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Einleitung

Il. Einleitung
Il.1. Fragestellung

Seit 2003 ist das Maus Norovirus als potentielles Pathogen in Mausen bekannt [1]. Da die
Infektion mit MNV Versuchsergebnisse beeinflussen kann [2], werden Versuchstierkolonien
auf die Anwesenheit einer MNV Infektion hin Uberwacht. Hierbei kommen verschiedene
Untersuchungsmethoden und -strategien zum Einsatz. Da Uber den zeitlichen Verlauf einer
MNV Infektion, die Replikation des Virus in verschiedenen Organen, die Dynamik der
Virusausscheidung und die Ubertragungswege und -wahrscheinlichkeit bisher nur
unzureichende Daten vorliegen, stellt sich die Frage nach der Zuverlassigkeit des
Nachweises. Die Etablierung eines sensitiven und spezifischen direkten Nachweisverfahrens
(RT-gPCR) ist Voraussetzung fiir den quantitativen direkten Virusnachweis.

Eines der Ziele dieser Arbeit ist es, die Effizienz des Nachweises von Virus im Kot per RT-
gPCR fiir das Hygienemonitoring zu Uberprifen und eine Empfehlung fir das Sammeln von
Kotpellets im Rahmen des Hygienemonitorings zu entwickeln. Auflderdem soll Gberprift
werden, ob sowohl der serologische Nachweis aus Blut als auch der direkte Nachweis von
Virus im Kot von Sentinels durch die Real Time PCR ein geeignetes Verfahren fir den
Nachweis von MNV in einer Maushaltung sind. Die PCR- basierenden Methoden sollen mit
der Nachweiszuverlassigkeit von Einstreu-Sentinels verglichen werden.

Des Weiteren ist es im Hinblick auf eine Beurteilung der Sicherheit eines Embryotransfers
(ET) zur Sanierung von MNV positiven Kolonien essentiell zu wissen, ob und in welcher
Menge MNV in den fur den ET wichtigen Organen (Ovar und Nebenhoden) wahrend einer
Infektion zu finden ist. Deshalb beschéaftigen wir uns mit der Fragestellung, ob Mause, die im
Kot auf MNV positiv getestet wurden, das Virus beim Embryotransfer Gbertragen kénnen,
indem wir von infizieten Mausen Ovar und Nebenhoden entnehmen und auf MNV

untersuchen.
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I.2. Hygienemonitoring von Versuchstierkolonien

Infektionen kdnnen flr ein Einzeltier sehr belastend sein, doch auch Versuchstiere, die einen
gesunden Eindruck machen, sind keine Garantie fur Pathogenfreiheit, denn viele Infektionen
laufen subklinisch ab, so dass eine Abwesenheit von klinischen Symptomen kein Zeichen fur
das Nicht-Vorhanden-Sein einer Infektion ist [3]. Trotzdem kdénnen subklinische Infektionen
einen Einfluss auf die Ergebnisse von Tierversuchen haben: Sie kbnnen Verhaltensweisen,
Wachstumsraten, Organgewichte oder Immunreaktionen verandern [4].

Durch aus Tieren gewonnene oder in ihnen passagierte biologische Materialien, wie
Transplantate, Tumoren, Zellen fir die Kultur oder Seren, kénnen Tiere kontaminiert oder
Versuchsergebnisse verfalscht werden, oftmals ohne dass es bemerkt wird [3]. Durch
Infektionen, ob apparent oder inapparent, wird die Variabilitdt von Ergebnissen erhéht und
folglich eine Aufstockung der Anzahl von Tieren in einer Versuchsgruppe noétig. Die
Standardisierung des Infektionsstatus von Versuchstieren und ein adaquates
Hygienemonitoring zur Erkennung von Pathogenen sind also essentiell fur die
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen und damit eine Methode zur Verringerung der Anzahl
von Tieren, die in Versuchen eingesetzt werden. Dadurch, sowie durch die Vermeidung von
Leiden des Einzeltieres, ist es ein Beitrag zum Tierschutz.

Nur durch ein gutes Monitoringprogramm kann eine weite Verbreitung von Pathogenen uber
Landes- und Kontinentalgrenzen hinaus verhindert werden, da nationale und internationale
Transporte von Versuchstieren zunehmen und deshalb die Notwendigkeit besteht, ein hohes
Gesundheitsniveau aufrecht zu erhalten.

In den Empfehlungen der FELASA zum Hygienemonitoring von Nagetier- und
Kaninchenkolonien [5] wird ein vierteljahrliches Monitoring angeraten (Tabelle 1). Pathogene
mit einem hohen Einschleppungsrisiko sollten nach den aktuellen Umstanden sogar ofter
Uberprift werden. Beprobt werden entweder Stichproben, bestehend aus Tieren direkt aus
dem Bestand, die dort geboren wurden oder lange Zeit dort verbracht haben, oder
Wachtertiere (Sentinels), erganzt durch auffallige, erkrankte Tiere. In unten abgebildeter
Tabelle ist die nétige StichprobengréRe bezogen auf die erwartete Pravalenz des Pathogens
und den individuell erstrebenswerten Vertrauensbereich abgebildet. Es wird eine Mindest-
Stichprobengrofie von 10 Tieren pro mikrobieller Einheit empfohlen. Bei einem Bestand von
Uber 100 Tieren wird bei Stichprobenentnahme nach dem Zufallsprinzip durch
Routineuntersuchung von 10 Tieren mit 95%iger Sicherheit eine Infektion mit einer

Pravalenz von 30% erfasst (Tabelle 2).
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Tabelle 1 Empfohlene Mindestfrequenz des Monitorings und StichprobengroBe fiir Nagetier-
und Kanincheneinheiten [5]

Sampling No. of
frequency Age animals Virology Bacteriology Parasitology Pathology
Every = 8 weeks 10 + + + +

3 months

Tabelle 2 Verhaltnis von StichprobengroRe zu Pravalenz [5]

Relation of sample size to prevalence rate

Sample sizes at different confidence levels

Suspected prevalence rate (%) 95% 99% 99.99%
10 29 44 b6
20 14 21 31
30 10 13 20
40 6 10 14
50 5 7 10

Example: 10 animals should be monitored to detect at least one positive animal if the suspected prevalence rate of an
infection is 30% (confidence level: 95%)

Ist aufgrund der GréRe der mikrobiellen Einheit oder der genetischen Beschaffenheit der
Méause (z.B. immundefiziente Mause, bei denen die Durchfihrung einer serologischen
Untersuchung irrefihrend ware aufgrund der Unfahigkeit Antikérper zu bilden) die
Méglichkeit nicht gegeben, Mause aus dem laufenden Betrieb zu testen, kann ein
Sentinelmonitoringprogramm sinnvoll sein.

Sentinels (Wachtertiere) werden als Indikator fir den Gesundheitszustand einer
Mauspopulation eingesetzt. Es handelt sich meist um immunkompetente Wild-Typ-Mause,
die stellvertretend flir eine grofle Anzahl von Versuchsmausen auf Pathogene untersucht
werden. Es ist notwendig, die Sentinels mit den in der zu untersuchenden Tierpopulation
vorhandenen Pathogenen in Kontakt zu bringen. Das kann, je nach den individuellen
Umstanden in einer Tierhaltung, auf unterschiedlichen Wegen geschehen. Bei der Haltung
von Mausen in offenen Kafigen kénnen Sentineltiere an Stellen des Raumes eingesetzt
werden, an denen eine hohe Exposition mit Pathogenen vermutet wird. Da die Ubertragung
vieler Pathogene Uber die Luft nicht effizient ist, kann dem Sentinel schmutzige Einstreu,
Futter und Wasser, das vorher von den zu Uberwachenden Tieren genutzt wurde, zur
Verfugung gestellt werden oder er lebt mit den zu Uberwachenden Tieren in einem Kéafig, so
dass ein direkter Kontakt des Sentinels mit den zu Uberwachenden Tieren zustande kommt.
Individuelle Lé6sungen missen angestrebt werden, wenn die mikrobiellen Einheiten sehr klein
sind, z.B. in IVCs (individually ventilated cages) und Isolatoren, so dass eine
Stichprobennahme und das Einsetzen von Kontaktsentinels ausgeschlossen sind.

Ein Vorteil des Sentinelsystems gegentber der Stichprobennahme ist, dass keine Tiere aus

der zu uUberwachenden Kolonie entnommen werden mussen, was bei sehr kleinen
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mikrobiellen Einheiten oder sehr wertvollen (transgenen) Tieren ein entscheidender Faktor
sein kann. Durch das Sentinelsystem kann mit der Untersuchung weniger Einzeltiere oftmals
eine groRere Anzahl von Tieren Uberwacht werden als durch eine Stichprobe, da Sentinels
gezielt mit Ausscheidungen der zu untersuchenden Tiere in Kontakt gebracht werden und so
eine grolde Anzahl von Tieren in einem kurzen Zeitraum beprobt werden kann. Allerdings
kann durch den nur kurzen Kontakt mit Kot, Futter, Wasser und/oder Luft die Ubertragung
von Pathogenen fehlschlagen. Werden die individuellen Ubertragungswege einzelner
Pathogene nicht bertcksichtigt, kdnnen Infektionen leicht ibersehen werden [6].

Die Standardvorgehensweise fiir die Untersuchung von Stichproben oder Sentinels, die sich
im Allgemeinen nach den Empfehlungen der FELASA richtet [5], lasst sich grob so
darstellen:

Bakterien und Pilze werden nachgewiesen, indem Proben aus dem oberen Respirations-
(Nasopharynx, Trachea), dem Darm- (Darminhalt) und dem Genitaltrakt (Praputium, Vagina)
auf Platten ausgestrichen und kultiviert werden. Da Proben dieser Art zahlreiche nicht
pathogene Bakterien enthalten, werden zusatzlich Selektivbdden verwendet, um auch
anspruchsvollere Bakterien kultivieren zu kénnen. Das normale Vorgehen ist die Inkubation
unter aeroben Bedingungen, zum Nachweis einiger Pathogene ist zusatzlich eine
mikroaerophile oder anaerobe Atmosphare notwendig. Serologische Methoden bergen im
Bereich der Bakteriendiagnostik aufgrund der komplexen Antigenstruktur ein hohes Risiko an
falsch positiven Ergebnissen.

