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1. Einleitung

Aviare Orthoreoviren (ARV) sind weltweit verbreitet und weisen innerhalb der Klasse
Aves ein sehr breites Wirtsspektrum auf. Sie sind das ursachliche Agens der viralen
Arthritis/Tendosynovitis des Huhnes und werden fir diese Spezies mit
verschiedenen anderen Krankheitsgeschehen mit gastroenteralen, respiratorischen
und neurologischen Symptomen in Verbindung gebracht. GleichermaBen werden sie
aber auch aus klinisch gesunden Hiihnern isoliert. Eine Ubertragung der ARV erfolgt
im Bestand sowohl horizontal von Tier zu Tier, als auch vertikal. Dadurch ist ein sehr
frher Eintrag in den Bestand durch bereits im Ei infizierte Eintagskiken mit
anschlieBender horizontaler Ausbreitung im Bestand méglich. Eine Bekampfung von
ARV wird durch Vakzinierung mit Lebendimpfstoffen und stallspezifischen
Inaktivatvakzinen angestrebt. Eine wichtige MaBnahme stellt hier die Impfung der
Elterntierherden dar, tber die ein passiver Schutz der Nachkommen durch maternale
Antikdrper erreicht werden soll. Trotz Impfung der Elterntierbestdnde sind ARV
allerdings regelmaBig aus Masthuhnbestdnden, die das klinische Bild des
Malabsorptionssyndroms (MAS) aufweisen zu isolieren. Ihre atiologische Bedeutung
fir dieses Krankheitsbild ist jedoch noch nicht gesichert (SCHWEIKL, 2008).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein aus einem MAS erkrankten
Masthuhnbestand gewonnenes ARV-Isolat (8474DP4-6) auf seine pathogenen
Eigenschaften hin zu untersuchen. Dabei sollte ein besonderer Schwerpunkt auf die
Auswirkungen einer sehr frihen Infektion in Hihnern der Rasse Lohmann Selected
White Leghorn gelegt werden. Neben grundsétzlichen Fragen zum Infektionsverlauf,
welcher durch die Virusreisolierung aus verschiedenen Organen der Versuchstiere,
sowie durch serologische Untersuchungen angestrebt wurde, sollten auch die
klinischen Auswirkungen der Infektion eingehend untersucht werden. Die
Beeinflussbarkeit einer in ovo Infektion durch maternale Antikérper sollte an
embryonierten Hihnereiern aus vakzinierten Broilerelterntieren Uberprift werden. Die
Versuche sollen einen Beitrag leisten, das pathogene Potential MAS-assoziierter
ARV-Isolate abzuklaren und mdgliche Interventionsstrategien aufzeigen.
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2. Literatur

2.1 Aviare Orthoreoviren

2.1.1 Klassifizierung der Aviaren Orthoreoviren

Die Aviaren Orthoreoviren (ARV) werden dem Genus Orthoreovirus innerhalb der
Familie der Reoviridae zugeordnet (International Comittee on Taxonomy of Viruses;
FAUQUET et al.,, 2005). Das Akronym ,Reo“ aus den Wértern respiratory (dt.:
respiratorisch), enteric (dt.: enteral) und orphan (dt.: Waise) wurde durch SABIN
(1959) gepragt, da man Reoviren zwar aus dem Respirations- und Darmtrakt
isolieren, ihnen jedoch kein spezifisches Krankheitsbild zuordnen konnte.

Avidre Orthoreoviren sind unbehiillte ikosaedrische Viruspartikeln mit einem
Durchmesser von 80-82 nm. Die Virionen bestehen aus einem Kapsid (capsid) und
einem davon umschlossenen Core-Partikel. In diesem ist die genetische Information
enthalten. Das Genom besteht aus doppelstrangiger Ribonukleinsdure (RNA), die in
zehn Segmenten vorliegt (FAUQUET et al., 2005). Nach der Struktur ihres Genoms
und der damit verbundenen Transkriptionsart von genomischer zu mRNA werden die
Reoviridae der Baltimore-Gruppe Il zugeordnet (BALTIMORE, 1971). Nach ihrer
Fahigkeit, in infizierten Zellkulturen eine Zellfusion zu induzieren, werden die Aviaren
Orthoreoviren der Untergruppe 2 (fusogenic orthoreoviruses) zugerechnet. Im
Gegensatz zu den Saugetier-Orthoreoviren flihren Avidre Orthoreoviren nicht zur
Hamagglutination (SCHIFF et al., 2007).

Die S&ugetier-Orthoreoviren (MRV) werden in die Untergruppe 1 (nonfusogenic
orthoreoviruses) eingeordnet und wirken in vitro hamagglutinierend. Es werden
derzeit drei Serotypen unterschieden, welche gleichermaBen aus Mensch und Tier
isoliert wurden. Die MRV gelten daher als anthropozoonotischer Erreger (KAADEN,
2002; SCHIFF et al., 2007). Im Saugetier und Mensch verursachen Orthoreoviren
respiratorische und enterale Symptome, sie werden aber auch aus augenscheinlich
gesunden Individuen isoliert. Klinisch tritt die Infektion im Allgemeinen als fieberhafte
Allgemeininfektion mit Rhinitis, Pharyngitis, Husten, Diarrhoe und Emesis in
Erscheinung.
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Neben dem Genus Orthoreovirus umfasst die Familie der Reoviridae weitere elf
Genera, von denen drei veterinar- und humanmedizinisch bedeutsam sind. Von
veterinarmedizinischer Bedeutung sind in erster Linie Vertreter des Genus Orbivirus.
Dieses beinhaltet mit dem Virus der Blauzungenkrankheit, dem Virus der
Afrikanischen Pferdepest, dem Virus der Hamorrhagie der Hirsche, dem Ibaraki-Virus
und dem Virus der Pferdeencephalose flinf Spezies, die durch Vektoren Ubertragen
werden und zum Teil zu verlustreichen Erkrankungen fihren (KAADEN, 2002).
Gleichsam von veterindr- wie von humanmedizinischer Bedeutung sind Spezies des
Genus Rotavirus, die in Mensch (IQBAL UND SHAW, 1997) und Tier (KAADEN,
2002) schwerwiegende Darminfektionen verursachen. In der Humanmedizin sind
weiterhin die Genera Coltivirus mit dem vektorlbertragenen Colorado-Zeckenfieber-
Virus und Seadornavirus mit dem ebenfalls vektorlbertragenen Banna Virus
relevant. Sie flhren im Menschen zu fiebriger Allgemeinerkrankung und auch zu
Encephalitiden (WONG, 1997).

Darliber hinaus umfasst die Familie weitere Genera, die verschiedene Fisch-,
Pflanzen-, Pilz- und Insektenspezies infizieren. Sie haben insbesondere als
Krankheitserreger der Futter- und Nutzpflanzen Bedeutung (FAUQUET et al., 2005).
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2.1.2 Struktur der Aviaren Orthoreoviren

2.1.2.1 Genom

Das Genom der ARV besteht aus doppelstrangiger RNA, die in zehn Segmenten
vorliegt. Anhand ihres Wanderungsverhaltens im elektrischen Feld werden diese
Segmente in die drei GroBenklassen S (small, dt.: klein), M (medium, dt.: mittel) und
L (large, dt.: groB) eingeteilt (SPANDIDOS und GRAHAM, 1976). Es liegen vier
Segmente vor, die zur GrdéBenklasse S (S1-S4) gerechnet werden und jeweils drei
Segmente, die den GréBenklassen M (M1-M3) und L (L1-L3) zugeordnet werden.
Die S-Segmente weisen eine GréBe von etwa 1500 Nukleotiden, die M-Segmente
eine GrdBe von etwa 2100 Nukleotiden und die L-Segmente eine GroBe von etwa
4000 Nukleotiden auf. Diese von den MRV Ubertragene Einteilung trifft auf die ARV
nur bedingt zu, da das S1-Segment in der Elektrophorese ndher an M3 als an S2
bandet (BENAVENTE und MARTINEZ-COSTAS, 2007). Mit Ausnahme des
Segments L2 liegen fir alle Segmente des Standardimpfstammes S1133 Sequenzen
vor (Tab. 1). Alle bereits sequenzierten Segmente stimmen in ihrer Sequenz in den
Endbereichen Uberein. Der Positivstrang eines jeden Segmentes beginnt mit den
sieben Nukleotiden (5’GCUUUUUS’) und endet auf die funf Nukleotide (5’UCAUCS’).
Diesen Ubereinstimmenden Sequenzbereichen wird eine mdgliche Funktion als
Signalsequenzen fir die Transkription oder Replikation zugesprochen (BENAVENTE
und MARTINEZ-COSTAS, 2007). Neben diesen mdglichen Signalsequenzen, die in
der Primarstruktur verankert sind, ist auch von anderen Reoviridae bekannt, dass
bestimmte Sekundérstrukturen (Gber RNA-Protein-Interaktionen die korrekte
Verpackung der dsRNA-Segmente in das Virion vermitteln (TOURIS-OTERO et al.,
2005; LYMPEROPQOULOQOS et al:, 2006).

Der Negativstrang der dsRNA dient als Matrize fiir die Transkription von mRNA. Mit
Ausnahme des Segmentes S1, welches drei offene Leserahmen enthélt, findet sich
auf jedem Segment des ARV-Stammes S1133 ein offener Leserahmen (VARELA
und BENAVENTE, 1994).
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Tab. 1: Ubersicht iiber Genom und Proteom von ARV
(modifiziert nach BENAVENTE und MARTINEZ-COSTAS (2007)

S1 3 oC Kapsid Bindung an Wirtszelle
p10 Nichtstrukturprotein| Modulation der Wirtszellmembran
p17 Nichtstrukturprotein unbekannt

S2 1 oA Core Bindung von dsRNA

S3 1 oB Kapsid unbekannt

S4 1 oNS Nichtstrukturprotein Bindung von ssRNA

M1 1 HA Core Kofaktor der Transkriptase**

M2 1 uB* (uBN, uBC) Kapsid Eintritt in Wirtszelle

M3 1 UNS* (UNSN, uNSC) | Nichtstrukturprotein Bildung der Virusfabriken

L1 1 AA Core Strukturprotein

L2 1 AB Core Transkriptase™*

L3 1 AC Core/ Kapsid Capping-Enzym

* Posttranslationale Spaltung; **vermutete Funktion

2.1.2.2 Proteom

Eine grundlegende Beschreibung des Proteoms der ARV und der Funktion der
gebildeten Proteine findet sich bei BENAVENTE und MARTINEZ-COSTAS (2007).
Die Expression von insgesamt zwdlf Translationsprodukten wurde fir den Stamm
S1133 nachgewiesen. Von diesen finden sich acht Proteine im Virion
(Strukturproteine) und vier weitere in infizierten Zellen (Nicht-Strukturproteine).
Analog zu den kodierenden Genomsegmenten (S, M, L) werden die Proteine mit den
griechischen Buchstaben ¢ , p und A bezeichnet. Innerhalb dieser Klassen werden
die Proteine mit romischen Buchstaben bezeichnet (cC, cA, oB, 6NS, YA, uB, uNS,
AA, AB, AC). Einzig die Proteine p10 und p17, die neben dem Protein oC in zwei
weiteren Leserahmen des Segmentes S1 kodiert werden, folgen nicht dieser
Nomenklatur (Tab. 1).

Die Strukturproteine AA, cA, pA und AB sind im Core des ARV lokalisiert. Hierbei
wird das Gerlst des Core von dem Protein AA gebildet, welches wéahrend der
Replikation in infizierten Zellen assoziiert mit dem Nichtstrukturprotein uUNS vorliegt
(TOURIS-OTERO et al., 2004a). Einen weiteren wichtigen Bestandteil des Core stellt

das Protein cA dar, welches darlber hinaus eine unspezifische Nukleotidyl-
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Phosphatase-Aktivitat aufweist und in nativem Zustand dsRNA bindet (YIN et al.,
2000; 2002). Die Fahigkeit dsRNA zu binden befahigt das Protein cA mit groBer
Wahrscheinlichkeit dazu, eine dsRNA-abhangige-Proteinkinase zu hemmen
(GONZALEZ-LOPEZ et al., 2003) und damit die Interferon-Antwort des Wirtes zu
stéren (MARTINEZ-COSTAS et al.,, 2000). Als zusatzliche Bausteine des Core
konnten die Proteine pA und AB identifiziert werden, deren Funktionen bislang nicht
vollig geklart sind. In Analogie zu anderen Reoviren wird jedoch vermutet, dass es
sich bei dem Protein AB um die virale RNA-Polymerase handelt. Die Sequenzierung
des Proteins und auch des entsprechenden kodierenden Gensegments L2 ist bis
dato jedoch nicht erfolgt.

Die Proteine AC, uB, oC und oB sind ebenfalls als Strukturproteine anzusprechen
und finden sich im Kapsid des Virions.

Die Hauptkomponente der duBeren Schale des Kapsids ist das Protein 6B, dessen
Eigenschaften noch nicht vollstdndig charakterisiert wurden. Im Zytosol assoziiert es
sich rasch mit den Proteinen uB und puBC und bildet mit diesen einen vorgefertigten
Dreierkomplex, welcher wahrend der Virusreproduktion an das Core angelagert wird
(TOURIS-OTERO et al., 2004a, b). Das Protein uB wird vom Segment M2 als
Primarprodukt translatiert und zerféllt durch eine proteolytische Spaltung in das
kleinere amino-terminale Protein uBN und das gréBere carboxy-terminale Protein
UBC, wobei die Spaltung mdglicherweise durch das Protein oB vermittelt wird. Das
Spaltprodukt uBC spielt neben der Funktion als Baustein der &uBeren Schale eine
Rolle bei der Aufnahme des Virus in die Wirtszelle. In der infizierten Zelle erfahrt das
Spaltprodukt uBC zwei weitere proteolytische Abspaltungen an seinem carboxy-
terminalen Ende, wodurch die Polypeptide 6 und & entstehen. DUNCAN (1996)
schreibt der proteolytischen Spaltung des Proteins uB eine wichtige Funktion bei der
Interaktion mit lysosomalen Membranen zu.

Eine weitere Strukturkomponente des Kapsids stellt das Protein AC dar. Dieses liegt
in den Virionen in pentameren Komplexen vor, die im Core verankert sind, aus dem
auBeren Kapsid hervorragen und die Vertices des ikosaedralen Virions bilden
(ZHANG et al., 2005). Daneben Ubertragt das Protein AC
Guanosinmonophosphatreste auf die 5’-Enden der mRNA und ist damit das virale
Capping-Enzym. So wird die virale mRNA vor einem schnellen Abbau durch

Ribonukleasen geschitzt.
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Das vierte Strukturprotein der auBeren Schale des Kapsids ist das Protein oC,
welches die Adsorption des Virions an die Wirtszelle vermittelt (SHAPOURI et al.,
1996; MARTINEZ-COSTAS et al., 1997). Das Protein liegt als homotrimerer Komplex
vor und kann offenkundig nur in dieser Konformation mit der Wirtszellmembran
interagieren (GRANDE et al., 2002). Weiterhin wird eine proapoptotische Wirkung
des Proteins oC in infizierten Zellen diskutiert (LABRADA et al., 2002).

Neben den beschriebenen Strukturproteinen werden in infizierten Zellkulturen
mindestens vier weitere virale Proteine exprimiert, die jedoch nicht mit dem Virion
assoziiert sind und daher als Nichtstrukturproteine bezeichnet werden. Als
Nichtstrukturproteine sind die Proteine UNS, oNS, p10 und p17 bekannt.

Das Protein pNS bildet bei alleiniger Expression in infizierten Zellen
Einschlusskoérper, TOURIS-OTERO et al. (2004b) schlossen daraus, dass UNS ein
essentieller Bestandteil bei der Bildung der Virusfabriken (engl.: virus factories) ist.
Das Protein uNS bindet selektiv die Proteine AA und oNS, die damit ebenfalls in den
Einschllissen vorliegen. Das Protein wird in infizierten Zellen méglicherweise in die
Produkte UNSN und pNSC prozessiert (BENAVENTE und MARTINEZ-COSTAS,
2007). Die Funktionen der Spaltprodukte sind ebenso wenig geklart wie die
Lokalisation der Spaltung und die Identitat der Protease. Das Protein oNS bindet
einzelstrangige RNA (ssRNA) unabhangig von deren Sequenz (YIN und LEE, 1998)
und liegt wie oben beschrieben in den virus factories vor. Es nimmt vermutlich eine
Schlisselrolle bei der Verpackung der RNA ein.

Das Protein p10 ist ein Typ-1-Transmembranprotein mit einer aminoterminalen Ekto-
und einer carboxyterminalen Endodoméane, sowie einer dazwischen liegenden
Transmembrandomane (SHMULEVITZ und DUNCAN, 2000). Das Protein p10
bedingt in infizierten Zellen die fir ARV charakteristische Zell-Zell-Fusion (BODELON
et al., 2001). Weiterhin erh6ht das Protein p10 in infizierten Zellen Gber einen
unabhangigen Mechanismus die Membranpermeabilitdt und destabilisiert damit die
Zellmembran (BODELON et al., 2002).

Das Protein p17 reichert sich im Kern infizierter Zellen an und beeinflusst hier die
Transkriptionsaktivitat der Zelle (COSTAS et al., 2005). LIU et al. (2005) konnten in
Abhangigkeit von p17 ein verlangsamtes Zellwachstum feststellen, welches auf die
Beeinflussung der intrazellularen Proteine p53 und p21cipi/waf1 zurlckgeflhrt

wurde.
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2.1.2.3 Struktur des Virus

Eine schematische Darstellung des Aufbaus eines ARV-Partikels zeigt Abb. 1.

Die Struktur des ARV konnte in den vergangenen Jahrzehnten durch das
Zusammenwirken verschiedener Untersuchungsmethoden entschlisselt werden. Die
Verteilung der viralen Proteine innerhalb des Partikels wurde durch klassische
biochemische Untersuchungen analysiert. SCHNITZER et al. (1982) und
MARTINEZ-COSTAS et al. (1997) zeigen, dass die Proteine uB, oB und oC
Bestandteile des Kapsids sind, wahrend die Proteine AA, AB, uA und cA mit dem
Core assoziiert sind. Das Protein AC nimmt eine Sonderstellung ein, da es vom Core
ausgehend aus dem auBeren Kapsid hervorragt.

Vergleichend zu den Saugetier-Orthoreoviren (METCALF et al., 1991; REINISCH et
al., 2000; OLLAND et al., 2001) untersuchten ZHANG et al. (2005) die Struktur der
ARV mittels Kryoelektronenmikroskopie und anschlieBender dreidimensionaler
Bildrekonstruktion.

Das Virion der ARV hat, gemessen auf H6he des Proteins oB, einen Durchmesser
von 85,7 nm (ZHANG et al., 2005). Das fibrillare Protein cC, welches bei MRV bis zu
40 nm Uber die Oberflache herausragen soll (FURLONG et al., 1988), ist bei der
Messung nicht berlicksichtigt. Die Oberflache besteht aus Molekilkomplexen des
Proteins oB. Dieses liegt in Gruppen von vier oder sechs Molekilen vor, in deren
Mitte sich kanalartige Strukturen ausbilden. Diese Ausbildung von Kanalstrukturen,
die das auBere Kapsid durchbrechen, findet sich auch bei den MRV (METCALF et
al., 1991), hier werden diese als P2 und P3 Kanale bezeichnet. Ein P3 Kanal wird
von sechs Molekilen des Proteins 6B gebildet. Ein P2 Kanal wird dem gegeniber
von einer Seite von vier Molekiilen des Proteins oB begrenzt und auf der anderen
Seite von einem pentameren Komplex des Proteins AC abgeschlossen. Die
pentameren Komplexe des Proteins AC bilden auf der Oberflache insgesamt zwolf
Vertexkapsomeren (turrets), die an ihrer Basis eine Bindungsstelle fiir das Protein cC
ausbilden. Die Vertexkapsomeren setzen sich in das Innere des Virions fort und sind
dort im Core des Virions verankert. Dieses zentrisch lokalisierte Core weist einen
Durchmesser von 53,6 nm auf (ZHANG et al., 2005). Die Schale des Core wird vom
Protein AA gebildet und weist eine gleichférmige Struktur auf. Das Protein cA liegt

auf der AuBenseite der Coreschale vor, wahrend sich ihrer Innenseite an den Achsen
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von zehn der insgesamt zwolf Vertexkapsomere (Protein AC) die Proteine pA und AB
befinden. Diese beiden Proteine bilden den viralen Transkriptase-Komplex aus,
wobei die Funktion der Transkriptase dem Protein AB zugeschrieben wird und pA
mutma@Blich die Funktion eines Kofaktors einnimmt. Im Inneren des Core fallen
konzentrische Ringe von héherer Dichte auf, die einen Abstand von 2,3 nm haben
(ZHANG et al.,, 2005). Hierbei handelt es sich um das dichtgepackte Genom,
welches aus zehn Segmenten doppelstrangiger RNA besteht.

Intakte Partikel reichern sich bei der Ultrazentrifugation im Caesiumchloridgradienten
in einer Schwimmdichte von 1,37 g/ml an (GRANDE und BENAVENTE, 2000).
Wahrend der Auftrennung bildet sich eine leichtere Bande in einer Schwimmdichte
von 1,29 g/ml. Diese enthélt ,leere“ Partikel (ohne RNA), welche nicht infektiés sind
(SPANDIDOS und GRAHAM, 1976). Die Anreicherung der Core-Partikeln findet im
Caesiumchloridgradienten in einer Schwimmdichte von 1,44 g/ml statt (SCHNITZER
et al., 1982).
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Kernassoziierte AA WA Transkriptase-

Proteine Komplex

AC

Kapsidassoziierte

Proteine

(modifiziert nach BENAVENTE und MARTINEZ-COSTAS , 2007)

Abbildung 1: Aufbau des ARV-Virions

Die Abbildung zeigt grobschematisch den Aufbau eines ARV-Virions. Im Inneren
des Core-Partikels, bestehend aus den Proteinen cA und AA, liegen dicht gepackt
die 10 Genomsegmente (S, M, L). Das Protein AC bildet die Vertixkapsomeren
und reicht vom Kern bis zum Kapsid. Auf Seite des Kerns ist an den
Vertixkapsomeren der Transkriptase-Komplex (uA, AB) angelagert, wahrend an
der Oberflache das fibrillare Protein oC vorliegt, welches die rezeptorvermittelte
Bindung an die Wirtszelle vermittelt. Das Kapsid wird durch die Proteine oB und
uB gebildet.
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2.1.3 Replikation der Aviaren Orthoreoviren

Die Aufnahme der ARV-Partikeln in die Wirtszelle erfolgt durch rezeptorvermittelte
Endozytose (Viropexis). Die Adsorption des Virus an die Wirtszelle wird durch das
Protein oC vermittelt (SHAPOURI et al., 1996; GRANDE et al., 2002). Bei den
Rezeptoren handelt es sich vermutlich um Proteinstrukturen (BENAVENTE und
MARTINEZ-COSTAS, 2007). Das Absinken des pH-Wertes im virushaltigen
Endosom durch Fusion mit einem priméaren Lysosom fihrt zum Verlust der
Hullproteine. Die dadurch entstandenen infektiésen subviralen Partikel sind befahigt
die endosomale Membran zu durchdringen. Sie werden schlieBlich als
transkriptionskompetente Core-Partikeln in das Zytoplasma entlassen (DUNCAN,
1996; BENAVENTE und MARTINEZ-COSTAS, 2007). Die Transkription des viralen
Genoms in mRNA vermittelt die Core-assoziierte virale RNA-Polymerase. Die
Translation der viralen Proteine erfolgt dann an den freien Ribosomen der Wirtszelle.
Innerhalb der infizierten Zellen kommt es lokal zur Ansammlung verschiedenster
Virusbausteine. Es bilden sich die sogenannten Virusfabriken (virus factories). Die
Entstehung der Virusfabriken wird grundlegend durch das Nichtstrukturprotein uNS
vermittelt. Sie enthalten mit der mRNA und den Strukturproteinen alle Bausteine fir
die Morphogenese der Viruspartikeln (TOURIS-OTERO et al., 2004b). Die
Virusfabriken sind oft zellkernnah lokalisiert und von Zellorganellen (Mitochondrien,
endoplasmatisches Retikulum) umgeben. Der Aufbau der Core-Partikeln erfolgt
ausschlieBlich in den Virusfabriken und ist bereits 30 Minuten nach der Synthese der
Virusproteine abgeschlossen. In jedes Core-Partikel wird ein Genomsatz, bestehend
aus 10 Segmenten positivstrangiger mRNA integriert. Diese dienen als Matrize fir
die Synthese des Gegenstrangs der dsRNA. Auf die neusynthetisierten Core-
Partikeln werden abschlieBend die Hullproteine und damit das auBere Kapsid
angelagert. (BENAVENTE und MARTINEZ-COSTAS, 2007). Die Freisetzung der
fertigen Viruspartikeln wird vermutlich durch das Nichtstrukturprotein p10, welches
auf die Permeabilitat der Zellmembran einwirkt, vermittelt (BODELON et al., 2002).
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2.1.4 Virus-Zell-Interaktionen

Aviare Orthoreoviren wirken auf verschiedene Weise auf die infizierte Wirtszelle ein.
Den ARV wird, wie anderen Reoviridae eine proapoptotische Wirkung auf die
Wirtszelle zugeschrieben. LABRADA et al. (2002) wiesen in infizierten Zellen in der
frihen Phase der Replikation Zeichen der Apoptose, wie die Fragmentation des
Genoms und das Auftreten von Histon-assoziierten DNA-Fragmenten nach.

Die ARV werden innerhalb des Genus Orthoreovirus zur Gruppe der
zellfusionsinduzierenden Reoviren (fusogenic reoviruses) gezahlt (BENAVENTE und
MARTINEZ-COSTAS, 2007). Die Zellfusion wird aus dem Inneren der infizierten
Zelle induziert. Daher wird angenommen, dass neusynthetisierte virale Proteine fir
die Zellfusion verantwortlich sind (DUNCAN et al., 1996). Als fusionsinduzierendes
Agens konnte das Nichtstrukturprotein p10 identifiziert werden, welches zur Gruppe
der FAST-Proteine (fusion-associated small transmembrane) gehért (SHMULEVITZ
und DUNCAN, 2000). SALSMAN et al. (2005) zeigten, dass die Zellfusion die
Ubertragung der neusynthetisierten Viren von Zelle zu Zelle erméglicht, und dass
nach einem durch apoptotische Vorgange ausgeléstem Aufbrechen der Zelle die
Freisetzung von groBen Mengen an Virus erfolgt.

Wie alle lytischen Viren wirken auch ARV auf die Permeabilitat der Wirtszellmembran
ein. BODELON et al. wiesen 2001 nach, dass das virale Protein p10 die
Durchlassigkeit der Wirtzellmembran erhdht. Sie zeigten, dass diese erhdhte
Permeabilitdt in infizierten HUhnerembryfibroblasten nur im spaten Stadium der
Replikation auftritt (BODELON et al., 2002).

Eine wichtige Rolle bei der Immunantwort der virusinfizierten Wirtszelle spielen
Interferone, welche die Proteinexpression der infizierten Zelle beeinflussen
(GOODBOURN et al.,, 2000). Eines der Proteine, die durch den Einfluss von
Interferon vermehrt gebildet werden, ist die dsRNA-abhangige Proteinkinase PKR.
Bei Vorliegen von dsRNA in der Zelle wird dieses Enzym aktiviert und inhibiert die
Translation. Um diesem Abwehrmechanismus zu entgehen bindet das virale Protein
c6A doppelstrangige RNA und verhindert so die Aktivierung der Proteinkinase PKR
(MARTINEZ-COSTAS et al., 2000; GONZALEZ-LOPEZ et al., 2003).
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2.1.5 Infektionen des Haushuhnes mit ARV

2.1.5.1 Geschichte und Aligemeines

Die Erstisolation von ARV erfolgte durch FAHEY und CRAWLEY (1954) aus dem
Respirationstrakt eines Haushuhns (Gallus gallus variatio domestica), welches
chronische respiratorische Symptome aufwies. Durch PETEK et al. (1967) konnte
das zunachst als Fahey-Crawley-Agens bezeichnete infektiose Agens als ARV
identifiziert werden. Auch das auslésende Agens der Viralen Arthritis, das von
OLSON und KERR (1967) zunéachst als Virales-Arthritis-Agens beschrieben wurde,
konnte spater durch WALKER et al. (1972) als ARV identifiziert werden. Eine
Isolation von ARV aus Masthiihnern, die Symptome des Malabsorptionssyndroms
aufwiesen, erfolgte erstmals durch OLSEN (1977). DarUber hinaus wurden ARV
auch aus Huhnern mit anderen klinischen Symptomen isoliert. MCFERRAN et al.
(1976) wiesen ARV aus Huhnerkiken nach, die an Einschlusskérperchenhepatitis
litten. Eine Isolation von ARV erfolgte auch aus zwei Mastkikenherden, die eine
erhéhte Mortalitdt und in der pathologischen Untersuchung ein Hydroperikard
aufwiesen (BAINS et al., 1974). VAN DE ZANDE und KUHN (2007) beschrieben die
experimentelle Infektion von Hihnern mit einem polnischen Feldisolat (van LOON et
al., 2001), welche mit einer hohen Mortalitit und zentralnervésen Symptomen
einherging. Wiederholt wurde ARV auch aus klinisch gesunden HaushUhnern isoliert
(KAWAMURA et al., 1965; MUSTAFFA-BABJEE und SPRADBROW, 1971; VON
BULOW, 1979; ROBERTSON et al., 1984). Einzelne Autoren gehen sogar davon
aus, dass 80% oder mehr der isolierten ARV als apathogen fur Hihner einzustufen
sind (VAN DER HEIDE, 1996, JONES, 2000).

Die Klassifizierung der ARV in Pathotypen anhand der verursachten klinischen
Veranderungen ist nicht unbedingt méglich. Das aus Hihnern mit respiratorischen
Symptomen isolierte Fahey-Crawley-Virus verursachte im Tierexperiment nach
intranasaler Inokulation neben milden respiratorischen Symptomen auch
Knorpellasionen, wie sie bei der Viralen Arthritis auftreten (OLSON und KHAN,
1972). Isolate, die aus an Viraler Arthritis erkrankten Tieren gewonnen wurden, sind
in der Lage auch enterale Symptome wie Durchfall zu verursachen (GOUVEA und
SCHNITZER, 1982).
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2.1.5.2 Respiratorische Erkrankungen

Nach der Erstisolation (FAHEY und CRAWLEY, 1954) wurden ARV wiederholt aus
Hihnern isoliert, die respiratorische Symptome aufwiesen (MCFERRAN et al., 1971;
SIMMONS und LUKERT, 1972; HUSSAIN et al., 1981). Experimentell mit dem ARV
Isolat von Fahey und Crawley infizierte HUhner, zeigten milde respiratorische
Symptome (SUBRAMANYAM und POMEROQY, 1960). Die alleinige Infektion mit
einem ARV-Isolat fihrt nicht unbedingt zu einer klinischen Erkrankung, Symptome
kénnen zum Teil erst durch nach Koinfektion, z.B. mit einem schwach pathogenen
Stamm von Mycoplasma gallisepticum, auftreten (SIMMONS und LUKERT, 1972)

2.1.5.3 Virale Arthritis/ Tendosynovitis

Die wichtigste durch ARV verursachte Erkrankung des Haushuhnes ist die Virale
Arthritis/Tendosynovitis, die erstmals von OLSON et al. (1957) beschrieben wurde.
Die Virale Arthritis stellt dariiber hinaus die einzige Erkrankung des Haushuhnes dar,
fir welche die atiologische Beteiligung von ARV zweifelsfrei gezeigt werden konnte
(JOHNSON, 1972; VAN DER HEIDE et al., 1974).

Von der Viralen Arthritis sind im Allgemeinen schwere Hihnerrassen betroffen, wobei
die Erkrankung selten auch bei Legehennen beobachtet wird (SCHWARTZ et al.,
1976; MACDONALD et al.,, 1978). Die Virale Arthritis tritt geh&auft zwischen der
siebten und sechszehnten Lebenswoche auf, jingere (vor der finften Lebenswoche)
oder altere (ab der 20. Lebenswoche) Hihner sind dagegen nur sehr selten betroffen
(JONES, 2000). Die Morbiditat ist variabel, gewéhnlich ist etwa ein Zehntel des
Bestandes erkrankt (JONES, 2000). In manchen Fallen flhrt die Erkrankung zum
Tod (JONES und KIBENGE, 1984), die Mortalitat ist insgesamt jedoch gering. Nach
einer Inkubationszeit von einigen Tagen fallt eine gering- bis hochgradige Stérung
des Allgemeinbefindens auf, die Krankheit kann mit Durchfall einhergehen (GOUVEA
und SCHNITZER, 1982). Das Auftreten von lahmenden Tieren ab zwei Wochen post
infectionem gilt als typisches Symptom (HEFFELS-REDMANN et al., 1992). Bei den
erkrankten Tieren zeigt sich eine Schwellung auf der Plantarseite des FuBes bis auf
Hohe der Fersengelenke. Die betroffenen Gelenke sind vermehrt warm, im Lauf der
Erkrankung treten Verhartungen auf (JONES und KIBENGE, 1984). Eine Ruptur der
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geschéadigten Sehnen, insbesondere der Sehne des M. gastrocnemius kann
auftreten (JONES et al., 1975). In der pathologischen Untersuchung zeigt sich ein
Odem der betroffenen Sehnen, petechiale Blutungen der synovialen Haute und in
chronischen Fallen eine narbige Verwachsung der Sehnen mit den Sehnenscheiden.
Auf den Gelenkflachen fallen Erosionen des Knorpels auf, die auf den darunter
liegenden Knochen (bergreifen kdénnen. Gelegentlich zeigt sich im Gelenk ein
UberschieBendes Wachstum von bindegewebigem Material (Pannus). Die
Schwellung der betroffenen Gelenke kann Uber Monate hinweg erhalten bleiben und
in schweren Fallen kann eine Versteifung der Gelenke auftreten (HEFFELS-
REDMANN et al., 1992).

