenten Infektionen. Die Mortalitat der infizierten Grillen
lag bei 20 bis 40 %. Eine Virusinfektion konnte mit den angewandten
Untersuchungsmethoden in den drei Infektionsversuchen in einer
unterschiedlichen Anzahl von Grillen nachgewiesen werden (15 von 20
Grillen (75 %), 3 von 20 Grillen (15 %) und 6 von 20 Grillen (30 %)). Die
nested PCR war mit insgesamt 24 positiven von 60 infizierten Grillen (40 %)
die sensitivste Methode, um IIV in den Fettkdrperproben der infizierten

Grillen nachzuweisen.

Einige der infizierten Bartagamen zeigten im Laufe des Versuches zeitweise
ein reduziertes Allgemeinbefinden, aber bis zum Ende des Versuches (12
Wochen) starb kein Tier. Bei den Sektionen konnten keine mit einer
Virusinfektion in Zusammenhang stehenden pathologischen Veranderungen
gefunden werden. Die Virusisolierung mittels Zellkulturen war nur aus
Tupferproben der infizierten Bartagamen bis 2 Wochen nach der Infektion
erfolgreich. In der nested PCR waren verschiedene Organe von finf
infizierten Bartagamen, aber auch von drei Kontrolltieren positiv. Die
histologischen und elektronenmikroskopischen Untersuchungen und die ISH-
Untersuchungen waren negativ. Daher wurden zwei im selben Raum und
unter den gleichen Bedingungen wie die Kontrolltiere gehaltene
Reservebartagamen, von anderen Elterntieren, mit der nested PCR getestet.
Sie waren negativ. Um die Ursache flr die positiven nested PCR-Ergebnisse
der Kontrollbartagamen zu klaren, wurden weitere Tupferproben der
Elterntiere der Versuchstiere untersucht. Dabei war einmalig ein Rachen-
und Kloakentupfer des Vatertieres in der nested PCR positiv. Zusatzlich
konnten bei einem weiteren Gelege dieser Elterntiere Amplikons der

gesuchten GréBe aus den Schalen von drei Eiern in der nested PCR
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amplifiziert werden. Die Sequenzierung dieser Amplikons ergab eine zu 100
% mit 100/01 identische Nukleinsduresequenz. Daher konnte eine Infektion
der Bartagamen durch ihren Vater vor Versuchsbeginn nicht ausgeschlossen

werden.
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7 SUMMARY

Infection of crickets (Gryllus bimaculatus) with an iridovirus isolated
from a high-casqued chameleon (Chamaeleo hoehnelli) and initial study
on the transmission of an iridovirus to bearded dragons (Pogona
vitticeps) using iridovirus-infected crickets

The purpose of this study was to find out whether crickets (Gryllus
bimaculatus) and bearded dragons (Pogona vitticeps) can be infected with an
invertebrate-iridovirus-like isolate from a dead high-casqued chameleon
(Chamaeleo hoehnelii). During the last few years these viruses have been
increasingly isolated from commercial insect colonies and lizards. The
isolated iridoviruses belong to the genus iridovirus. Until recently, these
iridoviruses had only been described in invertebrates. Their appearance in
lizards is therefore remarkable. An oral infection of the lizards via infected
food animals was hypothesized. Before this study, various cell cultures (TH-1
and VH2), a PCR according to JUST und ESSBAUER (2001), histological
and electron microscopic investigations were the tools available for the
diagnosis of invertebrate iridovirus (IIV) infections. During the course of this
study, the PCR was replaced by a newly developed nested PCR with primers
for the major capsid protein gen (JAKOB et al.,, 2002) and an in situ
hybridisation (ISH) was developed.

To determine the pathogenic potential of 1IVs from lizards three infection
studies with crickets of the species Gryllus bimaculatus were carried out. The
crickets were infected with the isolate from the dead high-casqued
chameleon by dipping into virus suspension (virus titer 10°%° to 1072
TCIDs¢/ml). In each infection study 20 animals were infected and 10 were
used as control animals. Fat body samples were taken from the crickets that
died during the trial and the ones that were euthanized at the end. Following
the cricket studies infected crickets and virus suspension were orally
administered to bearded dragons of the species Pogona vitticeps. Six of ten

animals were infected and four served as controls. One control animal was
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euthanized before the infected group was infected. Every two weeks after
infection an infected animal was euthanized and every four weeks a control
animal was euthanized as well. Every week oral and cloacal swabs were
collected from all bearded dragons. During necropsy, samples from 13

organs were collected and examined.