Ektoparasiten werden direkt durch Adspektion und Abklatschpraparate, intestinale
Endoparasiten durch nasse Praparation von Darm und Kot, durch Anreicherungsverfahren
wie Flotations- Sedimentations-, und Filterverfahren und Mikroskopie nachgewiesen. Obwonhl
fur die serologische Untersuchung gerne altere Tiere verwendet werden, sind diese haufig
weniger geeignet flir den Nachweis von Parasiten per mikroskopischer Untersuchung, da sie
oftmals schon Resistenzen gegen bestimmte parasitare Erreger gebildet haben.

Fur das virologische Monitoring ist der indirekte Nachweis von Antikérpern durch eine
serologische Untersuchung das Mittel der Wahl. Adaquate Methoden sind der Enzyme
Linked Immunosorbant Assay (ELISA) sowie der Immunfluorescence Antibody Assay (IFA).
In den USA wird aullerdem der Multiplex Fluorescent Immunoassay (MFI) verwendet, ein
Test der einen hohen Probendurchsatz erlaubt und trotzdem hochsensitiv und -spezifisch ist
[7]. In einigen Fallen wird auBerdem der Hamagglutination Inhibition Test (HI), der sehr
spezifisch aber weniger sensitiv ist, angewendet. Ist eine Bestatigung des Ergebnisses
notwendig, werden auch arbeits- und kostenintensivere Methoden, wie das Western Blot
Verfahren oder die Polymerasekettenreaktion (PCR), angewendet.

Im Moment noch als Sonderfall zu sehen, weil meist sehr teuer und zeitintensiv zu

etablieren, ist der direkte Nachweis von Pathogen-Nukleinsdure durch die Real Time PCR.
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Sie wird, wenn fir das jeweilige Pathogen vorhanden, in Einzelfdllen und als
Bestatigungsmethode genutzt. Eine genaue Beschreibung der Methode ist in Abschnitt 11.5
zu finden.

Bei der serologischen Diagnostik muss ein Zeitverzug zwischen Infektion und
Nachweiszeitpunkt von, je nach Pathogen, einigen Tagen bis Wochen eingerechnet werden,
da der Organismus Zeit benétigt, um spezifische Antikorper zu bilden. Die akute Infektion
und Ausscheidung des Virus konnen zu diesem Zeitpunkt schon der Vergangenheit
angehdren, wie es beim Maus Hepatitis Virus der Fall ist [[8, 9], eigene unverdéffentlichte
Daten]. AuRerdem muss bei vielen Pathogenen dem Umstand Rechnung getragen werden,
dass sie nicht kontinuierlich ausgeschieden werden. Das gilt flir Parasiten, die oftmals einem
zyklischen Lebensrhythmus folgen und intermittierend ausgeschieden werden wie Syphacia
spp. [10], sowie fir die Ausscheidung von Viren oder Bakterien, die intermittierend sein kann
oder Uberhaupt nur kurzzeitig stattfindet wie die des Maus Hepatitis Virus, die 2 bis 3
Wochen nach Infektion nicht mehr nachzuweisen ist [[8, 9], eigene unverdffentlichte Daten].
Diese Untersuchungen werden oftmals, wie von der FELASA empfohlen, alle drei Monate
wiederholt und als Gesundheitszeugnis niedergeschrieben. Bei Import von lebenden Tieren
aus einem unbekannten Bestand in den eigenen Tierstall ist anzuraten, nicht nur das letzte
Gesundheitszeugnis zu beurteilen, sondern sich die Gesundheitszeugnisse eines langeren
Zeitraumes zusenden zu lassen. Es ist zu bertcksichtigen, dass ein negativer Report sich
lediglich auf ein Einzeltier bezieht, das zu einem Zeitpunkt auf bestimmte Pathogene negativ
getestet wurde, jedoch bedeutet er nicht, dass diese Pathogene nicht in der Tierhaltung
vorhanden sind oder waren. Nach den FELASA-Empfehlungen gilt ein Pathogen erst als
eliminiert, wenn Uber 18 Monate und mindestens 6 Untersuchungstermine alle Ergebnisse

negativ waren.
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I.3. Noroviren

Das Norovirus gehdrt zur Familie der Caliciviridae und ist ein unbehllltes, einzelstrangiges,
positiv Strang RNA Virus mit einer GréRe von 27 bis 35nm. Das Genus Norovirus ist
unterteilt in 5 Genogruppen (Abbildung 1). Humane Noroviren befinden sich in den Gruppen
[, Ilund IV. Bovine Noroviren gehéren zu Gruppe lll, das Porcine Norovirus zu Gruppe Il und

das Murine Norovirus beschreibt Gruppe V [11].

Gl

Hu/MNorwalk
100

Bollena

GllI

100 Bo/Mewbury
Agent 2

Norovirus 100 GV

Hu/Alphatron
100

Hu/Hawaii

Gl
100
100 Po/Sw918

GIV

Mu/MNWV-1

Laﬁ'ﬂ 1’!!"!.'.5‘ RHDU

25

Sapovirus
04 ' PofCowden

Nabovirus /Becovirus | Bo/Nebraska

i | Bo/Newbury

o Agent1
Vesivirus FCV

Abbildung 1 Einteilung der Caliciviridae

Zu beachten: Mu/MNV-1 beschreibt Genogruppe V, in der Abbildung fehlerhaft als GIV
bezeichnet. [11]

Das Murine Norovirus ist eng verwandt mit dem humanen Norovirus. Die Erkrankung durch
das humane Norovirus zeichnet sich aus durch Bauchkrampfe, Ubelkeit, Erbrechen und
extremen Wasserverlust, was sie gefahrlich fir sehr junge, sehr alte und
immunusupprimierte Menschen macht [12]. Bei den unterschiedlichen Tierarten erzeugen
die tierartspezifischen Noroviren ein sehr weites Spektrum an klinischen Symptomen, wie
Erkrankungen des Verdauungstraktes (Menschen, Schweine, Rinder, Hunde), vesikulare

Lasionen, Storungen in der Reproduktion (Schweine, Meeressauger), Stomatitis,
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Erkrankungen des oberen Respirationstraktes und systemische Erkrankungen (Katze), sowie

haemorrhagische Erkrankungen (Kaninchen) [11].
I.4. Murines Norovirus

Das erste Murine Norovirus wurde 2003 nachgewiesen. Es wurde als sporadisch
auftretendes, letales Pathogen bei immunkomprimierten Rag2”/Stat1”™ Knockout-Mausen
entdeckt. Bei intracerebraler Inokulation flihrte es bei diesen Mausen zu Encephalitis,
Vaskulitis der cerebralen GefalRe, Meningitis, Pneumonie und Hepatitis. Auflerdem war es
letal fir InfaBy” Knockout-Mause [1]. Es hat einen Tropismus fiir Makrophagen und
Dentritische Zellen und ist das erste Norovirus, das in der Zellkultur auf diesen Zellen,
gewonnen aus dem Knochenmark von Mausen, angezichtet werden kann [13]. Die Anzucht
humaner Noroviren ist bislang nicht gelungen. Damit ist das Murine Norovirus das erste
Norovirus-Modell, mit dem Replikation und Immunologie von Noroviren auch in vitro
untersucht werden kénnen [14].

Die Pravalenz (bezogen auf die jeweils untersuchten Tiere) von MNV in
Versuchstierhaltungen unterscheidet sich in verschiedenen Regionen und Tierhaltungen.
Bisherige Publikationen ergaben eine Pravalenz von 22,1% [15] bzw. 32,4% [16] in
Nordamerika, von 23% [17] bzw. 15% [18] in SUdkorea und in Deutschland von 20,3% [19],
31,8% [20], bzw. 64,3% [21]. Damit ist MNV das am hochsten pravalente Virus bei
Versuchsmausen und etwa 10fach héher als das am nachsten pravalente Virus, das Maus
Hepatitis Virus mit 5,5% [20].

Durch eine Infektion mit dem Murinen Norovirus werden bei immunkompetenten Mausen
keine klinischen Symptome hervorgerufen. Es ist derzeit noch nicht hinreichend geklart,
inwieweit MNV bei immunkompetenten Mausen histopathologische Veranderungen induziert.
In einer Studie von 2007 wurde nachgewiesen, dass 24 Stunden nach oraler Infektion von
129S6/SvEvTac  Wildtyp Mausen mit 1*10°PFU  MNV-1 eine Erhéhung von
Entziindungszellen im Duodenum, sowie eine Ausbreitung des Virus in Darm, Milz und Leber

messbar war (Abbildung 2).
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Abbildung 2 Imnmunofluoreszenzassay

ProPol Antigen (griin) konnte in Lamina Propria Zellen des proximalen Diinndarms von 129
Mausen 24 hpi dargestellt werden [22]

Aulerdem wurden drei Tage nach Inokulation eine Hypertrophie der roten Pulpa sowie
aktivierte Lymphozyten in der weilRen Pulpa der Milz festgestellt. Innerhalb von 7 Tagen
wurde MNV-1 von immunkompetenten Mausen aus den meisten Geweben jedoch eliminiert
[22]. In einer weiteren Studie konnte dagegen auch acht Wochen nach Infektion noch Virus
in Milz, Lymphknoten und Jejunum von immunkompetenten Hsd:ICR Mausen nachgewiesen
werden [15]. In den beiden Studien wurden unterschiedliche Virenstamme und -passagen
verwendet. Diese Beobachtungen decken sich mit unseren Erfahrungen, dass Feldvirus sich
anders als in der Zellkultur passagiertes Virus verhalt.