2.1.5.4 Hydroperikard

Bei Jungtieren vor dem vierzehnten Lebenstag tritt ein Krankheitsbild auf, welches
klinisch in erster Linie durch eine erhdhte Sterblichkeit auffallt. In der pathologischen
Untersuchung wurde als einzige Veréanderung ein Hydroperikard offensichtlich. Aus
veranderten Herzen wurde ARV isoliert. Bei experimenteller Infektion mit dem
gewonnenen lIsolat konnten die Herzverdnderungen, nicht jedoch die erhdhte
Sterblichkeit hervorgerufen werden (BAINS et al., 1974; JONES, 1976).

2.1.5.5 Enterale Infektionen

ARV wurden aus Huhnern mit verschiedenartigen Darmveranderungen isoliert.
KRAUSS und UEBERSCHAR (1966) wiesen ARV aus dem Darminhalt von Hithnern
nach, welche an ulzerierender Enteritis litten.

Darlber hinaus wurden ARV auch aus Tieren isoliert, die verklebte Kloaken (cloacal
pasting) aufwiesen (DUTTA und POMERQY, 1967ab; DESMUKH und POMEROQY,
1969ab). Die beobachteten Symptome waren mit dem isolierten ARV-Stamm bei
experimenteller Infektion nur unzuverldssig zu reproduzieren (DESMUKH und
POMEROQY, 1969c).
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2.1.5.6 Malabsorptionssyndrom bei Masthahnchen (MAS)

Das MAS wurde erstmals in den Niederlanden beobachtet (KOUWENHOVEN et al.,
1978a). Nachfolgend wurden mit dhnlichen Symptomen behaftete Herden auch in
England (BRACEWELL und WYETH, 1981), den USA (PAGE et al., 1982) und
Australien (PASS et al., 1982) beobachtet. Das Malabsorptionssyndrom der
Masthdhner ist in seinem klinischen Bild sehr variabel, und in der Literatur existieren
daher zahlreiche gleichbedeutende Bezeichnungen fir dieses Krankheitsbild. Nach
den vorherrschenden klinischen Veranderungen wird der Krankheitskomplex auch
als Runting and Stunting Syndrome (MCLOUGHLIN et al, 1987), Infectious Stunting
Syndrome (BRACEWELL und RANDALL, 1984; FRAZIER und REECE, 1990),
Infectious Proventriculitis (KOUWENHOVEN et al., 1978b), Femoral Head Necrosis,
Brittle Bone Disease (VAN DER HEIDE et al., 1981), Pale Bird Syndrome (GOQOD,
1982) und Helicopter Disease (KOUWENHOVEN et al., 1978a) bezeichnet.

Innerhalb betroffener Herden zeigt sich ab dem vierten Lebenstag bei etwa einem
Flnftel der Herde eine starke Wachstumsdepression (JONES, 1986), welche sich in
einem Auseinanderwachsen der Herde niederschlagt. In der zweiten Lebenswoche
fallt ein leichter Anstieg der Mortalitadt auf (BRACEWELL und RANDALL, 1984). Die
erkrankten Tiere nehmen ungewdhnlich viel Wasser (BRACEWELL und RANDALL,
1984) und Futter (FRAZIER und REECE, 1990) auf, die Futterverwertung ist jedoch
schlecht (CERVANTES, 2003). Als typisches Symptom tritt wassriger Durchfall mit
Schleimbeimengungen auf, der Kot ist von gelboranger Farbe (FRAZIER und
REECE, 1990; CERVANTES, 2003). Die schlechte Futterverwertung und die damit
verbundene  Unterversorgung an  Nahrstoffen  fihrt zu  verschiedenen
Folgeerscheinungen. Die Mangelversorgung mit Karotinoiden (VERTOMMEN et al.,
1980a) fuhrt zu einer verminderten Pigmentation der Haut, diese erscheint
insbesondere an den Kdmmen blass (FRAZIER und REECE, 1990). Die Federn der
Tiere sind brichig und die Tiere weisen ein abnormes Befiederungsmuster auf. Die
ersten Schwungfedern wachsen unregelmaBig, wahrend auf dem Kopf der Tiere
gelbes Kikengefieder verbleibt (KOUWENHOVEN et al., 1978a; PAGE et al., 1982a;
BRACEWELL und RANDALL, 1984). Als weiteres klinisches Symptom tritt eine
Schwéachung der Beinmuskulatur mit nachfolgender Lahmheit auf (JONES, 1986).

In der pathologischen Untersuchung zeigt sich eine Entzindung des Drisenmagens,
die in ihrer Art fibrinds, nekrotisierend oder hdmorrhagisch ausgepragt sein kann und
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mit einer Verdickung der Mukosa einhergeht. In der feingeweblichen Untersuchung
wird eine gemischtzellige Entziindung deutlich, die auch die Drisen mit erfasst und
fibrotische Veranderungen nach sich zieht (KOUWENHOVEN et al., 1978b;
BRACEWELL und RANDALL, 1984).

Der Dinndarm ist im Sinne einer katarrhalischen Enteritis verandert, der Darm
prasentiert sich durchscheinend und weist eine briichige Wandstruktur auf. Der Inhalt
ist flissig und enthalt teils unverdaute Futterbestandteile. Insbesondere im
proximalen und mittleren Abschnitt des Jejunums fallen in der histologischen
Untersuchung Veranderungen auf. Die Darmzotten sind verkirzt (Villusatrophie) und
zeigen sich distal verdickt. Die Darmzotten kdnnen im Verlauf der Erkrankung
fusionieren. Gleichzeitig sind die Lieberkihn-Krypten erweitert (Krypthyperplasie)
und mit Zelldetritus, welcher aus zugrunde gegangenen Enterozyten besteht,
angeflllt. Begleitet werden diese Veradnderungen von einer gemischtzelligen
Entzindung, die vorwiegend lymphozytaren, gelegentlich aber auch heterophilen
Charakters ist. Die Lamina propria ist 6dematds verandert (VERTOMMEN et al.,
1980a; BRACEWELL und RANDALL, 1984, FRAZIER und REECE, 1990).

Die Blinddarme zeigen sich dilatiert und enthalten schaumige Flissigkeit, sowie Gas
(BRACEWELL und RANDALL, 1984).

Veranderungen des Pankreas fallen in der zweiten bis dritten Lebenswoche auf und
manifestieren sich in erster Linie in der Atrophie einzelner oder mehrerer Lappen.
Erste Anzeichen der degenerativen Veranderungen des Organs sind eine Abrundung
der Rander, sowie eine brlichige Konsistenz des Gewebes (RANDALL et al., 1981;
BRACEWELL und RANDALL, 1984). In der feingeweblichen Untersuchung zeigt sich
eine Atrophie der Azinuszellen, die gelegentlich im Sinne einer Nekrose verandert
sind. Die Azinozyten enthalten wenig Zymogen, das basophile Zytoplasma ist
verringert und die Nuklei erscheinen groB und blass. Es bilden sich darlber hinaus
Vakuolen aus, die in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung leer erscheinen. Nach der
degenerativen Schadigung erfolgt ein Ersatz des Driisengewebes durch
Bindegewebe (Pankreasfibrose). In den fibrotischen Bereichen fallen auch
mononukleare entzlindliche Infiltrate auf (PASS et al.,, 1982; ASDRUBALI et al.,
1984, 1985; REECE und FRAZIER, 1990).

Auch am Skelettsystem manifestieren sich Veranderungen. In die Rippen erfolgt eine
verminderte Kalziumeinlagerung, diese sind daher von brichiger Struktur
(KOUWENHOVEN et al.,, 1978a) und weisen zusatzlich Verdickungen auf. Die
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langen Réhrenknochen sind weich und biegbar, im Bereich der Wachstumszonen
zeigen sich Proliferationen (PAGE et al., 1982; BRACEWELL und RANDALL, 1984).
Bei der blutchemischen Diagnostik fallt haufig eine erhéhte Aktivitat der alkalischen
Phosphatase auf, welche neben den Abbauprozessen im Knochengewebe auch
durch die Dinndarmlé&sionen erklarbar ist (VERTOMMEN et al., 1980b).

Die lymphatischen Organe, namentlich Thymus und Bursa Fabricii, zeigen sich in der
makroskopischen Untersuchung atrophiert. Bei der feingeweblichen Beurteilung fallt
eine Lymphozytendepletion auf, Mark und Rinde der Lymphfollikel sind undeutlich
abgegrenzt und das interfollikulare Bindegewebe ist vermehrt (REECE und
FRAZIER, 1990).

In der histologischen Untersuchung des Herzens féllt eine nonpurulente Myokarditis
auf (PAGE et al., 1982).

Die Atiologie des MAS konnte bislang nicht abschlieBend geklart werden, zahlreiche
Infektionsexperimente zeigen jedoch, dass es sich um ein infektidses
Krankheitsgeschehen handelt. VERTOMMEN et al. (1980a) zeigten eine
grundsétzliche Ubertragbarkeit von erkrankten auf zugesetzte Hihnern auf. Das
klinische Bild von MAS konnte darlber hinaus durch die orale Verabreichung von
Darmhomogenat aus erkrankien Tieren an Eintagskiken reproduziert werden
(KOUWENHOVEN et al.,, 1978a; VERTOMMEN et al., 1980a). Auch in Kuiken,
welche die erste Lebenswoche bereits vollendet hatten, lie3 sich das Krankheitsbild
durch die orale Inokulation mit Darmhomogenat aus erkrankten Hihnern hervorrufen
(KOUWENHOVEN et al., 1978b). Die Ubertragbarkeit von MAS auf gesunde Hihner
durch die Verabreichung von Homogenat aus Verdauungsorganen erkrankter Tiere
beschreiben auch zahlreiche weitere Autoren (BRACEWELL und WYETH, 1981;
KOUWENHOVEN et al., 1988; SMART et al., 1988; SZABO et al., 1989; REECE und
FRAZIER, 1990; SHAPIRO und NIR, 1995a; MONTGOMERY et al., 1997;
FRIEDMAN et al., 1998; SONGSERM et al., 2000).

Formalinbehandeltes Homogenat, welches weder Bakterien, noch Viruspartikeln
enthielt, I6ste das klinische Bild des MAS nach oraler Verabreichung nicht aus
(SONGSERM et al., 2002). Demgegeniber konnten KOUWENHOVEN et al. (1978a)
und SELL et al. (1992) mit gefiltertem Darmhomogenat, welches frei von Bakterien
und Mykoplasmen war, das klinische Bild von MAS in abgeschwéachter Form
reproduzieren. Hierbei war eine Gewichtsdepression ebenso aufféllig wie das
Auftreten von Knochenveranderungen. Eine Gewichtsdepression beobachteten auch
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SMART et al. (1988) nach Infektion von Kiken mit Darmhomogenat, welches mit
verschiedenen antibiotischen ~ Wirkstoffen ~ vorbehandelt ~ worden  war.
KOUWENHOVEN et al. (1978a) verabreichten auch mit Methanol und Chloroform
vorbehandeltes Darmhomogenat, konnten damit das klinische Bild von MAS jedoch
nicht reproduzieren.

Durch die dargestellten Infektionsversuche konnte gezeigt werden, dass Bakterien
nicht als primares atiologisches Agens in Betracht kommen. Als priméares
atiologisches Agens werden von zahlreichen Autoren verschiedene Viren, in erster
Linie ARV, diskutiert.

Wiederholt wurden ARV aus von MAS betroffenen Tieren isoliert (OLSEN, 1977;
PASS et al., 1982; HIERONYMUS et al.,, 1983; KOUWENHOVEN et al., 1983;
ROBERTSON et al., 1984; SCHWEIKL, 2008). Infektionsstudien mit ARV-Isolaten
aus erkrankten Tieren fihrten in einigen Fallen zur Auspradgung von Kklinischen
Symptomen, am haufigsten wurden eine verringerte Gewichtszunahme und enterale
Symptome, wie Durchfall beobachtet (VAN DER HEIDE et al.; 1981; REKIK et al.,
1991; AL-AFALEQ and JONES, 1994). Andere Autoren konnten nach der Inokulation
von Huhnern mit ARV-Isolaten keine klinische Symptomatik beobachten
(DECAESSTECKER et al., 1986; KOUWENHOVEN et al., 1988)

Neben ARV wurden aus an MAS erkrankten HUhnern auch andere Viren isoliert,
deren Rolle als atiologisches Agens bislang jedoch nicht geklart ist.

OTTO et al. (2006) zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von MAS
und der Infektion mit Rotaviren der Gruppe D auf.

Ebenso wird eine Beteiligung von Parvoviren an der Entstehung des MAS diskutiert.
Nach der Infektion von Eintagskiken einer Masthuhnrasse mit einem aus erkrankten
HOhnern isolieten  Parvovirusstamm beobachtete KISARY (1985) eine
Wachstumsdepression, Enteritis, Befiederungsstérungen und Knochenveranderun-
gen. Demgegeniber stellten MEULEMANS et al. (1986) nach der oralen
Verabreichung eines Parvovirusstammes an eintagige Masthuhnkiken keine
spezifischen Veranderungen fest.

Weiterhin wurden aus klinisch an MAS erkrankten Tieren verschiedene Virusspezies
isoliert. Nachgewiesen wurden neben Enterovirus-, Togavirus-, Arenavirus-artigen
Partikeln auch Calici-, sowie Coronaviren (BRACEWELL und RANDALL, 1984;
GOODWIN et al., 1985; FRAZIER et al., 1986; McFERRAN und McNULTY, 1986;
CASTRO et al., 1995;). Der Verdacht auf eine &tiologische Beteiligung bei MAS



MATERIAL UND METHODEN 27

konnte durch Infektionsstudien fir keine der genannten Virusspezies erhartet
werden.

Bakterien konnten durch Infektionsversuche mit filtriertem Darmhomogenat als
primare Ursache fir MAS ausgeschlossen werden, ihre Bedeutung als Kofaktor oder
Sekundarpathogenen wird diskutiert. Aus an MAS erkrankten Tieren wurde eine
Vielzahl an Gram-positiven wie Gram-negativen Bakterienspezies isoliert,
beschrieben ist der Nachweis von Bacillus licheniformis, Bakteroides fragilis,
Clostridium perfringens, Escherichia coli, Enterococcus faecium, Proteus mirabilis,
Staphylococcus cohnii (MONTGOMERY et al., 1997).

Eine Beeinflussung des klinischen Bildes kann darlber hinaus auch durch weitere
Faktoren, wie sekundare Pflanzeninhaltsstoffe, Mykotoxine oder hormonale Faktoren
erfolgen (OSBORNE und HAMILTON, 1981; HEFFELS-REDMANN et al., 1992). Der
genetische  Hintergrund der HUhner scheint ebenso wie durch die
Haltungsbedingungen induzierter Stress Einfluss auf die Auspragung der Symptome
zu haben (O’BRIEN, 1983; SMART et al., 1988; REBEL et al., 2005; SCHWEIKL,
2008).
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2.1.5.7 Epidemiologische Aspekte zur ARV-Infektion des Huhnes

Der Ubertragung von ARV erfolgt horizontal ebenso, wie vertikal. Die horizontale
Ubertragung wurde von zahlreichen Autoren, auch im experimentellen Ansatz,
dargestellt (KERR und OLSON, 1969; OLSON und KHAN, 1972; VAN DER HEIDE
et al., 1974). Die Isolation von ARV aus Kontakitieren zu infizierten Hihner erfolgte
aus der Trachea und dem Darm Uber etwa zehn Tage (JONES und GUNERATNE,
1984). Die Ausscheidung von ARV erfolgt in erster Linie Ober die Faeces und in
geringerem MaBe auch Uber den Respirationstrakt (JONES et al., 1975).

Die natiirliche vertikale Ubertragung von ARV von der Henne (ber das Ei auf die
nachkommenden Kiiken wurde von DESMUKH und POMEROQY (1969c) und GLASS
et al. (1973) beschrieben. MENENDEZ et al. (1975a) infizierten Legehennen und
isolierten ARV aus Eiern dieser Tiere bis zum 60. Tag post inoculationem.
Experimentelle Studien zur vertikalen Ubertragung von ARV wurden von
MENENDEZ et al. (1975a) und HUSSAIN und SPRADBROW (1981) durchgefihrt.
Beide Autoren konnten die vertikale Infektion nach Inokulation von embryonierten
HUhnereiern simulieren und den Schlupf infizierter Kilken belegen.

Geographisch sind ARV weltweit verbreitet und werden regelmaBig aus
HUhnerbestanden isoliert. Durch HygienemaBnahmen wird versucht die horizontale
Ubertragung von ARV zu unterbinden. Die Viruspartikeln weisen eine hohe Tenazitat
auf und zeigten sich sowohl gegeniber phenol- und alkoholhaltigen
Desinfektionsmitteln, als auch gegentber Hitze und einem sauren Umgebungsmilieu
als sehr stabil (JONES, 2000). Auf organischen Materialien wie Federn, Holz , Futter
und Eierschalen sind Gber Tage infektiose ARV nachzuweisen, in Trinkwasser bleibt
ARV sogar Uber Wochen infektiés (SAVAGE und JONES, 2003).

Auch durch eine Vakzinierung der Tiere wird versucht, ARV-Infektionen im Haushuhn
zu kontrollieren. Kommerziell erhaltlich sind sowohl inaktivierte Olemulsionsvakzine,
als auch Lebendvakzine. Die Empfanglichkeit der HUhner fir Infektionen mit ARV ist
auch vom Alter der Tiere abhangig, jungere Tiere erwiesen sich als empfanglicher
und zeigten vermehrt klinische Symptome (JONES und GEORGIOU, 1984). Eine
Vakzinierung sollte daher bereits zu einem sehr frihen Zeitpunkt einen Schutz vor
einer Erkrankung vermitteln. Die experimentelle Vakzinierung von Eintagskiken mit
einem attenuierten Lebendimpfstoff fihrte indes nicht zum Aufbau eines Schutzes
(MUKIIBI-MUKA und JONES, 1999). Eine mdgliche Ursache hierflr ist auch das am
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ersten Lebenstag noch nicht voll entwickelte Immunsystem des Kikens (JONES,
2000).

Eine mdgliche Lésung, um einen Schutz in sehr jungen Tieren zu induzieren ist die
passive Immunisierung der Kiken. Hierbei werden die Elterntierherden vakziniert
und Immunglobuline werden Gber den Dotter an den Embryo weitergegeben (CESSI
und LOMBARDINI, 1975). Um einen ausreichenden Antikérperspiegel im Dotter zu
erzielen, hat sich eine kombinierte Impfung mit einem Lebendimpfstoff in den ersten
Lebenswochen, gefolgt von einer Verabreichung einer Inaktivatvakzine in der
sechsten Lebenswoche und zusatzlich kurz vor Eintritt der Legereife bewahrt
(GIAMBRONE und CLAY, 1986). In Belastungsexperimenten zeigen sich die
Nachkommen als geschiitzt gegen eine Infektion mit einem homologen Stamm, ein
Schutz vor Infektion mit einem heterologen Stamm besteht dagegen nicht unbedingt
(RAU et al., 1980). Ein weiteres Problem stellt die Tatsache dar, dass in manchen
Fallen zwar die Inzidenz der Krankheitssymptome verringert ist, die Tiere aber
dennoch infektidses ARV beherbergen (JONES und NWAJEI, 1985).

Die Vakzinierung der Elterntierherden, insbesondere in Kombination mit
HygienemaBnahmen, stellt ein probates Mittel dar, den Infektionsdruck in den
Bestanden senken (JONES, 2000).



MATERIAL UND METHODEN 30

2.1.6 Infektionen weiterer Vogelspezies mit ARV

2.1.6.1 Infektionen des Wirtschaftsgefliigels

ARV weisen ein breites Wirtsspektrum auf, neben dem Haushuhn sind zahlreiche
weitere Vogelspezies fiir eine Infektion empfanglich. Aus der Gruppe des
Wirtschaftsgefligels sind Puten, Géanse, Flugenten und Tauben von Infektionen mit
ARV betroffen.

Puten (Meleagris gallopavo var. dom.) erkranken ebenfalls an der Viralen Arthritis,
die Symptomatik ist hier jedoch von milder Auspragung (LEVISOHN et al., 1980).
Weiterhin wurden ARV aus dem Darm gesunder und erkrankter Puten isoliert.
Erkrankte Tiere wiesen eine Enteritis auf, die Mortalitédt in der Herde war erhdht
(JONES, 2008).

Gansekulken (Anser anser var. dom.) erkranken an der Infektidsen Myokarditis der
Gossel. Es handelt sich hierbei um eine seuchenhaft verlaufende Erkrankung, die mit
erhéhter Mortalitdt, Durchfall und einem hochgradig gestértem Allgemeinbefinden
einhergeht. In der pathologischen Untersuchung fallt eine Entzindung des
Herzmuskels mit degenerativen Veranderungen der Myofibrillen auf (HEFFELS-
REDMANN und KALETA, 1992a).

Die Reovirusinfektion der Flugenten (Cairina moschata var. dom.) ist eine fir diese
Spezies bedeutsame Jungtiererkrankung. In den ersten Lebenswochen ftritt in
betroffenen Herden ein unspezifisches Krankheitsbild mit erhéhter Mortalitat auf.
Neben Durchfall weisen die Tiere Bewegungsstdérungen auf, Uberlebende Tiere
bleiben in ihrem Wachstum deutlich zurlick. Pathologische Veranderungen betreffen
in erster Linie das Herz sowie parenchymatése Organe, welche eine multifokale
nekrotisierende Entziindung aufweisen (HEFFELS-REDMANN und KALETA, 1992b).
Taubennestlinge (Columba livia var. dom.) und selten auch Jungtauben erkranken
mit unspezifischen klinischen Symptomen, wie Apathie, Anorexie und Emesis. Im
Bestand tritt eine erhéhte Mortalitédt auf, in der pathologischen Untersuchung wird
eine Hepatomegalie, eine Hepatitis necroticans et haemorrhagica und eine Enteritis
catarrhalis beobachtet (VINDEVOGEL et al., 1982).
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2.1.6.2 Infektionen der Ziervogel

Bei den Ziervigeln wurden Infektionen mit ARV insbesondere bei den
Papageienartigen festgestellt. Afrikanische Graupapageien (Psittacus erithacus)
erkranken akut mit unspezifischen Symptomen und Durchfall (ASHTON et al., 1984).
Die Leber ist im Sinne einer multifokalen nekrotisierenden Entziindung verandert
(GRAHAM, 1987; WILSON et al., 1985). Die lymphatischen Organe zeigen sich im
Sinne von Splenomegalie, Splenitis necroticans und Atrophia bursae geschadigt
(SANCHEZ-CORDON et al., 2002). Die Infektion mit ARV ist nicht selten mit einer
zusatzlichen Infektion beispielsweise mit Herpesviren (Pacheco-Krankheit) oder
Aspergillen (SANCHEZ-CORDON et al., 2002) assoziiert.

Beim Wellensittich (Mellopsittacus undulatus) zeigen sich im Zusammenhang mit
einer ARV-Infektion gleichsinnige klinische Symptome und pathologische
Veranderungen, wie bei den Graupapageien. Die ARV-Infektion kann in Bestédnden
einen seuchenhaften Verlauf mit einer Sterblichkeit um 50% nehmen (MANVELL et
al., 2004; PENNYCOTT, 2004).

In weiteren Papageienartigen wird eine ARV-Infektion weniger haufig beschrieben.
Eine Isolation von ARV gelang aus verschiedenen Amazonenarten (Amazona
xanthops, Amazona ochrocephala, Amazona leukocephala), Edelpapageien
(Eclectus roratus), Loris (Trichoglossus sp.) und aus verschiedenen Kleinpapageien
(Alisterus scapularis, Neophema bourkii, Poicephalus senegalus, Poicephalus
gulielmi, Psephotus haematonotus, Psittacula krameri).

Klinisch treten ahnliche Symptome wie bei den Graupapageien auf, Ubereinstimmend
berichten die Autoren von Leberveranderungen, die in ihrer Auspragung von einer
VergréBerung des Organs bis hin zu nekrotisierenden Entziindungen reichen. Die
Mortalitat in den Bestanden kann erhéht sein. (MEULEMANS et al., 1983; GASKIN,
1989; CONZO et al., 2001; PENNYCOTT, 2004; VAN DEN BRAND et al., 2007).
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2.1.6.3 Infektionen der Wildvogel

Dariber hinaus wurden ARV aus diversen Wildvogelspezies isoliert.

In Finnland wurde ARV aus einer Nebelkrahe (Corvus corone cornix) mit
zentralnervdésen Stérungen isoliert (HUHTAMO et al., 2007). Ebenfalls in Finnland
erfolgte der Nachweis von ARV aus einer Eiderente (Somateria mollissima), in der
Population fiel eine deutlich erhdhte Mortalitat auf (HOLLMEN et al., 2002).
DOCHERTY et al. (1994) beschreiben den Nachweis von ARV aus
Kanadaschnepfen (Scolopax minor), auffallig wurde eine generalisierte Infektion
und eine erhdhte Sterblichkeit. JONES und GUNERATNE (1984) induzierten in
Hihnerkilkken Sehnenveranderungen mit einem ARV-Stamm, welcher aus einem
Keilschwanzadler (Aquila audax) isoliert wurde. Weiterhin erfolgte der Nachweis
von ARV aus einer Wachtel (Coturnix coturnix), einem Gelbkehlfrankolin
(Francolinus leukoscepus), einem Triel (Burhinus oedicnemus) und aus zwei
Kragentrappen (Chlamydotis undulata) (MULLER et al., 2008).
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2.1.7 Eigenschaften des ARV-Isolates 8474DP4-6

Das in der vorliegenden Arbeit flr Infektionsexperimente verwendete ARV-Isolat
stammt von Masthihnern, die im Rahmen einer Feldstudie zum
Malabsorptionssyndrom (MAS) beprobt wurden (SCHWEIKL, 2008). Bei der
virologischen Untersuchung von 13 Herden zweier schnellwiichsiger Rassen (Ross
und Cobb) und einer langsamwiichsigen Rasse (ISA-JV) wurden vom ersten
Auftreten von MAS mit sieben bis 15 Tagen und 14 Tage spater, im Alter von 20 bis
27 Tagen héaufig ARV nachgewiesen. Der Nachweis von ARV erfolgte trotz einer
Impfung der Elterntiere mit stallspezifischen und kommerziellen ARV-spezifischen
Vakzinen. Zum ersten Untersuchungszeitpunkt wurden ARV aus 14 von 26
Darmproben (acht Herden) isoliert. ARV persistierten in den Bestdnden und waren
noch 14 Tage nach der ersten Probennahme (Darmproben) in zehn von zwdlf
untersuchten Herden zu finden. Die ARV-Isolate stellten sich serologisch heterogen
dar. Bei sieben von zehn isolierten ARV-Stdmmen handelte es sich um enteric
reovirus (ERS)-ahnliche Isolate. In Kreuzneutralisationsexperimenten wurde deutlich,
dass die erhaltenen ARV-Isolate zum Teil ausgepragte antigenetische Unterschiede
zum Impfstamm S1133 aufwiesen. In durchgeflhrten Neutralisationstests wiesen die
MAS-Isolate zudem ein ungewOhnliches Muster auf. Gegen verschiedene ARV-
Isolate hergestellte Seren und Feldseren aus Elterntierherden neutralisierten den
heterologen ARV-Impfstamm S1133 in vitro stets besser als das homologe Isolat
oder andere MAS-assoziierte ARV-Isolate (SAHM, 2009).

Das lIsolat 8474DP4-6 stammt aus der zweiten Beprobung und grenzt sich
serologisch sehr deutlich vom Impfstamm S1133 ab. Es wurde aus Tieren der
schnellwiichsigen Rasse Cobb gewonnen, welche zum Zeitpunkt der Isolation 21
Tage alt waren. Der Bestand fiel klinisch durch klassische Symptome des MAS auf.
Es wurde ein Auseinanderwachsen der Herde festgestellt. Das durchschnittliche
Koérpergewicht blieb hinter dem fir Tiere dieses Alters erwarteten Wert zurlick.
Dariber hinaus wurden Diarrhoe, verklebte Kloaken und Befiederungsstérungen in
Form von struppigem Gefieder und Federanomalien der Handschwingen festgestellt.
Die Herde stammte von vakzinierten Elterntieren ab, welche am sechsten und 20.
Lebenstag mit einer inaktivierten stallspezifischen Vakzine gegen ARV immunisiert
worden war. Die Virusisolierung erfolgte durch Anzucht auf priméaren

HUhnerembryoleberzellen aus einer Sammelprobe (Duodenum und Pankreas von je
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drei Tieren). Eine ldentifizierung wurde mittels Immunfluoreszenztest durchgefihrt.
Flr weitergehende Untersuchungen wurde das Isolat plaquegereinigt.

Die Kultivierung in primaren Hihnerembryoleberzellen fihrt zu einem zytopathischen
Effekt (Abb. 2) unter Ausbildung von ausgepragten Synzytien und Herausldésung
infizierter Zellen aus dem Monolayer. Elektronenmikroskopisch weisen Partikeln aus
Zellkulturiberstdnden nach Negativkontrastierung die typischen Merkmale der
Orthoreoviren auf (Abb. 3). Untersuchungen von Ultradiinnschnitten mit diesem
Isolat infizierter Zellen lieBen als auffalligstes Merkmal ausgedehnte pseudokristalline
Aggregationen reifer Viruspartikeln erkennen. (Abb. 4).
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Abb. 2: Nachweis von ARV (Isolat 8474DP4-6) in Zellkultur

A: Auspragung eines zytopathischen Effekts in primaren Hihnerembryoleber-
zellen, mit Synzytienbildung und Ablésung infizierter Zellen aus dem Monolayer
(72 Stunden p.i.; 100-fache VergréBerung).

B: Plaques nach Immunperoxidase-Farbung mit AEC, antigenhaltige primére

Huhnerembryoleberzellen présentieren sich mit deutlich roter Farbung
(48 Stunden p.i.; 40-facheVergréBerung).
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Abb. 3: Elektronenoptischer Nachweis von ARV aus Zellkulturiiberstand ’
A: ARV-Isolat 8474DP4-6; B: ARV-Impfstamm S1133

ZellkulturGiberstand ohne weitere Reinigung oder Anreicherung.

Negativkontrast, Phosphor-Wolframséaure (pH 6)
MaBstab: 150 nm

! Bildnachweis:

Die elektronenoptischen Untersuchungen, deren Ergebnisse in den Abbildungen
3 und 4 dargestellt sind, wurden durch Dr. rer. nat. habil. Harald Granzow (Labor
fur Elektronenmikroskopie, Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems) durchgefihrt.
Das Bildmaterial wurde freundlicherweise flr die Veréffentlichung in dieser Arbeit
zur Verflgung gestellt.
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Abb. 4: Darstellung von Morphogenesestadien von ARV im Ultradiinnschnitt’
A-C: ARV-Isolat 8474DP4-6; D-F: ARV-Impfstamm S1133

Ultradlinnschnitt infizierter QM9-Zellen (moi 1; 24 Stunden p.i.)

A, D: Ubersicht infizierter Zellen; MaBstab: 3,0 um

B, E: Morphogenese der Virionen im Viroplasma; MaBstab: 300 nm

C: Pseudokristalline Aggregationen reifer Virionen im Viroplasma;

F: Lockere Aggregationen reifer Virionen im Viroplasma; MaBstab (C, F): 500 nm
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2.2 Zur Kausalitat von Erregern bei der Entstehung von Krankheit

Es existiert keine allgemeingiltige Methode, mit welcher die Bedeutung eines
bestimmten Erregers bei der Entstehung eines Krankheitsbildes zu evaluieren ist.
Die grundlegende Ursache-Wirkungsbeziehung zwischen einem Erreger und der
betreffenden Krankheit beschreiben die Henle-Koch-Postulate. Jacob HENLE (1809-
1885) vermutete bereits 1840 einen Zusammenhang zwischen einem belebten
Ansteckungsstoff (contagium animatum) und der Entstehung von Krankheit. Er stellte
drei Bedingungen auf, mit welchen er die a&tiologische Bedeutung dieses
Kontagiums, im weiteren als Erreger bezeichnet, zu belegen suchte. Erstens sollte
der betreffende Erreger regelmaBig im infizierten Korper nachzuweisen sein,
zweitens sollte dieser Erreger aus dem erkrankten Kérper isoliert und auBerhalb
dessen in Reinkultur untersucht werden kénnen. Als dritte Forderung formulierte
Henle, dass mit dem isolierten Erreger im Kérper das gleiche Krankheitsbild erzeugt
werden sollte (HENLE, 1840).

FlOnfzig Jahre spater, nachdem durch Louis Pasteur (1822-1895) und andere die
ersten Krankheitserreger entdeckt worden waren, Uberarbeitete Robert Koch (1843-
1910) die von Henle formulierten Postulate. Er forderte erstens, dass der Erreger in
jedem Falle bei der entsprechenden Krankheit nachweisbar sein muss und dies unter
Bedingungen, die der Pathologie und Klinik des Krankheitsgeschehens entsprechen.
Zweitens sollte der Erreger weder bei einer anderen Erkrankung, noch bei gesunden
Individuen zu isolieren sein. Drittens postulierte Koch, dass der Erreger nach
Kultivierung auBerhalb des erkrankten Organismus in der Lage sein sollte in
gesunden Individuen der gleichen Art das gleiche Krankheitsbild zu verursachen
(KOCH, 1884).