The crickets were successfully infected with patent infections, including
mortality and iridescence as well as inapparent infections. The mortality rates
in the infected crickets ranged between 20 and 40 %. Virus detection
methods in the three trials were positive in varying numbers of crickets (15 of
20 (75 %), 3 of 20 (15 %) and 6 of 20 (30 %)). The nested PCR was the most
sensitive tool for detecting IV in the fat body samples with a total of 24
positive of 60 infected crickets (40 %).

Some of the infected bearded dragons showed a temporary reduction in
general condition during the 12 weeks long trial, but none of the ten animals
died. No pathological changes that could be attributed to a viral infection
were detected at necropsies. Virus isolation on cell culture was only
successful from swabs of infected animals up to two weeks after infection. In
the nested PCR, varying organs from five infected animals, as well as from
three control animals were positive. The histological and electron microscopic
and ISH examinations were negative. After virus was detected in the
negative controls, tissues from two reserve animals from other parents that
were kept in the same room and under the same conditions as the control
animals were tested with the nested PCR. They were negative. To find out
the source of the 1V detected by nested PCR in the control bearded dragons
additional swabs were collected from the parents of the animals in the
transmission study. An oral and a cloacal swab from the father were positive
in the nested PCR. Additionally amplicons of the expected size were
amplified from three eggs of a new clutch from the same parents in the
nested PCR. Sequencing of these amplicons showed 100 % identity to the

corresponding sequence from isolate 100/01. It is therefore possible that the
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bearded dragons were infected by their father before the beginning of the

transmission study.
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9 ANHANG

Tabelle 32: Ergebnisse der nested PCR des Infektionsversuches mit Pogona
vittceps

- ; AR = E |l E|E|E|E

S| 3 |s5|e| & |8/8/8/8|8

Sz |z|z &% |g|g|z |z |2
DU/O pU|o1][0o2] 0| O [O1|/O1]O]JO]JO]O]|O
Gehirn (+) | - |kP.| - - + + - - - R -
Zunge - - kP - - + + + + - - -
Trachea - + |kP.| + - + + + - - - _
Lunge - - |kP.| - - + + - - - - -
Herz - - kP - - + + + - - - -
Magen - - |kP.| - - + + - - - + -
Dinndarm | - + |kP.| - - + + - - - - _
Dickdarm - - |kP.| - - + + + + - + -
Leber - - |kP.| - - + + - - - - -
Niere - - |kP.| - - + + - + - - -
Gonaden - - |kP.| - - + + - - - - +
FettkGrper | - | + | + | + - - - - - - kP | +
Haut - - |kP.| - - + + + + - + +

grau hinterlegt = Sequenzierung: PCR Produkt sequenziert und die erhaltene
Sequenz war zu 100 % mit der entsprechenden Sequenz des Isolates 100/01
identisch; DU = DNA-Préparation des Organiiberstandes (Organ in
Zellkulturmedium, ultraschallbehandelt und zentrifugiert); O = DNA-
Praparation von Organmaterial; 1 = Probe 1, Proben der ersten
Untersuchung; 2 = Probe 2; eine Probe zur Verifizierung der Ergebnisse
wiederholt; (+) = sehr schwache Bande der gesuchten GréBe; k.P. = keine
Probe




Anhang 149

Tabelle 33: Ergebnisse der Elektronenmikroskopie und der In-situ-
Hybridisierung Infektionsversuch mit Pogona vittceps

= = = = = g

S 3 3 S 8 S

> > > > > >

o o o o o o

EM EM EM ISH ISH ISH

Gehirn n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.

Zunge ? n.u. n.u. n.u. - n.u.
Trachea - - n.u. n.u. - -

Lunge n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.

Herz n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.

Magen n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
Dinndarm ? n.u. n.u. - - -

Dickdarm - - - n.u. - n.u.

Leber - n.u. n.u. n.u. - n.u.

Niere - n.u. - n.u. n.u. n.u.

Gonaden | n.u. n.u. n.u. n.u. - n.u.
Fettkorper| n.u. n.u. n.u. - n.u. -

Haut - n.u. n.u. - - n.u.

grau hinterlegt = in nested PCR positiv; n.u. = nicht untersucht; ? = nicht

eindeutig identifizierbare Viruspartikel im EM; k.P. = keine Probe
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Tabelle 40: Ergebnisse der virologischen Untersuchungen der Tupferproben
von den Elterntieren (1), der im Infektionsversuch eingesetzten Pogona

vitticeps
Mutter Vater
Rachen |Kloake |Rachen |Kloake

TH-1 - - - -
g § nach VH2 _ _ _ _
§ | 2 |Eiablage [PCRU |- i ; 5
o N PCRDU |- - + +
2, TH-1 - KG - -
£ 8 2 R X ER—
3 g PCR U - - - -
g | 3 PCRDU |- : - :
S| o TH-1 - - - -
2| 8 vz |- - |-
2 = PCR U - - - -
e PCRDU |- : . .
% g TH-1 - - - -
£ oy VH2 - i} - -
= | & PCRU |- . . .
° ~ PCRDU |- - - -