Durch die initiale Replikation von MNV im unteren Verdauungstrakt [22] und den Tropismus
des Virus fur Makrophagen und Dentritische Zellen [13] und damit den Einfluss auf das
Immunsystem, ist fir Studien, in denen diese Organe oder Zelltypen eine Rolle spielen, ein
Frei sein der Versuchsmause von MNV von besonderer Bedeutung, um eine Beeinflussung
der Ergebnisse durch das Virus auszuschlielen. So konnte bei Koinfektion von Helicobakter
bilis mit MNV bei der Inflammatory Bowel Disease (IBD) empfianglichen Mdr1a” Maus bereits
eine Verstarkung der Krankheitssymptome und der pathologischen Veranderungen in der
Mukosa des proximalen Colons und des Lymphgewebes gezeigt werden [2].

Haufig wird in groReren Maushaltungen das Hygienemonitoring auf Basis des Screenings
von Sentinels durchgefuhrt. In einer Studie von 2006 wurde festgestellt, dass fur das
Monitoring von Murinem Norovirus Used Bedding Sentinels gut geeignet sind, da die
Sentinels, in Paaren gehaltene weibliche Hsd:ICR Mause, nach 12 Wochen sowohl Virus
ausschieden, als auch serokonvertiert waren. Allerdings blieb von 5 untersuchten
Sentinelpaaren eines serologisch und im direkten Kot-PCR-Nachweis negativ, obwohl die zu
uberwachenden Mause nachweislich Virus mit dem Kot ausgeschieden hatten [23]. Es
scheint also moglich, was unsere eigenen Beobachtungen bestatigen, dass eine Infektion in

einem Mausbereich Ubersehen werden kann.
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Genomaufbau

Das Genom des Murinen Norovirus ist etwa 7,4 Kilobasen lang und besteht aus vier Open
Reading Frames (ORF1, ORF2, ORF3 und ORF4), die sich an den Enden teilweise
Uberlappen. Am 3'-Ende ist die Virus RNA polyadenyliert. ORF1 kodiert fur ein Polyprotein,
das aus sechs Nicht-Strukturproteinen besteht. ORF2 kodiert flir das Hauptkapsidprotein
VP1 (viral protein 1), das aus zwei Domanen, namlich dem Hdllenbereich (S fir shell) und
einem hervorstehenden Bereich (P flr protruding) besteht. Der S Bereich ist im Gegensatz
zum P Bereich hochkonserviert. Dieser ist noch einmal aufgeteilt in die Bereiche P1 und P2,
wovon der P2 Bereich, der die Virusoberflache bildet, besonders variabel ist. ORF3 kodiert
fiir ein kleines Basisprotein, das einen Einfluss auf die Stabilitat des Kapsidproteins hat. Uber
ORF4 ist noch wenig bekannt. Er liegt innerhalb von ORF2 [24].

ORF1 ORF2 ORF3
ORF4
nt68 nt2598
pOpt : wn G
NS1-2 NS3 NS4 | NS5|NS6| NS7 nt7287
| ORF3 product
AAA GAU nt5401 nt6676
(WU11) (CR10/11/13) Vp Gl i (A)n SG
AAUCGGGAGUAG
VP1 (CR18)
* ORF4 @ |
sproduct? caa
rsmmnnnw : [CR‘IB]

Abbildung 3 Genomaufbau des Murinen Norovirus [24]

Diagnostik

Zwischen humanen Norovirus Stammen besteht eine geringe Kreuzreaktivitat. Kommerzielle
Kits zum Nachweis von Antikérpern sind deshalb wenig verlasslich, so dass die bevorzugte
Nachweismethode die der RT-PCR ist [25].

Im Gegensatz dazu kénnen Antikdrper gegen die Murinen Noroviren aufgrund ihrer guten
Kreuzreaktivitat [15, 24] serologisch durch den ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbant-
Assay) oder den IFA (Immunfluoreszenz-Assay) (Abbildung 4) sehr gut nachgewiesen
werden [26]. Da diese Methoden auf dem Nachweis von Antikdrpern gegen MNV im Blut des
zu untersuchenden Tieres basieren, sind sie indirekte Methoden des Virusnachweises. Es
wurde ein Multiplexed Fluorescent Immunoassay (MFI) [27] fUr das Murine Norovirus
entwickelt, das in den USA im Einsatz ist. Diese Methode auf Basis der Immunfluoreszenz
wurde in den letzten Jahren so weit verfeinert, dass eine hohere Durchsatzrate und eine
genauso hohe Sensitivitat wie bei den oben genannten Methoden erreicht werden kann. In
Deutschland werden von kommerziellen Laboren bis dato der klassische Immunfluoreszenz-

Assay und der ELISA als quantitative Nachweismethoden angeboten.
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Abbildung 4 IFA: Mikroskopische Aufnahme der spezifischen Immunfluoreszenz im
Zytoplasma von MNV-infizierten Kulturzellen nach Markierung mit Fluoreszein-gekoppelten
spezifischen Immunglobulinen (Konjugat). Nicht infizierte Zellen sind rot gefarbt.
Quelle:http://biodoc-online.de/spektrum.html mit freundlicher Genehmigung

Da im Genom des Murinen Norovirus einige hochkonservierte Regionen vorhanden sind [21,
24], die flir das Primerdesign genutzt werden kdnnen, ist als direkter Nachweis des Virus in
Kot und Organen von Mausen die RT-PCR (Reverse Transkription Polymerase
Kettenreaktion) und die RT-gPCR (quantitative Reverse Transkription Polymerase
Kettenreaktion) sehr gut geeignet.

Ein Vorteil der PCR gegenuber den indirekten Methoden ist der Nachweis des
Vorhandenseins von Virus zum Zeitpunkt der Probennahme. Allerdings kann, im Gegensatz
zum Nachweis von Antikérpern im Blut, nach Entfernen des Virus aus dem Korper ein
friheres Vorhandensein dessen nicht mehr nachgewiesen werden. Der serologische
Nachweis hingegen setzt eine Reaktion des Korpers auf das Virus voraus, ist diese aus
irgendeinem Grund nicht gegeben, werden falsch negative Screeningergebnisse produziert

und ein Nachweis kann auf diesem Wege nicht vorgenommen werden.
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I.5. Real Time PCR

Nachdem die Real Time PCR in dieser Arbeit eine besondere Rolle spielt, soll die relativ
neue Methode der quantitativen Real Time PCR hier genauer beschrieben werden. Die
Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur schnellen Vervielfaltigung definierter
Sequenzen einer DNA. Um RNA in einer PCR einzusetzen, muss diese durch eine reverse
Transkriptionsreaktion in DNA umgeschrieben werden.

Zur quantitativen Spezifizierung von RNA-Fragmenten kann die Reverse Transkriptase Real
Time PCR (RT-gPCR) verwendet werden. Die Vorteile dieser Methode gegeniber der
konventionellen RT-PCR liegen in der hdoheren Genauigkeit der Quantifizierung und der
schnelleren Verfligbarkeit der Ergebnisse.

Die gebrauchlichsten Methoden zur Quantifizierung der entstehenden PCR-Produkte sind
die Verwendung von interkalierenden Farbstoffen, die sich in die doppelstrangige DNA
einlagern und damit eine Fluoreszenz hervorrufen oder von FRET-Sonden (Fluorescence
resonance energy transfer), die sich spezifisch an bestimmte Sequenzen der DNA-
Einzelstrange anlagern und ein Fluoreszenzsignal abgeben.

Die Methode unserer Wahl ist die der TagMan®Sonde, die auf dem FRET-System basiert
(Abbildung 5). Die Sonde hybridisiert an einer Sequenz, die zwischen den zwei spezifischen
Primern liegt und ist somit auch fur jede zu amplifizierende Sequenz spezifisch. An ihren
beiden Enden befinden sich ein Reporter bestehend aus einem Fluoreszenzfarbstoff und ein
Quencher, der die Fluoreszenz des Reporters blockiert, solange sich beide in unmittelbarer
Nahe befinden, so dass bei intakter Sonde kein Reportersignal freigegeben wird. Wahrend
der Amplifikation des DNA Stranges wird durch die Exonukleaseaktivitat der Taq Polymerase
die Sonde hydrolisiert, der Reporter entfernt sich vom Quencher und gibt ein
Fluoreszenzsignal ab. Die Fluoreszenzstarke steigt somit proportional zur Amplifikatmenge

an und wird vom Real Time Gerat gemessen.
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Abbildung 5 Prinzip der TagMan®Sonde

F Fluoreszenzfarbstoff; Q Qencher; P Polymerase

1 Hybridisierung von Primer und Sonde

2 Primer-Extension und Sondenverdriangung

3 Hydrolyse der Sonde, Beginn der Fluoreszenzmessung
4 Vollstandige Synthese des PCR-Produktes

Die Quantifizierung erfolgt durch Einsetzen eines Standards mit bekannter Kopienzahl. Als
Standard kann ein Plasmid eingesetzt werden, in das die zu quantifizierende RNA-Sequenz
als DNA-Komplement einkloniert wurde oder die RNA selbst. Durch photometrische
Messung und darauf basierende Berechnung der Anzahl der Plasmid- oder RNA-Kopien
kann eine Standardkurve, bestehend aus einer Verdinnungsreihe mit bekannter Kopienzahl,
erstellt werden.