Bereits Robert Koch selbst stellte fest, dass die von ihm formulierten Postulate nicht
in jedem Falle erflillt werden konnten. Insbesondere die erneute Erzeugung eines
Krankheitsbildes durch den isolierten Erreger, aber auch die Kultivierung von
Erregern auBerhalb des Wirtes warfen Probleme auf (KOCH, 1891). Zutreffend sind
die Henle-Koch-Postulate in ihrer urspringlichen Form fir strikt monokausale
Erkrankungen, flr multikausale Krankheitsgeschehen treffen sie jedoch ebenso
wenig zu wie fur Erreger, welche nur unter bestimmten Voraussetzungen Krankheit

verursachen (fakultativ pathogene Erreger).
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Mit der Entdeckung der Viren, welche selbst nur in lebenden Zellsystemen kultiviert
werden kdnnen, wurde die Giltigkeit der Henle-Koch-Postulate weiter relativiert.
Thomas Milton Rivers (1888-1962), ein amerikanischer Virologe, bezweifelte die
Gultigkeit der Henle-Koch-Postulate fiir virale Erkrankungen und zeigte auch, dass
erst das Zusammenwirken verschiedener Agentien zur Entstehung von Erkrankung
fuhren kann. Rivers selbst stellte in der Folge Bedingungen auf, welche die
Beziehung eines Virus zur Entstehung von Erkrankung aufklaren sollten. Demnach
sollte ein Erreger regelmaBig in Assoziation mit der entsprechenden Erkrankung
gefunden werden. Er rdumte damit ein, dass der Erreger nicht in jedem einzelnen
erkrankten Individuum auffindbar sein muss und wies gleichzeitig darauf hin, dass
auch asymptomatische Trager des Erregers vorkommen kdnnen. Weiterhin
relativierte er das dritte Henle-Koch-Postulat und verzichtete damit auf die
Bedingung, dass ein Virus in unbelebten Medien oder aber in Zellkultur anzuzichten
sein muss. Weitere Uberlegungen betrafen die Entstehung von Krankheit im
empfanglichen Organismus. Hier forderte Rivers, dass das Vorhandensein des
Erregers im erkrankten Individuum in spezifischen Lasionen und nicht als zufalliger
Nachweis zu erfolgen hat. Als Beweis fur die Kausalitdt eines Erregers forderte
Rivers, dass die entsprechende Krankheit in empfénglichen Individuen durch
Inokulation mit Gewebematerial, welches frei von Bakterien und Rickettsien sein
sollte, reproduziert werden kann. Er warnte aber gleichzeitig vor dem Einfluss, den
eine bereits vorhandene Infektion der Versuchstiere auf die Entstehung eines
Krankheitsbildes nehmen kénnte und gab zu bedenken, dass bei der Isolierung eines
Erreger unwissentlich ein unbeteiligtes Virus kultiviert werden kénnte.

Darlber hinaus betrachtete Rivers in differenzierter Weise die Bedeutung der
Antikérperbildung des Wirtes gegen das entsprechenden Virus. Er beobachtete, dass
Antikdrper oftmals nicht gleichzeitig mit der Entkrankung nachzuweisen sind,
sondern erst in der Genesungsphase auftreten kdnnen. Weiterhin stellte er dar, dass
eine Infektion trotz nachgewiesener Antikérper im Serum erfolgen kann (RIVERS,
1937).

In den 50er Jahren des vergangenen Jahrhunderts brachte schlieBlich Robert
Huebner (1914-1998) in die von Henle, Koch und Rivers formulierten Thesen zur
Atiologie von Infektionskrankheiten epidemiologische Aspekte mit ein. Gepragt von
der Unzahl an erstmalig isolierten Viren, die auch in klinisch gesunden Personen

nachgewiesen wurden, formulierte er Richtlinien, um deren Bedeutung bei der
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Entstehung von Krankheit zu beleuchten. Besonderes Augenmerk legte Huebner hier
auf die genaue Charakterisierung des viralen Erregers, einschlieBlich
immunologischer Untersuchungen. Er forderte weiterhin epidemiologische Studien,
sowie doppelblinde Infektionsstudien und sprach auch die Mdglichkeit an Uber
Vakzinierungsstudien Aussagen Uber das atiologische Potential eines Virus treffen
zu kénnen (HUEBNER, 1957).

Alfred Evans formulierte schlieBlich 1976 Kriterien zur Evaluierung eines Erregers,
die noch heute eine breite Zustimmung finden. Er bezog sich in seinen Uberlegungen
nicht nur auf multifaktorielle Krankheitsgeschehen, sondern auch auf Sonderfélle wie
die Entstehung von Krebs durch virale Erreger oder chronische virale Erkrankungen
des zentralen Nervensystems. Er etablierte mit seinen Postulaten (Tab. 2) Kriterien,
welche in besonderem Mafe die in biologischen Systemen vorkommende Variabilitat
unterstreichen. Nach Evans ist die Entstehung von Krankheit damit nicht mehr als
starres Ursache-Wirkungs-Prinzip anzusehen, sondern muss als Wechselwirkung
zwischen Erreger und Wirt verstanden werden, welche auch statistischen
GesetzmaBigkeiten unterworfen ist (EVANS, 1976).



MATERIAL UND METHODEN 41

Tab.2:  EVANS (1976):

Kriterien der Ursachlichkeit: ein vereinheitlichtes Konzept

10

Die Pravalenz der Erkrankung soll bei denen, die der mutmaBlichen Ursache exponiert
sind, signifikant héher sein, als bei weniger exponierten Kontrollen.

Die Exposition gegentber der mutmaBlichen Ursache soll bei Erkrankten eher
gegeben sein, als bei nicht erkrankten Kontrollen; dies gilt fir den Fall, dass alle
Risikofaktoren konstant gehalten werden.

Die Inzidenz der Erkrankung soll bei denen, die der mutmaBlichen Ursache exponiert
sind, signifikant héher sein, als bei weniger exponierten Kontrollen; dies ist anhand
prospektiver Studien zu zeigen.

Zeitlich soll die Infektion der Exposition mit der mutmaBlichen Ursache folgen,

die Inkubationszeiten sollen nach einer Glockenkurve verteilt sein.

Ein Spektrum an Reaktionen des Wirtes, entlang eines logischen biologischen
Gradienten von mild bis schwer, soll nach der Exposition mit der mutmaBlichen
Ursache erfolgen.

Eine messbare Antwort des Wirtes nach der Exposition mit der mutmaBlichen
Ursache soll regelm&Big in denen auftreten, die diese (z.B. Antikrper, Krebszellen)
vor der Exposition nicht aufwiesen oder soll, wenn sie vorher vorhanden war, in ihrer
Stéarke deutlich ansteigen. Diese Antwort soll nicht in nicht exponierten Kontrollen
auftreten.

Die experimentelle Reproduktion der Erkrankung soll in mit der mutmabBlichen Ursache
angemessen exponierten Menschen oder Tieren mit einer héheren Inzidenz erfolgen,
als in nicht so exponierten; die Exposition soll an Freiwilligen erfolgen, experimentell im
Labor induziert werden oder an einer kontrollierten Regulation einer natirlichen
Exposition demonstriert werden.

Die Elimination oder Modifikation der mutmaBlichen Ursache oder des sie
transportierenden Vektors soll die Inzidenz der Erkrankung senken (Kontrolle von
verschmutztem Wasser oder Rauch oder Entfernen des spezifischen Agens)
Pravention oder die Modifikation der Antwort des Wirtes auf die Exposition mit der
mutmaBlichen Ursache soll die Krankheit abmildern oder eliminieren (Immunisierung,
cholesterolsenkende Medikamente, spezifischer Lymphozyten-Transfer-Fakor bei
Krebs).

Die ganze Sache soll in biologischer und epidemiologischer Hinsicht Sinn machen.
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3.1 Material

3.1.1 Eier

HUhnereier, Lohmann Selected White Leghorn, embryoniert, spezifiziert pathogenfrei

(Lohmann GmbH, Cuxhaven)

Huhnereier, Ross 308, embryoniert, Charge |, Il. Die Eier stammten aus zwei Eltern-
tierherden, die sich in der 26. Lebenswoche und elften Produktionswoche befanden.
Die Vakzinierung der Elterntiere war in der achten und zwanzigsten Lebenswoche
mit einer stallspezifischen, inaktivierten Vakzine erfolgt, welche neben dem ARV-
Impfstamm auch drei MAS-assoziierte ARV-Isolate beinhaltete.

Die Masthuhneier wurden freundlicherweise durch die Briterei Sitid (Regenstauf) zur
Verfligung gestellt.

3.1.2 Zellen

HUhnerembryoleberzellen, (Huhn; fetale Leber; primére Zelllinie)

Huhnerembryofibroblasten, (Huhn; fetales Bindegewebe; primare Zelllinie)

3.1.3 Virusstamme

Aviarer Orthoreovirusstamm S1133; Impfvirus; Reovac Nobilis; (Intervet, Miinchen)

Aviarer Orthorevirusstamm 8474DP4-6; Feldisolat; Sahm et al., (Klinik fir Végel,
OberschleiBheim)
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3.1.4 Seren und Antikorper

Huhn-a-Reo8588#12; Hyperimmunserum aus einem Huhn, das mit einem MAS-
assoziierten ARV-Isolat immunisiert worden war (freundlicherweise zur Verflgung

gestellt von |. Sahm, Klinik fiir Végel, OberschleiBheim)

Rabbit-a-Chicken IgY, konjugiert mit Meerrettichperoxidase (Sigma Aldrich Chemie

GmbH, Taufkirchen)

3.1.5 Testkits

FlockChek® Reo:

Testkit zum Nachweis von Antikérpern gegen Avidre Orthoreoviren (IDEXX GmbH,
Ludwigsburg)
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3.1.6 Chemikalien

3-Amino-6-Ethyl-Karbazol, AEC (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
Aceton (Applichem GmbH, Darmstadt)

Carboxymethylcellulose, CMC (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
Chloralhydrat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Dimethylsulfoxid, DMSO (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Eisessig (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

Eosin Y (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Ethanol (Applichem GmbH, Darmstadt)

Ethylendiamin-tetraessigsaure, EDTA (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Formaldehyd (Formalin) 37% (Applichem GmbH, Darmstadt)

Fotales Kalberserum, FKS (Biochrom AG, Berlin)

Glycerol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Hamatoxylin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Isopronanol, n-Propanol (Applichem GmbH, Darmstadt)

Jod (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Kaliumalaun (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

Kaliumchlorid (Merck KgaA, Darmstadt)

Kaliumdihydrogenphosphat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Kaliumdihydrogenphosphat (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
Magermilchpulver (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Natriumacetat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Natriumchlorid (Applichem GmbH, Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Applichem GmbH, Darmstadt)
Natriumhydrogencarbonat, Natriumbicarbonat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Natriumjodat (Applichem GmbH, Darmstadt)

Natronlauge (Applichem GmbH, Darmstadt)
O-Phenylendiamin-Dihydrochlorid, OPD (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
Paraffin, pelletiert (Thermo Fisher Scientific Germany, Bonn)

Phloxin B (Merck KgaA, Darmstadt)

Salzsaure (Applichem GmbH, Darmstadt)

Schwefelsaure (Applichem GmbH, Darmstadt)

Triton X-100 (Fa. NeoLab, Karlsruhe)
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Trypanblau (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Tween 20 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
Wasserstoffperoxid (Applichem GmbH, Darmstadt)
Xylol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Zitronensaure (Applichem GmbH, Darmstadt)
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3.1.7 Gerate und Verbrauchsmaterial

Brutmaschine:

Brutschrank:

Cell Strainer:

CO»>-Brutschrank:

Einbettsystem:

ELISA-Reader:

Top-Profi 360 (Hemel Brutgerate GmbH, Verl)

Hereaus B 6000 (Thermo Fisher Scientific Germany, Bonn)

100 um, Nylon (BD Biosciences, Erembodegem, Belgien)

Modell 3862 (Forma Scientific, Marietta, USA)

Thermo Shandon Histocentre 2 (Thermo Fisher Scientific

Germany, Bonn)

Sunrise Remote (Tecan, M&nnedorf, Schweiz)

Gewebeeinbettautomat: ThermoShandon Citadel 1000 (Thermo Fisher Scientific

Lichtmikroskope:

Pipetten:

Schlittenmikrotom:

ZellkulturgefaBe:

Zentrifugen:

Germany, Bonn)

TELAVAL 31 (Fa. Zeiss, Jena)
Olympus BH-2 (Olympus GmbH, Hamburg)

Research, 0,5-10 ul; 2-20 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl
(Eppendorf, Hamburg)

Leica SM 200 R (Leica Mikrosysteme, Wetzlar)

Costar, 24-well-Zellkulturplatte (Corning Inc. New York, USA)
CorningFlask, 25 cm? (Corning Inc. New York, USA)

Hereaus Megafuge 1.0; Rotor: #2705
(Thermo Fisher Scientific Germany, Bonn)
Biofuge Primo R; Rotor: #7599B

(Thermo Fisher Scientific Germany, Bonn)
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3.1.8 Puffer, Losungen und Medien

3.1.8.1 Puffer und Lésungen

AEC-L6sung:
0,33% 3-Amino-6-Ethyl-Karbazol (w/v) in Dimethylsulfoxid

Bicarbonatpuffer :
50 mM Natriumbicarbonat; pH 9,6

Blockpuffer fir die Immunperoxidasefarbung:
1% Fotales Kalberserum (FKS) in PBS

Eosin-Phloxin-Lésung:
20 ml Eosin (1% in Aqg. dest.); 2 ml Phloxin B (1% in Ag. dest.);
156 ml Ethanol (95%); 0,8 ml Eisessig

Formalinlésung 3,7%:
3,7% Formaldehyd (v/v) in PBS

Hamalaun nach Meyer:
1g Hamatoxylin ad 1 L Aqg. Dest.
Zugabe von 200 mg Natriumjodat und 50 g Kaliumalaun

Zugabe von 50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronensaure

Jodlésung:
10% Jod (w/v) (in Ethanol)

Magermilchpuffer fir den ELISA-Test:
2% Magermilch (w/v) in PBS

Phosphate Buffered Saline (PBS):

137 mM Natriumchlorid; 2,7 mM Kaliumchlorid; 10 mM Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat; 2 mM Kaliumdihydrogenphosphat; pH 7,4
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1% Triton X-100-Lésung:
1% (v/v) Triton X-100 in PBS

Waschpuffer fir den ELISA-Test:
0,1% Tween 20 (v/v) in PBS

Waschpuffer fir die Immunperoxidasefarbung:
0,05% Tween 20 (v/v) in PBS

3.1.8.2 Zellkulturmedien

Als Basismedium fir die Zellkultur wurde Minimum Essential Medium mit Earle’s
Salzen (Biochrom AG, Berlin) verwendet. Das Medium wurde standardmaBig mit
einer Antibiotika-Losung (Antibiotic-Antimycotic, 100x liquid [10000 U Penicillin;
10000 pg Streptomycin; 25ug Amphotericin B], Invitrogen, Karlsruhe) versetzt und
wird mit diesem Zusatz in der Folge als MEM bezeichnet.

MEM (2% FKS):
2% (v/v) FKS in MEM

MEM (10% FKS):
10% (v/v) FKS in MEM

1,6% CMC
1,6% (w/v) Carboxymethylcellulose in MEM
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3.1.8.3 Mikrobiologische Medien und Nahrbéden
Colistinsulfat-Nalidixinsaure- Agarnahrbdden, CNA (Oxoid GmbH, Wesel)
Columbia-Blut- Agarnahrbdden (Oxoid GmbH, Wesel)
Eosin-Methylenblau-Agarnahrbéden, EMBA (Oxoid GmbH, Wesel)
Peptonwasser, gepuffert (Applichem GmbH, Darmstadt)
Rappaport-Vassiliadis-Medium (Oxoid GmbH, Wesel)

Xylose-Lysin-Desoxycholat- Agarnahrbéden, XLDA (Oxoid GmbH, Wesel)

3.1.8.4 Medikamente und Desinfektionsmittel

Wofasteril® Wirkstoff: Peressigsaure (KESLA Hygiene GmbH, Greppin)

Baytril® 10%; Wirkstoff: Enrofloxacin (Bayer Animal Health GmbH, Leverkusen)

Mastimyxin® 1 Mio. IU/ ml Wirkstoff: Colistinsulfat (Vétoquinol, Aulendorf)
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3.2 Methoden

3.2.1 Herstellen primarer Hihnerembryozellen

Zur Herstellung primarer Hihnerembryoleberzellen wurden embryonierte spezifiziert
pathogenfreie Hihnereier am zehnten Bebritungstag verwendet. Die Eischale wurde
mit 70% Ethanol desinfiziert, der Embryo entnommen und unverzliglich dekapitiert.
Zur Praparation von primaren Leberzellen wurden die Lebern herausprapariert. Aus
der Karkasse wurden die inneren Organe (Herz, Magen, Darm) entnommen und das
verbleibende Material zur Herstellung von primaren Fibroblasten verwendet. Das
Organmaterial wurde grob zerkleinert und in einem Erlenmeyerkolben zunachst mit
PBS gewaschen und anschlieBend unter Rihren in Trypsin/EDTA-L6sung flr etwa
20 min inkubiert. Um eine Vereinzelung der Zellen zu bewirken, wurde die
Organsuspension schlieBlich im Falle der Leberzellen durch ein Mikrosieb (Cell
Strainer, 100 um Maschenweite) und im Falle der Fibroblasten durch sechsfach
gefaltete Baumwollgaze gefiltert. Um den enzymatischen Verdau zu unterbrechen
wurden der Zellsuspension 10 % Fotales Kaélberserum (FKS) zugesetzt. Die
Zellsuspension wurde niedertourig zentrifugiert (10 min, 1000 rpm, Rotor: Heraeus
#2705) und das erhaltene Zellpellet in vorgewarmtem (40°C) antibiotikahaltigem
Medium (MEM, 10% FKS) in einem Gesamtvolumen von 10 ml resuspendiert. Die
Zellzahlung wurde in Form einer Lebend-Tot-Farbung durchgefthrt. Ein Aliquot (10
ul) der Zellsuspension wurde hierfir mit 890 ul PBS und 100 pl Trypanblaulésung
versetzt und in eine Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer eingeflllt. Unter Berlicksichtigung
des Verdiinnungs- (100) und Kammerfaktors (500) wurde die Zellzahl errechnet. Die
Suspension wurde dann mit MEM (10% FKS) auf das entsprechende Volumen
gebracht.

Die Aussaat erfolgte in einer Dichte von 2 x 10° Zellen (Leberzellen) oder 1 x 10°
Zellen (Fibroblasten) je Quadratzentimeter Wachstumsflache.

Die Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 39°C, einer Luftfeuchte von 100% und
einem CO,-Gehalt von 5% inkubiert. Nach der Aussaat wurden die Zellen inkubiert
bis sich ein Monolayer ausbildete. Die weitere Kultivierung erfolgte mit MEM (2%
FKS).
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3.2.2 Herstellen von Virusanzuchten (Virusstocks)

Die Anzucht der im Versuch eingesetzten Virusstamme erfolgte auf primaren
HUhnerembryoleberzellen (8474DP4-6) sowie primaren Huhnerembryofibroblasten
(S1133). Zellkulturflaschen mit einer Grundflache von 25 c¢cm? wurden mit 100 pl
eines bestehenden Virusstocks inokuliert und flr 72 Stunden inkubiert. Der
Zellkulturiberstand wurde abgenommen und abzentrifugiert (1 min, 8000 rpm, Rotor:
Sorvall-Heraeus #7599B), um eine =zellfreie Lbésung zu erhalten. Der
Zentrifugationsiiberstand wurde in Portionen von 1 ml aliquotiert und bei —80 °C

gelagert.

3.2.3 Titration der Virusanzuchten

Zur Bestimmung der Infektiositat der Virusanzuchten wurde eine Titration auf
primaren Hahnerembryoleberzellen mit anschlieBender Plaquefarbung durchgefihrt.
Aus einem einmalig eingefrorenen Aliquot der Virusanzucht wurden
Verdinnungslésungen in Dreierschritten beginnend bei einer Verdiinnung von 1:30
hergestellt. Mit je 100 pl der Verdinnungsstufen wurden im Mehrfachansatz priméare
HUhnerembryoleberzellen inokuliert, die in einer 24-Loch-Zellkulturplatte vorlagen.
Auf jeder Platte blieben Zellen zur Kontrolle uninfiziert. Nach einer Adsorptionszeit
von einer Stunde bei 39°C wurden die Zellen mit 1,6% CMC in MEM (500 ul/
Vertiefung) Uberschichtet. Die Zellen wurden fir 48 Stunden inkubiert (39°C) und
anschlieBend mit 3,7% gepufferter Formalinldésung fixiert. AnschlieBend wurden die
infizierten Zellen mittels Immunperoxidasefarbung angefarbt, um bestehende
Virusplaques sichtbar zu machen.
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3.2.4 Plaquereduktionstest

Die Plaquereduktionstests wurden analog zu den Virustitrationen durchgefiihrt, wobei
die Zellen mit einer konstanten Viruskonzentration von 2500 pbE je ml Inokulat
infiziert wurden. Die zu testenden Dotterproben wurden 1:5 in PBS verdinnt und
durch dreimaliges Frieren und Tauen (-20 °C) mit anschlieBendem Zentrifugieren (1
min, 3000 rpm, Rotor: Sorvall-Heraeus #7599B) vorbereitet. AnschlieBend wurden
Verdinnungen in PBS in Zweierschritten (1:2 bis 1:128) hergestellt. Dotterprobe und
Virussuspension wurden zu gleichen Teilen zusammengegeben und fir 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Mit dem Gemisch aus Dotterprobe und Virussuspension
wurden primare Hihnerembryoleberzellen in 24-well-Zellkulturplatten inokuliert (100
ul/ Vertiefung). Nach einer Absorption von 60 min (39°C) wurden die Zellen mit 1,6 %
CMC in MEM {Uberschichtet, fur 48 Stunden inkubiert und formalinfixiert. Auf jeder
Zellkulturplatte wurden scheininfizierte Kontrollen mitgeflihrt, deren Infektiositat
gemessen in pbE als 100% Infektiositat gewertet wurde. Die Anfarbung der Plaques

erfolgte mittels der Immunperoxidasefarbung.

3.2.5 Immunperoxidasefarbung zum Nachweis von ARV-Antigen

Durch die Immunperoxidasefarbung erfolgte ein spezifischer Nachweis von ARV-
Antigen in infizierten, formalinfixierten Zellen, die in 24-Loch Zellkulturplatten kultiviert
wurden. Durch Inkubation mit 1% TritonX-Lédsung wurde zunéachst ein Aufbrechen
der Zellmembranen erwirkt. Unspezifische Reaktivitat wurde mit Blockpuffer (1% FKS
in PBS) gehemmt. Die Detektion des Antigens erfolgte durch ein aus Hihnern
gewonnenem, gegen einen ARV-Stamm gerichtetes Positivserum (Huhn-o-
Reo8588#12). Mittels eines gegen Hihner-IgY gerichteten und mit
Meerrettichperoxidase konjugierten Hyperimmunserums aus Kaninchen (Rabbit-o-
Huhn-POD) wurden die im Positivserum enthaltenen Antikérper aus einem Huhn
markiert und setzten das Substrat Wasserstoffperoxid um. Dieses verursacht unter
Zugabe von AEC eine rote Farbung. Auf jeder Zellkulturplatte wurde eine uninfizierte

Zellkontrolle mitgefahrt.
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Im Einzelnen wurden die folgenden Schritte bei Raumtemperatur durchgefihrt:

1

D> O~ W DN

11

12
13
14
15
16

17
18

Die

Abschutten der 3,7% Formalinldsung, Ausklopfen der Platte

Zugabe Triton X (1% in PBS), 200 ul, 30 min Inkubation

Abschtten und Ausklopfen der Platte

Zugabe Blockpuffer (1% FKS in PBS), 200 pl, 60 min Inkubation
Abschitten und Ausklopfen der Platte

Zugabe Hyperimmunserum (Huhn-o-Reo8588#1; 1:50 in Blockpuffer), 200
ul, 60 min Inkubation

Abschtten und Ausklopfen der Platte

Zugabe Waschpuffer (0,05% Tween in PBS), 200 pl, 3 min Inkubation
Abschitten und Ausklopfen der Platte

zweimalige Wiederholung der Schritte 8 und 9

Zugabe konjugierter Sekundarantikérper (Rabbit-a-Huhn-POD; 1:1000 in
Blockpuffer), 200 pl, 60 min Inkubation

Abschtten und Ausklopfen der Platte

Zugabe Waschpuffer (0,05% Tween in PBS), 200 pl, 3 min Inkubation
Abschitten und Ausklopfen der Platte

zweimalige Wiederholung der Schritte 13 und 14

Zugabe AEC-L6sung (3,3 mg/ ml DMSO, zusétzlich 12 pl H>0, je ml), 200
ul, 20 min Inkubation bis zur Rosafarbung des Monolayers

Waschen unter flieBendem Leitungswasser

Zugabe Leitungswasser (200 pl)

angefarbten Plaques wurden unter einer Lupe ausgezéahlt, unter

Bertcksichtigung des Verdinnungsfaktors wurde die Infektiositat des Virus in

plaquebildenden Einheiten je ml Virusanzucht berechnet.
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3.2.6 Nachweis von ARV aus Organen infizierter Tiere

Der Nachweis von ARV aus Organen infizierter Tiere erfolgte durch Anzucht auf
primaren Hihnerembryoleberzellen. Die Organproben wurden auf eine Kantenlange
von 0,5 cm zugeschnitten und in ein 2 ml ReaktionsgefaB eingeflllt. Wurden
Embryonen untersucht, wurden die embryonalen Organe ohne weiteren Zuschnitt in
das GefaBl eingeflllt. Das flnffache Probenvolumen an PBS, sowie eine 5 mm
Stahlkugel wurden zugegeben. Die ReaktionsgefdBe wurden in einen Tissue Lyser
(Qiagen, Hilden) eingesetzt und bei 25 Hz fir zwei Minuten homogenisiert. Das
Homogenat wurde abzentrifugiert (1 min, 8000 rpm, Rotor: Sorvall-Heraeus #7599B).
Der Uberstand wurde zur Inokulation der Zellen eingesetzt.

Die eingesetzten Zellkulturen lagen im 24-well-Format vor, eine Inokulation erfolgte
mit 100 pl Uberstand/ Vertiefung im Doppelansatz. Nach einer Inkubation von 60 min
bei 39 °C wurden die Zellen mit vorgewarmtem MEM dreimalig vorsichtig
gewaschen, um Reste der Organsuspension zu entfernen. Je Vertiefung wurden 1 ml
MEM (2% FKS) zugegeben. Die Zellen wurden Uber vier Tage bebritet und taglich
lichtmikroskopisch untersucht. Proben, die einen fir ARV charakteristischen
zytopathischen Effekt mit Bildung von Riesenzellen und dem Abldsen infizierter
Zellen aus dem Monolayer verursachten, wurden als ARV-infiziert beurteilt. Negative
Proben wurden einmalig passagiert. Hierzu wurden 100 pl des Zellkulturiberstandes
auf frische Huhnerembryoleberzellen Uberflhrt, das Volumen wurde mit MEM (2%)
auf 1 ml aufgefullt. Diese Zellen wurden wiederum Uber vier Tage bei 39 °C inkubiert
und taglich untersucht. Trat auch bei Passagierung kein zytopathischer Effekt auf,

wurde die Probe als negativ fir ARV beurteilt.
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3.2.7 ELISA-Test zum Nachweis von ARV-spezifischen Antikérpern

Ein Nachweis von ARV-spezifischen Antikbrpern aus dem Dotter von Masthuhneiern
erfolgte mit einem hauseigenen ELISA. Als Antigen wurden durch Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigte Virionen des Stammes S1133
eingesetzt. Zur Beschichtung der Reaktionsplatten (96-well-Format, Polysorp) wurde
das Antigen in Bicarbonatpuffer auf einen Proteingehalt von 10 ug/ ml eingestellt. In
jede Vertiefung der Reaktionsplatte wurden 50 pl der Antigenlésung eingefullt. Die
Platten wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die
Platten mit 2% Magermilch in PBS gewaschen und mit dieser Lésung fur eine Stunde
inkubiert. Nach dem Ausschitten und Ausklopfen der Platten wurden dieselben bei —
20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Die zur Untersuchung vorgesehenen Dotterproben wurden 1:5 in PBS verdinnt und
durch dreimaliges Frieren und Tauen (-20 °C) mit anschlieBendem Zentrifugieren (1
min, 3000 rpm, Rotor: Sorvall-Heraeus #7599B) vorbereitet. Zur Testung im ELISA
wurden die Proben im Verhéltnis 1:10 verdinnt. Mittels eines gegen Huhner-IgY
gerichteten und mit Meerrettichperoxidase konjugierten Hyperimmunserums aus
Kaninchen (Rabbit-a-Huhn-POD) wurden die im Positivserum enthaltenen Antikérper
aus einem Huhn markiert und setzten das Substrat Wasserstoffperoxid um. Dieses
verursacht unter Zugabe von OPD im positiven Fall eine gelbe Farbung, deren
Intensitat photometrisch gemessen wird.

Als Negativkontrollen wurden drei Seren aus spf-Hlhnern eingesetzt, als
Positivkontrollen dienten Seren aus mit ARV immunsierten Hihnern. Alle Proben und
Kontrollen wurden im Doppelansatz getestet.

Die Durchfihrung des Testes erfolgte bei Raumtemperatur nach dem folgenden
Protokoll:

1 Zugabe der Dotter- oder Serumprobe, 50 pl, 30 min Inkubation
Abschtten und Ausklopfen der Platte
Zugabe Waschpuffer (0,1% Tween in PBS), 50 ul, 1 min Inkubation
Abschitten und Ausklopfen der Platte
zweimalige Wiederholung der Schritte 3 und 4
Zugabe konjugierter Sekundarantikérper (Rabbit-o-Huhn-POD; 1:1000 in
PBS), 50 ul, 30 min Inkubation

D O~ W DN
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7 Zugabe OPD (1mg / ml in Zitratpuffer, zusatzlich 5 ul H2O» je ml), 50 pl, 10
min Inkubation in Dunkelheit
8 Zugabe 2M HySOy4, 50 pl

Eine Auslesung erfolgte durch eine photometrische Messung der Farbreaktion. Die
Messung wurde in einem ELISA-Reader bei einer Wellenldnge von 490 nm unter

Verwendung eines 630 nm Referenzfilters vorgenommen.
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3.2.8 Bebriutung der Hiuhnereier

Die zur Bebritung vorgesehenen embryonierten Hihnereier wurden mit einem
Desinfektionsmittel auf Peressigsdurebasis (Wofasteril®) oberflachlich desinfiziert.
Die Eier wurden stehend auf eine Horde platziert und nach einer Ruhephase von 24
Stunden in einem Motorbriter mit Kippwendung bei 37,5 °C und einer Luftfeuchte
von 60% bis zur Inokulation inkubiert.

Nach der Inokulation wurden die Eier stehend in einem Brutschrank bei 37,5 °C und
einer Luftfeuchte von 60 % bebritet. Die Eier wurden taglich durch Schieren auf
Vitalitat Gberpruft.

3.2.9 Inokulation der embryonierten Hiithnereier

3.2.9.1 Dottersackinokulation

Die Inokulation in den Dottersack erfolgte am sechsten Bebritungstag nach
Standardmethoden (MAYR et al., 1974). Nach Anzeichnung der Luftkammer und
Desinfektion der Eischale mit Jodlésung wurden die Eier am stumpfen Pol perforiert.
Das Inokulat wurde in einer 1 ml Spritze mit aufgesetzter Kanile (22G, 1,25
aufgezogen. Die Kanule wurde senkrecht in voller Lange in das senkrecht stehende
Ei eingestochen. Nach Aspiration von Dotter wurden 0,2 ml Inokulat appliziert.
AbschlieBend wurde das Loch in der Eischale mit Nitrocelluloseklebstoff (UHU hart®)
verschlossen und die Eier stehend weiter bebritet. Eine Kontrolle der Vitalitat
erfolgte taglich durch Schieren der Eier.

3.2.9.2. Allantoishohleninokulation

Die Inokulation in die Allantoishéhle nach Gblicher Vorgehensweise (MAYR et al.,
1974) erfolgte am neunten (in ovo Infektionsversuche) oder 14. (Tierversuch)
Bebrutungstag, die Eier wurden analog zur Dottersackinokulation vorbereitet und
weiter bebritet.
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Die Allantoishéhlenbeimpfung wurde am senkrecht stehenden Ei durchgefihrt. Die
Eischale wurde zwischen dem stumpfen Eipol und der Stelle der
Luftsackbegrenzung, die dem Embryo am nachsten liegt perforiert. Mit einer Kanle
wurde senkrecht in das Ei eingestochen, nach dem Durchstechen der Eihaut wurde

die Kanile weitere 3 mm vorgeschoben und 0,2 ml des Inokulats wurden appliziert.

3.2.9.3 Titration von Virus in embryonierten Hiihnereiern

Der zur Inokulation vorgesehene Virusstock wurde in Zehnerschritten in PBS
verdinnt. Je Verdinnungsstufe wurden flnf Eier inokuliert. Die Eier wurden taglich
durch Schieren auf Vitalitdt geprift. Abgestorbene Eier wurden erdffnet und den
enthaltenen Embryonen wurden Organsammelproben (Herz, Leber, Darm) zur
weiteren Untersuchung entnommen.

Die Eiinfektiose (EIDso) und Eiletale (ELDso) Dosis 50 wurden mit der Methode nach
REED und MUENCH (1938) bestimmt.
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3.2.10 Tierversuch

3.2.10.1 Tierversuchsgenehmigung

Eine Genehmigung flr den durchgeflhrten Tierversuch wurde durch die Regierung
von Oberbayern erteilt. Sie ist dort mit dem Titel ,Manifestation einer in ovo Infektion
mit Malabsorptionssyndrom- assoziierten aviaren Reoviren in Hihnern“ unter dem
Aktenzeichen AZ 55.2 -1 -54 -2531 — 55 — 06 dokumentiert.

3.2.10.2 Versuchsaufbau

Im vorliegenden Tierversuch wurden embryonierte Hihnereier der Rasse Lohmann
Selected White Leghorn am 14. Lebenstag mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6 in die
Allantoishéhle inokuliert. Die Versuchstiere wurden gemeinsam mit nicht inokulierten
Sentineltieren erbritet und bis zum 35. Lebenstag aufgezogen. Eine Kontrollgruppe
wurde unter gleichen Bedingungen scheininfiziert und aufgezogen. Neben der
Evaluierung des klinischen Verlaufs und der Gewichtsentwicklung, wurde eine
Virusisolierung aus Versuchs- und Sentineltieren angestrebt, und eine serologische
Untersuchung der Tiere durchgefihrt. Weiterhin wurden Tiere der pathologischen
Untersuchung mit nachfolgender histopathologischer und bakteriologischer
Untersuchung zugefihrt.