TH-1 - - - -
% 8 nach VH2 _ _ - -

n

£ | Q |Eiablage |[PCRU |- - - -
w o PCRDU |- - - -

TH-1 = Virusisolierung auf TH-1; VH2

Organiberstand

(Organ

in Zellkulturmedium,

Virusisolierung auf VH2; U =

ultraschallbehandelt und

zentrifugiert, ohne DNA Préparation) als Template in die PCR Reaktion

eingesetzt; DU = DNA-Préparation des Organiiberstandes als Template in

die PCR Reaktion -eingesetzt;
Kloakentupfer; KG = Keimgehalt

Rachen

= Rachentupfer;

Kloake =




Anhang 158

Tabelle 41: Statistische Berechnung der Wirksamkeit der Infektion
(Infektionsversuche mit Gryllus bimaculatus) mit dem y3-Test

PCR
+ - |Summe
. Infizierte Tiere 24 | 36 60
Infektion = hirolitiere 0 130 | 30
24 | 66 90
X2 16,36
Wahrscheinlichkeit 99,9

Alle Werte stehen fur die Anzahl der betroffenen Tiere.

Tabelle 42: Statistischer Vergleich der drei Infektionsversuche mit Gryllus
bimaculatus mit dem y2-Test

Versuch PCR
+ | - | Summe
1 15| 5 20
2 317 20
3 6 |14 20
24| 36 60
x> 16,42

Wahrscheinlichkeit 99,90 %

Alle Werte stehen fir die Anzahl der betroffenen Tiere.
Die Versuche sind unabhangig, ein Unterschied ist hoch signifikant
vorhanden.
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Tabelle 43: Statistischer Vergleich der Abhangigkeit der
Untersuchungsmethoden (Infektionsversuche mit Gryllus bimaculatus) mit
dem y?-Test
o] © |0 |4 [P D= =] N2m=l=] === o [=F [0 |
Z|E E E E £
= 3 3 = =
@ | 73] il 73]
2 [~ == IE ~— o~ === o o [o4 fon 0 [ Joo o
= iy = N (T (] — r‘_ — — ==
= ' =" | * || * ||
T
b= @ [— [ P~ |4 jo 3 [=] 33 o [— | @ [— o
e+ + + + +
=
2w o [m o o [ M |m o [— 0 [ o [= |04 |0
%Ex—\—r\l El—|— | E o4 (el El—|— |
2| E £ E £
=] = =1 =3
=4 [¥3] /] ] 0
T FEER FEERI TFERI FEEFE
%I I‘:n ltl ol * ﬁ
=
= I E === | =[O |= =[O [=r
= N i e
(W]
e A ARG
E E E
=] = =1
& |ch A 7]
L
<. FFREL TFFE TRPE
i & 2 3
=
17 | =t I (= = = O =
+1— Lol +-|,— e +— o
=] I NS =)
Y ) E = |r |3
E E
=] =
£ 73]
o = =2
S Pleele]. Fleg|e
D-'I EI %‘!
L0 (O f=T L0 O =T
+I71 1+ r
@ (L0 (LD =2
Et—l‘--m
E
=
i
? PREE
' 1]
[}
| (AERLR g
+'|._ L
+|. +|. +|. +]| . +|.
- s
- o = K 2 &
T L 8] I= oS
- = 0o = 2 2
= m
T g

Alle Werte stehen flir die Anzahl der betroffenen Tiere.
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Tabelle 44: Statistische Berechnung (Infektionsversuche mit Gryllus
bimaculatus) nach dem McNemar Test

TH-1 VH2
+ - |Summe| + - |Summe
+| 15 9 24 15 9 24
PCR - 0 66 66 0 66 66
15 | 75 90 15 | 75 90
7,11 7,11
0,008 sign. 0,008 sign.

Alle Werte stehen fur die Anzahl der betroffenen Tiere.
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.lch erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstandig und ohne
unerlaubte fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der
Dissertation angegeben habe. Alle Textstellen, die wortlich oder sinngeman
aus veroffentlichten oder nicht veroffentlichten Schriften enthommen sind,
und alle Angaben, die auf mindlichen Auskinften beruhen, sind als solche
kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefihrten und in der Dissertation
erwdhnten  Untersuchungen habe ich die  Grundsatze  guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-
Universitat GieBen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis®
niedergelegt sind, eingehalten.”
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