Durch Festsetzung eines Schwellenwertes, des Thresholds, kann der Quantifikationszyklus
(Cq) jeder Verdunnungsstufe des Standards, der durch dessen Schnittpunkt mit der
Amplifikationskurve definiert wird, bestimmt werden (Abbildung 6). Die Gerade, die nach
Auftrag der Quantifikationszyklen einer jeden Verdinnungsstufe gegen die jeweilige
Kopienzahl (logarithmiert) entsteht, wird als Standardkurve bezeichnet. Sie sollte einer
Geraden mit der Steigung -3,32 nahe kommen, was einer Effizienz von 100% und damit
wahrend der exponentiellen Phase einer Verdoppelung des Templates bei jedem
Ampifikationszyklus  entsprache.  Auflerdem ist eine Abweichung von der
Regressionsgeraden, die als R?-Wert bezeichnet wird, von 1 anzustreben. Der R? Wert

spiegelt somit die Linearitat der Standardkurve wieder.
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Abbildung 6 Bestimmung von Quantifikationszyklus (Cq, links) und Standardkurve (rechts)

Links: Fluoreszenz vs. Zyklus, griin: Threshold; Rechts: Quantifikationszyklus (Cq) vs.
eingesetzter Kopienzahl (log) (Ansicht 7500System v 1.2.2 Software)

Minimum Information for Publication of Quantitative Real Time PCR PCR Experiments

(MIQE)

Es gibt zwar keine allgemein vorgeschriebenen Richtlinien zu Nomenklatur, Ausfuhrung und
Interpretation der Quantitativen Real Time PCR, bei der Publikation von Daten wird aber
mehr und mehr die Einhaltung der MIQE Guidelines [28] vorausgesetzt. Die Ausflihrung des

RT-qPCR Assays und die Nomenklatur der Doktorarbeit sind daran angelehnt.
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lll. Material und Methoden
111.1. Material

I1.1.1. Laborchemikalien

Ampuwa® (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland)
Biozym DNA Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hess.Oldendorf, Deutschland)
Dulbecco’s minimum essential medium (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland)

FKS (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland)

Loading buffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)

Milli-Q Wasser (Milli-Q PLUS UF, Millipore, Billerica, MA, USA)

Minisart® Filter (Sartorius, Géttingen, Deutschland)

Primer und Sonde: Konz: Synthesis Scale 0,04pmol, Purification HPLC, Iyophilisiert
(Metabion international AG, Martinsried, Deutschland)

Pursept-A Xpress (Merz Hygiene GmbH, Frankfurt a.M., Deutschland)
RNaseZap (Ambion/Applied Biosystems Austin, TX, USA)

SP6 RNA Polymerase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

Tabelle 3 TBE-Puffer: pH 8,3

10x
Tris base 0,89mM
Borsaure 0,89mM
EDTA 20mM

Tabelle 4 TE-Puffer: pH 7,4

10x
Tris ClI 0,1M
EDTA 10mM

I1.1.2. Medikamente

Rompun (Bayer, Leverkusen, Deutschland)

Vetranquil (Sanovi Serva, Dusseldorf, Deutschland)
Ketamin (WDT, Garbsen, Deutschland)

Natriumchlorid (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Novalgin (Aventis Pharma Deutschland GmbH)

.1.3. Kits

Agpath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Ambion, Kassel, Deutschland)
MinElute Reaction Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
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QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
QIAGEN®OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
QuantiTect Probe RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

Precellys Keramik-Kit 1.4/2.8mm (Peqlab, Erlangen, Deutschland)

.1.4. Gerite

Eppendorf Centrifuge 5415R ( Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Micro-Dismembrator S (230V, 50-60Hz, B.Braun Biotech International)
Photospektrometer (SmartSpec™Plus, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland)

Real Time Gerat (7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)
Schuttelgerat FastPrep® -24 (MP Biomedicals Europe, 67402 llikirch, Frankreich)
Schittler (Eppendorf Thermomixer Comfort, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Thermocycler (TPersonalThermocycler, Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland)

l.1.5. Maushaltung
Filter Top Kafig Typ Il Makrolon® (verschiedene Hersteller)

Holzspane (Lignocel %, Rettenmeier, Rosenberg, Deutschland)
IVCs (VentiRacks™; BioZone, Margate, UK)
Mausdiat (1314, Altromin Spezialfutter GmbH, Lage, Deutschland)

I11.1.6. Virusstocks von MNV-4 und MNV-S99

MNV-4 wurde uns freundlicherweise von Robert S. Livingston, RADIL, Missouri, USA und
MNV-S99 von Birthe Miuller, RKI, Berlin zur Verfigung gestellt. Die Viren wurden vor

Verwendung zur Aufbewahrung bei -80°C eingefroren.

.1.7. Zelllinien
RAW264.7 Zellen wurden von LCG PROMOCHEM GMBH, Wesel, Deutschland, bezogen.

Es handelt sich um eine Maus-Monozyten/Makrophagenzelllinie, die aus Abelson-

Mausleukamie-Virushaltigem Aszites gewonnen wurde.
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1l.2. Mause

Es wurden Auszuchtmause der Linie Crl:CD1(lcr)/Dcm (Dcm = Department of Comparative
Medicine), die an unserer Einrichtung im Barrierebereicht geziichtet wurden, verwendet.

Fir den Inokulationsversuch Sentinelmonitoring wurden vier Wochen alte mannliche und
weibliche Inzuchttiere der Linie C57BL/6J, bezogen von Charles River Deutschland
(Sulzfeld, Deutschland) genutzt.

Im Feldversuch wurden Sentinels aus oben genannter eigener Zuchtkolonie eingesetzt. Bei
den durch diese Sentinels zu Uberwachenden Versuchsmausen handelte es sich um Mause
verschiedener experimenteller Zuchten, Uberwiegend transgene Mause auf C57BL/6J

Hintergrund, die auch fir die Organentnahmen verwendet wurden.
ll.3. Versuchstierhaltung und Hygienemonitoring

Die Zuchtmause, von denen die Sentinels stammten, wurden in Barrierebereichen in Kafigen
Typ Il Makrolon® bei einer Temperatur von 20 bis 24°C, einer Luftfeuchte von 50 bis 60%,
15 Luftwechseln pro Stunde und einem 12/12-Stunden Lichtregime gehalten. Bei Arbeiten im
Zucht-Barriereberich trugen die Mitarbeiter autoklavierte Kleidung, Einmalhandschuhe,
Kopfhauben und Mundschutz. Der Zucht-Barrierebereich konnte nur durch eine Schleuse mit
Nassdusche betreten werden. Die Mause wurden mit Silikon gepolsterten desinfizierten
Pinzetten in einer als Umsetzstation genutzten Klasse 2 Sicherheitswerkbank in frische
Kafige umgesetzt. Alle Materialien wurden vor der Benutzung autoklaviert oder chemisch
desinfiziert.

Die Mause fir die Experimente mit kinstlicher Infektion und die entsprechenden
Kontrolimause wurden in einzeln bellfteten Kéafigen (IVCs, VentiRacks™; BioZone, Margate,
UK) bei einer Temperatur von 22°C, einer Luftfeuchte von von 50 bis 60% und einem 12/12-
Stunden Lichtregime gehalten. Die Mitarbeiter trugen autoklavierte Kleidung,
Einmalhandschuhe, Kopfhauben und Mundschutz. Alle Materialien wurden vor der
Verwendung autoklaviert oder chemisch desinfiziert. Jede Manipulation der Tiere wurde in
einer Klasse 2 Sicherheitswerkbank durchgefihrt.

Die Mause fir die Feldversuche wurden in offenen Kafigen Typ Il Makrolon® bei einer
Temperatur von 21 bis 23°C, einer Luftfeuchte von 50 bis 60% und einem 12/12-Stunden
Lichtregime gehalten. Die Mitarbeiter mussten sich, um den Tierbereich zu betreten, durch
eine Luftschleuse einduschen und trugen autoklavierte Kleidung, Einmalhandschuhe,
Kopfhauben und Mundschutz. Alle Materialien wurden vor der Verwendung autoklaviert oder
chemisch desinfiziert.

In allen Haltungsbereichen wurden als Einstreu Holzspane (Lignocel %, Rettenmeier,

Rosenberg) verwendet. Alle Mause wurden mit einer kommerziell erhaltlichen Standarddiat
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fur Nager (Altromin 1314 TPF, Altromin Spezialfutter GmbH, Lage) geflttert. Den Mausen
wurde filtriertes (FiltergréRe 0,2um) teilentmineralisiertes Wasser ad libitum angeboten.

Das routinemafige Hygienemonitoring stellte sich wie folgt dar:

Im Zuchtbereich wurden die Maus Kolonien alle sechs Wochen von einer externen Firma
mikrobiologisch untersucht, indem mannliche Crl:CD1(lcr)/Dcm Sentinels verwendet wurden.
Es wurden Aliquots in einer Menge von circa 5cm® schmutziger Einstreu von jedem Kifig
eines Racks entnommen und in einer sterilen Box mit einer aquivalenten Menge an frischer
steriler Einstreu gemischt. Uber einen Zeitraum von 12 Wochen wurde die daraus
hervorgegangene Mischung dem Sentinelkafig des entsprechenden Racks zugeteilt und
anschlief3end die Sentinels seziert und untersucht.

In den dbrigen Tierhaltungen wurden viermal jahrlich jeweils zwei mannliche
Crl:CD1(lcr)/Dcm Sentinels mit einem Alter von ca. 8 Wochen in den jeweiligen Raum des
Tierstalles eingesetzt. Sie wurden einzeln in offenen Kafigen gehalten und nach einem
Zeitraum von 11 bis 14 Wochen serologisch und bakteriologisch untersucht. Ihnen wurde
wahrend des Untersuchungszeitraumes aus der schmutzigen Einstreu jedes im Raum
befindlichen besetzten Kafigs mindestens zweimal eine gepoolte Probe der schmutzigen
Einstreu zugefuhrt.