3.2.10.3 Untersuchungen und Probennahmen im zeitlichen Verlauf

Der zeitliche Verlauf des Versuches ist fir die Versuchsgruppe in Abb. 5 dargestellt.
Eine klinische Untersuchung wurde taglich in beiden Gruppen durchgefihrt. Alle
Tiere wurden am Tag des Schlupfes, am dritten, siebten, 14., 21., 28., und 35.
Lebenstag gewogen.

Aus der Gruppe der Versuchstiere wurden am Tag des Schlupfes, am dritten,
siebten, 14., 21. und 28.Lebenstag mindestens je drei Tiere den weiterfiihrenden
Untersuchungen zugefihrt. Zu Versuchende am 35. und 36. Lebenstag wurden alle

verbleibenden Tiere der Versuchsgruppe, sowie die Sentineltiere untersucht. Eine
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virologische und pathologische Untersuchung der Kontrolltiere erfolgte am 35.
Lebenstag anhand einer Stichprobe, die zehn Tiere umfasste.

Zusatzlich wurden alle verendeten und euthanasierten Tiere virologisch und
pathologisch untersucht, wobei eine weiterfihrende Diagnostik nicht in jedem Falle
durchgefihrt wurde. Die durchgeflihrte Probennahme im zeitlichen Verlauf ist im
Einzelnen in Tab.1 aufgeflhrt.

3.2.10.4 Organspektrum fiir die einzelnen Untersuchungen

Eine Ubersicht iiber das Organspektrum fiir die einzelnen Untersuchungen gibt
Tab.3. Im Einzelnen wurden flr die Untersuchungen die folgenden Organe beprobt:

Virologische Untersuchung:

Ein Nachweis von ARV aus infizierten Versuchs- sowie zugesetzten Sentineltieren
wurde aus insgesamt sechs verschiedenen Organen angestrebt. Dies waren Leber,
Drisenmagen, Duodenum, Pankreas, Jejunoileum und Bursa Fabricii. Duodenum
und Pankreas lagen als Sammelprobe vor. Zuséatzlich wurden am 20. Bebritungstag
aus drei embryonierten Eiern Proben der embryonalen Lebern sowie der
Chorionallantoismembran entnommen.

FUr die virologische Untersuchung der Kontrolltiere wurden Leber sowie Duodenum
und Pankreas (ebenfalls als Sammelprobe) entnommen.

Bakteriologische Untersuchung:

FUr die bakteriologische Untersuchung wurden Abstriche von Herz, Leber und Lunge
genommen. Organproben von Leber, Jejunum, Kolon und so vorhanden Dottersack
wurden fir die Untersuchung auf Salmonella sp. enthommen.

Histologische Untersuchung:
Proben von Herz, Lunge, Leber, Niere, Nebenniere, Milz, Pankreas, Driisenmagen,
Muskelmagen, Duodenum, Jejunoileum, Z&kum und Kolon wurden zur

weiterflihrenden histopathologischen Untersuchung entnommen.



MATERIAL UND METHODEN 61

Bebritungstag: 14 m

Lebenstag:

Entnahme von
Tieren zur weiteren
Untersuchung: n=x

w @— ©
w ¢—
w @— ~

14 21 28 35
3 3 3 y

Abb. 5: Skizzierung des Versuchsablaufs in der Versuchsgruppe

Abgebildet ist der zeitliche Verlauf in Wochenabschnitten, dargestellt durch
Balken in grau, schwarz und weiB. Aufgetragen ist der Zeitpunkt der Inokulation
mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6 ({l ) am 14. Bebritungstag, sowie die Entnahme
von Versuchstieren zur weiteren Untersuchung (|) an den angegebenen
Lebenstagen. Am 35. Lebenstag endet der Versuch, und alle noch lebenden
Tiere (y) werden zur Beprobung entnommen. Die Beprobung von verstorbenen

und euthanasierten Tieren ist hier nicht dargestellt.
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Tab. 3:

Durchgefiihrte Untersuchungen bei Tieren der Versuchsgruppe

Abgangsursache (v*, e**) v e|lv e|lv e|lv e|lv e|lv e|lv e|lv e

Anzahl - 511 -1 -13 7|14 -16 4|- 4] - 6
Durchgefiihrte Untersuchungen

bei x Tieren

Virologie} - 5|1 -]J]0 -]0 6|4 -0 4|- 4]|- 6

Serologiel - 0o0]J0 -]J]0 -}J]0O0 0JO -|JO0O O}]- O- O

Pathologie] - 5|1 -1 -3 714 -|6 4| - 4| - 6

Bakteriologie] - 5|1 -]J]0 -|O0 6|4 -]0 4]- 2]|- 6

Histopathologie 0o]o 0 0 6|0 0 4 4 6

Abgangsursache (v*, e**) v e|lv e|lv e|lv e|lv e|lv e|lv e

Anzahl i -1 1}1- 38|- 8]- 38]|- 11] - 10
Durchgefiihrte Untersuchungen

bei x Tieren

Virologie] 1 -1 1|{- 3|- 3]- 3]- 11| - 10

Serologief 0 -0 Of- 2]- 3]- 3]- 11| - 10

Pathologiel 1 -1 1| - 3| - 3|- 3] - 11| - 10

Bakteriologief 1 -| 1 O} - 3|- 3|- 3| - 11| - 10

Histopathologie] 1 - |1 1| - 3|- 3|- 3| - 11| - 10

*

—~

v) verendet; **(e) euthanasiert
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3.2.10.5 Inokulation der Eier

Am 14. Bebritungstag wurden die Eier, wie bereits dargelegt, in die Allantoishéhle
inokuliert. Die zur Erbriitung der Versuchstiere vorgesehenen Eier wurden mit 10*
pbE des ARV-Isolats 8474DP4-6 in einem Volumen von 0,2 ml inokuliert, die zur
Erbritung der Kontrolltiere vorgesehenen Eier wurden mit 0,2 ml PBS scheininfiziert.
Die Eier zur Erbritung der Sentineltiere wurden nicht inokuliert.

Nach der Inokulation wurden die Eier bis zum Schlupf der Kiken liegend bebritet
(37,5 °C, 60% Luftfeuchte). Der Schlupf der Kontrolltiere erfolgte zeitlich versetzt und
raumlich getrennt von den Versuchstieren. Nach dem Schlupf verblieben die Kiken
bis zur vollstandigen Trocknung im Brutschrank, wurden mit Fligelmarken
gekennzeichnet und in einem geschlossenen Behaltnis in einen Isolierstall Gberflhrt.

3.2.10.6 Aufstallung und Haltung der Tiere

Die Tiere wurden nach Gruppen getrennt in separaten Abteilen eines Isolierstalls
aufgestallt. Die Abteile standen unter Unterdruck und waren mit HEPA-Abluftfiltern
ausgestattet. Weiterhin wiesen die Abteile Fenster auf, so dass das einfallende Licht
dem Tageslicht entsprach. Der Zutritt zu den Abteilen erfolgte Uber eine
Hygieneschleuse. Hier wurden ein Kleider- und Schuhwechsel, sowie eine
Handedesinfektion durchgefihrt, weiterhin wurden vor Betreten des Abteils
Handschuhe angelegt.

Jeder Gruppe stand eine Flache von neun Quadratmetern zur Verfligung, die Tiere
wurden in Bodenhaltung auf Sagespanen gehalten. In den ersten zehn Lebenstagen
wurden in den Abteilen Warmelampen betrieben: Die Stalltemperatur wurde anhand
des Verhaltens der Kiken beurteilt und so eingestellt, dass die Tiere sich in allen
Bereichen des Stalls gleichmaBig bewegten. Den Tieren stand Wasser und ein
Aufzuchtfutter (all-mash-A, Deuka, Regensburg) ad libitum zur Verfigung.
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3.2.10.7 Untersuchungen

3.2.10.7.1 Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung wurde in beiden Gruppen taglich in Form einer
Herdenuntersuchung durchgefihrt. Nach einer Kontrolle der Umweltbedingungen
(Temperatur, BelUftung, Lichtverhéltnisse) wurden zunachst das Herdenverhalten,
die Futter- und Wasseraufnahme und die Beschaffenheit der Ausscheidungen
Uberprift. Daraufhin erfolgte eine adspektorische Untersuchung der Tiere, wobei die
Tiere auf Krankheitszeichen wie gestrdubtes Gefieder, geschlossene Augen,
Bewegungsunlust, Durchfalle und respiratorische Symptome untersucht wurden.
Zusatzlich wurde im Rahmen der klinischen Untersuchung die aktuelle Tierzahl
erhoben.

3.2.10.7.2 Wiegen

Das Kérpergewicht der einzelnen Tiere wurde am Tag des Schlupfes, am dritten,
siebten, 14., 21., 28. und 35. Lebenstag durch Wiegen ermittelt. Die Tiere wurden
hierzu auf eine Waage (Kern 510, Kern und Sohn GmbH, Balingen) gesetzt, das
Gewicht in Gramm wurde abgelesen und dokumentiert.

3.2.10.7.3 Toten der Tiere

Das Tdéten von Tieren wurde vor der Probennahme an den entsprechenden Tagen,
sowie am Ende des Versuchs erforderlich. Die Tiere wurden an den Beinen fixiert
und durch einen kraftigen Schlag auf das Hinterhaupt mit einen Holzstab betaubt.
AnschlieBend wurde die Arteria carotis communis durch einen scharfen Schnitt
durchtrennt und die Tiere durch Ausbluten getdtet. Das Blut wurde fir nachfolgende
serologische Untersuchungen aufgefangen.

Bei Tieren, die mit hochgradig gestértem Allgemeinbefinden aus Tierschutzgriinden

euthanasiert werden mussten,wurde gleichermaBen verfahren.
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3.2.10.7.4 Pathologische Untersuchung

Bei der pathologischen Untersuchung wurden die Tiere zundchst adspektorisch
begutachtet. Die Befiederung und die auBere Haut wurden auf Veranderungen hin
untersucht, auBerdem erfolgte eine Adspektion der Kérperdffnungen. Weiterhin
wurde der Erndhrungszustand anhand der Dicke des M. pectoralis im Vergleich zur
Carina sterni beurteilt.

Nach der Eréffnung der Kérperhéhle wurden zunachst Abstriche von Leber, Herz und
Lunge far die bakteriologische Untersuchung genommen. AnschlieBend erfolgte eine
adspektorische Untersuchung der Kérperhéhle mit eingehender Betrachtung der
inneren Organe. Eine zlgige Entnahme der Organproben fir die histologische,
virologische und bakteriologische Untersuchung folgte. Dabei wurden die Organe
auch im Anschnitt beurteilt, Organe des Magen-Darmtraktes wurden eréffnet.

3.2.10.7.5 Bakteriologische Untersuchung

Im Rahmen der pathologischen Untersuchung wurden Abstriche von Leber, Herz und
Lunge genommen. Die Abstriche wurden mit einer Impfése im Drei-Osen-Ausstrich
auf Columbia-Blut- (Blutagar), Colistinsulfat-Nalidixinsdure- (CNA) und Eosin-
Methylenblau-Agar (EMBA) ausgestrichen. Wéahrend Blutagar ein nicht selektives
Medium darstellt, ist CNA ein Selektivmedium flr grampositive Keime. EMBA ist ein
besonders flr Enterobacteriaceae gunstiges Medium. Die Nahrbdéden wurden Uber
Nacht bei 37° C aerob bebritet. Gewachsene Kolonien wurden subkultiviert, um eine
Reinkultur zu erhalten. Die Differenzierung der isolierten Bakterien erfolgte im
bakteriologischen Labor der Klinik fir Végel. Grundsatzlich wurden die folgenden
Untersuchungen durchgefiihrt:

Zur Differenzierung wurde zunéachst eine Farbung nach Gram durchgefiihrt. Durch
die Gramfarbung wurden in einem ersten Schritt Bacillus sp. identifiziert. Diese
Spezies zeigt sich als Gram-labiles dinnes Stabchen. Eine Klassifizierung in
Subspezies wurde nicht durchgefihrt.

Die Gram-negativen Bakterien wurden durch einen Oxidase-Test weiter differenziert.
Eine biochemische Identifikation der Oxidase-negativen Bakterien, darunter
Escherichia coli, wurde mit dem APl 20 E Test (bioMérieux GmbH, Nurtingen)
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durchgefihrt. Die Oxidase-positiven Spezies wurden mit Hilfe des APl 20 NE Tests
(bioMérieux GmbH, Nartingen) identifiziert, zu dieser Gruppe zahlt beispielsweise
Enterobacter sp..

Die Gram-Positiven Bakterien wurden im Katalase-Test weiter differenziert.
Staphylococcus sp. ist Katalase-positiv. Eine Ausschlussdiagnostik von
Staphylococcus aureus, der unter anderem Hyaluronidase als Virulenzfaktor
aufweist, wurde durch einen Dekapsulationstest gefthrt. Hierbei wird der fragliche
Keim auf Blutagar in parallelen Strichen ausgebracht. Senkrecht dazu wird
Streptococcus equi ausgestrichen. In den Kreuzungspunkten zeigt sich bei
Vorhandensein von Hyaluronidase ein schleimiges Wachstum der Streptokokken.

Die Katalase-negativen Bakterien, darunter Streptococcus sp. und Enterococcus sp.
wurden zur weiteren Differenzierung auf Kanamycin-Aesculinsaure-Agar (KAA)
subkultiviert.

Die bakteriologische Untersuchung auf Salmonella sp. erfolgte in Anlehnung an das
Protokoll nach ISO 6579:2002. Zur Anreicherung wurden Organproben von Leber,
Jejunum, Kolon und so vorhanden Dottersack in gepuffertes Peptonwasser gegeben
und fir 20 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte eine
Selektion in Rappaport-Vassiliadis-Medium, die Inkubation erfolgte hier fir 24
Stunden bei 41,5 °C. Von dem Selektionsansatz wurde ein Ausstrich auf Xylose-
Lysin-Desoxycholat-Agar (XLDA) angefertigt. Die XLDA-N&hrbéden wurden bei 37
°C fUr 24 Stunden bebrutet.

3.2.10.7.6 Histologische Untersuchung

3.2.10.7.6.1 Einbetten und Anfertigen der Gewebediinnschnitte

FUr die histologische Untersuchung wurden Proben von Herz, Lunge, Leber, Niere,
Nebenniere, Milz, Pankreas, Drisenmagen, Muskelmagen, Duodenum, Jejunoileum,
Zakum und Kolon entnommen. Die Proben, die eine Kantenlange von etwa einem
Zentimeter aufwiesen, wurden nach der Entnahme sofort in 3,7% Formalin in PBS
fixiert. Hohlorgane wurden mit Hilfe einer Knopfkanile vorsichtig mit Formalinlésung
gespilt, um insbesondere im Darm Artefakte durch Autolyse zu vermeiden. Die
Fixierung der Proben erfolgte Uber einen Zeitraum von wenigstens 24 Stunden.
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Die formalinfixierten Proben wurden in etwa drei Millimeter dicke Scheiben
zugeschnitten und in eine Einbettkassette gegeben. Hierbei wurde eine
Austrocknung der Proben vermieden. Die Kassetten wurden zunachst unter
flieBendem Wasser fir 60 Minuten gewéassert und anschlieBend in einen
Gewebeeinbettautomaten (ThermoShandon Citadel) in Paraffin eingebettet. Im
Automat wurden die Proben automatisch fiir jeweils 60 Minuten in flissigkeitsgefllte
Behalter getaucht und in diesen automatisch bewegt. Zunachst wurden die Proben in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80%, 96%, 100% Ethanol) entwéassert,
hierbei standen je Konzentrationsstufe zwei Behalter zu Verfigung. Danach wurde
der Alkohol durch Aceton und Xylol entfernt und es folgte die abschlieBende
Einbettung in Paraffin.

Nach der Einbettung erfolgte die Herstellung der Paraffinblécke mit Hilfe eines
Einbettsystems (ThermoShandon Histocentre 2). Die Einbettkassetten wurden in den
Paraffintank Uberfihrt. Die eingebetteten Organe wurden auf einer Warmeplatte aus
den Kassetten entnommen und in Einbettschalchen eingelegt. Diese wurden mit
flissigem Paraffin gefullt und mit der Einbettkassette als Trager abgedeckt. Nach
dem Erkalten des Paraffins wurden die Blécke aus den Einbettschéalchen ausgeldst
und auf einer Kihlplatte (-10 °C) gekuhlt. Der gekihlte Paraffinblock wurde in ein
Schlittenmikrotom eingespannt. Nach Erzeugung einer planen Schnittflache wurden
DlOnnschnitte mit einer Starke von 2 um angefertigt. Diese wurden in einem
Wasserbad (40 °C) gestreckt und auf Objekttrager aufgezogen. AnschlieBend
wurden die Schnitte Gber Nacht bei 50 °C getrocknet.

3.2.10.7.6.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur Farbung wurden die auf Objekitrager aufgezogenen Gewebedilnnschnitte mit
Xylol entparaffiniert. Nach einer Rehydrierung Uber eine absteigende Alkoholreihe
erfolgte die Farbung. AnschlieBend wurden die Schnitte Uber eine aufsteigende
Alkoholreihe erneut entwéassert. Die Lésungen lagen in Klvetten vor, in welche die
Objekttrager eingetaucht wurden. Das Farbeprotokoll im Einzelnen:
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Entparaffinierung:

1 Xylol, 5 min, eine Wiederholung
Rehydrierung:

2 Isopropanol, 3 min, eine Wiederholung

3 96% Isopropanol, 3 min

4 80% Isopropanol, 3 min

5 70% Isopropanol, 3 min

6 50% Isopropanol, 3 min

7 Aqua destillata, 3 min
Farbung:

8 Hamalaun nach Meyer, 15 min

9 Wassern mit flieBendem Leitungswasser, 10 min

10 Eosin, 2 min
11 Spilen in Aqua dest.

Entwasserung:
12 70% Isopropanol, kurz spilen
13 80% lsopropanol, kurz spllen
14 90% Isopropanol, kurz sptlen
15 Isopropanol, 1 min, eine Wiederholung
16 Xylol, 5 min, eine Wiederholung

Die Schnitte wurden mit einem wasserfreien Einschlussmittel (Roti®-Histokitt; Carl
Roth GmbH, Karlsruhe) unter Deckglaschen eingedeckelt. AbschlieBend erfolgte die
lichtmikroskopische Untersuchung und Befundung der Gewebeschnitte.
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3.2.10.8 Statistische Auswertung der Daten zum Korpergewicht

Ziel war der Nachweis einer geringeren Gewichtszunahme in der Versuchsgruppe.

Far jeden Untersuchungszeitpunkt wird jeweils die Gewichtszunahme (Differenz des

aktuellen Gewichtes zum Ausgangsgewicht am Tag 0) betrachtet. Diese

Gewichtszunahme wird flr die jeweiligen Untersuchungstage mit Hilfe des exakten

Wilcoxon Rangsummentests (Mann-Whitney-Test) verglichen. Die Berechnungen

erfolgten mit R 2.0.1 (R : Copyright 2005, The R Foundation for Statistical

Computing, Version 2.1.1 (2005-06-20), ISBN 3-900051-07-0, http://www.R-

project.org)

Statistische Nullhypothese: Die mittlere Gewichtszunahme ist in beiden
Gruppen gleich.

Alternativhypothese: Die mittlere Gewichtszunahme in der
Versuchsgruppe ist kleiner als die mittlere
Gewichtszunahme in der Kontrollgruppe.

Irrtumswahrscheinlichkeit: a=0.05

Kritischer p-Wert: Es finden 6 parallele Testungen statt (Tage
3,7,14,21,28,35). Deshalb wird eine Bonferroni-
Korrektur angewendet. Der kritische p-Wert ist
somit o'=0.05/6=0.008333.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen in spezifiziert pathogenfreien Hihnereiern

4.1.1 Vergleichende Infektion von spf-Eiern in Dottersack und Allantoishohle

Mit dem Ziel, die Pathogenitat von ARV im embryonierten Hihnerei zu evaluieren,
wurden spf-Eier der Rasse Lohmann Selected White Leghorn mit dem MAS-
assoziierten ARV-Isolat 8474DP4-6, sowie dem ARV-Impfstamm S1133
vergleichend in den Dottersack und in die Allantoishéhle inokuliert. Aus den
Virusstocks wurden in  Zehnerschritten  VerdUnnungsreihen erstellt, je
Verdinnungsstufe wurden finf bis acht Eier inokuliert. Der Infektionsstatus der
Embryonen wurde durch Anzucht von ARV auf primaren Hihnerembryoleberzellen
aus einer Organsuspension (Sammelprobe aus Herz, Leber und Darm) Gberprift.
Die eiinfektiése Dosis 50 (EIDso) und die eiletale Dosis 50 (ELDsp) wurden mit der
Infektiositat des jeweiligen Virusstocks (pbE/ ml) in Relation gesetzt, um eine far
beide Virusstdmme vergleichbare Angabe zu erhalten (Tab. 4).

Die Inokulation in den Dottersack erfolgte am sechsten Bebritungstag, flr den
Stamm S1133 betrug eine EIDsy 0,27 pbE, eine ELDso nahm den gleichen Wert ein.
Nach Dottersackinokulation mit dem Stamm 8474DP4-6 nahmen EIDsg und ELDsg
mit 0,05 pbE fiir diesen Stamm ebenfalls den gleichen Wert ein. Um 50% der
Embryonen zu infizieren oder zu téten, ist bei dem Stamm S1133 verglichen mit dem
Stamm 8474DP4-6 etwa die fiinffache Dosis (gemessen in pbE) erforderlich. Nach
Dottersackinokulation kam es bei beiden Stdmmen nicht zum Uberleben infizierter
Embryonen, dies spiegelt sich in dem Verhaltnis von EIDsy zu ELDsy wider, welches
hier 1 betragt.

Die Allantoishéhleninokulation wurde am neunten Bebritungstag vorgenommen, far
den Stamm S1133 betrug eine EIDsy 1,82 pbE, eine ELDsq betrug fir diesen Stamm
3,28 pbE. Eine EIDsy nahm fur den Stamm 8474DP4-6 einen Wert von 4,87 pbE ein.
Alle infizierten Embryonen Uberlebten nach Allantoishéhleninokulation mit diesem
Stamm und bis zum 19. Bebriitungstag starb keines der inokulierten Eier, damit war
keine ELDsy zu bestimmen. Gemessen in pbE war fir den Stamm 8474DP4-6 im



ERGEBNISSE 71

Vergleich zum Stamm S1133 etwa die doppelte Dosis erforderlich um nach
Allantoishéhleninokulation 50% der Embryonen zu infizieren. Nach der Inokulation in
die Allantoishéhle mit dem Stamm S1133 kam es vereinzelt zu Uberlebenden
infizierten Embryonen, wahrend nach Beimpfung mit dem Stamm 8474DP4-6 alle
infizierten Embryonen Uberlebten.

Vergleicht man die Inokulationswege fir die einzelnen Stdmme so ist festzustellen,
dass nach Inokulation in die Allantoishéhle eine héhere Impfdosis toleriert wird.

Um 50% der Embryonen zu infizieren, war bei Allantoishéhleninokulation mit dem
Stamm S1133 im Vergleich zur Dottersackbeimpfung etwa die 6fache Dosis
erforderlich, um 50% der Embryonen zu téten, in etwa die 10fache Dosis.

Fir den Stamm 8474DP4-6 war nach Allantoishéhleninokulation eine nahezu
100fache Dosis notig um 50 % der Eier zu infizieren, als nach Dottersackbeimpfung.

Tab. 4: Vergleichende Inokulation von spf-Eiern

Dottersack- EIDsp 3,39 x 10° 1,48 x 10°
inokulation ELDso 3,39 x 10° 1,48 x 10°
EIDsy/ ELDs, 1 1
pbE/ EIDs, 0,27 0,05
pbE/ ELDs, 0,27 0,05
0 s
Allantoishéhlen- EIDsp 5x 10* 1,58 x 10°
inokulation ELDso 2,81 x 10*
EIDso/ ELDg, 1,8
pbE/ EIDs, 1,82 4,87
pbE/ ELDs, 3,24

Zusatzlich wurde der Zeitraum von der Inokulation bis zum Absterben der infizierten
Embryonen bestimmt (Tab. 5). Die Untersuchung der Eier erfolgte einmal taglich, so
dass die kleinste gemessene Zeiteinheit 24 Stunden betrug.

FOr den Stamm S1133 betrug die mittlere Absterbezeit nach Inokulation in den
Dottersack konzentrationsabhangig zwischen 110 und 240 Stunden. Betrachtet man
die mittlere Absterbezeit nach Dottersackbeimpfung mit dem Stamm 8474DP4-6, so



ERGEBNISSE 72

zeigt sich ebenfalls ein konzentrationsabhangiger Verlauf. Inokuliert wurde mit 15,4;
1,54 und 0,15 pbE. Die mittlere Absterbezeit betrug fir diese Inokulationsdosen 162,
192 und 296 Stunden und nahm damit gleichartige Werte ein, wie nach der
Dottersackinokulation mit gleicher Dosis des Stammes S1133.

Nach Allantoishéhleninokulation mit dem Stamm S1133 betrug die mittlere
Absterbezeit dosisabhdngig zwischen 100 und 168 Stunden und war damit
geringférmig kdrzer als nach Dottersackinokulation. Nach Allantoishéhleninokulation
mit dem Stamm 8474DP4-6 kam es nicht zum Absterben von Embryonen.

Tab. 5: Mittlere Absterbezeit der infizierten Embryonen nach Inokulation

Dottersack- 1,8x10° 110,4 0/5 1,54 x 10°

inokulation 1,8 x 10° 126 0/5 1,54 x 10° - -
1,8x 10’ 153,6 0/5 1,54x 10" 162 0/4
1,8 x10° 192 0/5 1,54 x 10° 192 0/5
1,8x 10" 240 0/2 1,54 x 10" 296 1/3

Allantoish6hlen- 1,8x10° 100 0/6 1,54 x 10°

inokulation 1,8 x 10? 108 0/6 1,54 x 102
1,8x 10’ 112 0/6 1,54 x 10 oo 4/4
1,8x 10° 156 1/3 1,54 x 10° o 11
1,8x 10" 168 0/0 1,54 x 10 - 0/0

(-) nicht untersucht; () kein Absterben von Embryonen

Da es bei der Allantoishdéhlenbeimpfung mit dem Stamm 8474DP4-6 nicht zum
Absterben von Embryonen kam, wurde eine Wiederholung des Versuches
durchgefihrt (Tab. 6). Die fir den oben dargestellten Inokulationsversuch
eingesetzte Virusanzucht hatte mit 7,7 x 10% pbE/ ml einen relativ niedrigen Titer. Da
Verdinnungsreihen erstellt wurden, wies die hdchste Uberprifte Inokulationsdosis
eine Konzentration von 7,7 x 10" pbE/ ml auf. Die Allantoishdhleninokulation wurde
daher mit einem Virusstock mit héherer Ausgangsinfektiositat (3,6 x 10° pbE/ ml)
wiederholt, der auch unverdinnt verimpft wurde. Zur Inokulation wurden spf-Eier
einer Charge verwendet, die Inokulation wurde gleichférmig und am selben Tag
durchgefahrt.
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In den drei Wiederholungsversuchen wurde die mittlere Zeit bis zum Absterben der
infizierten Embryonen ermittelt und zusatzlich beurteilt, wie viele der infizierten
Embryonen bis zum 19. Bebritungstag tGberlebten (Tab. 6).

Es konnte gezeigt werden, dass es bei der Allantoishéhleninokulation mit einer
héheren Virusdosis zum Absterben von infizieten Embryonen kommen kann. Die
ermittelte mittlere Zeit bis zum Absterben der infizierten Embryonen wies starke
Schwankungen auf. So waren die Absterbezeiten bei gleicher Inokulationsdosis
deutlich unterschiedlich. Zusétzlich zeigte sich, anders als bei den oben dargestellten
Inokulationsversuchen mit dem Stamm S1133, keine Dosisabhangigkeit, so dass
Eier, welche mit einer héheren Dosis inokuliert wurden, teilweise langer Uberlebten
als mit einer niedrigeren Dosis inokulierte Eier. Aufféllig wurde fir den Stamm
8474DP4-6, der hohe Anteil an Uberlebenden an den infizierten Embryonen. Auch
beim Auftreten von bis zum 19. Bebritungstag Uberlebenden Embryonen konnte
keine Korrelation mit der Inokulationsdosis gefunden werden.

Tab 6: Wiederholte Allantoishdhlennokulation von spf-Eiern mit dem
Stamm 8474DP4-6

7.2x10* 60 1/3 104 0/3 102
72x10° 80 1/4 80 1/4 125
7,2x 10 132 3/5 240 1/2 112
7.2x10' 144 1/3 112 1/4 120
7.2x10° 128 2/5 126 0/4 144
7,2x10" 136 03 o 11 120

0/4

2/7
0/6
2/5
2/4
0/4

(<) kein Absterben von Embryonen
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4.2 Tierversuch

4.2.1 Inokulation und Schlupfrate

Die embryonierten Eier, aus denen die Tiere der Kontrollgruppe schlipfen sollten
wurden am 14. Bebritungstag mit 0,25 ml PBS-Puffer inokuliert. Bis zum 21.
Bebritungstag wurden die Eier taglich geschiert. In diesem Zeitraum starben keine
Embryonen ab. Aus 108 beimpften Eiern schlipften am 21. Bebritungstag n=50
Kontrolltiere. Die Schlupfrate nahm einen Wert von 46,3% ein.

FUr den Aufbau der Versuchsgruppe wurden n=133 am 14. Bebritungstag mit 0,25
ml Inokulum in die Allantoishdhle beimpft. Die Infektionsdosis betrug 2,5 x 10* pbE je
Ei. Zwischen Inokulation und dem 21. Bebritungstag wurden die Eier mittels
Schieren taglich auf Lebenszeichen untersucht, in diesem Zeitraum starben 26 Eier
ab. Aus 133 inokulierten Eiern schllpften am 21. Bebritungstag n=69 Kiken. Die
Schlupfrate betrug damit 51,9%.

Aus 17 unbeimpften embryonierten Hihnereiern sollten Sentineltiere schlipfen. Bis
zum 21. Bebrltungstag starben 5 Eier ab. Am 21. Bebritungstag schlipften n=8
Sentineltiere, die Schlupfrate betrug 47%.



ERGEBNISSE 75

4.2.2 Klinische Herdenuntersuchung

Im Rahmen der klinischen Herdenuntersuchung wurde taglich  der
Gesundheitszustand der Tiere beurteilt und der Anteil klinisch erkrankter Tiere an der
Herde ermittelt. Der Anteil klinisch erkrankter Tiere wurde getrennt flr einzelne
Symptomkomplexe in einen semiquantitativen klinischen Index umgesetzt. Dieser
semiquantitative Index spiegelt den Anteil erkrankter Tiere an der Herde wider, ein
Index von 1 entspricht einem Anteil erkrankter Tiere von bis zu 15% (einige Tiere),
ein Index von 2 kommt einem Anteil von15-50% (mehrere Tiere) gleich und ein Index
von 3 entspricht einem Anteil von Uber 50 % (die Mehrzahl der Tiere).

In der Kontrollgruppe zeigte sich ein zeitlich begrenztes Krankheitsgeschehen mit
einem  reduziertem  Allgemeinbefinden der Tiere und einer milden
Durchfallsymptomatik von Tag sechs bis neun nach Schlupf. Die betroffenen Tiere
zeigten ein leicht- bis mittelgradig gestértes Allgemeinbefinden, das mit einer
verminderten Fress- und Bewegungsaktivitat, sowie einem erhdhten Schlaf- und
Warmebeduirfnis einherging. Bei der Ermittlung des Anteils an Tieren mit gestértem
Allgemeinbefinden (Abb.6 A) zeigte sich eine rasche Zunahme erkrankter Tiere in
der Herde bis an Tag sieben die Mehrzahl der Tiere erkrankt war. An den Tagen acht
und neun erfolgte dann ein nachfolgendes ebenso rasches Abnehmen des Anteils
erkrankter Tiere.

Die erkrankten Tiere zeigten dartber hinaus milden Durchfall (Abb. 6 B), der
Kotanteil der Ausscheidungen der Hihner war in diesem Fall von dinnbreiiger
Konsistenz. Darlber hinaus wurden auch eine erhdhte Feuchtigkeit der Einstreu,
sowie kotverklebtes Gefieder in der Kloakenregion auffallig. Von der
Durchfallsymptomatik waren an Tag sechs mehrere Tiere, an den Tagen sieben und
acht die Mehrzahl der Herde und an Tag neun einige Tiere betroffen. Eine
antibiotische Behandlung der Tiere mit Enrofloxacin wurde vom sechsten bis zehnten
Lebenstag durchgefthrt, um die Auswirkungen einer bakteriellen Infektion zu
begrenzen. Enrofloxacin wurde in einer Dosierung von 10 mg je kg Kérpermasse und
Tag Uber das Trinkwasser verabreicht. Ab Tag zehn nach Schlupf zeigten alle Tiere
der Kontrollgruppe ein ungestértes Allgemeinbefinden. An Tag 28 nach Schlupf
zeigten einzelne Tiere der Kontrollgruppe Pickverletzungen im Bereich der Kloake
und des Birzels. Nach Abdunkelung des Stalles und Verabreichung von Kochsalz
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Uber das Trinkwasser (1g/ L) fir je sechs Stunden an den Tagen 28 und 29 traten
keine weiteren verletzten Tiere auf und die bestehenden Verletzungen heilten ab.

In der Versuchsgruppe wurden von Tag zwei bis Tag 17 nach Schlupf Tiere mit
hochgradig reduziertem Allgemeinbefinden auffallig (Abb.6 C; Abb. 7). Erkrankte
Tiere verweigerten das Futter und nahmen auch weniger Wasser auf. Einzeln
untersuchte Tiere wiesen eine schlechte Kropfflllung und einen reduzierten
Hydratationszustand auf. Die betroffenen Tiere zeigten sich apathisch und verharrten
meist stehend oder sitzend mit geschlossenen Augen, der Fluchtreflex fehlte bei
erkrankten Tieren. Das Warmebedurfnis der Tiere war deutlich erhéht. Erkrankte
Kiken drangten sich unter der Warmelampe und in den Ecken dicht zusammen.
Einige der betroffenen Tiere zeigten ein feines, generalisiertes Muskelzittern. Der
Anteil der Tiere mit gestértem Allgemeinbefinden in der Versuchsgruppe stieg an den
Tagen zwei und drei kontinuierlich an, bis an den Tagen vier bis sieben die Mehrheit
der Gruppe betroffen war. Ab Tag acht nahm der Anteil der Tiere mit reduziertem
Allgemeinbefinden wieder ab, bis einschlieBlich Tag zehn waren noch einige Tiere
betroffen und zwischen Tag zehn und siebzehn einzelne Tiere.

Von Tag zwei bis acht zeigten die erkrankten Tiere eine mittelgradige
Durchfallsymptomatik (Abb. 6 D). Hierbei fiel eine Verflissigung des Kotanteils in den
Ausscheidungen bis zu suppiger Konsistenz ebenso auf wie kotverklebte Kloaken
und eine vermehrte Feuchtigkeit der Einstreu. Der Anteil an Tieren mit
Durchfallsymptomatik stieg von Tag zwei bis finf kontinuierlich an, bis an den Tagen
sechs und sieben die Mehrheit der Versuchsgruppe betroffen war. An Tag acht
zeigten dann nur noch einige Tiere Durchfall.

Eine antibiotische Behandlung der Tiere mit Enrofloxacin in einer Dosierung von 10
mg je kg Kdorpermasse je Tag erfolgte vom zweiten bis zum sechsten Lebenstag.
Nach Auftreten von Bakterien, die sich im Resistenztest als unempfindlich gegen
Enrofloxacin erwiesen, wurde die antibiotische Behandlung vom siebten bis elften
Tag auf Colistin in einer Dosierung von 125.000 IE umgestellt. Beide Praparate
wurden Uber das Trinkwasser verabreicht.
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Abb. 6: Anteil erkrankter Tiere an den Gruppen

Dargestellt ist der relative Anteil erkrankter Tiere mit reduziertem
Allgemeinbefinden an der Kontroll- (A) und der Versuchsgruppe (C) im zeitlichen
Verlauf. Weiterhin ist der Anteil an Tieren mit Durchfallsymptomen an der Kontroll-
(B) und der Versuchsgruppe (D) im Verlauf des Versuches aufgetragen. Der
semiquantitative Index beschreibt den geschatzten Anteil erkrankter Tiere an der
Herde. Ein semiquantitativer Index von 1 entspricht einem Anteil erkrankter Tiere
von bis zu 15% (einige Tiere), ein Index von 2 kommt einem Anteil von15-50%
(mehrere Tiere) gleich und ein Index von 3 entspricht einem Anteil von tber 50 %
(die Mehrzahl der Tiere).
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Abb. 7: Klinisch erkrankte Kiiken aus der Versuchsgruppe

Die Abbildung zeigt klinisch erkrankte Kiken am siebten (A) und dritten (B)
Lebenstag. In Bild A féallt das Kiken links auf, welches ein pralles Abdomen
aufweist. In der pathologischen Untersuchung wies dieses Tier eine
Dottersackretention auf. In Bild B ist im Vordergrund ein hochgradig erkranktes,
apathisches Tier zu sehen. Zusatzlich wird eine kotverklebte Kloake (cloacal
pasting) offensichtlich. Das Tier wurde aus Tierschutzgriinden euthanasiert.
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4.2.3 Tierzahlen

Bei der taglichen Adspektion der Kontroll- und Versuchsgruppe wurde zudem die
Anzahl der Tiere in der jeweiligen Herde erfasst (Abb. 8). Am Tag des Schlupfes
zahlte die Kontrollgruppe 50, die Gruppe der infizierten Tiere 69 und die der
Sentineltiere acht Individuen.

In der Kontrollgruppe waren bis zu Versuchende sieben Abgange zu verzeichnen,
drei Tiere starben und vier wurden euthanasiert. Am sechsten, achten und 27.
Lebenstag verendete je ein Tier. Tiere mit hochgradig gestértem Allgemeinbefinden
wurden an den Tagen vier (n=1), finf (n=1) und acht (n=2) nach Schlupf durch
Blutentzug nach Schlagbetdubung getétet. Am 35. Lebenstag wurden alle 43
Uberlebenden Tiere durch Blutentzug nach Schlagbetdubung getétet, davon wurden
zehn Tiere den spezifischen Untersuchungen zugefihrt.

Von 69 Versuchstieren verendeten 17 Tiere und 22 wurden mit stark reduziertem
Allgemeinbefinden euthanasiert. An den Tagen eins (n=1), zwei (n=1), drei (n=3),
vier (n=4), finf (n=6), elf (n=1) und zwdlf (n=1) nach Schlupf verendeten Tiere. Eine
Tétung von Tieren durch Blutentzug nach Schlagbetdubung wurde an den
Lebenstagen drei (n=7), funf (n=4), sechs (n=4), sieben (n=6) und zwdlf (n=1) bei
Tieren mit hochgradig gestdrtem Allgemeinbefinden erforderlich. Neun Tiere wurden
an den Tagen 14, 21 und 28 randomisiert zur Probennahme ausgewahlt und nach
der Schlachtung der Probenentnahme zugefiihrt. Die verbleibenden 21 Tiere wurden
an den Tagen 35 (n=11) und 36 (n=10) nach Schlupf durch Blutentzug nach
Schlagbetdubung getétet und weitergehend untersucht.

Aus der Gruppe der Sentineltiere verendeten an den Tagen eins und zwei nach
Schlupf je ein Tier, ein weiteres wurde an Tag 24 nach Schlupf mit hochgradig
gestértem Allgemeinbefinden euthanasiert. Die verbleibenden finf Tiere wurden an
den Tagen 35 (n=2) und 36 (n=3) nach Schlupf durch Blutentzug nach

Schlagbetaubung getétet und den weiteren Untersuchungen zugefihrt.
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Abb. 8: Tierzahlen

Die Abbildung stellt die absolute Anzahl an Tieren der Kontroll- (m ) und
Versuchsgruppe (A ) im Verlauf des Versuches dar. In die Reduktion der
Tierzahlen wurden verendete Tiere ebenso einbezogen wie mit hochgradig
gestértem Allgemeinbefinden euthanasierte Tiere. Fettgedruckte arabische Ziffern
geben die Anzahl (n) an euthanasierten Tieren aus der Versuchsgruppe zu den
jeweiligen Zeitpunkten an. Zeitpunkte, zu denen aus der Versuchsgruppe

randomisiert Tiere entnommen wurden sind mit (1 ) gekennzeichnet.
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4.2.4 Korpergewicht

Das Korpergewicht der einzelnen Tiere wurde am Tag des Schlupfes, am dritten,
siebten, 14., 21., 28., und 35. Lebenstag durch Wiegen gemessen.

Im Rahmen der Analyse der Gewichtsdaten wurde zundchst das mittlere
Kérpergewicht ermittelt, hierzu wurden die Koérpergewichte aller zum jeweiligen
Zeitpunkt lebenden Kiiken einbezogen (Abb. 9). Am Tag des Schlupfes wog ein
Kiken der Kontrollgruppe im Mittel 38,2 g und eines der Versuchsgruppe im Mittel
37,4 g. Bis zum dritten Lebenstag verloren die Tiere beider Gruppen an Gewicht und
am dritten Lebenstag wurde ein mittleres Kérpergewicht von 36,5 g flur die
Kontrollgruppe, sowie 35,8 g flr die Versuchsgruppe ermittelt. Bis zum siebten
Lebenstag war in beiden Gruppen eine Zunahme des mittleren Kérpergewichts zu
verzeichnen. Dieses betrug fir die Kontrollgruppe an Tag sieben 51,1 g und fir die
Versuchsgruppe 43,9g. Im weiteren Verlauf des Versuches stieg das mittlere
Kérpergewicht beider Gruppen kontinuierlich an, wobei das mittlere Kérpergewicht
der Versuchstiere hinter dem der Kontrolltiere zuriickblieb. An Tag 35 wurde fir die
Kontrollgruppe ein mittleres Kdrpergewicht von 287,3 g verzeichnet, wahrend die
Tiere der Versuchsgruppe zu Versuchende im Mittel 228,6 g wogen.
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Abb. 9: Mittleres Korpergewicht

Aufgetragen ist das arithmetische Mittel der Kérpergewichte der Kontroll- (m) und
der Versuchsgruppe (A ). Fehlerindikatoren (T ) kennzeichnen die jeweilige
Standardabweichung. Das mittlere Kérpergewicht wurde unter Berlcksichtigung

aller am entsprechenden Tag ermittelten Einzelgewichte berechnet.
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Zur Analyse der Verteilung der Messwerte wurden der Median, das obere und untere
Quartil, sowie Minimum und Maximum fir die jeweiligen Messzeitpunkte bestimmt.
Diese Ergebnisse sind flr die einzelnen Gruppen als Box-and-Whisker Diagramme
dargestellt (Abb. 10), berlcksichtigt sind ebenfalls alle zum jeweiligen Zeitpunkt
lebenden Tiere.

Der Median der Kérpergewichte entwickelte sich gleichsinnig zum arithmetischen
Mittel und wich vom Mittel nicht weiter als die jeweilige Standardabweichung ab.

Die Streuung der Verteilungen von Median zu Minimum war in der Kontrollgruppe zu
allen Messpunkten grdBer als die Streuung von Median zu Maximum. In der
Versuchsgruppe war die Streuung von Median zu Maximum am 14. Lebenstag
gréBer als diejenige von Median zu Minimum. Zu allen anderen Messpunkten war die
Streuung von Median zu Minimum grdBer, als diejenige von Median zu Maximum.

In beiden Gruppen nahm die Streuung von Minimum zu Maximum im Verlauf des
Versuches kontinuierlich zu. So betrug diese Streuung am Tag des Schlupfes 9,8 g
fir die Kontrollgruppe und 12,3 g fir die Versuchsgruppe. Die Streuung von
Minimum zu Maximum bleibt auch am dritten Lebenstag fir die Versuchsgruppe
geringfligig gréBer, wahrend sie ab Tag sieben fir die Kontrollgruppe einen gréBeren
Wert einnimmt. An Tag 35 kann die Streuung mit 185g flr die Kontrollgruppe und
168,3 g fir die Versuchsgruppe angegeben werden.
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Verteilung der Messwerte zum Korpergewicht

Dargestellt ist die Verteilung der Messwerte zum Kdrpergewicht fir die Kontroll-
(A) und Versuchsgruppe (B) zu den jeweiligen Zeitpunkten. Waagrechte Balken
kennzeichnen den Median, der diinn gezeichnete Kasten umfasst das erste und
dritte Quartil. Minimum und Maximum sind durch senkrechte Linien dargestellt.
Bei der Erhebung der Daten wurden alle zum angegebenen Zeitpunkt lebenden

Tiere der jeweiligen Gruppe berlicksichtigt.
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Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden die Gewichtsdaten der beiden Gruppen
dartiber hinaus auch auf das Auftreten von AusreiBern hin untersucht. Als AusreiBBer
wurden Werte kleiner als das untere Quartil weniger des anderthalbfachen
Interquartilabstandes (unterer Whisker) oder gréBer als das obere Quartil zuzlglich
des anderthalbfachen Interquartilabstandes (oberer Whisker) definiert. Bei der
Analyse der Daten der Kontrollgruppe war je ein Messwert an den Tagen 28 und 35
kleiner als der untere Whisker, hierbei handelte sich um die Gewichtsdaten des
selben Huhnes. Unter den Messwerten, die in der Versuchsgruppe erhoben wurden,
waren an den Tagen drei, sieben und 35 Werte festzustellen, die kleiner als der
untere Whisker waren. Schwere AusreiBer, definiert als Werte kleiner als das untere
Quartil weniger des dreifachen Interquartilabstandes traten nur in der Kontrollgruppe
auf und hier nur am dritten Tag (Tab. 7). Alle Tiere der Versuchsgruppe, die in ihrem
Gewicht an den Tagen drei und sieben unter dem unteren Whisker lagen wurden
noch am selben Tag mit hochgradig gestértem Allgemeinbefinden euthanasiert. An
den Tagen drei und vierzehn lagen Messwerte Uber dem oberen Whisker, die
entsprechenden Tiere Uberlebten bis zum Ende des Versuches.

Tab 7: AusreiBer unter den in der Versuchsgruppe erhobenen Daten
Tag 3 Tag 7 Tag 35
unterer Whisker
(einfache AusreiBer) 30,949 3379 145,19
30,89 32 ¢ 127,2 g
29,89
28,9¢g
28,49
unterer Whisker
(schwere AusreiBer) 26,89 25,59 7799
26,79
252¢g
23¢9
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Um den Einfluss vor Ende des Versuches verendeter oder euthanasierter Tiere zu
untersuchen, wurde die Verteilung der Messdaten aus der Versuchsgruppe
nochmals nur aus den Daten derjenigen Tiere erhoben, die bis zum Ende des
Versuches Uberlebten. Mit Ausnahme des an Tag drei erhobenen Minimums, das mit
35 g einen deutlich hdéheren Wert einnimmt, wurden keine Unterschiede
offensichtlich. AusreiBer traten in der Verteilung der Daten dieser Teilgruppe jedoch
deutlich seltener auf. So lag nur ein an Tag 35 bestimmter Messwert unter dem
unteren Whisker fiir einfache AusreiBer.

Die mittlere Gewichtszunahme der Tiere wurde als Differenz des aktuellen
Gewichtes zum Ausgangsgewicht am Tag des Schlupfes ermittelt (Abb.11). In
beiden Gruppen verloren die Tiere vom Tag des Schlupfes bis zum dritten Lebenstag
geringfligig an Gewicht. Bis zum siebten Tag nahmen die Kontrolltiere im Mittel 14 g
an Gewicht zu, die Versuchstiere acht g. Bis zum 21. Lebenstag betrug die Zunahme
in der Kontrollgruppe durchschnittlich 97 g, gegenlber 56 g in der Versuchsgruppe.
Bis zum Versuchende am 35. Lebenstag war die mittlere Zunahme des
Kdrpergewichts flr die Kontrolltiere mit 249 g etwa ein Drittel gréBer als diejenige flr
die Versuchstiere mit 191 g.

Um eine Verfalschung der Gewichtszunahme durch schwer erkrankte Tiere
auszuschlieBen wurden nur die Daten der Tiere einbezogen, die bis zum 35. Tag
Uberlebt hatten. Die Kontrollgruppe enthalt so 43 und die Versuchsgruppe 21 Tiere.
Zum Nachweis einer geringeren Gewichtszunahme in der Versuchsgruppe wurden
die so erhobenen Daten mit Hilfe des exakten Wilcoxon-Rangsummentestes
verglichen. Dabei wurde ein kritischer p-Wert von 0,00833 ermittelt. Die p-Werte, die
fur die Untersuchungstage 7, 14, 21, 28 und 35 berechnet wurden waren kleiner als
der kritische p-Wert (Tab. 8). Die mittlere Gewichtszunahme der Versuchstiere ist

somit an all diesen Tagen kleiner als die der Kontrolltiere.
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Abb. 11: Mittlere Zunahme des Korpergewichtes

Dargestellt ist die mittlere Zunahme des Kérpergewichtes der Tiere der Kontroll-
) und der Versuchsgruppe @) in den Zeitrdumen vom Tag des Schlupfes bis zu
den jeweilig angegebenen Lebenstagen. Fehlerindikatoren (T ) kennzeichnen die
Standardabweichung. Zur Berechnung der mittleren Zunahme des
Kérpergewichtes wurden nur die Gewichtsdaten derjenigen Hihner

berlcksichtigt, welche bis zum 35. Lebenstag Uberlebt hatten.

Tab 8: Statistische Beurteilung der Gewichtszunahme anhand von

p-Werten

3 613,5 0,99 x 10°
7 189,0 5,08 x 10
14 79,5 2,04 x 10°®
21 68,0 4,38 x 107
28 100,5 2,48 x 10°
35 134,0 7,15 x 10*

* kritischer p-Wert (o) = 0,05/ 6 = 0.008333
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4.2.5 Virusnachweis

Der Nachweis von vermehrungsfahigen Orthoreoviren erfolgte durch Anzucht aus
Organmaterial in Kulturen primarer Hilhnerembryoleberzellen.

Aus keinem untersuchten Tier der Kontrollgruppe (n=20) wurde ARV isoliert.
Verendete oder moribund euthanasierte Tiere der Kontrollgruppe wurden am Tag
des Schlupfes (n=5), sowie an den Tagen vier (n=1), finf (n=1), acht (n=2) und 27
(n=1) untersucht. DarUber hinaus wurden am 35. Lebenstag zehn Tiere der
Kontrollgruppe der virologischen Untersuchung zugefihrt. Aus Tieren der
Kontrollgruppe wurden zur virologischen Untersuchung jeweils Leber, sowie
Duodenum mit Pankreas beprobt.

Dem gegeniber wurde ARV aus Tieren der Versuchsgruppe zu verschiedenen
Zeitpunkten und aus verschiedenen untersuchten Organen isoliert. Aus Tieren der
Versuchsgruppe war ARV vom Tag des Schlupfes (Tag 0) bis zum Ende des
Versuches (Tag 36) nachzuweisen (Abb.12). Von Tag null bis Tag 21 wurde ARV,
mit Ausnahme zweier an Tag 14 untersuchter Tiere aus allen untersuchten Hihnern
reisoliert. Wahrend an Tag 28 keines der untersuchten Tiere vermehrungsfahiges
ARV beinhaltete, war an den letzten Tagen des Versuchs (Tag 35 und 36) ARV aus
je einem Tier zu reisolieren.

Aus Sentineltieren erfolgte eine Isolierung von Virus aus je einem an den
Lebenstagen eins und zwei verendeten Tier. Weiterhin wurden an den Tagen 24
(n=1), 35 (n=2) und 36 (n=3) Kiken untersucht, aus keinem der Tiere wurde
replikationsfahiges ARV isoliert.
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Abb. 12: Infektionsstatus untersuchter Tiere der Versuchsgruppe

Aufgetragen ist die Anzahl der am jeweiligen Lebenstag untersuchten Tiere der
Versuchsgruppe. Tiere, aus denen aus wenigstens einem untersuchten Organ
ARV durch Anzucht auf primaren Hihnerembryoleberzellen isoliert wurde sind in
Form schwarzer Balkenabschnitte dargestellt. Lichtgraue Balkenabschnitte stellen
Tiere dar, aus welchen zum entsprechenden Zeitpunkt aus keinem untersuchten

Organ ARV isoliert wurde.
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Aus den Tieren der Versuchsgruppe wurden insgesamt sechs verschiedene
Organe auf ihren Infektionsstatus beziiglich ARV untersucht. Aus allen untersuchten
Organen (Leber, Driisenmagen, Duodenum mit Pankreas, Jejunoileum und Bursa
Fabricii) wurde ARV zu verschiedenen Zeitpunkten reisoliert.

Aus den untersuchten Lebern (Abb. 13 A) wurden am Tag des Schlupfes aus drei
Organen ARV isoliert. An den Tagen drei bis fliinf waren alle entnommenen Organe
positiv fr ARV und an den Tagen sechs und sieben waren mit Ausnahme jeweils
eines Organs alle untersuchten Lebern mit ARV infiziert. Danach wurden ARV noch
aus jeweils einer der an den Tagen zwdélf und 36 gewonnenen Lebern reisoliert.

Aus den untersuchten Driisenmagen (Abb. 13 B) wurden am Tag des Schlupfes ARV
aus drei der beprobten Tiere isoliert. Alle von Tag drei bis einschlieBlich Tag sieben
entnommenen Drisenmagen waren positiv fir ARV. Nach Tag sieben wurde ARV
vereinzelt an den Tagen zwdlf und 21 aus entnommenen Drisenmagen
nachgewiesen.

Duodenum und Pankreas (Abb. 13 C) wurden gemeinsam in einer Probe untersucht.
Aus diesen Mischproben wurde ARV am Tag des Schlupfes ebenfalls aus drei der
untersuchten Tieren isoliert. Nachfolgend waren alle zwischen den Tagen drei und elf
entnommenen Proben mit ARV infiziert. Der Nachweis erfolgte dann bis zum 35.
Lebenstag aus einzelnen der untersuchten Sammelproben.

Aus den gewonnenen Proben des Jejunoileums (Abb. 13 D) wurde ARV am Tag des
Schlupfes aus vier der untersuchten Organe reisoliert. Alle zwischen den Tagen eins
und sieben untersuchten Organe waren mit ARV infiziert. Bis zum Ende des
Versuchs wurden ARV an den Tagen zwdlf, 14 und 35 aus je einer der untersuchten
Proben des Jejunoileums reisoliert.

Als flinfte Organprobe wurde aus den Versuchstieren die Bursa Fabricii (Abb. 13 E)
entnommen. Von den am Tag des Schlupfes gewonnenen Bursen waren drei mit
ARV infiziert. Aus allen zwischen Tag drei und sechs enthommenen Organproben
wurden ARV reisoliert. An Tag sieben waren sechs der untersuchten Bursen positiv
fur ARV. Ein Nachweis von ARV erfolgte danach aus zwei an Tag zwolf
entnommenen Organen und aus einer der an Tag 35 gewonnenen Bursaproben.

Aus den Sentineltieren wurde die gleichen Organe beprobt wie aus den
Versuchstieren. Aus dem am ersten Lebenstag beprobten Kiken erfolgte der
Nachweis aus Duodenum und Pankreas (Sammelprobe), in dem am zweiten
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Lebenstag untersuchten Tier war ARV aus allen untersuchten Organen
nachzuweisen.

Aus der Versuchsgruppe wurden zusatzlich am 20. Bebritungstag drei Eier
hinsichtlich einer Infektion mit ARV untersucht. Es wurden Proben der embryonalen
Leber, sowie der Chorionallantoismembran entnommen. ARV war aus einer
untersuchten Leber nachgewiesen, alle drei untersuchten Proben der

Chorionallantoismembran waren positiv fir ARV.
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Abb. 13: Infektionsstatus untersuchter Organe aus der Versuchsgruppe

Dargestellt ist die Anzahl der an den jeweiligen Lebenstagen entnommenen

Proben der Leber (A), des Driisenmagens (B), des Duodenums mit Pankreas (C),
des Jejunoileums (D) und der Bursa Fabricii (E). Organe, aus welchen ARV

isoliert wurde, sind durch schwarz schraffierte Balkenabschnitte dargestellt.

WeiBe, gepunktete Balkenabschnitte stellen Organe dar, aus welchen kein ARV

isoliert wurde.
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Neben der Betrachtung des Infektionsstatus der einzelnen Organe wurde auch
analysiert, welches Verteilungsmuster die Infektion innerhalb der beprobten Hihner
der Versuchsgruppe (n=63) einnimmt (Tab. 9).

Insgesamt wurden am Tag des Schlupfes und am ersten Lebenstag sechs Tiere
beprobt. Eine Virusreisolierung erfolgte bei vier Tieren aus einem bis drei Organen,
bei zwei Tieren waren alle untersuchten Organe mit ARV infiziert.

Zwischen dem dritten und einschlieBlich siebten Tag wurden 24 Tiere beprobt, aus
allen in diesem Zeitraum untersuchten Tieren wurde ARV aus mindestens vier (n= 3),
in den meisten Féllen (n=21) jedoch aus allen untersuchten Organen reisoliert.

Bei den ab Tag elf bis zum Versuchende beprobten Tieren (n=33) wurde nur bei
einem Tier aus allen Organen ARV nachgewiesen, bei acht Tieren waren ein bis drei
der untersuchten Organe mit ARV infiziert. Aus der Mehrzahl der in dieser
Zeitspanne beprobten Tiere (n=24) wurde ARV jedoch aus keinem der untersuchten

Organe reisoliert.
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Tab 9: Organverteilung der Infektion untersuchter Versuchstiere

Lebenstag

~

11

12 14 21 28 35 36

insgesamt untersuchte Tiere (n)

1

2 3 3 3

11 10

Virusnachweis bei x Tieren aus:

keinem Organ *

2 3

10

9

allen Organen

allen Organen
(Bursa nicht enthommen)

allen Organen (auBer Leber)

allen Organen (auBer Bursa Fab.)

Driisenmagen,
Duodenum/ Pankreas,
Bursa Fabiricii

Duodenum/ Pankreas,
Jejunoileum,
Bursa Fabiricii

Leber und Jejunoileum

Duodenum/ Pankreas
und Jejunoileum

Leber

Driisenmagen

Duodenum/ Pankreas

Jejunoileum

Bursa Fabiricii
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4.2.6 Pathologisch-anatomische und histopathologische Untersuchungen

4.2.6.1 Pathologisch-anatomische Untersuchung

In der Kontrollgruppe wies ein am flnften Lebenstag mit hochgradig gestdrtem
Allgemeinbefinden euthanasiertes Tier in der Bauchhéhle gelbliche Belage auf allen
serésen Hauten auf, die Darmschlingen waren durch dieses Material
zusammengeklebt. Die GefaBe der serdsen Haute prasentierten sich injiziert.
Zusammenfassend konnte die pathologische Diagnose einer Serositis fibrinosa
gestellt werden.

Am 35. Lebenstag war bei zwei Tieren ein mit circa 2,5 cm im Durchmesser
vergréBerter Dottersack festzustellen, der mit gelblich-bréckeligem Material angefullt
war. Die Veradnderungen wurden zusammenfassend als Dottersackretention
bezeichnet.

Aus der Gruppe der Versuchstiere wiesen zwei Tiere das oben beschriebene Bild
einer Serositis fibrinosa auf. Es handelte sich hierbei um ein am siebten Tag mit
gestdrtem Allgemeinbefinden euthanasiertes Tier, sowie ein am 35. Lebenstag
untersuchtes Tier. Die Veranderungen in dem am 35. Lebenstag begutachteten Tier
waren lokal auf die Umbilikalregion begrenzt.

Weiterhin zeigte sich in der Versuchsgruppe bei mehreren Tieren eine Stérung der
Dottersackinvolution (Abb. 14; Tab. 10). Am vierten Lebenstag wiesen vier verendete
Tiere einen Dottersack auf, der im Durchmesser etwa vier cm maB und sich damit
seit dem Schlupf nicht verkleinert hatte. Am flnften Lebenstag beinhalteten drei
euthanasierte und funf verendete Tiere einen ungewdhnlich groBen Dottersack. Ab
Tag sieben fielen regelmaBig Einzeltiere auf, deren Dottersack vergréBert und mit
gelblich-bréckeligem Material angefillt war. Zum Ende des Versuches, am 35. und
36. Lebenstag war der Dottersack bei 10 von insgesamt 21 untersuchten Tieren noch
vorhanden. Die Organe maBen 0,5-1 cm im Durchmesser und enthielten ebenfalls
Reste von Dottermaterial. Die ab dem siebten Lebenstag beobachteten
Veranderungen entsprachen dem Bild einer Dottersackretention.

Mit Ausnahme des Pankreas und der Blinddarme zeigten sich alle Organe und
Anhangsorgane des Gastrointestinaltrakts ohne besonderen Befund. Am flinften
Lebenstag zeigten je ein verendetes und euthanasiertes Tier stark dilatierte Zaka, die

mit dinnflissigem, schaumigen Inhalt geflillt waren.
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Das Pankreas prasentierte sich an den Tagen 35 und 36 bei finf von insgesamt 21
untersuchten Versuchstieren verhartet und wies eine unregelméaBige Oberflache mit
multifokalen, punktférmigen, weiBlichen Einziehungen auf. Anhand der beobachteten
Veranderungen wurde hier der Verdacht auf eine Pancreatitis multifocalis
necroticans ausgesprochen.

Dartiber hinaus waren vom dritten bis siebten Lebenstag bei zahlreichen Tieren die
Ureteren erweitert und mit einer weiBlichen, pastdésen Masse angefullt (Tab. 11).
Diese konnte in einer mikroskopischen Untersuchung anhand der Struktur der
enthaltenen Kristalle als Harnsaure definiert werden. Bei einzelnen Tieren wurde
ausgefallene Harnsaure auch in den Nieren nachgewiesen.

Bei der pathologischen Untersuchung der Sentineltiere waren an Tag 35 und 36 bei
je einem Tier Veranderungen des Pankreas auffallig. Diese entsprachen in Form und
Auspragung den bei den Versuchstieren beobachteten Verédnderungen, so dass
auch hier die Verdachtsdiagnose einer Pancreatitis multifocalis necroticans gestellt
wurde.

Ein einzelnes Sentineltier, welches am 24. Lebenstag mit gestdrtem
Allgemeinbefinden getétet wurde wies eine Serositis fibrinosa auf. Wie oben
beschrieben zeigten sich hier ebenfalls gelbliche Belage auf allen serésen Hauten
und eine deutliche Zeichnung der BlutgeféaBe des Bauchfells.
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Tab 10: Vorhandensein und GroBe des Dottersacks in untersuchten
Versuchstieren

Dottersack

in x Tieren vorhanden 4 8 1 2 1 1 1 2 2 6 4
mittlerer Durchmesser in cm 4 13,75] 35| 35 4 3,5 3 25 2 10,75

Tab 11: Veranderungen der Ureteren und Nieren untersuchter

Versuchstiere

Abgangsursache (v*, e**) v e|lv e|lv e|lv e|v e
Anzahl 4 6|4 -6 4|4 -6 -
in x Tieren Uratablagerungen in

Ureteren 3 114 - 5 0| 1 - 2 -
Nieren 2 013 - 4 010 - o -

*(v) verendet; **(e) euthanasiert
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Abb. 14: Makroskopische Veranderungen des Dottersacks

Dargestellt ist der Sektionssitus von zwei 21 Tage alten Kiken aus der
Versuchsgruppe. In Bild A fallt zeigt sich der Dottersack deutlich vergréBert. Das
Organ hatte einen Durchmesser von etwa 4 cm und war mit flissigem Dotter
gefiillt. Das Kiken in Bild B weist ebenfalls eine Retention des Dottersackes auf.
Allerdings prasentierte sich das Organ hier kleiner (etwa 1 c¢cm im Durchmesser)

und war mit k&sig-brockeligem Material angefillt.
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4.2.6.2 Histopathologische Untersuchung

Die untersuchten Organe aus Tieren der Kontrollgruppe wiesen in der
feingeweblichen Untersuchung keine Auffalligkeiten auf.

Das am flunften Lebenstag verstorbene Kiken, welches in der pathologisch-
anatomischen Untersuchung mit einer Serositis fibrinosa auffiel, wurde aufgrund des
bereits fortgeschrittenen Verwesungszustandes nicht histopathologisch untersucht.
Unter den aus Tieren der Versuchsgruppe entnommenen Organen zeigten sich in
der feingeweblichen Untersuchung insbesondere Herz, Milz und Pankreas verandert.
Ab dem dritten Lebenstag wurden entzlindliche Veradnderungen des Herzens
festgestellt (Tab. 12; Abb. 15 A, B). Im Myokard wurden gemischtzellige,
mononukledre Infiltrate manifest, es handelte sich hierbei um priméar
lymphoplasmozytare Infiltrate, vereinzelt zeigten sich auch heterophile Granulozyten.
Die entzindlichen Infiltrate waren in ihrer Lokalisation meist auf das Myokard
begrenzt, seltener umfasste die Entziindung auch das Subserosa im Bereich des
Epikards. Die Myofibrillen in den betroffenen Bereichen wiesen einen Verlust der
Querstreifung auf und waren zum Teil in Sinne einer Nekrose verandert.
Zusammenfassend konnte die Diagnose einer Myocarditis focalis nonpurulenta
gestellt werden.

Einige der untersuchten Tiere wiesen Veranderungen der Milz auf (Tab. 12). Die
Milzpulpa wies auffallend wenig Lymphozyten auf, das zugrunde liegende
Bindegewebe erschien unveréndert. Die Verdnderungen wurden als
Lymphozytendepletion der Milz angesprochen.

Weiterhin zeigten sich im Pankreas von zehn zwischen dem dritten und zwdlften
Lebenstag untersuchten Versuchstieren milde Veranderungen (Tab.12, Abb. 15 C,
D). Im Parenchym der Organe wurde in den Azinozyten die Bildung von Vakuolen
auffallig, welche sich in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung leer darstellten. Das
Zytoplasma prasentierte sich vermehrt azidophil. Im Gewebe zeigten sich auch
deutlich umgrenzte lymphoplasmozytéare Infiltrate. Letztere waren jedoch in Organen
aus Kontrolltieren gleichférmig zu beobachten. Die Verdnderungen wurden als
moderate vakuolare Degeneration der Azinozyten angesprochen, der in der
makroskopischen Untersuchung ausgesprochene Verdacht auf eine Pancreatitis
multifocalis necroticans bestétigte sich in der pathohistologischen Untersuchung
nicht.
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Alle weiteren begutachteten Organe, auch diejenigen des Gastrointestinaltraktes,
prasentierten sich ohne besonderen Befund (Abb. 16).

Die bereits in der pathologischen Untersuchung aufgefallene Serositis fibrinosa bei
zwei untersuchten Tieren wurde histopathologisch als Serositis purulenta fibrinosa
bestatigt. Es zeigten sich fibrinse Auflagerungen auf der Serosa, im subserésen
Gewebe war eine hochgradige Infiltration mit heterophilen Granulozyten vorhanden.
Von den untersuchten Organen der Sentineltiere zeigte sich das Herz eines am 35.
Lebenstag begutachteten Tieres ebenfalls im Sinne einer Myocarditis focalis
nonpurulenta verandert. Die Veranderungen entsprachen den oben besprochenen
Befunden bei den Versuchstieren.

Bei keinem Tier wurde in der feingeweblichen Untersuchung der Bauchspeicheldriise
ein besonderer Befund erhoben. Im Parenchym der Pankreata wurden gleichférmig
zu Kontroll- und Versuchstieren deutlich umgrenzte lymphoplasmozytare Infiltrate
beobachtet, der Verdacht auf eine Pancreatitis multifocalis necroticans bestatigte
sich nicht.

Bei dem am 24. Lebenstag euthanasierten Tier konnte die makroskopisch
festgestellte Serositis fibrinosa ebenfalls in der feingeweblichen Untersuchung
bestatigt werden.