Die serologischen Untersuchungen wurden gemafl den Empfehlungen der FELASA
(Federation of Laboratory Animal Science Associations) [5] mit der Erganzung von
Leptospira serogroups ballum, canicola, hebdomadis und icterohaemorrhagiae, K virus,
Lactate dehydrogenase virus, Polyoma virus, Mouse thymic virus, Hantaviruses und dem
Murinen Norovirus durchgefuhrt. Die Empfehlungen der FELASA fur die Untersuchung von
Bakterien, Mykoplasmen und Pilzen wurden erganzt durch Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp., Proteus spp., Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa und
Klebsiella pneumoniae. AuRerdem wurden die Sentinels auf Existenz folgender Parasiten
getestet: Aspiculuris sp., Syphacia sp., Coccidien, Giardia spp., Spironucleus muris,
Trichomonas, Protozoan flagellates (i.e. Enteromonas) und Arthropoden.

In den Zuchtbereichen wurden die Mause auf oben erwéahnte Infektionserreger durchgehend

negativ getestet.

lll.4. Erstellung einer Verdiinnungsreihe von MNV-S99 und MNV-4 und Inokulation

von Virus in Mause

Erstellung einer Verdiinnungsreihe von MNV-S99 und MNV-4

Erstellung der Verdinnungsreihen von MNV-S99 und MNV-4 zur oralen Inokulation:
Der Virusstock von MNV-S99 hatte eine TCIDsy/ml von 108, der Virusstock von MNV-4 hatte
eine TCIDso/ml von 10"

Es wurde eine Verdunnungsreihe mit 1:10 Verdlinnungsschritten wie folgt erstellt:
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Der oben genannte Virusstock von MNV-4 wurde vor Erstellung der Verdinnungsreihe
bereits 1:1000 mit DMEM + 10% FKS verdiinnt.

Aus dieser Stockverdinnung mit einer TCIDso/ml von 10% und einem Volumen von 1ml
wurde eine Teilmenge von 100ul entnommen und in ein Eppendorfgefall mit 900ul DMEM +
10% FKS gegeben. Nach grindlichem Mischen der entstandenen Lésung wurde dieser
Schritt weitere sechsmal wiederholt, bis acht Verdinnungsstufen bis zu einer Verdinnung
von 10" TCIDse/ml vorhanden waren (Abbildung 7).

DMEM
+FKS

Stocklésung 900yl 900ul 900yl 900yl 900yl 900pl 900pl
‘ ’ 100|.|I‘ ’ 100|.|I‘ ’ 100|.|I‘ ’ 100pl ‘ ’ 1oom‘ ’ 1oom‘ ’ 100u|‘ ’

Abbildung 7 Erstellung einer Verdiinnungsreihe von MNV-S99 zur oralen und intrauterinen
Inokulation und von MNV-4 zur oralen Inokulation

TCIDso/ml

Erstellung der Verdiinnungsreihen von MNV-S99 und MNV-4 zur intrauterinen Inokulation:
Da flir die intrauterine Inokulation ein geringeres Inokulationsvolumen (1ul statt 100ul)
bendtigt wurde, wurde eine Verdlinnungsreihe mit 100fach hoéherer Viruskonzentration,
namlich mit einer TCIDso/ml von 10" bis 10® wie oben genannt erstellt. Der Virusstock von
MNV-4 wurde dafir vorher 1:10 verdinnt, so dass 1ml einer Stocklésung mit einer TCID 5o/ml
von 10" entstand (Abbildung 8).

DMEM
+FKS

Stocklésung 900p! 900pl 900pl 900p! 900pl 900pl 900pl

‘ ’100p|‘ '10p|‘ '10p|‘ ’10p|‘ '10p|‘ '10,"‘ ’10,"‘ '
10" 10°

Abbildung 8 Erstellung einer Verdiinnungsreihe von MNV-4 zur intrauterinen Inokulation

Tchsolml

Da MNV-S99 in der Konzentration 108 TCIDso/ml vorlag, konnte den Mausen intrauterin von
diesem Virus die Verdiinnungsstufen 10° TCIDso/Maus bis 10° TCIDsy/Maus inokuliert
werden.

Fir die Kontrollgruppe wurde DMEM + 10% FKS verwendet.
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Inokulation von Mausen

Intrauterine Inokulation:

Fur die Intrauterine Inokulation wurden, wie flr einen Routine-Blastozystentransfer, acht
Wochen alte, weibliche pseudogravide Auszuchtmduse der Linie Crl:CD1(lcr)/Dcm
verwendet. Um pseudogravide Mause zu erhalten, wurden die Tiere mit vasektomierten
Mannchen verpaart, auf Scheintrachtigkeit geprift und 2,5 Tage spater fiur die Inokulation
verwendet. Die Mause wurden unter Narkose intrauterin mit dem Virus inokuliert. Als
Narkose wurde ihnen, je nach Gewicht, ca. 0,15ml eines Rompun:Vetranquil:Ketamin-
Gemisches (0,39ml:0,12ml:0,39ml in 2,10ml 0.9% NaCl) intraperitoneal injiziert.

Nach Erreichen des Chirurgischen Toleranzstadiums wurde auf Kniehdhe ein Hautschnitt
von 0,5mm Lange gesetzt und anschlieBend die Muskulatur auf 0,5mm Lange durchtrennt.
Ovar, Eileiter und Uterus wurden am Fettgewebe vorgelagert und mit einer Klemme fixiert. In
der Mitte des Uterus wurde mit der Kanlle ein Loch gestochen, die zu inokulierende
Virusmenge von 0,5l eingebracht und die Organe zurtickverlagert. Der Muskelschnitt wurde
vernaht und der Hautschnitt mit Wundklammern verschlossen. Das Tier wurde zum
Aufwachen auf die Warmeplatte gelegt und zur postoperativen Analgesie oral mit Novalgin

versorgt.

Orale Inokulation:

Zur oralen Inokulation wurde den Mausen 100pl des Virus mit Knopfkanulen inokuliert. Sie
wurden im Nacken so fixiert und hochgehoben, dass der Kopf gestreckt war. Um in den
Magen zu gelangen, wurde die Kanule in die Maulhdhle eingefihrt, bis der Kehlkopf beruhrt
und damit der Schluckreiz ausgelost wurde. Die Kaniile wurde so weit eingeflihrt, bis ein
leichter Widerstand zu spuren war und die zu inokulierende Virusmenge eingebracht werden

konnte.
ll.5. Probenentnahme und Lagerung

l.5.1. Kot

Kot wurde mit Einmalpinzetten aus den Kafigen der Mause entnommen. Aulier bei der
Entnahme von Sammelproben aus mit mehreren Mausen besetzten Kafigen wurden in
Gruppen sitzende Mause am Tag vor der Kotentnahme einzeln in frische Kafige gesetzt.
Unmittelbar nach der Entnahme der Kotpellets wurden die Tiere in ihre urspringlichen
Gruppen zurlickgesetzt.

Fur den Versuch IV.6.2, Organentnahme von mit MNV natdrlich infizierten Mausen, wurde
der Kot direkt aus dem Dickdarm entnommen, indem der Apex Caeci entfernt, der Kot
herausgedriickt und in einem Eppendorf Gefall aufgefangen wurde.

War die sofortige Isolierung der RNA aus den Kotproben nicht mdglich, wurden sie bei
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-20°C eingefroren. Bei langerfristiger Lagerung (> 7 Tage) wurden die Kotpellets bei -80°C

eingefroren.

1.5.2. Blut

Blut fir die Isolierung von RNA wurde nach Téten des Tieres gewonnen, indem unmittelbar
nach Toéten des Tieres mit CO, mit einer Spritze Blut direkt aus dem Herzen enthommen
wurde, bis dieses entblutet war. Die Probe wurde in ein Eppendorf Gefall gegeben und bei
-20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

Zur Blutentnahme fur die Serologie wurden die Mause unter einer Rotlichtlampe wenige
Minuten erwarmt damit ein guter Blutfluss im Schwanz gewahrleistet war und zur Fixierung in
eine Blutentnahmerdhre gesetzt, so dass der Schwanz frei war und leicht fixiert werden
konnte. Den Mausen wurde 150ul Blut aus der lateralen Schwanzvene enthommen, das Blut
im Serumrdhrchen ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend bei
4000rpm fir 10 Minuten zentrifugiert. Das Serum wurde bis zum Versand kurzfristig bei 4°C

oder langerfristig bei -20°C gelagert.

l.5.3. Organe

Zur Entnahme von Organen wurden die Tiere durch Genickbruch oder mit CO, getotet. Es
wurde das entsprechende Organ freigelegt, das vollstdndige Ovar oder der Nebenhoden, ein
vollstandiger Mesenteriallymphknoten und ein Stiick des Caecums von ca. 2*2*2mm?® GréRe
entnommen, in ein 1,8ml Kryoréhrchen gegeben und unmittelbar in flussigem Stickstoff

schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
lll.L6. Serologische Untersuchungen

Die serologischen Untersuchungen der Abschnitte 1V.2.1 Direkte Inokulation von Mausen mit
den Laborvirusstammen MNV-4 und MNV-S99, IV.2.2 MNV-4 Langzeitausscheidung und
IV.3 Uberprifung der Ubertragung von Laborvirus (ber gebrauchte Einstreu,
Ausscheidungsverhalten und Serokonversion von Sentinels wurden durchgeflihrt in
Kollaboration mit Jeffrey Needham, The Microbiology Laboratories, North Harrow, Middlesex,
United Kingdom.