Tab 12: Pathohistologische Veranderungen in Organen der Versuchstiere

in x Tieren festgestellt

Myocarditis nhonpurulenta 2 1 1 5 1 2 1 1 1 2

Lymphozytendepletion Milz 5 1 0 3 1 0 0 0 1 0

Vakuolare Degeneration der
Azinozyten des Pankreas
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Abb. 15: Feingewebliche Schnitte (HE) von Herz und Pankreas

aus Versuchstieren
Die Abbildung zeigt HE-gefarbte Dulnnschnitte aus zwei Versuchstieren.
Dargestellt sind Herz (A, B) eines finf Tage alten Kikens, sowie Pankreas
(C, D) eines siebentagigen Tiers. Im Herz fallen mononukledre lymphozytare
Infiltrate auf. Das Pankreas zeigt sich im Sinne einer vakuoldren Degeneration
verandert.
VergréBerung: A, D, 25-fach; B, 100-fach; C, 200-fach
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Abb. 16: Feingewebliche Schnitte (HE) des Verdauungstraktes von

Versuchstieren
Die Abbildung zeigt HE-gefarbte Gewebefeinschnitte des Verdauungstraktes
eines sieben Tage alten Versuchstiers. Die untersuchten Organe Drisenmagen
(A); Duodenum (B); Jejunum (C) und Jejunum mit Diverticulum ductus vitellini (D).
prasentieren sich ohne besonderen Befund.
VergréBerung: A, B, 25-fach; C, 100-fach; D, 12,5-fach
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4.2.7 Bakteriologische Untersuchungen

Aus Tieren beider Tiergruppen wurden verschiedene, sowohl Gram-positive, wie
auch Gram-negative Bakterienspezies isoliert (Abb. 17). Aus der Gruppe der Gram-
positiven Bakterien wurden Bakterien der Spezies Staphylococcus sp., Enterococcus
sp. und Bacillus sp. nachgewiesen. Weiterhin trat eine Gram-positive, kokkoide
Mischflora bestehend aus Staphylococcus sp., Streptococcus sp. und Enterococcus
sp. auf. Aus der Gruppe der Gram-negativen Bakterien wurden Escherichia coli,
Citrobacter freundii und Enterobacter cloacae kultiviert. Von diesen Spezies wurde
Enterococcus sp. am haufigsten isoliert, gefolgt von E. coli sp. und einer Gram-
positiven, kokkoiden Mischflora.

Am Tag des Schlupfes wurde Citrobacter freundii aus mehreren Tieren der
Kontrollgruppe kultiviert. Aus spéater beprobten Einzeltieren mit klinischen
Symptomen wurden zahlreich bis massenhaft Enterococcus sp. und E. coli sp.
isoliert. Zu Versuchende am 35. Tag wurden Gram-positive Bakterien und E. coli sp.
in geringen Mengen nachgewiesen.

Die Organe der Versuchstiere waren zum Zeitpunkt des Schlupfes mit geringen bis
mittleren Mengen an Gram-positiver, kokkoider Mischflora behaftet. In der Folge
wurden aus klinisch erkrankten Tieren zahlreich bis massenhaft Enterococcus sp.
und E. coli angezogen. Aus den am 14.; 21. und 28. Lebenstag beprobten klinisch
unauffalligen Tieren wurde in nur einem Fall vereinzelte Kolonien von Enterococcus
sp. kultiviert. An den letzten Tagen des Versuches (Tag 35 und 36) waren sehr
geringe Mengen an Gram-positiver, kokkoider Mischflora aus zwei Tieren zu
isolieren.

Aus den beprobten Sentineltieren wurden aus erkrankten Tieren zu verschiedenen
Zeitpunkten geringe bis hohe Mengen an Enterococcus sp., E. coli und Bacillus sp.
angezogen. Zu Versuchende gelang die Isolierung sehr geringer Mengen an Gram-
positiver, kokkoider Mischflora, sowie geringer Mengen an Enterococcus sp., E. coli.
Von allen bakteriologisch untersuchten Tieren wurden weiterhin Proben von Leber
und Darm zur Untersuchung auf Salmonella sp. entnommen. Eine Isolierung von
Salmonella sp. oder anderen obligat pathogenen Bakterienspezies erfolgte jedoch zu

keinem Zeitpunkt.
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Die im Anhang beigefiigte Tabelle gibt einen detaillierten Uberblick tber den

Nachweis der verschiedenen Bakterienspezies aus den untersuchten Organen der
beprobten Tiere zu den einzelnen Zeitpunkten (Anhang 1).

A

\\\\\
HH

Abb. 17: Bakteriennachweis aus getdteten Tieren nach Spezies

Dargestellt ist der Anteil verschiedener Bakterienspezies, gemessen an der
absoluten Zahl der Bakteriennachweise aus Organen getdteter Kontroll- (A) und
Versuchstiere (B). Die verschiedenartig strukturierten Flachenanteile stehen far
die isolierten Bakterienspezies. Der relative Anteil an isolierten Gram-positiven
Bakterien ist durch lichtgraue () fur eine kokkoide Mischflora, durch karierte ()
fir Staphylococcus sp., durch weiBe ([ ) flir Enterococcus sp., sowie durch

vertikal gestreifte (M) flr Bacillus sp. Flachenanteile dargestellt. Der Anteil an

isolierten Gram-negativen Bakterienspezies an den Nachweisen ist durch

schwarz gepunktete (B ) fir E. coli, sowie durch horizontal gestreifte (B) fur
Enterobacter sp. Flachenanteile symbolisiert.
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4.2.8 Serologische Untersuchung

Aus Tieren der beiden Gruppen und aus Sentineltieren wurden Serumproben
gewonnnen und mittels ELISA-Technik auf das Vorhandensein von gegen ARV
gerichteten Antikdrpern untersucht (Abb. 18).

Die gemessene Antikérperkonzentration in den untersuchten Serumproben aus der
Kontrollgruppe (n=43) lag unter dem fur den angewandten Test gegebenen
Schwellenwert (sp-Wert kleiner 0,2), so dass alle untersuchten Tiere der
Kontrollgruppe eindeutig als seronegativ zu beurteilen waren.

Von 29 untersuchten Serumproben der Versuchsgruppe waren in 28 spezifische
Antikérper in einer Menge nachzuweisen, die eine Serokonversion der
entsprechenden Tiere belegt. Eine am 35. Tag enthommene Serumprobe war im
gegebenen Testsystem als seronegativ zu beurteilen.

Aus der Gruppe der Sentineltiere wurden sechs Tiere serologisch untersucht (Tab.
13). In flnf dieser Serumproben lag die gemessene Antikérperkonzentration Uber
dem ermittelten Schwellenwert und die Proben wurden als seropositiv gewertet. Eine
am 36. Lebenstag entnommenen Probe lag in ihrer Antikérperkonzentration unter
dem Schwellenwert (sp-Wert 0,2) und war damit seronegativ.

Tab. 13: Ermittelte sp-Werte fiir die Serumproben aus Sentineltieren
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Abb. 18: Verteilung der sp-Werte

Dargestellt ist die Verteilung der im ELISA-Test ermittelten sp-Werte fir die
untersuchten Seren der Kontroll- (n=43) und Versuchsgruppe (n=29). Die
waagrechte Linie in Héhe des sp-Wertes 0,2 zeigt den flr den angewandten Test
gegebenen Schwellenwert an. In den gegebenen Box-Plot-Diagrammen ist flir die
Messwerte jeder Gruppe Minimum, erstes Quartil, Median, drittes Quartil und
Maximum dargestellt. Der in der Versuchsgruppe ermittelte Messwert, welcher
unter dem Schwellenwert liegt, ist als Punkt dargestellt.
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4.3 Untersuchungen in Eiern aus vakzinierten Masthiihnern

4.3.1 Infektionsversuche in embryonierten Masthuhneiern aus ARV-spezifisch

vakzinierten Elterntieren

In einem weiteren Experiment sollten die Auswirkungen von ARV-spezifischen
Antikérpern im Dotter embryonierter Masthuhneier auf den Verlauf einer ARV-
Infektion untersucht werden. Dazu wurden zwei Chargen an Masthuhneiern (I, Il) von
zwei verschiedenen vakzinierten Elterntierherden untersucht. Die Masthuhneier
wurden vergleichend mit den ARV-Stammen S1133 und 8474DP4-6 am sechsten
Bebrutungstag in den Dottersack inokuliert. Zum Vergleich wurden embryonierte
HUhnereier aus spezifiziert pathogenfreier Haltung gleichférmig infiziert. Es wurden
zwei Virusanzuchten des ARV-Isolats 8474DP4-6 eingesetzt.

Vor der Inokulation wurde aus jedem Masthuhnei eine Dotterprobe (0,2 ml)
entnommen und hinsichtlich ihres Antikérperstatus mittels ELISA-Technik untersucht.
Eine Auswahl von finf Proben wurde =zusatzlich im Neutralisationstest auf

neutralisierende Antikdrper hin untersucht.

4.3.2 Serologische Untersuchung mittels ELISA-Technik

Eine erste Charge (I) an Masthuhneiern (n=77), welche fir die Dottersackinfektion
mit dem Stamm S1133 und mit dem 1,7 x 10* pbE enthaltenen Stock des ARV-
Isolats 8474DP4-6 zur Verflgung stand, wurde mit einem hauseigenen ELISA-Test
untersucht (Abb. 19 A, B).

Der Schwellenwert wurde fir jede der beiden eingesetzten Reaktionsplatten anhand
mitgefUhrter Negativseren neu bestimmt und als mittlerer Extinktionswert zuztglich
der dreifachen Standardabweichung definiert. Alle gemessenen Werte, welche
gréBer als der Schwellenwert waren, wurden als seropositiv gewertet. Von n=77
untersuchten Dotterproben enthielten 75 gegen ARV gerichtete Antikdrper, zwei
Proben wurden als seronegativ beurteilt. Die untersuchten Proben wiesen
Extinktionswerte von 0,05 bis 1,2 OD auf.
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Eine weitere Charge (ll) an Masthuhneiern (n=68), die fur die Dottersackinokulation
mit dem 7,7 x 10° pbE enthaltenden Virusstock eingesetzt wurden, wurden mit einem
kommerziell erhéltlichen ELISA-Test (FlockChek REO, IDEXX GmbH, Ludwigsburg)
nach den Angaben des Herstellers auf ihren Gehalt an gegen ARV gerichtete
Antikérpern untersucht (Abb. 19 C, D). Eine Auswertung des Testes erfolgt anhand
ermittelter sp-Werte. Sp-Werte, gréBer als der mit 0,2 festgelegte Schwellenwert
wurden als seropositiv gewertet. Alle Proben lagen Uber dem Schwellenwert und
wurden als seropositiv beurteilt. Die Proben wiesen Extinktionswerte von 0,15 bis 1,2
OD auf.
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Abb. 19: Antikorpernachweis aus Dotterproben mittels ELISA-Test
Dargestellt ist die Anzahl (n) an Proben je Extinktionsbereich. Die Werte wurden
in einem hauseigenen ELISA (A, B), bzw. in einem kommerziellen ELISA (C, D)
bei angegebener Wellenlange ermittelt. Werte gréBer des Schwellenwertes (A:
0,07; B:0,03; C:0,1; D:0,08) sind als schwarze (I ) Balkenanteile dargestellt,
Werte kleiner als dieser als wei3 gepunktete (E)Balkenanteile.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Masthuhneier der Charge | (n=77) sind

unter A (n=34) und B (n=43) dargestellt, diejenigen der Charge Il sind unter
C (n=24) und D (n=44) aufgetragen.
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4.3.3 Untersuchung von Dotterproben im Plaquereduktionstest

Eine weitergehende Charakterisierung der in Dotterproben aus den embryonierten
Masthuhneiern enthaltenen ARV-spezifischen Antikdrper  erfolgte im
Plaguereduktionstest anhand zufallig ausgewahlter Proben (n=5) aus der ersten
Charge (l) an Broilereiern (Abb. 20).

Vergleichend wurde eine neutralisierende Wirkung der Antikérper sowohl gegenlber
dem Stamm S1133, als auch dem Feldisolat 8474DP4-6 evaluiert.

Der ARV-Stamm S1133 wurde sehr effektiv durch die Dotterproben neutralisiert. So
lag die Restinfektiositat auch bei gréBter Verdiinnung bei allen untersuchten Proben
(Id 7;1:128) unter 20%. Bei geringerer Verdinnung (bis Id 6; 1:64) nimmt die
Restinfektiositat einen Wert um 4% ein, ist aber in jedem Fall gr6Ber 0.

Die Effizienz der Neutralisation gegeniber dem ARV-Stamm ist geringer, die
Restinfektiositat des Stammes demnach deutlich héher. Bei einer Verdinnung des
Dotters von 1:8 (Id 3) betragt die Restinfektiositat zwischen 17 und 45 %. Bei
starkerer Verdinnung der Dotterprobe steigt die Restinfektiositdt an um bei der
gréBten Verdinnung (Id 7; 1:128) Werte zwischen 44 und 119 % einzunehmen.



ERGEBNISSE

111

>

120

100 -
80 -
60 -
40
20
0K

Restinfektiositat [%]

o

—— —%
4 5 6 7

Dotterverdiinnung [Id]

120
100 -
80 -
60

40
20

Restinfektiositat [%]

0 -

4 5 6 7
Dotterverdiinnung [Id]

Abb. 20: Restinfektiositat der ARV-Stamme S1133 und 8474DP4-6
Fanf Dotterproben wurden im Plaquereduktionstest vergleichend gegen die ARV-
Stamme S1133 (A) und 8474DP4-6 (B) getestet und auf neutralisierende
Antikdrper hin untersucht. Aufgetragen ist die Restinfektion im Vergleich mit der

ungehemmten Viruskontrolle (2500 pbE/ ml Inokulat) des jeweiligen Stammes bei

den eingesetzten Verdinnungsstufen.
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4.3.4 Vergleichende Infektion von Hiithnereiern in den Dottersack

Die in ovo Virustitration des Stamms S1133 weist in spf-Eiern einen Titer von 2,1x10°
EIDso/ ml nach (Tab. 14). Dies entspricht einem Verhaltnis (Tab. 15) von 1,09 zu den
in Zellkultur ermittelten plaquebildenden Einheiten. Demgegenlber liegt die in
Masthuhneiern ermittelte EIDso mit 1,5x10° ElDsq geringfiigig darunter und ergibt mit
1,45 eine leichte Erhéhung des Verhaltnisses pbE/ EIDs. Die Infektion mit S1133
fihrt sowohl bei den spf- als auch bei den Masthuhneiern zum Absterben der
Embryonen. Verdeutlicht wird dies durch das Verhaltnis EIDsg zu ELDs, der sowohl
fur die spf- als auch fir die Masthuhneier 1 betrug.

Bei dem Vergleich der Inokulation mit zwei Virusstocks des ARV-Stammes
8474DP4-6 zeigten sich in spf-Eiern deutlich héhere Werte flr die EIDso und ELDsg
als in den zeitgleich inokulierten Broilereiern. Die EID50 war bei den Masthuhneiern
der Charge | im Vergleich zu den spf-Eiern um das 77-fache, fir die Charge Il um
das 14 fache erhoht.

Nach Dottersackinokulation induziert der Stamm 8474DP4-6 eine ausgepragte
Embryomortalitdt und es kam nur vereinzelt zu infizierten Uberlebenden Embryonen.
Dies wird durch den Quotienten aus infizierten zu gestorbenen Embryonen
verdeutlicht, der bei Infektion von spf-Eiern 1,6 und 1 betragt. Nach Infektion von
Masthuhneiern erhéht sich der Quotient EIDsy/ ELDsy und betragt nun 1,9 fiir die
erste Charge und 5,8 bis 6,6 fir Charge Il. Dies verdeutlicht, dass insbesondere
Embryonen der zweiten Charge von Masthuhneiern die Infektion mit dem Stamm
8474DP4-6 im Beobachtungszeitraum Uberlebt haben. Allerdings darf der Quotient
aus EIDso/ELDsy nicht dariber hinwegtauschen, dass auch in Masthuhneiern der

ersten Charge eine protektive Wirkung eintrat.
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Tab. 14:

Vergleichende Inokulation von spf- und Masthuhneiern

spf-Eier Eiinfektidse Dosis 5o 2,11 x 10%| 1,18x 10° 1,48 x 10°
Eiletale Dosis s 2,11 x 10%| 7,32 x 10* 1,48 x 10°
Masthuhneier Charge der Eier I | Il I
Eiinfektidse Dosis s, 1,58 x 106 | 1,58 x 10° 1,15x 10* 1,04 x 10*
Eiletale Dosis s 1,58 x 108 | 8,33 x 10> 1,99 x 10° 1,58 x 10°
Tab. 15: Kennzahlen zur vergleichenden Inokulation von spf- und

Masthuhneiern

pbE/ EIDs5, spf-Eier 1,09 0,14 0,05
Masthuhneier 1,45 10,75 0,66 0,74
Quotient 1,33 76,79 13,20 14,80

pbE/ELDsy  spf-Eier 1,09 0,23 0,05
Masthuhneier 1,45 20,39 3,86 4,87
Quotient 1,33 88,65 77,20 97,40

EIDso/ ELDsg  spf-Eier 1 1,60
Masthuhneier 1 1,90 5,80 6,60
Quotient 1 1,19 5,80 6,60
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5. Diskussion

5.1 Untersuchungen in spezifiziert pathogenfreien Hilhnereiern

5.1.1 Vergleichende Inokulation in Dottersack und Allantoishohle

Mit den durchgefihrten in ovo Infektionsexperimenten sollten die Auswirkungen einer
ARV-Infektion auf den Embryo untersucht werden. Embryonierte Hiihnereier wurden
am sechsten Bebritungstag in den Dottersack oder am neunten Bebritungstag in
die Allantoishéhle inokuliert. Die inneren Organe der Embryonen wurden auf
primaren Hihnerembryoleberzellkulturen hinsichtlich einer ARV-Infektion untersucht.
Die Virusreisolation aus den inneren Organen lasst, insbesondere bei Absterben des
Embryos, auf eine generalisierte Infektion desselben schlieBen. Die Inokulation
wurde mit dem MAS-assoziierten ARV-Stamm 8474DP4-6 und vergleichend mit dem
ARV-Impfstamm S1133 vorgenommen. Fir jeden Stamm wurden die Kennzahlen
EIDsy und ELDsy ermittelt. Anhand des Verhaltnisses von EIDsy zu ELDsy wird
ersichtlich, ob es zum Uberleben von infizierten Embryonen gekommen ist. Dies ist
dann der Fall, wenn dieses Verhaltnis einen Wert gréBer 1 einnimmt.

Nach Inokulation in den Dottersack kam es bei beiden ARV-Stdmmen nicht zum
Uberleben infizierter Embryonen, das Verhéltnis von EIDs, zu ELDsg betrug folglich 1.
Nach Allantoishdéhleninokulation traten demgegeniber Uberlebende infizierte
Embryonen auf. Das Uberleben infizierter Embryonen trat nach Inokulation mit dem
Stamm S1133 in einem einzelnen Fall auf, das Verhéltnis von EIDsy zu ELDsg betrug
hier 1,8. Fir den Stamm 8474DP4-6 war initial keine ELDsy, zu ermitteln, alle
infizierten Embryonen Uberlebten.

Deutliche Unterschiede zeigten sich auch bei der erforderlichen Dosis um 50 % der
Embryonen zu infizieren oder zu téten. Fir den Stamm S1133 war bei
Allantoishéhleninokulation die sechsfache Dosis erforderlich um 50% der Embryonen
zu infizieren, um 50% der Embryonen zu téten in etwa die 10fache Dosis als bei
Dottersackinokulation. Fir den Stamm 8474DP4-6 zeigte sich ein deutlicherer
Unterschied, hier war nach Allantoishéhleninokulation eine nahezu 100fache Dosis

notig um 50 % der Eier zu infizieren, als nach Dottersackbeimpfung.
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Zusammenfassend kann die Inokulation in den Dottersack fir den Stamm 8474DP4-
6 als der effektivere Infektionsmodus beschrieben werden. Hier zeigten sich im
Vergleich der beiden Infektionsmodi deutliche Unterschiede, wahrend die Inokulation
mit dem Stamm S1133 bei den beiden Inokulationsarten vergleichbare Ergebnisse
erbrachte. Bei Inokulation mit dem Stamm 8474DP4-6 kam es nach Inokulation in die
Allantoishéhle im ersten Durchgang nicht zum Absterben infizierter Embryonen und
im Vergleich zur Dottersackinokulation wurde eine ungleich héhere Inokulationsdosis
toleriert.

Eine Ursache flr die deutlich unterschiedlichen Auswirkungen nach den beiden
Inokulationsmodi kann in der Entwicklung des Embryos liegen. Die Inokulation in den
Dottersack erfolgte am sechsten Bebritungstag und damit deutlich friher als die
Allantoishéhlenbeimpfung am neunten Bebritungstag. Wirde man die Entwicklung
des Embryos als Ursache annehmen, ware allerdings ein gleichférmiges Verhalten
der beiden ARV-Stamme zu erwarten gewesen. Da der Stamm S1133 bei beiden
Inokulationsmodi vergleichbare Ergebnisse hervorbrachte, der Stamm 8474DP4-6
hingegen stark  divergierende Ergebnisse aufwies, erscheint der
Entwicklungsunterschied des Embryos als alleinige Ursache unwahrscheinlich.

Durch die Wahl des Inokulationsmodus werden verschiedene Eintrittswege des Virus
in den Embryo nachgestellt.

Nach der Inokulation in die Allantoishéhle ist der Eintritt des Virus in den Embryo
ausschlieBlich Uber den Allantoiskreislauf mdglich. Der Allantoiskreislauf ist ab dem
finften Bebritungstag funktionsfahig und dient bis etwa zwei Tage vor Schlupf der
Sauerstoffversorgung. Zusatzlich erfolgt ab dem zehnten Bebritungstag eine
Ruckresorption von Flissigkeit aus der Allantoishéhle, wodurch es zur Ausfallung der
enthaltenen Harnsaure kommt. Die Infektion des Embryos erfolgt so nach der lokalen
Vermehrung im Allantoisepithel hdmatogen.

Eine hdmatogene Infektion ist auch nach Inokulation in den Dottersack am sechsten
Bebrutungstag mdglich. Nach einer lokalen Vermehrung im Dottersackepithel, wirde
das Virus den Embryo Uber den Dottersackkreislauf und die Dottersackvene
erreichen. Der Dottersackkreislauf gewahrleistet die friihe Sauerstoffversorgung des
Embryos und ist bereits am 4. BebrlUtungstag gut ausgebildet (PATTEN, 1971). Der
Embryo wirde so nach Iokaler Vermehrung im auBerhalb gelegenen
Dottersackepithel direkt im Sinne einer Viramie erfasst und eine Absiedelung in die
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Zielorgane ware so ohne vorherige primare Replikation in Geweben des Embryos
erfolgt.

Ein zweiter moglicher Infektionsweg nach Dottersackbeimpfung besteht Gber den
Dottersackstiel, welcher sich ab dem flinften Bebritungstag ausbildet. Der
Dottersackstiel verbindet den Dottersack mit dem embryonalen Darmkanal und ist
bereits ab dem sechsten Bebritungstag und ergo dem Zeitpunkt der Inokulation
durchlassig. Durch den Dottersackstiel flieBt Dotter in den Darmkanal ab und wird
dort bis zum Driisenmagen regurgitiert (FEHER, 1975). Nach der Inokulation von
Virus in den Dottersack ist also ein Abtransport des Inokulats in den embryonalen
Darmkanal mdoglich. Dort kann eine primare Replikation des Virus in den
Mukosazellen des Darmes oder Drlisenmagens stattfinden, bis es zu einer Viramie
mit anschlieBender Generalisation kommt, welche dann zum Absterben des Embryos
fuhrt. Das Auftreten einer Viramie nach lokaler Replikation in der Mukosa des
Verdauungstraktes wurde flr andere ARV-Stamme gezeigt (MENENDEZ, 1975b)
und ist daher auch fur den Stamm 8474DP4-6 denkbar.

Der ARV-Impfstamm weist bei beiden Inokulationsarten vergleichbare Werte auf.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Impfvirus nach einer lokalen
Vermehrung im Epithel von Dottersack und Allantoishéhle effizient Uber die
abfihrenden GefdBe den Embryo erreichen kann und dort zu einer generalisierten
Infektion fuhrt. Das Auftreten einer Virdmie ist auch fur andere ARV-Stdmme
beschrieben (MENENDEZ, 1975a), hierbei wird eine lymphozytenassoziierte Viramie
vermutet.

Der MAS-assoziierte Stamm verursacht demgegeniber nach Inokulation in die
Allantoishéhle eine weniger effektive Infektion und profitiert deutlich von der
Inokulation in den Dottersack. Eine moégliche Ursache fir die hdhere
Infektionseffizienz nach dieser Art der Inokulation kann in der primaren lokalen
Vermehrung im embryonalen Darm liegen. Nach der lokalen Vermehrung im Darm ist
neben der Generalisation Uber eine Viramie auch eine aufsteigende Infektion der
Leber mdglich. Die effektive enterale Replikation erfolgt méglicherweise erst nach
einer Prozessierung des Virus durch Enzyme, welche bereits im embryonalen Darm
vorhanden sind (MOTHES et al, 1985). In der elektronenmikroskopischen
Untersuchung von ARV-infizierten Zellkulturen konnte fiir den Stamm 8474DP4-6
gezeigt werden, dass sich im Laufe der Replikation in infizierten Zellen dichte
Aggregate aus Viruspartikeln ausbilden. Da die zur Inokulation verwendeten
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Virusstocks lediglich von Zellresten befreit und nicht durch Ultraschallbehandlung
oder enzymatischen Verdau weiter vorbehandelt wurden ist davon auszugehen, dass
die beobachteten Aggregate im Inokulum noch vorhanden waren. Die Enzyme im
embryonalen Darm kénnten die Virusaggregationen auflésen und so zu einer
effektiveren Infektion beigetragen haben. Zur Uberpriifung dieser These sollte eine
vergleichende Inokulation in die Allantoishdhle und den Dottersack mit durch
Ultraschall- oder Enzymbehandlung praparierten Virusaufarbeitungen erfolgen. In
erster Linie bleibt jedoch die mdgliche Bedeutung der primaren enteralen Replikation
abzuklaren. Hier empfiehlt sich eine vergleichende Inokulation mit dem ARV-Isolat
8474DP4-6 zum gleichen Zeitpunkt in Allantoishéhle und Dottersack.

In einem Wiederholungsversuch wurde abgeklart, ob es nach Inokulation in die
Allantoishéhle mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6 zu einem Absterben der Embryonen
kommen kann. Nach Inokulation mit einer hdhertitrigen Virusanzucht kam es zum
Absterben von Embryonen, gleichzeitig Uberlebten aber auch zahlreiche infizierte
Embryonen bis zum 19. Bebriitungstag. Das Auftreten infizierter Uberlebender war,
wie anhand der durchgeflihrten Titration dargestellt wurde, weitgehend unabhangig
von der absoluten Inokulationsdosis.

Das embryonierte Hihnerei kann ein geeignetes Modell darstellen, um die
Pathogenitat von Virusstdmmen zu charakterisieren. Hierbei wird im Allgemeinen die
Vitalitdt der inokulierten Eier Uberpruft und die Zeit von der Inokulation bis zum
Absterben infizierter Embryonen gemessen. In ovo Modelle zur Charakterisierung
der Pathogenitat sind fir zahlreiche Viren, unter anderem fir das Virus der
Newcastle-Krankheit (NDV), etabliert. Es handelt sich hierbei um ein Avidres
Paramyxovirus des Serotyps 1, welches im Tierversuch durch eine intracerebrale
Inokulation von Eintagskiken in die vier Pathotypen (apathogen, lentogen, mesogen
und velogen) eingeteilt werden kann. Fir NDV besteht eine deutliche Korrelation
zwischen den im Tierversuch ermittelten Pathotypen und der mittleren Absterbezeit
nach in ovo Inokulation (ALEXANDER, 2000).

Die fur die ARV-Stdmme S1133 und 8474DP4-6 nach Dottersackinokulation
ermittelten mittleren Absterbezeiten zeigten keine deutlichen stammspezifischen
Unterschiede. Bei wiederholter Inokulation von spf-Eiern mit dem Stamm 8474DP4-6
in die Allantoishdhle kam es zwar zum Absterben infizierter Embryonen, die mittlere
Zeit bis zum Absterben von Embryonen war jedoch starken Schwankungen
unterworfen und flhrte bei wiederholter Infektion mit der gleichen Dosis nicht zu
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reproduzierbaren Ergebnissen. Zusatzlich bedingt die Infektion nicht das Absterben
der Embryonen, Uberlebende infizierte Embryonen traten regelmaBig auf. Dadurch ist
es nicht mdglich den Infektionsstatus der Eier anhand der Vitalitat durch einfaches
Schieren der Eier zu beurteilen, dieser muss vielmehr Uber einen ungleich
aufwendigeren Virusnachweis Uberprift werden. Die Bestimmung der mittleren
Absterbezeit nach Inokulation von Hihnereiern lasst damit keine Rickschlisse auf
die Pathogenitét eines bestimmten Stammes zu und die in ovo Untersuchung stellt

keine geeignete Methode zur Charakterisierung von ARV-Stammen dar.
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5.2 Tierversuch

5.2.1 Beurteilung der Sterblichkeit

Insbesondere in der Versuchsgruppe, in geringerem MaBe auch in der
Kontrollgruppe waren im Verlauf des Versuches Abgange zu verzeichnen. Die
Mortalitat in der Versuchsgruppe war deutlich héher als in der Kontrollgruppe,
zusatzlich fielen zwischen dem zweiten und zwdlften Lebenstag Versuchstiere mit
hochgradig gestértem Allgemeinbefinden auf, welche aus Tierschutzgriinden
euthanasiert wurden. Insgesamt verendeten zwischen den Tagen eins und zwolf 17
von 69 Versuchstieren, zusatzlich wurden zwischen dem dritten und zwdlften
Lebenstag 22 Versuchstiere aus Tierschutzgriinden nach Schlagbetaubung getétet.
Die euthanasierten Tiere wiesen ein hdchstgradig gestdrtes Allgemeinbefinden auf
und wurden als moribund beurteilt. Da damit der Tod der Tiere zwar zeitlich nicht
vorhersehbar, aber unausweichlich erschien, wurden die euthanasierten Tiere in die
Mortalitat eingerechnet. Die Mortalitat betrug flir den Zeitraum zwischen Schlupf und
siebtem Lebenstag 52,2%, flr den Zeitraum bis zum zwdlften Tag erhéhte sich die
Sterblichkeit auf insgesamt 56,5%. In der Kontrollgruppe war im Vergleichszeitraum
bis zum siebten Lebenstag eine Sterblichkeit von 6% zu verzeichnen, bis zum
zwolften Tag betrug die Sterblichkeit unter den Kontrolltieren 12%. Im Rahmen von
Leistungsprifungen wurden fur Hihner der Rasse White Leghorn Tierverluste bis
zum 140. Lebenstag ermittelt, die unter einem Prozent lagen. Fir Masthihner wird
bei 35-tdgiger Mastdauer von Tierverlusten bis zu 3,5% ausgegangen (DISTL und
SIEGMANN, 2005). Die ermittelten Mortalitatsraten sind demnach fiir beide Gruppen
als zu hoch anzusehen.

ARV-Infektionen kénnen eine deutlich erhéhte Sterblichkeit mit sich bringen, VAN DE
ZANDE und KUHN (2007) stellten nach intramuskularer Inokulation von
Eintagskiken der Rasse White Leghorn mit dem MAS-assoziierten ARV-Isolat ERS-
2 (VAN LOON et al., 2001) eine Sterblichkeit von 79% innerhalb von sieben Tagen
fest. Im vorliegenden Versuch ist die Infektion mit dem ARV-Stamm 8474DP4-6 als
alleinige Ursache fir die deutlich erhéhte Sterblichkeit in der Versuchsgruppe jedoch
unwahrscheinlich, da auch in der Kontrollgruppe eine Erhéhung der Sterblichkeit
auftrat.
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5.2.2 Beurteilung der Daten zum Korpergewicht

Das Korpergewicht wurde als Kriterium eines gestérten Wachstums betrachtet und
am Tag des Schlupfes sowie am dritten, siebten, 14., 21., 28. und 35. Lebenstag
durch Wiegen der Einzeltiere ermittelt.

Das durchschnittliche Kérpergewicht nahm in beiden Gruppen bis zum dritten
Lebenstag leicht ab. Dies ist als physiologischer Befund zu beurteilen, da in den
ersten Lebenstagen der Dotter resorbiert und zudem noch wenig Futter
aufgenommen wird. Ab dem dritten Lebenstag nahmen die Tiere beider Gruppen an
Gewicht zu, wobei das durchschnittliche Kérpergewicht der Versuchstiere bereits ab
dem siebten Lebenstag hinter demjenigen der Kontrollgruppe zurtckblieb. Das
durchschnittliche Kérpergewicht der Versuchstiere war zu jedem Messpunkt bis zum
35. Lebenstag kleiner als das Durchschnittsgewicht der Kontrolltiere.

Eine reduzierte Gewichtszunahme ist nach experimenteller Infektion von Hihnern mit
ARV bereits hinlanglich beschrieben. Mehrere Forschungsgruppen inokulierten spf-
Eintagskiiken einer Masthuhnrasse mit ARV-Isolaten, welche aus klinisch an MAS
erkrankten Masthihnern isoliert worden waren. Eine vorlbergehende, statistisch
signifikante Reduktion in der Gewichtszunahme stellten AL-AFALEQ und JONES
(1994) sowie REKIK et al. (1991) nach oraler Inokulation von Eintagskiken mit
einem ARV-Isolat fest. Dies war auch nach Inokulation in den FuBballen zu
bestatigen, welche REKIK et al. (1991) parallel durchfiihrten. Auch VERTOMMEN et
al. (1980a) beobachteten nach der oralen Verabreichung eines ARV-Isolates an
Eintagskiken eine verringerte Gewichtszunahme, wobei zuséatzlich enterale
Symptome wie Durchfall auftraten. Auch im vorliegenden Versuch fiihrte die Infektion
mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6 zu einer signifikant erniedrigten Gewichtszunahme.
Als Ursache flr die verringerte Gewichtszunahme kommen verschiedene Aspekte in
Betracht. In der Versuchsgruppe wurden moribunde Tiere mit einem hochgradig
gestorten Allgemeinbefinden auffallig, die eine Inappetenz aufwiesen. Bei
Betrachtung der Gewichtsdaten der Versuchsgruppe am dritten und siebten
Lebenstag zeigte sich, dass alle Tiere, deren Gewicht deutlich vom Median abwich
und Werte kleiner des unteren Whiskers einnahm, noch am selben Tag moribund
euthanasiert wurden.

Mit dem Ziel eine Verfédlschung der Auswertung durch diese klinisch schwer

erkrankten Tiere zu vermeiden, wurden fir die Beurteilung der Zunahme nur die
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Daten derjenigen Tiere bertcksichtigt, welche bis zum 35. Lebenstag Uberlebten. Fir
jeden Untersuchungszeitpunkt wurde jeweils die Gewichtszunahme als Differenz des
aktuellen Gewichtes zum Ausgangsgewicht am Tag des Schlupfes betrachtet. Die
Gewichtszunahme in der Versuchsgruppe war ab dem siebten Tag geringer als in
der Kontrollgruppe, dies wurde durch einen Vergleich der Daten mit Hilfe des
exakten Wilcoxon Rangsummentestes bestatigt.

Eine primare Schadigung des Dinndarms mit nachfolgender Malabsorption und
Malassimilation von Nahrstoffen, erscheint in Anbetracht der Ergebnisse der
pathohistologischen Untersuchung als unwahrscheinlich. Zu keinem Zeitpunkt
wurden Veranderungen des Didnndarms festgestellt, die auf eine eingeschrankte
Funktion des Darmepithels schlieBen lassen kénnten. Die beobachtete vakuolare
Degeneration der Azinozyten des Pankreas wurde auch bei an MAS erkrankten
Hihnern beobachtet (ASDRUBALI et al., 1984, 1985). Eine eingeschrankte Funktion
des exokrinen Pankreas kdnnte eine Maldigestion und nachfolgend eine Reduktion
der Gewichtszunahme bedingen. Die an den Versuchstieren beobachteten
Veranderungen waren jedoch nur bei einzelnen Tieren vorhanden und von milder
Auspragung, so dass sie als Ursache fir die anhaltende Minderung der
Gewichtszunahme nicht wahrscheinlich sind.

Demgegenlber kénnte die beobachtete Durchfallsymptomatik ursachlich fur die
erniedrigte Gewichtszunahme sein. In der Versuchsgruppe fielen vom zweiten bis
zum achten Lebenstag Tiere mit Durchfallsymptomatik auf, wahrend in der
Kontrollgruppe lediglich von sechsten bis achten Lebenstag Durchfall beobachtet
wurde. Die friher einsetzende und langer andauernde Durchfallsymptomatik kénnte
zeitlich begrenzt eine verringerte Gewichtszunahme bedingen, als alleinige Ursache
fr eine anhaltend verringerte Gewichtszunahme erscheint das Durchfallgeschehen
jedoch unwahrscheinlich. Nach einer kurzfristigen Leistungsdepression ware dann zu
erwarten gewesen, dass sich die Werte zur Gewichtszunahme bis zum 35.
Lebenstag wieder den in der Kontrollgruppe gemessenen Werten annahern. Unter
den Versuchstieren mit Durchfallsymptomatik, waren dartber hinaus zahlreiche Tiere
mit hochgradig gestértem Allgemeinbefinden, welche vor Versuchende starben oder
euthanasiert wurden und damit nicht in die Auswertung zur Gewichtsentwicklung
einbezogen wurden.

Durch die Ausnahme der hochgradig erkrankien Tiere, welche vor dem 35.
Lebenstag verendeten, ergibt sich bei den verbleibenden Versuchstieren bezlglich
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der Schwere der beobachteten klinischen Symptome eine mit der Kontrollgruppe
vergleichbare Situation. Damit stehen die Auswirkungen der Infektion mit dem ARV-
Isolat 8474DP4-6 als Ursache fir die reduzierte Gewichtsentwicklung im
Vordergrund. Mdglich erscheint zum einen eine Schadigung des Darmepithels und
auch des Pankreas auf zellularer Ebene, so dass die Verdnderungen in der
feingeweblichen Untersuchung nicht erkennbar sind. Eine immunhistochemische
Untersuchung zum Nachweis von ARV-Antigen in den Zellen kénnte hier in
nachfolgenden Untersuchungen hinweisend sein.

Zum anderen kénnten auch im Bezug auf die Gewichtsentwicklung mégliche
Einflisse der ARV-Infektion auf den Immunstatus der Tiere zum Tragen kommen.
Eine durch ARV verursachte Immunsuppression macht das betroffene Kiken anfallig
fir Sekundarinfektionen, deren Begrenzung flir das betroffene Tier mit einem hohen
energetischen Aufwand verbunden ist und damit eine erniedrigte Gewichtszunahme
nach sich zieht. Die Auswirkungen einer Infektion mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6 auf
den Immunstatus der Tiere bleibt in weiterfihrenden Untersuchungen abzuklaren.
Uber welchen pathogenetischen Mechanismus die ARV-Infektion zu einer
verringerten Gewichtszunahme fihrt, ist anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht

eindeutig zu klaren.
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5.2.3 Beurteilung der bakteriologischen Befunde

Aus Tieren beider Gruppen wurden verschiedene Gram-positive (Staphylococcus
sp., Streptococcus sp. Enterococcus sp.), wie Gram-negative (E.coli)
Bakterienspezies isoliert. Aus Tieren der Kontrollgruppe wurde zusatzlich Bacillus sp.
und Citrobacter freundii nachgewiesen, aus Tieren der Versuchsgruppe wurde
zusatzlich  Enterobacter cloacae nachgewiesen. Die Isolierung aus der
Kontrollgruppe erfolgte vermehrt zwischen dem vierten und achten Lebenstag, aus
Versuchstieren wurden vom Tag des Schlupfes bis zum siebten Lebenstag vermehrt
Bakterien isoliert. Alle isolierten Spezies sind in der Lage, pathologische
Veranderungen im Huhn auszulésen, sind aber gleichsam als physiologische
Mikroflora beschrieben.

Staphylococcus sp.:

Infektionen mit Staphylococcus sp. treten im Huhn héaufig auf, wobei
schwerwiegende klinische Erscheinungen im Allgemeinen durch Staphylococcus
aureus hervorgerufen werden. Die Differenzierung von Staphylococcus sp. erfolgt im
Dekapsulationstest, Staphylococcus aureus reagiert in diesem Test positiv. Der
Deapsulationstest weist die von Staphylococcus aureus gebildete Hyaluronidase
nach. Die im gegebenen Versuch isolierten Staphylokokken wurden hingegen als
Hyaluronidase-negativ charakterisiert. Hyaluronidase-negative Staphylokokken sind
beim Huhn als autochthone Flora beschrieben, manche Subspezies kdnnen als
fakultativ pathogene Keime auftreten, wenn ihnen durch eine Vorschadigung das
Eindringen in das Gewebe ermdglicht wird (ANDREASEN, 2008).

Streptococcus sp.:

Streptococcus sp. sind in der Umwelt ubiquitér verbreitet und werden auch aus
gesunden Huahnern isoliert. Im Gefligel sind Streptokokken vor allem als
opportunistischer Erreger beschrieben (THAYER et al., 2008).

Enterococcus sp.:

Enterococcus sp. wurden lange Zeit als Streptokokkus der Lancefield-Gruppe D
klassifiziert und ist im englischen Sprachgebrauch auch als .fecal strep” (dtsch:
Fakal-Streptokokke) bekannt. Enterococcus sp. sind Teil der natlrlichen Darmflora
des Huhnes. Einige Spezies, insbesondere Enterococcus faecalis, sind auch mit
Krankheit assoziiert. Es sind sowohl akute septikdmische Verlaufe mit erhdhter

Mortalitat, als auch subakut bis chronische Verlaufsformen mit Depression und
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Gewichtsverlust beschrieben. In der pathologischen Untersuchung wird h&ufig
granulomatdse Hepatitis und eine eitrige Endokarditis festgestellt (THAYER et al.,
2008). Nach experimenteller Infektion mit Enterococcus faecalis wiesen
HUhnerkiken eine Retention des Dottersacks auf, zusatzlich wurden maternale
Antikdrper, welche gegen das Newcastle Disease Virus gerichtet waren, deutlich
schlechter aus dem Dotter resorbiert (SANDER et al., 1998).

Bacillus sp.:

Aus der Kontrollgruppe wurde als weitere Gram-positive Spezies auch Bacillus sp.
isoliert. Diese steht im Zusammenhang mit Dottersackinfektionen (BARNES und
NOLAN, 2008).

Citrobacter freundii und Enterobacter cloacae:

Die beiden Gram-negativen Bakterienspezies Citrobacter freundii und Enterobacter
cloacae besiedeln als physiologische Mikroflora die mukosalen Membranen von
Verdauungs- und Respirationstrakt. Beide treten als opportunistische Erreger bei
Infektionen des Respirationstraktes, des Dottersacks, sowie der Haut auf (BARNES
und NOLAN, 2008).

Escherichia coli

Aus einigen Tieren der Versuchs- und auch der Kontrollgruppe wurde auch
Escherichia coli (im weiteren als E. coli bezeichnet) isoliert. Die Spezies E. coli zeigt
groBe stammspezifische Unterschiede bezlglich ihrer Pathogenitat. Wéahrend
apathogene Stdmme als natirliche Darmflora auftreten, filhren andere Stdmme zu
schweren klinischen Verlaufen. Die Klassifizierung von E. coli in Serovare erfolgt
nach dem Kauffmann-Schema anhand der Oberflachenantigene. Berlcksichtigt
werden hierbei in erster Linie das somatische Antigen O und das flagellare Antigen
H, es sind etwa 180 verschiedene O- und 60 K-Antigene bekannt. Weitere Antigene
(K, F) ermdglichen bei Bedarf eine noch differenziertere Unterteilung.

Die krankheitsauslésenden Stdmme kdnnen nach der Lokalisation der verursachten
Lasionen in intestinale und extraintestinale Stdmme eingeteilt werden. Unter den
intestinalen Stdmmen werden unter anderen die Pathovare enterotoxische (ETEC),
enterohamorrhagische (EHEC), enteropathogene (EPEC) und enteroinvasive E. coli
(EIEC) unterschieden. Die pathogenen Eigenschaften der verschiedenen Stamme
werden durch Entero-, Endo- und Cytotoxine, sowie durch Adh&sionsfaktoren
bedingt.
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Die fur Vbgel pathogenen (engl.: avian pathogenic) Stdmme werden auch als APEC
bezeichnet, sie unterscheiden sich von den Saugetier-assoziierten Stdmmen und
sind flr Sauger in den meisten Fallen nicht oder nur schwach pathogen. Primére
Darminfektionen mit den erwahnten teilweise toxinbildenden Pathovaren ETEC,
EIEC, EHEC und EPEC sind bei Végeln selten. Gesunde Végel mit einem intakten
Immunsystem erweisen sich im Allgemeinen als bemerkenswert resistent gegenlber
einer Infektion auch mit hochpathogenen E. coli- Stammen. Bei einer Schwéachung
des Immunsystems oder bei Stdérung der natlrlichen Barrieren (Haut, mukosale
Membranen) durch Traumata oder Infektionen kann eine Infektion mit E. coli jedoch
leicht erfolgen und sich auch rasch im betroffenen Vogel ausbreiten. Die
Empféanglichkeit des Huhnes gegenlber Infektionen mit E. coli kann durch
verschiedene Faktoren gesteigert werden. Neben physiologischen Aspekten (Alter,
Rasse etc.), Haltungsbedingungen (Staubbelastung, Besatzdichte u. v. m.),
Toxinbelastung (z. B. Ammoniak, Mykotoxine) sind in diesem Zusammenhang auch
parasitare (Ascaris sp.; Eimeria sp.) sowie bakterielle (Bordetella avium, Mycoplasma
sp.) Infektionen als modulierende Faktoren bekannt. Auch eine Reihe viraler
Infektionen spielen bei der E. coli-Infektion des Huhnes eine Rolle als agravierender
Faktor: in diesem Kontext sind das Adenovirus Typ 1, das Virus der Atypischen
Gefllgelpest (NDV), das Virus der Infektiésen Bursitis, aber auch ARV beschrieben.
Klinisch treten Infektionen mit E. coli im Huhn insbesondere als Colibazilllose oder
als Coligranulomatose in Erscheinung. Die Colibazillose kann sich als akutes
septikdmisches Krankheitsgeschehen darstellen und mit deutlich erhéhter Mortalitat
einhergehen, aber auch einen protrahierten Verlauf mit einer fibrinésen Entziindung
der ser6sen Haute nehmen. Weiterhin kann sich die Colibazillose auch lokal
manifestieren, neben Hautinfektionen sind hier insbesondere Nabel- und
Dottersackentziindungen beschrieben. Die Coligranulomatose (Hjarre-Krankheit)
wird durch spezifische E. coli-Stamme des Serotyps O8 und O9 hervorgerufen und
tritt insbesondere bei alteren Hihnern als granulomatése Darmentziindung auf.

E. coli ist nicht zuletzt als Keim der autochthonen Darmflora des Haushuhnes
beschrieben. Aus dem Darm gesunder Hiihner wird E. coli mit Keimzahlen von 10°
und mehr Keimen je Gramm Kot nachgewiesen. Als opportunistische Erreger kénnen
auch primér nicht pathogene Stdmme nach Vorschadigung der Mukosa des Darmes
in die Blutbahn Ubertreten und eine systemische Infektion verursachen (BARNES et
al., 2008).
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Bei den isolierten E. coli ist davon auszugehen, dass es sich um ubiquitar
auftretende Stamme handelt. Ein Eintrag von APEC erscheint als unwahrscheinlich,
da die Tiere in isolierten Abteilungen mit HEPA-Luftfiltersystem aufgezogen wurden.
Zu keiner Zeit bestand direkter Kontakt zu anderen Végeln. Zusatzlich wurde ein
Hygienekonzept etabliert, welches unter anderem einen Kleiderwechsel vor Betreten
des Stallabteiles, sowie DesinfektionsmaBnahmen beinhaltete.

Bei allen isolierten Bakterienspezies handelt es sich also um primar apathogene
Bakterien, die auch in der autochthonen Mikroflora des Huhnes nachzuweisen sind.
Daher stellt sich die Frage, ob der Nachweis der beschriebenen Bakterienspezies als
physiologischer Befund einzuordnen ist.

Auch die Tatsache, dass eine Isolierung der Bakterienspezies aus den inneren
Organen Herz, Lunge und Leber erfolgte, lasst nicht automatisch auf ein
pathologisches Geschehen schlieBen. Nach dem Tod eines Huhns kommt es
innerhalb kiirzester Zeit zu einer Autolyse der Darmwand und damit zum Ubertritt
von darmassoziierten Bakterien in die Bauchhdhle (BARNES et al., 2008). Wéahrend
beim Sauger durch das Zwerchfell eine deutliche Trennung von Brust- und
Bauchhéhle erfolgt, sind die Kdrperhdhlen des Vogels nur durch vergleichsweise
dinne serdése Haute abgegrenzt (VOLLMERHAUS, 1992). Im Rahmen von
autolytischen Vorgédngen kann so auch eine Kontamination von Herz und Lunge
durch darmassoziierte Bakterien in einem relativ kurzen Zeitraum erfolgen.

Um zumindest den Einfluss postmortaler Autolyse auszuschlieBen wurde, fur die
Beurteilung nur die an euthanasierten Tieren erhobenen bakteriologischen Befunde
herangezogen. In geringem MaBe ist ein Ubertritt von darmassoziierten Bakterien
auch bei moribunden Tieren vorstelloar, da hier von einer eingeschrankten
Abwehrhaltung des stark geschwéachten Organismus ausgegangen werden muss.
Darlber hinaus weisen Voégel keine Lymphknoten auf, so dass keine effektive
Filtration der Lymphe vor dem Wiedereintritt der FlUssigkeit in den Blutkreislauf
erfolgt. Der Ubertritt von Bakterien in die interzellulare Fliissigkeit fiihrt damit deutlich
schneller und haufiger zu einer Bakteriamie, als dies bei Saugetieren der Fall ist.

In der Kontrollgruppe war vom sechsten bis neunten Lebenstag ein klinisches
Geschehen mit reduziertem Allgemeinbefinden und leichter Durchfallsymptomatik
auffallig. Am achten Lebenstag wurden aus den Lungen von zwei Tieren
Enterococcus sp. und E. coli isoliert. Der Befund ist mit Vorsicht zu betrachten, da

am achten Lebenstag bereits eine antibiotische Behandlung mit Enrofloxacin
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eingeleitet war. Nach Verabreichung des antibiotischen Wirkstoffes ab dem sechsten
Tag besserte sich das klinische Bild rasch, so dass eine bakterielle Infektion als
Ursache wahrscheinlich erscheint.

Auch aus der Versuchsgruppe wurden gleichzeitig mit dem Auftreten von klinischen
Symptomen zwischen dem zweiten und siebzehnten Lebenstag verschiedene
Bakterienspezies aus den Organen getdteter Tiere isoliert. Wiederum wurden in
erster Linie Enterococcus sp. und E. coli isoliert. Anders als in der Kontrollgruppe
hatte eine antibiotische Behandlung mit Enrofloxacin und anschlieBend mit Colistin
tber je funf Tage ab dem zweiten Lebenstag keine deutliche Besserung der
klinischen Symptome zur Folge. Die klinischen Symptome waren deutlich schwerer
ausgepragt, als in der Versuchsgruppe. Urséachlich ist auch hier von einer
bakteriellen Beteiligung an der Entstehung der klinischen Symptome auszugehen.
Aus den getbteten Tieren der Versuchsgruppe wurden zu etwa gleichen Teilen eine
Gram-positive kokkoide Mischflora, sowie Enterococcus sp. und E. coli isoliert. Die
beobachteten Symptome kénnten gleichsam allein durch einen pathogenen Stamm,
beispielsweise der Spezies E. coli verursacht worden sein, in diesem Falle ware
jedoch eine deutlich Haufung des Nachweises von E. coli zu erwarten gewesen. Die
anteilig gleichférmige Isolierung verschiedener Bakterienspezies deutet vielmehr auf
ein Entgleisen der autochthonen Mikroflora mit anschlieBender Generalisierung im

Sinne eines septischen Geschehens.
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5.2.4 Beurteilung der virologischen Befunde

5.2.4.1 Eintrag in die Herde

Anhand der erhobenen Daten zu Reisolierung von ARV sollte zunachst geklart
werden, ob es nach Allantoish6éhleninokulation von embryonierten Eiern mit dem
Stamm 8474DP4-6 zum Schlupf infizierter Kilken kommen kann. Damit sollte ein
sehr friher Eintrag von ARV in die Herde ermdglicht werden. Aus Tieren der
Versuchsgruppe wurde ARV vom Tag des Schlupfes bis zum zwdlften Lebenstag
aus allen untersuchten Tieren reisoliert. Damit konnte gezeigt werden, dass eine
vertikale Infektion von Hihnern der Rasse Lohmann Selected White Leghorn mit
dem ARV-Isolat 8474DP4-6 moglich ist.

Die natlrliche vertikale Infektion von Kiken mit ARV wurde in zahlreichen
vorangegangenen Untersuchungen nachgewiesen (KERR und OLSON, 1969;
OLSON und KHAN, 1972; VAN DER HEIDE, 1974). Auch durch die experimentelle
Inokulation von embryonierten Hihnereiern konnte ein vertikaler Eintrag von ARV in
eine Herde erreicht werden (MENENDEZ et al.,, 1975a; HUSSAIN und
SPRADBROW, 1981). Beide Arbeitsgruppen wahlten den Inokulationsmodus in den
Dottersack und inokulierten embryonierte Hihnereier zu einem sehr frihen Zeitpunkt
am ersten (HUSSAIN und SPRADBROW, 1981) und vierten Bebritungstag
(MENENDEZ et al., 1975a). In beiden vorgestellten Publikationen wird eine erhdhte
Mortalitdt der Embryonen nach Inokulation der Eier und eine reduzierte Schlupfrate
abhangig von der Inokulationsdosis beschrieben. Auch fir das Isolat 8474DP4-6
wurde bei der frihen Infektion in den Dottersack am sechsten Tag dosisabhangig
eine hohe Sterblichkeit der Embryonen festgestellt; nahezu alle infizierten
Embryonen starben ab. Fir den durchgefihrten Tierversuch wurde daher der
Infektionsmodus in die Allantoishéhle zu einem spéaten Zeitpunkt gewéahlt. Es handelt
sich hierbei um eine Standardmethode zur Inokulation von embryonierten
Huhnereiern (MAYR et al., 1974), die sich insbesondere in der spaten Phase der
Bebritung bewahrt hat und bei geringer Spontansterblichkeit nach Inokulation zu
zuverlassigen Infektionsergebnissen fuhrt.

Nach Inokulation der embryonierten Eier mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6 in die
Allantoishéhle am 14. Bebritungstag betrug die Schlupfrate 51,9% und war damit
héher als die Schlupfrate der Kontrollgruppe mit 46,3%. Die Inokulation mit ARV in



DISKUSSION 129

einer spaten Phase der Bebritung hatte demnach keinen Einfluss auf die
Schlupffahigkeit der Kiken. Diese Beobachtungen decken sich auch mit den oben
vorgestellten in ovo Infektionsversuchen, auch hier hatte die Inokulation mit dem
ARV-Stamm 8474DP4-6 beziglich der Mortalitdt geringere Auswirkungen als das
Impfvirus S1133. Die Inokulation in die Allantoishéhle kann jedoch nur
Modellcharakter haben, da es sich um ein artifizielles System handelt. Die nattrliche
Infektion des Embryos Uber die Allantoishéhle kann nicht erfolgen, da die Allantois
ausgehend von der hinteren entodermalen Darmbucht des Embryos ausgebildet wird
und nicht mit maternalen Strukturen in Verbindung steht.

Im Rahmen einer natirlichen vertikalen Infektion kann das Virus entweder
ausgehend vom Ovar Uber den Dotter oder ausgehend vom Salpinx Gber das Eiklar
in das Ei gelangen. Befindet sich das Virus nach der Replikation im Ovar im Dotter,
so ist von einer Infektion des Embryos Uber den Dottersack auszugehen, befindet
sich der Erreger hingegen im Eiklar, erfolgt die Infektion Uber die Amnionhdhle,
nachdem diese ab dem 11. Bebritungstag mit dem Albumen kommuniziert
(RUSSE, 1998).

Bei einer natirlichen vertikalen Infektion ist weiterhin davon auszugehen, dass nur
ein Teil der Eier infiziert ist. MENENDEZ et al. (1975b) wiesen ARV aus einzelnen
Eiern experimentell infizierter Hihner nach, die bis zu 61 Tage nach Inokulation
gelegt wurden. Die vertikale Infektion kdnnte so den primaren Eintrag bedingen, die
oft rasch erfolgende Ausbreitung im Bestand wird hingegen hauptséchlich einer
anschlieBend erfolgenden horizontalen Infektion zugeschrieben (JONES, 1986).

Der Infektionsstatus der Sentineltiere belegt die horizontale Ubertragung der ARV im
Bestand. Ein Virusnachweis erfolgte aus Sentineltieren, welche am ersten und
zweiten Lebenstag verendet waren. Wahrend am ersten Tag ARV nur in der
Sammelprobe aus Duodenum und Pankreas reisoliert wurde, erfolgte der ARV-
Nachweis am zweiten Lebenstag aus allen flnf untersuchten Organproben. Unter
den untersuchten Organen war auch die Bursa Fabricii. Diese ist im Sinne einer
aufsteigenden Infektion ausgehend vom Darm nicht zu erreichen, so dass bereits am
zweiten Lebenstag von einer Generalisation der ARV-Infektion auf hdmatogenem
Weg ausgegangen werden kann. Der Virusnachweis aus Trachea und Darm von
Kontakttieren Gber einen Zeitraum von bis zu zehn Tagen wurde durch JONES und
GUNERATNE (1984) beschrieben.
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Im vorliegenden Versuch erfolgte der Nachweis von ARV aus Sentineltieren
zunachst nur am ersten und zweiten Lebenstag, zu einem spateren Zeitpunkt war
kein replikationsfahiges ARV nachzuweisen Die am 24., 35. und 36. Lebenstag
untersuchten Sentineltiere wiesen mit Ausnahme eines Tieres in der serologischen
Untersuchung Antikérper gegen ARV auf. Dies weist auf eine Auseinandersetzung
mit dem ARV hin, die Ausbildung einer humoralen Immunantwort lasst auf eine
generalisierte Infektion schlieBen, die eliminiert werden konnte.

Als kritische Phase fiir eine Infektion wird die Zeit unmittelbar nach dem Schlupf
angesehen, die Kiken weisen hier eine erh6hte Empfanglichkeit fir eine Infektion mit
ARV auf (JONES und GUNERATNE, 1984). Im gegebenen Versuchsmodell
schlipften die Sentineltiere zwischen den Versuchstieren, eine Infektion konnte so
unmittelbar nach dem Schlupf erfolgen.

Die Vermehrung von ARV nach Inokulation in die Allantoishéhle wurde beschrieben
(PETEK et al., 1967). Wahrend des Schlupfes kommt es zum ZerreiBen der Allantois
und in der Allantoisfllissigkeit enthaltenes Virus wird in die Umgebung abgegeben.
Eine Infektion der Sentineltiere konnte so bereits stattfinden, bevor eine
Ausscheidung von ARV Uber den Darm oder Respirationstrakt der Versuchstiere

erfolgte.
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5.2.4.2 Organtropismus und zeitlicher Verlauf der Infektion

Das untersuchte Organspekirum umfasste Leber, Drisenmagen, Duodenum mit
Pankreas, Jejunoileum und Bursa Fabricii. Alle untersuchten Organe zeigten sich fir
eine Infektion mit dem Stamm 8474DP4-6 empfanglich, insgesamt wurden n=60
Bursaproben und je n=63 Proben aus den weiteren Organen untersucht. Am
haufigsten erfolgte der Virusnachweis aus Duodenum mit Pankreas (ARV-Nachweis
aus 53% der untersuchten Proben) und Jejunoileum (52%). Etwas seltener wurde
ARV aus dem Drisenmagen nachgewiesen (ARV-Nachweis aus 46% der
untersuchten Proben). Die untersuchten Lebern und Bursen zeigten sich als noch
weniger haufig mit ARV infiziert, hier wurde ARV aus je 43% der untersuchten
Organe reisoliert. Vorbehaltlich einer statistischen Priifung zeigte sich geringe
Praferenz des Virus flir Organe des Gastrointestinaltraktes, insbesondere des
Dinndarmes, wahrend Leber und Bursa seltener infiziert waren.

ARV weisen stammspezifische Unterschiede beziiglich des Gewebetropismus auf,
dies spiegelt sich auch in der Bandbreite der verursachten klinische Erscheinungen
wider.

Der Darm ist als wichtiges Zielorgan der ARV bekannt und wird als wichtigster Ort
der Virusreplikation diskutiert (JONES, 2000). KIBENGE et al. (1985) fUhrten einen
Virusnachweis aus verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes
(Osophagus, Driisenmagen, Duodenum, lleum, Zakum, Rektum, Pankreas und
Leber) eines experimentell mit einem arthrotropischen ARV-Stamm infizierten
Huhnes durch. Sie zeigten einen Nachweis aus allen untersuchten Abschnitten, eine
Vermehrung mit hohen Titern fand insbesondere in Duodenum, Pankreas, lleum,
Zakum und Rektum statt, wobei das Virus in lleum, Zakum und Rektum am langsten
persistierte. Fir MAS-assoziierte ARV-Stamme wurden derart detaillierte Studien
zum Tropismus bezlglich der einzelnen Darmabschnitte bislang nicht durchgefihrt,
ahnliche Untersuchungen waren jedoch wiinschenswert.

Die Lunge wird von mehreren Autoren als Ort der primaren Replikation beschrieben
(SUBRAMANYAM und POMEROQOY, 1960; ELLIS et al., 1983), auch die
Ausscheidung von ARV aus infizierten Tieren Uber den Respirationstrakt ist bekannt
(JONES und GUNERATNE, 1984).

Viele ARV-Stdmme replizieren in den synovialen Hauten und kénnen in diesem
Gewebe langere Zeit persistieren (JONES, 2000; SAHU und OLSON, 1975).
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Ein weiteres wichtiges Zielgewebe stellen lymphatische Organe dar. ELLIS et al.
(1983) wiesen ARV in hoher Konzentration aus einer Sammelprobe lymphatischer
Organe, die Milz, Thymus und Bursa Fabricii enthielt nach. ARV wurde auch aus
dem Knochenmark experimentell infizierter Hihner isoliert (KIBENGE et al., 1985).
Waéhrend der Phase der Viramie ist ARV hauptsachlich im Serum nachzuweisen, zu
einem geringeren Anteil ist Virus aber auch aus den im Blut zirkulierenden
mononukledren Zellen zu isolieren (KIBENGE et al., 1985).

Als Zielorgan fir eine ARV-Infektion ist auch die Leber beschrieben (JONES und
GUNERATNE, 1984). Weiterhin fielen Stdmme auf, welche eine hohe Affinitdt zum
zentralen Nervensystem aufwiesen (VAN DE ZANDE und KUHN, 2007).

Wahrend bezlglich des Organtropismus fir den ARV-Stamm 8474DP4-6 keine
eindeutige Praferenz nachgewiesen werden konnte, zeigten sich im zeitlichen
Verlauf der Infektion interessante Verteilungsmuster. Am Tag des Schlupfes und am
ersten Lebenstag wiesen einzelne Tiere der Versuchsgruppe bereits eine
generalisierte Infektion mit Virusnachweis aus allen Organen auf. Andere Tiere
zeigten eine Infektion einzelner Organe, wobei stets auch Darmabschnitte infiziert
waren. Zwischen dem dritten und siebten Tag wies die Uberwiegende Mehrheit der
Tiere eine generalisierte Infektion mit Virusnachweis aus allen untersuchten Organen
auf. Ab dem elften Lebenstag waren wiederum nur einzelne Organe infiziert, wobei
auch hier ein gehaufter ARV-Nachweis aus dem Darm auffiel.

Alle am 20. Bebrutungstag untersuchte Embryonen (n=3) wiesen eine Infektion der
Chorionallantoismembran auf, wahrend nur bei einem Tier eine Infektion der Leber
vorlag. Die beobachteten Ergebnisse lassen begrenzt Schllisse auf den
Infektionsweg zu. Wahrend bei den Embryonen nur ein Teil der untersuchten Tiere
eine generalisierte Infektion aufwies, konnte bei allen eine Virusreplikation in der
Allantoishdhle nachgewiesen werden. Offensichtlich kommt es also nach in ovo
Inokulation in die Allantoishéhle nicht in jedem Falle zu einer Infektion des Embryos
vor dem Schlupf. Wahrend der Nachweis von ARV aus allen Organen am Tag des
Schlupfes eine bereits bestehende Infektion annehmen lasst, kann der Nachweis aus
Einzelorganen auch darauf hindeuten, dass die Infektion noch lokalisiert vorliegt.
Analog zu den Sentineltieren ist auch bei den Versuchstieren denkbar, dass die
Infektion des Kiikens erst wahrend des Schlupfes gesetzt wird. Es ist anzunehmen,
dass die Versuchstiere einer hdéheren Infektionsdosis ausgesetzt sind und dass
moglicherweise eine Schwéachung durch die bestehende Infektion in der
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Allantoishéhle auftreten kann. Die Chorionallantoismembran beherbergt den
Allantoiskreislauf, der bis etwa einen Tag vor Schlupf die Sauerstoffversorgung des
Embryos gewdéhrleistet, zusatzlich wird aus der Allantoishdéhle Flissigkeit
rickresorbiert, so dass durch die Infektion auch eine Beeintrachtigung des
Flussigkeitshaushaltes erfolgen kdnnte. Der spate Nachweis aus einzelnen Organen,

insbesondere des Darmes deutet eine Persistenz in diesen Organen an.



DISKUSSION 134

5.2.4.3 Klinische Auswirkungen der Infektion mit dem Isolat 8474DP4-6

In der Versuchsgruppe zeigte sich im Vergleich mit der Kontrollgruppe neben der
schwerer ausgepragten Symptomatik ein protrahierter Verlauf des klinischen
Geschehens bis zum 17. Lebenstag, die Sterblichkeit in der Herde war deutlich
erhéht. DarUber hinaus war die Gewichtszunahme der Versuchstiere signifikant
geringer als, die der Versuchstiere. Die Serokonversion aller untersuchten
Versuchstiere, mit Ausnahme eines am 35. Lebenstag beprobten Huhnes, belegt
eine erfolgte Infektion mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6. Die Ausbildung einer
humoralen Immunantwort, sowie die Virusreisolierung aus nahezu allen zwischen
dem dritten und siebten Lebenstag untersuchten Organen deutet eine generalisierte
Infektion an, welche bei der Uberwiegenden Mehrheit der Tiere auftrat. Durch die
ARV-Infektion kénnte auf verschiedenen Wegen eine Primarschadigung erreicht
werden, welche einen Einfluss auf den klinischen Verlauf nehmen konnte.