Die Serologischen Untersuchungen des Abschnitts V.4 Feldversuch Sentinelscreening

wurden in kommerziellen Untersuchungslabors durchgefiihrt.
lll.7. Isolierung der Virus-RNA aus den zu untersuchenden Proben

M.7.1. Zellkulturiiberstand

Es wurde 140 pul Zellkulturiberstand entnommen und entsprechend dem QlAamp Viral RNA

Mini Kit die Isolation der gesamten RNA durchgeflihrt.
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ll.7.2. Kot

Es wurde eine Kotsuspension hergestellt, indem die gesammelten Kotpellets mit der
entsprechenden Menge Milli Q Wasser, namlich, je nach Kotvolumen zwischen 300 und
500ul, versetzt wurden, so dass nach Zentrifugation ein Uberstand von ca. 140ul entstand.
Die Suspension wurde bei 1400rpm und 20°C fir 20 Minuten geschuttelt und 8 Minuten bei
8000rpm zentrifugiert. Virus RNA wurde aus den 140ul Uberstand mit dem QlAamp Viral
RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert.

l.7.3. Organe

Die Organproben wurden nach Entnahme sofort in Flissigstickstoff schockgefroren und bis
zur Verarbeitung bei -80°C gelagert.

Bis zur Homogenisation mit der Schwingmihle wurden alle Schritte auf Trockeneis
durchgefiihrt.

Zur Vorbereitung der Schittelbehalter fir den Micro-Dismembrator S (230V, 50-60Hz,
B.Braun Biotech International) wurden diese grindlich mit destilliertem Wasser gespult und
mit Pursept-A Xpress (Merz Hygiene GmbH, Frankfurt a.M., Deutschland) eingespriht,
sowie nach dem Trocknen mit RNaseZap (Ambion/Applied Biosystems Austin, TX, USA)
behandelt. Nach der Reinigung und Dekontamination wurden die Behalter auf Trockeneis
eingefroren und der Buffer RLT aus dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
hineinpippetiert. Nach vollstandigem Gefrieren des Puffers wurden die ebenfalls gefrorenen
Kugeln und das aufzureinigende Organ zugegeben und bei 2000rpm fiir 45 Sekunden
homogenisiert.

Zur Entnahme des homogenisierten Organs wurde der Inhalt des Schuttelbehélters nach
dem Auftauen mit der Pipette entnommen und in 1,5ml Eppendorf Gefalle gegeben. Die
RNA-Isolation aus den Organen wurde anschlieRend entsprechend dem RNeasy Mini Kit
Protokoll fur die Isolation der gesamten RNA aus Gewebe durchgefihrt.

Alternativ wurden die Organe in einem Schittelgerat FastPrep®-24 homogenisiert. Daflr
wurden in die Einmal-Schitteltubes (Precellys Keramik-Kit 1.4/2.8mm, PEQLAB, Erlangen,
Deutschland) je nach Gewicht des Organes 350ul (<20mg) oder 600ul (20-30mg) des RLT
Puffers gegeben, die gefrorenen Organe dazugegeben und unmittelbar bei 5,5m/s 60
Sekunden geschuttelt. Das Homogenisat wurde abzentrifugiert, mit der Pipette 300ul oder
500ul entnommen und in 1,5ml Eppendorf Gefalte gegeben. AnschlieRend wurde die RNA-
Isolation aus den Organen entsprechend dem RNeasy Mini Kit Protokoll fir die Isolation der

gesamten RNA aus Gewebe durchgefuhrt.

21



Material und Methoden

l.7.4. Blut

Die Mause wurden getotet, entblutet und einige Tropfen Blut mit Milli Q Wasser auf 140pl
aufgefillt. AnschlieRend wurde das verdlnnte Blut bei 1400rpm und 20°C fiir 20 Minuten
geschuttelt (Eppendorf Thermomixer Comfort) und 8 Minuten bei 8000rpm zentrifugiert.

Die RNA wurde gemafR dem QlAamp Viral RNA Mini Kit isoliert.

Alle beschriebenen Proben wurden sofort in der PCR eingesetzt oder bei -20°C eingefroren.

Langerfristig wurden sie bei -80°C gelagert.
lll.8. Isolierung von Virus aus dem Kot

1l.8.1. Virusisolierung aus der Tierhaltung

Zur Isolierung eines Murinen Norovirus aus der Versuchstierhaltung des Helmholtz-Zentrums
wurde ein Raum aus einem Barrierebereich ausgewahlt, der mit offenen Kafigen
ausgestattet war. In diesem Raum war zum Zeitpunkt der Probennahme nach der
vierteljahrlichen Untersuchungen des Routine-Monitorings das Murine Norovirus vorhanden.
Der Besatz des Raumes bestand aus transgenen Mausen auf C57BL/6J Hintergrund, die zur

Zucht sowie fur Experimente gehalten wurden.

l.8.2. Kotaufbereitung

Das Feldvirus aus der Maushaltung des Helmholtz-Zentrums wurde aus Kotpellets isoliert
und in der Zellkultur vermehrt. Die Sammelprobe von 20 Kotpellets wurde mit Milli Q Wasser
versetzt, so dass eine 20 %ige Suspension entstand. Die Suspension wurde 20min bei
1400rpm in einem Schiittler (Eppendorf Thermomixer Comfort, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) bei Raumtemperatur geschittelt und anschlieBend 8 Minuten bei 8000rpm
zentrifugiert (Eppendorf Centrifge 5415R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Der
Uberstand wurde entnommen und zweimal zur Entfernung von Bakterien und Pilzen durch
einen Minisart® Filter (Sartorius, Géttingen, Deutschland) mit einer MikroporengréRe von
0.20um filtriert.

1.8.3. Virusanzucht und —vermehrung in der Zellkultur

Zur Vermehrung des Virus wurde ein Milliliter des Kotffiltrats auf RAW 264.7 Zellen, ausgesat
in 75cm?  Zellkulturflaschen in DMEM, erganzt durch 10% hitzeinaktiviertes fetales
Kalberserum (FKS) bei 37°C und 5% CO. in luftbefeuchteter Umgebung gegeben.

Die Zellen hatten eine Konfluenz von ca. 50%.

Nach vier Tagen konnte eine weitgehende Ablosung der Zellen beobachtet werden, so dass
das Virus geerntet wurde, indem die verbleibenden Zellen abgeschabt und das Medium

entnommen wurde. Dieses wurde drei Mal bei -80°C eingefroren und wieder aufgetaut um
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die Zellstruktur zu zerstéren und das Virus freizusetzen und anschlief3end bei 3000rpm 5min
zentrifugiert, so dass sich ein Pellet bildete. Der virushaltige Uberstand wurde entnommen
und durch einen Minisart® Filter mit einer MikroporengréRe von 0,20um filtriert. Der so
entstandene Virusstock wurde bis zur Verwendung bei -80°C in Aliquots von 1,5ml
eingefroren.

Zur weiteren Verwendung wurde der jeweilige Virusstock bei 37°C aufgetaut. Zur erneuten
Anzucht wurden die Viren in DMEM, erganzt durch 20% hitzeinaktiviertes FKS resuspendiert
und auf RAW 264.7 Zellen gegeben. Die Vermehrung des Virusstocks wurde in 75cm?
Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO, in luftbefeuchteter Umgebung in DMEM, erganzt
durch 10% FKS durchgefihrt.

l.8.4. Virusquantifizierung

Die Quantifizierung des Virus wurde sowohl durch Virustitration auf RAW 264.7-Zellen sowie
durch RT-gPCR durchgefihrt.

Virustitration

Zur Titration wurden RAW 264.7 Zellen in einer Konzentration von 1*10%well auf 96-well
Platten ausgesat und Uber Nacht in Kultur genommen. Nach Abnahme des Kulturmediums
(DMEM + 10% FKS) wurden 12er Reihen einer 96-well-Platte mit je 100ul des Virusstocks
und seiner 10 fachen Verdiinnungsreihe bis zu einer Verdiinnung von 10" infiziert. Jede
Bestimmung eines Titers wurde mindestens in doppelter Ausfertigung angesetzt. Der
Zytopathische Effekt (ZPE) wurde am funften Tag bestimmt (Abbildung 9). Die mean tissue
culture infective dose (TCIDsy) wurde fur jeden Virusstock nach der Spearman-Kaerber
Methode berechnet (Formel 1).

Bestimmung des Zytopathischen Effektes und Berechnung mit der Spearman-Kaerber
Methode:

Stock 10" 102 10° 10% 10 10 107 10® 10° 1010 10

SIOISIGIOIeL IO I IT1010
elololelolelel 1 I 1 1

O @00
O @00
O @00
[wlelelelelsIvIvivIelvio]
Kontrollen . . . .

200000000000

O zytopathischer Effekt erkennbar
. kein zytopathischer Effekt erkennbar

000
000
000
Q0O
@00
000
o0
o909

Abbildung 9 Bestimmung des Zytopathischen Effekts durch Inkubation und anschlieBender
Beurteilung der Verdiinnungsreihe auf einer 96-well Platte
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Gesamtanzahl wells mit ZPE

Hochste Verdinnungsstufe mit 100% ZPE + Y2 -
Anzahl wells pro Verdunnungsstufe

Formel 1 Berechnung der TCID5, nach Spaerman-Kaerber

Real time PCR

Die Virus-RNA wurde aus 140yl des reinen Virusstockes mit dem QlAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Daraus entstand ein Eluat von 60ul. Von diesem Eluat
wurden 5yl in der Real Time PCR eingesetzt. Zur Berechnung der Kopienzahl/Ansatz wurde

die Kopienzahl/5ul mit 12 multipliziert.
l1.9. Konventionelle PCR

1.9.1. Master Mix
Ausgefiihrt wurde die PCR mit dem QIAGEN®OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden,

Deutschland) und einem Volumen von 25ul Reaktionslésung.

Die verwendeten Primer und der Master Mix waren wie folgt:

forward Primer 5-CAG ATC ACATGC TTC CAA-3°

reverse Primer 5-AGA CCA CAA AAG ACTCATCAC -3

Tabelle 5 Master Mix gel based PCR (Angaben in pl)

Anzahl 1,0

der Proben
Primer 1 600nM 1,5
Primer 2 600nM 1,5
Q-Solution 5,0
dNTP-Mix 1,0

5x One Step
Puffer 5,0

One Step Enzyme

Mix 1,0
RNAse free Water 7,0
Probenvolumen 3,0

11.9.2. Temperaturprotokoll

Das Temperaturprotokoll war folgendes: Reverse Transkription bei 50°C fir 30 Minuten,
initiale Denaturation bei 95°C fiir 15 Minuten, fiir Denaturation, Hybridisierung der Primer und
Elongation wurden 40 Zyklen mit 94°C fir 15 Sekunden, 55°C fiir 60 Sekunden und 72°C fiir
60 Sekunden eingesetzt und fir die finale Elongation 72°C fir 10 Minuten.
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Tabelle 6 Temperaturprotokoll gel based PCR

Zyklenzahl Temperatur Zeit Bemerkung
[°C] [Min:Sec]
50 30 Reverse
Transkription
1x 95 15:00 Initiale
Denaturierung
40 x 94 01:00 Denaturierung
55 01:00 Primer-
Hybridisierung
72 01:00 Elongation
1x 72 10:00 Finale
Elongation

11.9.3. Gelelektrophorese
50ul des PCR Produkts wurden mit 10yl Loading buffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot,

Deutschland) gemischt und 12pl dieser Mischung auf ein 1.5% Agarosegel aufgetragen.

Durch Elektrophorese wurden die Produkte aufgetrennt und mit UV-Licht sichtbar gemacht.

1.9.4. Agarosegel

Es wurde ein 1,5%iges Agarosegel hergestellt. In einem Erimeyerkolben wurden zu 150ml
TBE-Puffer 2,25g Agarose gegeben und in der Mikrowelle so lange erhitzt, bis keine
Schlieren mehr zu erkennen waren. Die Lésung wurde zum Abkihlen in einen kalten
Erlmeyerkolben gegeben und 20ul Ethidiumbromid hinzupipettiert. Der Inhalt wurde in eine
Form gekippt und vor Benutzung ca. eine Stunde zum Abkuhlen und Festwerden bei

Raumtemperatur inkubiert.

1.9.5. Laufbedingungen und Photographische Darstellung

Die Proben wurden bei 120 Volt Spannung ca. 45 Minuten in einer Gelkammer laufen
gelassen, um die PCR Produkte aufzutrennen.

Die Banden wurden durch UV Licht sichtbar gemacht und anschliel3end fotografiert.
ll1.10.Real Time PCR

11.10.1. Master Mix
Die PCR wurde entweder mit dem QuantiTect Probe RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden,

Deutschland) und einem Volumen von 20ul durchgefuhrt oder mit dem Agpath-ID™ One-
Step RT-PCR Kit (Ambion, Kassel, Deutschland) und einem Volumen von 25ul. Die
Negativkontrolle bestand aus RNAse-freiem Wasser. Die endgultige Reaktionsmixtur

beinhaltete 4 bzw. 5ul der Template RNA. Die Produktlange betrug 92 Basenpaare.
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Eingesetzt wurden in beiden Assays folgende Primer und Sonde:

forward Primer 5 -AGA GGA ATC TAT GCG CCT GG-3°
reverse Primer 5-GGA GGC GGC CAG AGA CCA-3’
Sonde 5 -Fam-CGC CAC TCC GCA CAA ACA GCC C-Dabcyl-3°

Die zwei Assays setzten sich wie folgt zusammen:

Tabelle 7 Master Mix 1 Real Time PCR (Agpath-ID™ One-Step RT-PCR Kit, Angaben in pl)

Anzahl der 1.0
Proben ’
Puffer 12,5

Primer 1 800 nM 2,5

Primer 2 800 nM 2,5

Sonde 120nM 1,5
Enzymmix 1,0
Probenvolumen 5,0

Tabelle 8 Master Mix 2 Real Time PCR (QuantiTect Probe RT-PCR Kit, Angaben in pl)
Anzahl der

Proben 1,0
Puffer 10,0
Primer 1 250 nM 1,0
Primer 2 250 nM 1,0
Sonde 100 nM 1,0
Enzymmix 0,1
Wasser 1,9
Probenvolumen 5,0

1.10.2. Temperaturprotokoll

Das Temperaturprotokoll war wie folgt: Reverse Transkription 30 Minuten bei 50°C, RT
Inaktivierung/DNA Polimerase Aktivierung 15 Minuten bei 95°C, und 40 Zyklen bei 95°C flr
15 Sekunden und 55°C fir 60 Sekunden zur Amplifikation.

Tabelle 9 Temperaturprotokoll Real Time PCR

Zyklenzahl Temperatur Zeit Bemerkung
[°C] [Min:Sec]
50 30 Reverse
Transkription
1Xx 95 15:00 Initiale
Denaturierung
40 x 95 00:15 Denaturierung
55 01:00 Primer-
Hybridisierung
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l.10.3. Standard
Zur Bestimmung der Anzahl der Amplifikate wurde das PCR-Produkt

5'CAGATCACATGCTTCCCACATGTCATGTGTGATGTGCGCACCCTGGAGCCCATTCAAC
TCCCTCTTCTTGATGTGCGTCGAGTTCTTTGGCATGCTACCCAGGATCAGGAGGAATCT
ATGCGCCTGGTCTGCATGCTGTACACGCCACTCCGCACAAACAGCCCGGGTGATGAGT
CTTTTGTGGTCTA-3’

in ein Plasmid (pCR®II-TOPO) einkloniert (Bezeichnung: Plasmid Miinchen) und in einer
Verdiinnung von 3*10° Kopien/5ul bis 3*10° Kopien/5ul verwendet.

1.10.4. Einstellung und Evaluierung der Standardkurve

Der Threshold wurde nach einem Vergleich mehrerer Laufe sowie dem Vergleich der
logarithmierten Standardkurve und deren Parameter, dem ,Slope” sowie dem JR%. auf 0,20
gesetzt. Zudem wurde der Threshold in den exponentiell ansteigenden Abschnitt der
Standardkurve gesetzt (1V.1.2).

1.10.5. Berechnungsgrundlage der Kopienzahl in den Proben

Eine Kotprobe wurde mit Milli Q Wasser so versetzt (I11.7.2), dass ein Uberstand von 140ul
entstand. Aus dem Uberstand wurde mit dem QIAamp Viral RNA Mini Kit die Virus-RNA
isoliert. Die RNA wurde aus der Saule mit 60ul Puffer eluiert. Aus den 60ul Eluat wurden 5l
in der Real Time PCR als Template eingesetzt. Um die Kopienzahl in einer eingesetzten

Probe zu berechnen wurde folgende Formel verwendet:

Kopien pro eingesetztes Template*(60/5)

Fir Kotproben ergab sich also ein Multiplikationsfaktor von 12 fiir die Berechnung der
Kopienzahl in einer Kotprobe.

Organproben wurden, je nach Gewicht, in 350ul bzw. 600ul Puffer gegeben, homogenisiert
(M1.7.3) und mit dem RNeasy Mini Kit die Virus-RNA isoliert. Die RNA wurde in 40ul Puffer
eluiert. Aus den 40ul Eluat wurden 5ul in der Real Time PCR als Template eingesetzt. Um

die Kopienzahl in einer eingesetzten Probe zu berechnen wurde folgende Formel verwendet:

Kopien pro eingesetztes Template*(40/5)

Fir Organproben ergab sich also ein Multiplikationsfaktor von 8 fiir die Berechnung der

Kopienzahl in einer Organprobe.

11.10.6. Umrechnung zweier Plasmide

Zu Beginn der Arbeiten wurde ein Plasmid als Standard eingesetzt, das vom RKI in Berlin
mit Angabe der Konzentration von 1*10° Kopien/ml zur Verfiigung gestellt worden war
(Bezeichnung: Plasmid Berlin). Die Konzentration an Nukleinsdure war aufgrund der

geringen Konzentration photospektrometrisch nicht tGberprifbar. Wir erstellten zusatzlich ein
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eigenes Plasmid als Standard (Plasmid Minchen) und stellten fest, dass die Angabe aus
Berlin fehlerhaft sein musste. Um die friheren Ergebnisse verwenden zu kénnen, wurde ein
Korrekturfaktor festgelegt.

Die Laufe der RT-gPCR mit dem Plasmid, dass uns vom RKI in Berlin zur Verfigung gestellt
wurde (Plasmid Berlin), wurden mit dem QuantiTect Probe RT-PCR Kit (Qiagen) und einem
Volumen von 20yl durchgefihrt, Laufe der gRT-PCR mit dem selbst hergestellten Plasmid
(Plasmid Mlnchen) wurden mit dem Agpath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Ambion) und einem
Volumen von 25ul durchgefihrt.

Die Plasmide Minchen und Berlin wurden mehrmals beide im selben Real Time PCR Lauf
mit dem Agpath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Ambion) und einem Volumen von 25l
durchgefiihrt. Nach Evaluierung unseres eigenen Plasmids (Plasmid Minchen) wurden zur
Berechnung des Korrekturfaktors zwei Laufe mit insgesamt 37 unterschiedlichen, als
unbekannt angegebenen Proben und finf Negativkontrollen sowohl mit dem Plasmid
Minchen als auch mit dem Plasmid Berlin ausgewertet. Es handelte sich bei den als
unbekannt eingesetzten Proben um eine Verdinnungsreihe des Plasmids Berlin sowie Kot-
und Staubproben, in denen unterschiedliche Mengen an MNV zu erwarten waren.