Zunachst erscheint eine primar schadigende Wirkung im Bereich des Magen-
Darmtraktes, auch als Wegbereiter flr eine opportunistische bakterielle Infektion,
wahrscheinlich. ARV weist eine hohe Affinitdt zu enteralem Gewebe auf, andere
Autoren beschreiben die enterale Mukosa als Ort der primaren Vermehrung
(MENENDEZ, 1975b). In der pathologischen und histopathologischen Untersuchung
von an MAS erkrankten Hihnern fallen regelmaBig Verdnderungen insbesondere
des Dinndarms im Sinne einer Villusatrophie, einer Krypthyperplasie und einer
gemischtzelligen Entzindung auf (VERTOMMEN et al., 1980a; BRACEWELL und
RANDALL, 1984, FRAZIER und REECE, 1990). Fir den hier durchgeflihrten
Versuch erscheint eine primare Schadigung des Diinndarmes unwahrscheinlich, alle
begutachteten feingeweblichen Schnitte aus Organen des Magen- und Darmtrakis
der Versuchsgruppe prasentierten sich in der histopathologischen Untersuchung
unverandert, entziindliche Verédnderungen im Sinne lymphoplasmozytarer Infiltrate
wurden nicht beobachtet. Schadigungen auf zellularer Ebene, die in der
histopathologischen Untersuchung nicht sichtbar werden kdnnen jedoch nicht mit
letzter Sicherheit ausgeschlossen werden.

In der histopathologischen Untersuchung zeigte sich das Pankreas als
Darmanhangsorgan verandert, so dass eine begrenzte Affinitdt zu Organen des
Gastrointestinaltraktes auch fir den Stamm 8474DP4-6 konstatiert werden kann. Die

Organe zeigten sich im Sinne einer milden vakuolaren Degeneration der Azinozyten
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verandert. Obwohl sie zeitlich mit dem klinischen Geschehen korrelieren ist nicht
anzunehmen, dass die Veranderungen, welche als geringgradig einzustufen sind, fur
die hochgradigen klinischen Symptome und die erhdhte Sterblichkeit ursachlich sind.
Die beobachteten Veranderungen wurden auch nach Infektion mit anderen ARV-
Stammen beobachtet (ASDRUBALI et al., 1984, 1985; REECE und FRAZIER, 1990;
PASS et al., 1982).

An der schweren Auspragung der beobachteten Symptome und der erhdhten
Sterblichkeit kénnte auch eine Primarschadigung des kardiovaskularen Systems
teilhaben. In der pathologischen Untersuchung wurde eine nonpurulente Entziindung
des Myokards festgestellt, letztere wurde im Zusammenhang mit ARV-Infektionen
beschrieben. Im Génsekiken tritt die durch eine Infektion mit ARV verursachte
Infektise Myokarditis der Géssel auf. Die Krankheit ist gekennzeichnet durch einen
seuchenhaften Verlauf mit Durchfall, hochgradig gestértem Allgemeinbefinden und
einer gesteigerten Mortalitat. Als Hauptbefund der histopathologischen Untersuchung
fallt eine nichteitrige Entzindung des Herzmuskels mit einer degenerativen
Schadigung der Myofibrillen auf (HEFFELS-REDMANN und KALETA, 1992). Auch
fir MAS-assoziierte ARV-Isolate ist ein Zusammenhang mit dem Auftreten von
nichteitrigen Entziindungen des Herzmuskels beschrieben (PAGE et al., 1982). Eine
Schadigung des Myokards durch die Infektion mit dem Stamm 8474DP4-6 ist also
durchaus denkbar. Die Entzindung des Herzmuskels kdnnte die Leistung des
Herzens mindern und nachfolgend zu einer Schwachung der Tiere fihren, welche
nachfolgend auftretende Symptome verschlimmern kann. Dass die Schadigung des
Herzmuskels die erhdhte Sterblichkeit bedingt, erscheint unwahrscheinlich. Zum
einen waren die beobachteten Veranderungen von milder Auspragung , zum
anderen wurden keine Symptome (z.B. Odembildung, Zyanose, Schnabelatmung)
beobachtet, welche auf eine drastisch erniedrigte Herzleistung schlieBen lassen
kénnten. Auch fir Infektionen mit E. coli ist das Auftreten einer gemischtzelligen,
tberwiegend lymphoplasmozytaren Myocarditis beschrieben (BARNES et al., 2008).
Der dritte Mechanismus, Uber den die Infektion mit dem Stamm 8474DP4-6 den
klinischen Verlauf beeinflussen kdnnte, besteht in einer Primarschadigung des
lymphatischen Systems. ARV weist neben der Affinitdt zu enteralem Gewebe auch
eine hohe Affinitdt zu lymphozytdrem Gewebe auf. Die Viramie im Rahmen einer
ARV-Infektion ist zumindest teilweise zellassoziiert, hohe Virustiter wurden in den
mononukledren Zellen des Blutes nachgewiesen (MENENDEZ, 1975a). Eine
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Isolation von ARV aus lymphatischen Organen ist mehrfach beschrieben. In einer
Sammelprobe aus Milz, Thymus und Bursa fabricii wiesen ELLIS et al. (1983) hohe
Titer an ARV nach. Einen Nachweis von ARV aus dem Knochenmark und der Milz
nennen auch KIBENGE et al. (1985). In den Zakaltonsillen kann ARV lange Zeit
persistieren, KIBENGE et al. (1985) wiesen ARV aus diesem Gewebe bis zu 21 Tage
nach Infektion nach, wahrend MACDONALD et al. (1978) ARV hier bis zu 35 Tage
nach Infektion nachwiesen. Im Zusammenhang mit ARV-Infektionen sind vielfach
auch pathologische und pathohistologische Veradnderungen der lymphatischen
Organe beschrieben. Thymus und Bursa fabricii zeigen sich im Sinne einer Atrophie
verandert, in der feingeweblichen Untersuchung fallt eine Lymphozytendepletion,
sowie eine undeutliche Abgrenzung von Rinde und Mark auf (BRACEWELL und
RANDALL, 1984; FRAZIER und REECE, 1990; JONES, 1986).

Neben dem Nachweis aus lymphatischen Organen ist auch bekannt, dass ARV auf
zellularer Ebene Schadigungen in den lymphatischen Zellen bedingen kann.
PERTILE et al. (1996) zeigten in HUhnern eine verringerte Lymphoproliferation, die
durch die Ausbildung von Suppressormakrophagen vermittelt wird. Auch NEELIMA
et al. (2003) beschrieben die Auswirkungen einer ARV-Infektion auf die zellulare
Immunantwort des Huhnes. Nach Infektion mit zwei ausgewahlten ARV-Stammen
zeigte sich eine Inhibition der lymphoproliferativen Antwort von peripheren
mononukledren Blutzellen und auch von Milz-assoziierten mononukledren Zellen,
welche Uber sechs Tage anhielt.

Im vorliegenden Versuch wurde ARV bis zum 35. Lebenstag regelmaBig aus der
Bursa Fabricii nachgewiesen, ein gehaufter Nachweis aus diesem Organ erfolgte
vom Tag des Schlupfes bis zum zwdlften Lebenstag. Aus Tieren der Versuchsgruppe
wurden ab dem Tag des Schlupfes Proben der Milz untersucht, Proben der Bursa
Fabricii wurden mit Ricksicht auf die virologische Untersuchung nicht feingeweblich
untersucht. In der Milz zeigte sich qualitativ eine Lymphozytendepletion. Eine
quantitative Auswertung der Gewebefeinschnitte war nicht méglich, da aus der
Kontrollgruppe keine Vergleichsorgane gewonnen werden konnten, um eine
ausreichende Tierzahl fur die statistische Auswertung der Daten zum Kérpergewicht
zu erhalten. Neben den virologischen und histopathologischen Befunden spricht
auch die oben beschriebene erhéhte Empfanglichkeit flr bakterielle
Sekundarinfektionen daflr, dass die Infektion mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6 eine
Modulation der Immunantwort bewirkt. Die Folgen einer ARV-Infektion auf das
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Immunsystem von Hihnern stellen jedoch ein Feld fir weitere tierexperimentelle
Studien dar, neben speziellen immunologischen Untersuchungen sollten hier in
besonderem MaBe auch die Auswirkungen von opportunistischen bakteriellen
Erregen berlcksichtigt werden.

Zur Evaluierung einer atiologischen Beteiligung von ARV an den beobachteten
Organveranderungen bieten sich  darlber hinaus immunhistochemische
Untersuchungen an, welche das Vorhandensein von ARV-Antigen in den Zellen
belegen. Dadurch kénnen auch Hinweise fir eine mdgliche Schadigung auf zellularer
Ebene gewonnen werden, welche in der klassischen histopathologischen
Untersuchung nicht sichtbar werden.

Zusammenfassend ist bei dem beobachteten klinischen Geschehen von einer
multifaktoriellen Atiologie auszugehen. Neben einer Primarschiadigung scheint dabei
insbesondere der Entgleisung der authochthonen bakteriellen Flora eine
entscheidende Rolle zuzukommen. Damit stellen sich auch fir zuklnftige
tierexperimentelle Studien groBe Herausforderungen. Die Reproduktion eines
bestimmten klinischen Bildes bei einer multifaktoriellen Atiologie wiirde eine exakte
Wiederholung aller Bedingungen verlangen. Dies kann jedoch nicht erreicht werden,
da insbesondere die Zusammensetzung der authochthonen Flora fir jede Herde als
individuell anzunehmen ist und sich nur schwer standardisieren lasst, wenn
gleichzeitig eine physiologische Darmflora erhalten bleiben soll. Die Infektion mit dem
ARV-lIsolat 8474DP4-6 fihrt demnach mdglicherweise zu einer konstanten
Primarschadigung, durch sekundare Faktoren kdnnen sich dann aber variable
Auswirkungen ergeben, die nicht zu einem eindeutigen klinischen Krankheitsbild

fuhren.
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5.2.4.4 Beurteilung der Reproduktion des MAS durch eine ARV-Infektion

Das klinische Bild des MAS trat nach Inokulation von embryonierten Hihnereiern der
Rasse Lohmann Selected White Leghorn mit dem MAS-assoziierten ARV-Isolat
8474DP4-6 am 14. Bebrltungstag in die Allantoishéhle nicht auf. Die Reproduktion
des klinischen Bildes des MAS im experimentellen Ansatz gelang durch orale
Verabreichung von unbehandeltem Darmhomogenat aus infizierten Tieren an
Eintagskiken (KOUWENHOVEN et al., 1978b). ARV wurde aus an MAS erkrankten
Tieren regelmaBig isoliert, zahlreiche Forscher fiuhrten Infektionsexperimente mit
MAS-assoziierten ARV-Isolaten mit dem Ziel durch, die atiologische Bedeutung von
ARV an diesem Syndrom zu erhellen (REKIK et al., 1991; VAN DER HEIDE et al.;
1981; VERTOMMEN et al.; 1980a; AL-AFALEQ und JONES, 1994). In allen Studien
wurde Ubereinstimmend eine reduzierte Gewichtsentwicklung festgestellt. In
einzelnen Studien wurden dariber hinaus gastrointestinale Symptome und
Veranderungen konstatiert. Die von VERTOMMEN et al. (1980a) inokulierten
Eintagskiken entwickelten Durchfall und wiesen einen erniedrigten Karotinoidspiegel
im Blutplasma auf. Pathologische Verédnderungen des Driisenmagens im Sinne einer
Entziindung wurden von REKIK et al. (1991) beobachtet, histologisch fielen auch
Veranderungen des Dunndarms (Villusatrophie) auf. In keinem Fall konnte nach der
Infektion mit ARV das volle klinische Bild des MAS reproduziert werden.

Die im gegebenen Versuch aufgefallenen Auswirkungen mit Beglnstigung einer
sekundaren bakteriellen Infektion lassen darauf schlieBen, dass einer frihen ARV-
Infektion eine wichtige Rolle in einem multifaktoriellen Krankheitsgeschehen
zukommen kann. Folgt man den Evans-Postulaten kdnnen &tiologische
Zusammenhange auch in multifaktoriellen Krankheitsgeschehen nur umfassend
beleuchtet werden, wenn auch epidemiologische Aspekte berticksichtigt werden. Die
Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass in diesem Zusammenhang der

Zeitpunkt eines Eintrages in einen Bestand Bertcksichtigung finden muss.
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5.3 Untersuchungen in Eiern aus vakzinierten Masthiihnern

Durch in ovo Infektionsversuche mit Masthuhneiern aus einer gegen ARV
vakzinierten Herde sollte der Einfluss maternaler Antikdrper auf eine Infektion mit
dem ARV-Isolat 8474DP4-6 grundsétzlich Uberprift werden. Die Vakzinierung der
Elterntierherde wurde mit einer inaktivierten stallspezifischen Vakzine durchgeflhrt,
die neben dem ARV-Impfstamm auch drei MAS-assoziierte ARV-Stamme enthielt
und so ein breites Spektrum an ARV-Stammen abdecken sollte (SAHM, 2009).

Bei einer einleitenden Untersuchung wurde zunachst der Antikdrperstatus der Eier
durch Untersuchung von Dotterproben mittels ELISA-Technik evaluiert. Mit
Ausnahme zweier Dotterproben konnten in allen untersuchten Proben (n=145) ARV-
spezifische Antikdrper nachgewiesen werden.

Nach Impfung von Elterntierherden mit dem Stamm S1133 konnte durch andere
Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass die Nachkommen nach Belastungsinfektionen
mit dem homologen Virus vor einer Erkrankung (Virale Arthritis/ Tendosynovitis)
geschitzt waren (VAN DER HEIDE und PAGE, 1980). Ein Schutz vor Infektionen mit
einem heterologen ARV-Isolat ist nach Impfung der Elterntiere nicht unbedingt
gegeben (RAU et al., 1980).

Mittels ELISA-Technik ist in erster Linie ein qualitativer Nachweis der Antikdrper im
Sinne einer ja-nein-Antwort zu erreichen, weiterhin kann bis zu einem gewissen
MaBe auch eine Quantifizierung des Antikérpergehaltes in den Proben erfolgen.
Demgegenlber ist eine Charakterisierung der Antikérper hinsichtlich ihrer
neutralisierenden Eigenschaften nicht mdéglich.

Mittels Plaguereduktionstests wurden die neutralisierenden Eigenschaften der im
Dotter enthaltenen Antikérper zunéchst in vitro evaluiert.

Bei geringster getesteter Verdinnung der Dotterproben (Id 3; 1:8) betrug die
Restinfektiositat des ARV-Stammes S1133 zwischen 0,7 und 2%, wahrend diejenige
des ARV-Isolats 8474DP4-6 zwischen 17 und 45% lag. Bei der héchsten gewahlten
Dotterverdiinnung (Id 7; 1:128) nahm die Restinfektiositat fir den Stamm S1133
Werte zwischen 0,7 und 16% ein und betrug fir das ARV-Isolat 8474DP4-6 43 bis
120%.

Es konnte damit gezeigt werden, dass der Impfstamm S1133 durch die in den
Dotterproben enthaltenen ARV-spezifischen Antikdrper in vitro gut neutralisiert
wurde, der ARV-Stamm 8474DP4-6 dagegen deutlich schlechter. Diese Ergebnisse
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decken sich mit vorangegangenen in vitro Neutralisationstests die aufgezeigt haben,
dass der Stamm S1133 in vitro sehr effektiv neutralisiert wird. Demgegentber
wurden MAS-assoziierte ARV-Isolate zum Teil auch durch homologe
Hyperimmunseren in vitro deutlich schlechter neutralisiert als der heterologe ARV-
Impfstamm S1133 (SAHM, 2009).

Vergleicht man die Ergebnisse der Dottersackinokulation mit dem ARV-Isolat
8474DP4-6 zwischen spf- und Masthuhneiern zeigen sich deutliche Unterschiede.
Um die gleiche EIDso zu erzielen waren bei den Masthuhn- im Vergleich zu den spf-
Eiern 14- bis 77-fach héhere Mengen an plaguebildenden Viruseinheiten notwendig.
Dem gegentber waren zwischen Masthuhn- und spf-Eiern nach Infektion mit dem
Stamm S1133 keine Unterschiede zu sehen. Eine mégliche Ursache fiir die erhdhte
Resistenz gegenlber einer Infektion mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6 kann die
Modulation des Infektionsverlaufs durch die ARV-spezifischen Antikdrper sein.
Unterschiede zwischen den Stdmmen erscheinen unter diesem Aspekt
widersprilchlich, lassen sie doch annehmen, dass der ARV-Stamm S1133 in ovo
deutlich schlechter neutralisiert wurde als das Isolat 8474DP4-6. Dies scheint den
Ergebnissen der in vitro Neutralisation zunachst entgegen zu stehen. Bedenkt man
aber, dass in vitro zwar eine deutliche Reduktion der infektiésen Einheiten
beobachtet wurde, nicht jedoch eine vollstandige Neutralisation, sind die Ergebnisse
auch durch eine gegeniiber dem Stamm 8474DP4-6 erh6hte Embryopathogenitat zu
erklaren. Die Ergebnisse nach in ovo Beimpfung wirden dann darauf hindeuten,
dass auch in ovo nur eine teilweise Neutralisation des Stammes S1133 erreicht
wurde, die Restinfektiositat allerdings ausreichte um zum Absterben der Embryonen
zu fahren. Aufgrund einer geringeren Restvirulenz wirden im Dotter enthaltene
Antikérper beim ARV-Isolat 8474DP4-6 allerdings zu einer Modulation der Infektion
beitragen. Ob die bei den Masthuhneiern als Verhaltnis pbE/EID50 zu beobachtende
Reduktion der Infektiositat Ausdruck der Elimination von Restinfektiositat oder aber
fir den Stamm 8474DP4-6 das Ergebnis einer vollstindigen Neutralisation darstellt,
kann durch diese Ergebnisse nicht abschlieBend beurteilt werden. Ebenso sind keine
eindeutigen Aussagen dartber méglich, ob die beobachteten Unterschiede zwischen
den zwei Chargen der Masthuhneier auf Unterschiede bezuglich des
Antikérperstatus  zurtckzufihren sind, da zwei unterschiedliche Virusstocks
verwendet wurden. Nicht auszuschlieBen ist, dass die Viren in den verschiedenen
Stocks verschieden stark aggregiert vorlagen (siehe 5.1.1), welches die
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Neutralisierbarkeit beeinflusst hatte. Unabhangig von der Charge traten allerdings
infizierte Uberlebende Embryonen nach Inokulation der Broilereier mit dem ARV-
Isolat 8474DP4-6 deutlich haufiger auf. Demgegeniber starben nach Inokulation mit
dem ARV-Stamm S1133 sowohl in spf- wie auch in Broilereiern alle infizierten
Embryonen ab. Auch nach Beimpfung von spf-Eiern mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6
kam es nur in Einzelfallen zum Uberleben infizierter Embryonen.

Der im Rahmen der Untersuchungen beobachtete schwere klinische Verlauf einer
ARV-Infektion nach simulierter in ovo Infektion weist auf die Gefahren einer friihen
ARV-Infektion hin. Im Zusammenhang mit Uberlegungen zum Schutz der Kilken vor
einer frGhen ARV-Infektion wirden die Ergebnisse der in ovo Infektion von
Masthuhneiern darauf hindeuten, dass VakzinierungsmaBnahmen geeignet
erscheinen den Infektionsdruck in den Bestéanden zu senken. Das Auftreten infizierter
Uberlebender Embryonen bei dem Stamm 8474DP4-6 weist aber auch darauf hin,
dass ein vertikaler Eintrag in die Bestande dadurch nicht grundsatzlich unterbunden
werden kann. Es bleibt zu untersuchen, inwiefern maternale Antikdrper eine friihe
ARV Infektion modulieren. Die Untersuchungen verdeutlichen aber auf jeden Fall,
dass allgemeine HygienemaBnahmen die einen Viruseintrag vermeiden, ein

wichtiges Instrument in der Bek&mpfung von ARV-Infektionen darstellen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung eines ARV-Isolates, das aus
Masthihnern mit klinischen Symptomen des Malabsorptionssyndroms (MAS) isoliert
wurde, nach simulierter vertikaler Infektion untersucht werden.

Der Zeitpunkt der Infektion ist fir den Verlauf einer Infektion mit ARV von
entscheidender Bedeutung. Daher wurden zun&chst die Auswirkungen einer frihen
in ovo Inokulation mit dem ARV-Isolat 8474DP4-6 in embryonierten, spezifiziert
pathogenfreien Huhnereiern beurteilt. Nach Inokulation mit dem ARV-Isolat
8474DP4-6 kam es nach Allantoishéhleninokulation unabhangig von der
Inokulationsdosis regelmaBig zum Auftreten infizierter Embryonen, welche bis zum
19. Bebritungstag Uberlebten. Die Dottersackinokulation mit dem ARV-Isolat
8474DP4-6 am sechsten Bebriitungstag fihrte nur in Einzelfdllen zum Uberleben
infizierter Embryonen. Der vergleichend untersuchte ARV-Impfstamm S1133 flihrte
demgegeniber nach in ovo Infektionen, sowohl nach Dottersack- als auch nach
Allantoishéhleninokulation zum Absterben infizierter Embryonen. Die Absterbezeit
der Embryonen wies eine hohe Variabilitdt auf wund betrug nach
Allantoishéhleninokulation mit dem Stamm S1133 zwischen 100 und 168 Stunden,
fir das ARV-Isolat 8474DP4-6 zwischen 60 und 240 Stunden.

In dem anschlieBend  durchgeflihrten  Tierversuch kam es nach
Allantoishéhleninokulation von spezifiziert pathogenfreien Hihnereiern der Rasse
Lohmann Selected White Leghorn am 14. Bebriitungtag mit 10* pbE des ARV-Isolats
8474DP4-6 zum Schlupf infizierter Kiken. Die Schlupfrate war in der infizierten
Versuchsgruppe mit 52% hdher, als in einer scheininfizierten Kontrollgruppe mit
46%.

Aus den geschlipften Kiken der Versuchsgruppe konnte ARV bis zum zwélften Tag
regelmaBig und in Einzelféllen bis zum 36. Lebenstag nachgewiesen werden. Alle
untersuchten Organe (Leber, Drisenmagen, Duodenum mit Pankreas, Jejunoileum
und Bursa Fabricii) zeigten sich fiir eine Infektion mit dem Stamm 8474DP4-6
empfanglich, etwas haufiger erfolgte ein Nachweis aus den untersuchten Proben des
Darmes. Eine Ubertragung des Virus auf nicht inokulierte Kontakttiere wurde
festgestellt. Sowohl infizierte Versuchstiere, als auch zugesetzte Kontakttiere wiesen

eine Serokonversion auf.
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Die Mortalitat in der infizierten Versuchsgruppe war deutlich erhéht und betrug far
den Zeitraum zwischen Schlupf und siebtem Lebenstag 52,2%, fur den Zeitraum bis
zum zwolften Tag erhdhte sich die kumulative Sterblichkeit auf insgesamt 56,5%. Die
Kontrollgruppe wies in den Vergleichszeitraumen eine Mortalitat von 6 bzw. 12% auf.
Klinisch war in Tieren beider Gruppen ein Krankheitsgeschehen mit gestértem
Allgemeinbefinden und Durchfall festzustellen. Wahrend in der Kontrollgruppe nach
antibiotischer Behandlung eine rasche Besserung der Symptomatik erfolgte, erholten
sich die gleichférmig behandelten Versuchstiere nur langsam.

Die  Sektionsbefunde waren in beiden Gruppen unauffallig. In der
histopathologischen Untersuchung wurde in Tieren der Kontrollgruppe ab dem dritten
Lebenstag eine Myocarditis focalis nonpurulenta festgestellt. Weiterhin traten
zwischen dem dritten und zwdlften Tag Veranderungen des Pankreas im Sinne einer
vakuolaren Degeneration und der Milz im Sinne einer lymphoplasmazytéaren
Depletion auf. In der bakteriologischen Untersuchung wurden aus Tieren beider
Gruppen verschiedene fakultativ pathogene Bakterienspezies isoliert. Im einzelnen
wurden Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Enterococcus sp., Bacillus sp.,
Escherichia coli, Citrobacter freundii und Enterobacter cloacae nachgewiesen.

Das durchschnittliche Kérpergewicht der Versuchstiere blieb bereits ab dem siebten
Lebenstag hinter demjenigen der Kontrollgruppe zuriick. Die Gewichtszunahme ab
dem Tag des Schlupfes war in der Versuchsgruppe signifikant kleiner als in der
Kontrollgruppe.

Infektionsexperimente mit embryonierten Broilereiern aus gegen ARV vakzinierten
Elterntieren zeigten, dass eine in ovo Neutralisation des ARV-Isolates 8474DP4-6
stattfindet. Im Vergleich zu embryonierten spf-Eiern wurden um bis zu hundertfach
niedrigere Werte fir die eiinfektidse Dosis 50 ermittelt. DarGber hinaus zeigten sich
deutliche Schwankungen bezlglich der eiinfektiésen Dosis 50 bei der vergleichenden
Inokulation von Broilereiern aus verschiedenen Elterntierherden.

Die Ergebnisse zeigen eine Schadigung von Kiken nach in ovo Infektion mit dem
MAS-assoziierten ARV-Stamm 8474DP4-6. Dabei ist aufgrund der bakteriologischen
Befunde eine Beteiligung einer bakteriellen Sekundarinfektion anzunehmen. Ob dem
ursachlich eine Suppression des Immunsystems zugrunde liegt, bleibt durch
weiterfiUhrende Untersuchungen aufzuklaren.
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7. Summary

The aim of the present study was to evaluate the relevance of an Avian
Orthoreovirus (ARV) isolated from broiler chicken suffering from infectious runting
and stunting syndrome (RSS) after simulated vertical infection of chicken.

The influence of the age at infection on the progression of ARV infection is of
particular importance. At first, the consequences of an early in ovo inoculation with
the ARV-isolate 8474DP4-6 in specific pathogen free (spf) embryonated chicken
eggs were evaluated. Infected embryos that survived until the 19" day of incubation
were observed regularly after inoculation into the allantoic cavity of embryonated
chicken eggs with varying doses of the ARV-isolate 8474DP4-6 on the ninth day of
incubation. The inoculation into the yolk sac of embryonated chicken eggs on the
sixth day of incubation with the same virus resulted in surviving infected embryos
only in singular cases. On the other hand, infected embryos died after in ovo
inoculation with the ARV vaccine strain S1133 into the allantoic cavity or the yolk sac
on the corresponding days of hatch. The mean death time for the infected embryos
displayed a high variability. The mean death time after in ovo inoculation with the
ARV strain S1133 was observed between 100 and 168 hours while embryos infected
with the ARV-isolate died between 60 and 120 hours post inoculation.

For a subsequent animal experiment embryonated chicken eggs (Lohmann Selected
White Leghorn) were inoculated with the ARV-strain 8474DP4-6 into the allantoic
cavity on the 14" day of incubation and the hatched chickens were raised until the
age of 36 days. Inoculated birds were kept together with non-inoculated sentinels
while a mock-infected group was raised separately. The in ovo inoculation resulted in
the hatch of ARV-infected chicks. The hatchability was reduced in the infected group
(56%) as well as in the mock-infected control group (46%).

ARV was reisolated regularly from organs of infected chicks until the 12" day post
hatch and sporadically until day 36 post hatch.

Several organs (liver, duodenum and pancreas [pooled], proventriculus, jejunoileum
and bursa of Fabricius) were sampled in order to evaluate the organotropism and the
progression of infection in inoculated chicks. ARV was reisolated from all kinds of
examined organs, whereas the isolation from intestinal organs occurred more

frequently.
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The transmission to non-inoculated sentinels was demonstrated by reisolation of
ARV. The inoculated as well as the sentinel chicks developed antibodies against
ARV. The results demonstrate the possibility of a vertical and likewise a horizontal
transmission for the ARV-strain 8474DP4-6.

An increased mortality became evident within the infected group. From the day of
hatch and the seventh day of life 52,2% of the animals died, until the 12" day of life
the mortality peaked to 56,5%. Within the control group a mortality of 6 and 12%
respectively was observed during the corresponding period.

Inoculated as well as control animals were of poor condition and suffered from
diarrhea. Not inoculated control birds recovered quickly after an antibiotic treatment
while the inoculated chicken did not respond well to the therapy.

The gross pathology did not reveal any alterations in neither of the groups.
Histopathological changes included myocarditis, pancreatic degeneration and
lymphocyte depletion in the spleen.

Within the bacteriological examination various ubiquitous bacterial species including
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Enterococcus sp., Bacillus sp., Escherichia
coli, Citrobacter freundii and Enterobacter cloacae were cultivated from organ swabs
from animals of both groups.

Body weight and weight gain were significantly decreased in inoculated chicks from
day seven post hatch on.

In ovo infection of embryonated eggs from ARV-vaccinated broiler breeders with the
ARV-isolate 8474DP4-6 resulted in a hundredfold lower egg infectious dose 50
compared to embryonated spf chicken eggs. Furthermore, a larger proportion of
infected embryos survived until the 19" day of incubation.

In conclusion, the in ovo inoculation of embryonated eggs with the RSS-associated
ARV strain resulted in the impairment of hatched chicks. The bacteriological findings
indicate an increased susceptibility of the ARV-infected chicks to bacterial
overgrowth.

Future experiments evaluating the effects of early ARV-infections with the focus on
alterations of the immune-response will help to elucidate the role of early ARV-
infections in chicks.
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11. Anhang

Tab. 16: Bakteriologische Untersuchung getoteter Tiere der Kontrollgruppe
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Tab. 17: Bakteriologische Untersuchung verendeter Tiere der Kontrollgruppe
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Tab. 18: Bakteriologische Untersuchung getoteter Tiere der Versuchsgruppe
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g2 3 g 2 K 5 §
£5 g 8 3 S 8 5
g2 S = S < = 1S
55 & & Q wi S &
Lebenstag |Organ
0 Herz 4/5 2,5 0/5 0 0/5 0 0/5 0 0/5 0 0/5 0 0/5 0
Lunge Ys 275 % o | % o | % o | % o |% o |% o
2
Leber Is 275 % o | % o |% o |% o |% o|% o
3 Herz % o |% o | 3 |% oY% 3|% ol|% o
(E)y |Lunge % o | % o |%% 28|% o |% 3 |% o|% o
Leber 0/6 0 0/6 0 0/6 0 0/6 0 0/6 0 0/6 0 0/6 0
5 Herz % o | % o | Ve a|% o |V 2% o |% o
(Ey |Lunge % o | % o | Yy 37| % o | %y 35| % o |V 2
1 1
Leber % o % o | a4 |% ol|'a 2% o |% o
6 Herz % o | % o |% o |% o|% o |% o % o
(E)y |Lunge % o | % o |% 3% o |% 25|% o|% o
Leber 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0 0/2 0
7 Herz 0/5 0 0/5 0 0/5 0 0/5 0 0/6 0 0/6 0 0/6 0
(cy |Lunge % o | % oY% a4 |% o |% 25|% ol|% o
1 1
Leber 0/5 0 0/5 0 /6 4 0/5 0 /6 3 0/6 0 0/6 0
12 [Herz % o | % o % o % o % o |°% o|% o
1 1
Lunge 0/1 0 0/1 0 /1 3 0/1 0 /1 3 0/1 0 0/1 0
Leber 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
14 Herz 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
Lunge 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
Leber 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
21 Herz 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
Lunge 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
Leber 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
28 Herz % o | % o % o |% o |% o |% o |% o
Lunge 0/3 0 0/3 0 1/3 1 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3
Leber 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0 0/3 0
35 Herz 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0
Lunge 2/11 1 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0
Leber 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 0
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Tab. 19: Bakteriologische Untersuchung verendeter Tiere der Versuchsgruppe

(E) (C)

1 — 4: Semiquantitative Bestimmung der Bakterienlast

( 1: Einzelkolonien, 2: geringgradiges, 3: mittelgradiges, 4:
hochgradiges Keimwachstum in der Kultur)

Verabreichung von Enrofloxacin bzw. Colistin

3
— Q
o . = 1]
X & : 3 8
) e ) 5 o
& Q (2] 9 8
3] 3 . = )
.2 Q Q Q. P —
Z £ S 3 @ g 2 S
g 2 3 8 2 2 g 3
S c £ S = = Q S
EQ s S 3 3 e 8
.2 S < ] = 1S
= (7 W Q uj (&} W
Lebenstag |Organ
1 1
1 Herz 0/1 0/1 0 /1 4 0/1 0 /1 3 0/1 0 0/1 0
1 1
Lunge %, % o |y a|% ol 3% o|% o
1 1
Leber %, % o | a % oM a|% o|% o
1 1
4 Herz %, % o | 3% ol|l'a 2% o|% o
2 1
(E) Lunge 0/4 0/4 0 la 3 0/4 0 la 2 0/4 0 0/4 0
2 1
Leber %, % o | 3| % ol'Ma 2% o|% o
11 Herz 0/1 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
1 1
(Cy |Lunge /1 % o % o |% ol 4% o |% o
Leber %, % o % o | % ol|l% oll% o|% o
12 Herz 0/1 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0 0/1 0
1 1
Lunge /1 % o % o |% o' 31% o |% o
Leber %, % o % o | % ol|l% ol% o|% o
Legende: X n: Anzahl der beprobten Tiere
/n 1-4 x: Anzahl der Proben aus denen Bakterien kultiviert wurden
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12. Abklirzungsverzeichnis

Abb
al
ARV

bzw

ca
DNA
dom
dsRNA
dt
EIDso
ELDso
ELISA
et

FKS

HE

MAS
mg
min

mi
mRNA
MRV

ug

Adenin

Abbildung

alii, aliae, andere

Aviares Orthoreovirus, Aviare Orthoreoviren
beziehungsweise

Cytosin

circa

deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsaure
domestica, gezahmt

double stranded RNA, doppelstrangige Ribonukleinsaure
deutsch

eiinfektiose Dsis 50

eiletale Dosis 50

enzyme linked immunosorbent assay

und

fotales Kalberserum

Gramm

Guanin

Hamatoxylin-Eosin

large, groB

Liter

logharithmus dualis Logharithmus zur Basis 2
medium, mittel

Malabsorptionssyndrom

Milligramm

Minute, Minuten

Milliliter

messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsaure
mammalian orthoreovirus, Saugetier-Orthoreovirus
Mikrogramm

Mikroliter
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nm
NS
pbE
PBS
pH
p-Wert
POD
RNA

Spf
Tab

USA

var

Nanometer

nonstructural, Nichtstruktur-

plaquebildende Einheit

phophate buffered saline

potentia Hydrogenii

Wert zur Uberschreitungswahrscheinlichkeit
Peroxidase

ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

small, klein

spezifiziert pathogenfrei

Tabelle

Uracil

United States of America, Vereinigte Staaten von Amerika

variatio, Form
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