Es wurde der Quotient der Ergebnisse, die durch Auswertung mit dem Munchner Plasmid
entstanden, und der Ergebnisse, die nach Auswertung mit dem Berliner Plasmid entstanden,
gebildet. Aus den daraus resultierenden Einzelergebnissen wurde der Mittelwert gebildet, der
den Korrekturfaktor ergab. Je hdher die Anzahl der Kopien in den Proben war, desto héhere
Einzelergebnisse des Quotienten ergaben sich. Der Mittelwert aus diesen Ergebnissen ergab
einen Wert von 1,5*10° (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Berechnung des Umrechnungsfaktors

Umrechnungsfaktor vs. Kopienzahl (Basis Plasmid Miinchen)
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Dieser Wert wurde als Korrekturfaktor festgelegt und die Ergebnisse aller mit dem Berliner
Plasmid getesteten Proben wurden mit diesem Faktor multipliziert. So konnten die Proben,
die mit dem Berliner Plasmid als Standard gemessen wurden, im Vergleich zu den spater

getesteten Proben besser eingeschatzt werden.
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IV. Ergebnisse
IV.1. Etablierung eines Nachweisverfahrens: RT-qPCR

Zum Nachweis von Virus RNA in organischen Materialien wurde ein Nachweisverfahren, die
Quantitative Reverse Transkriptase PCR, etabliert. Um den Qualitatskriterien der Sensitivitat,
Spezifitat und der Reproduzierbarkeit zu entsprechen, wurden einige Tests zur Validierung
der Methode durchgeflinrt. Es wurde ein DNA-Standard kalibriert, die Effektivitat der
Reversen Transkriptionsreaktion durch einen RNA-Standard getestet und der Einfluss von

Kot auf die gemessene Kopienzahl ermittelt.

IV.1.1. Berechnung und Erstellung des DNA-Standards
Der DNA Standard bestand aus einem Plasmid pCR®II-TOPO® mit einem Insert (I11.10.3)

von 90 Basenpaaren (bp) und damit einer Gesamtgréfie von 4063 bp. Die Berechnung zum
Einsatz des DNA Plasmids als Standard mit einer Kopienzahl von 3*102 Kopien/5ul bis 3*10°
Kopien/5ul fand wie folgt statt.

Die Plamidmasse eines Molekils wurde mit folgender Formel berechnet.

Masse (g) = bp*1,096*10%'g = 4063*1,096*102'g = 4,45*10"%g

Fur die Plasmidmasse ergab sich ein Wert von 4,45*10'%g. Da die Stammlésung auf eine
Konzentration von 3*10® Kopien/5ul eingestellt wurde, wurde die Anzahl der Kopien mit der
Masse eines Molekiils multipliziert und diese, da sich die Kopienzahl von 3*10® Kopien in 5yl

befinden sollte, durch 5 geteilt.

3*10%/5u1*4,45*10"%g = 13,35*10"°g/5ul = 2,67*10"°g/pl

In 1 pl Stammlésung sollte sich also 2,67*107'°%g DNA befinden.
Die Konzentration des hergestellten Plasmids (Grundstock) wurde photospektrometrisch
gemessen und ergab einen Wert von 91,5 pug/ml=91,5*10"g/ul. Um die fiir ein Volumen der

Stammldsung von 100ul bendtigte Verdinnung zu errechnen, wurde die Formel

C1"V1 = C2"V2
91,5*10%g/ul*v, = 2,67*10"°g/ul*100pl

verwendet und nach v4, dem bendtigten Volumen des Grundstockes, aufgeldst.

vy = (2,67*10"°g/pl*100ul)/ 91,5*10°%g = 0,029l

Das benétigte Volumen des Grundstockes, um 3*10% Kopien in 5pl zu erhalten, ergab also
einen Wert von 0,029ul. Um eine Stammlésung von 3*10%5ul zu erhalten, wurde das
Plasmid drei mal 1:10 verdinnt, 29ul Plasmid mit 71ul TE-Puffer versetzt und in mehreren

Aliquots eingefroren.
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IV.1.2. Kalibrierung der RT-qPCR mit einem DNA-Standard
Um den Threshold, der fiir die Vergleichbarkeit zuklinftiger RT-gPCR Laufe essentiell war,

auf einen in unserem Assay zu verwendenden Wert festzusetzen, wurde der Verlauf des
Fluoreszenzsignals (Delta Rn) der Standards aus fliinf RT-qPCR Laufen mit dem mehrerer
Proben verglichen. Der Threshold wurde mit dem Wert 0,20 so festgesetzt, dass Slope und
RZWert in allen fiinf Lufen nahe dem Optimum lagen und dass nur Proben, die eine klar
verlaufende Kurve des Fluoreszenzsignals mit exponentiellem Anstieg und Plateauphase
ausbildeten, den Threshold schnitten und so als positive Probe angezeigt wurden (Abbildung
11). Der Zyklus, an dem der Threshold die Amplifikationskurve schneidet wird als Ct
(Threshold cycle) oder, nach den aktuellen MIQE Guidelines [28] als Cq (Quantification
cycle), bezeichnet. Der Slope, der die Steigung der Geraden, gebildet aus den
Schnittpunkten der Fluoreszenzkurve mit dem Threshold und der eingesetzten Kopienzahl
der Verdinnungsstufen des Plasmids, beschreibt, soll einem Optimalwert von -3,32 nahe
kommen. Dieser entspricht einer Effizienz von 100%, was bedeutet, dass sich die DNA bei
jedem Zyklus verdoppelt. Die vertretbare Effizienz der PCR bewegt sich im Bereich von 90-
110%, was einem Slope von -3,1 bis -3,6 entspricht. Der R?-Wert beschreibt die Abweichung
der Einzelwerte von der Regressionsgeraden und soll sich 1 annahern.

Um einen Standard zu kalibrieren wurden aus oben genannten auf 3*10® Kopien pro 5yl
eingestellten Aliquots (IV.1.1), sechs Verdiinnungsreihen mit 3*10° Kopien bis 3*10° Kopien
pro 5ul erstellt. Die Verdinnungsreihen wurden in sechs RT-gPCR Laufen als Doppelansatz,
also in 12 Ansatzen gemessen. Diese zwolf Ansatze des Standards aus den sechs RT-
gPCR Laufen wurden mit dem Threshold von 0,20 ausgewertet (Beispiel eines Laufes in
Abbildung 12) und die Cg-Werte der einzelnen Verdinnungsstufen am Schnittpunkt mit dem
Threshold gegen die Kopienzahl der jeweiligen Verdunnungsstufe im Zehnerlogarithmus
aufgetragen (Darstellung des in Abbildung 12 genannten Beispiels in Abbildung 13). Nach
Auswertung der sechs RT-qPCR Laufe (Abbildung 14) lag der R%-Wert mit 0,97 und der
Slope mit -3,17 nahe dem Optimalwert. Die Standardabweichungen der Cg-Werte aus den
verschiedenen RT-qPCR Laufen bewegten sich in einem sehr gut vertretbaren Bereich
zwischen 0,44 und 1,25 (Tabelle 10). Folglich kann bei einer Konfidenz von 95% mit einer
Ubereinstimmung der kiinftig erhobenen Cg-Werte von +/-0,37 bei 3*10® Kopien/Template
bis +/-0,79 bei 3*10° Kopien/Template zum Durchschnitts-Cq-Wert der jeweiligen

Verdiinnungsstufe des Standards gerechnet werden (Tabelle 10).
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Abbildung 11 Festlegung des Threshold durch Vergleich positiver (a) und negativer (b) Proben

Nur die Proben mit exponentieller Phase und Plateauphase schneiden den Threshold (griin)
und werden als positiv gewertet. (Ansicht 7500System v 1.2.2 Software)
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Abbildung 12 Amplikationskurve der Verdiinnungsstufen des Standards, Threshold von 0,20

Delta Rn stellt die Starke des normalisierten Fluoreszenzsignals dar. (Ansicht 7500System v
1.2.2 Software)
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Abbildung 14 Vergleich von zwolf Verdiinnungsreihen des Standards aus sechs qRT-PCR
Laufen

Ausgewertet mit einem Threshold von 0,20. Auftrag der Cq Werte der einzelnen
Verdiinnungsstufen am Schnittpunkt mit dem Threshold gegen die eingesetzte Kopienzahl der
jeweiligen Verdiinnungsstufe (logarithmiert). R2 gibt die Abweichung der Punkte von der
Regressionsgeraden an, die sich 1 anndhern sollte. b[1] (entspricht dem Slope) gibt die
Steigung der Regressionsgeraden an, die -3,32 nahe kommen sollte.
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Tabelle 10 Statistische Auswertung der DNA-Verdiinnungsreihen

Cq 3,00E+03 3,00E+04 3,00E+05 3,00E+06 3,00E+07 3,00E+08
mean 36,17 33,69 30,45 27,27 24,04 20,27
median 36,08 33,76 30,52 27,16 24,14 20,43
std.dev. 1,25 0,66 0,74 0,93 0,89 0,44
95% confidence 0,79 0,42 0,47 0,59 0,64 0,37
99%confidence 1,12 0,59 0,67 0,83 0,92 0,54

IV.1.3. Effektivitidt der Reversen Transkription

Bei der Reversen Transkription wird RNA, in diesem Fall die isolierte RNA des murinen
Norovirus, durch ein Enzym, die Reverse Transkriptase, in DNA umgeschrieben, um
anschlielend in der PCR amplifiziert und quantitativ gemessen zu werden. Um die
Effektivitat der Reversen Transkription zu bestimmen, wurde zuerst aus dem zur Kalibrierung
der PCR verwendeten DNA-Standard, unserem selbst generierten Plasmid, ein RNA-
Standard per In-Vitro-Transkription hergestellt. Der RNA-Standard wurde in die RT-gPCR

eingesetzt und mit der gleichen Kopienzahl des DNA-Standards verglichen.

In-Vitro-Transkription

Das Plasmid wurde mit dem Restriktionsenzym Xba | linearisiert. Das entstandene Produkt
wurde mit dem MinElute Reaction Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gereinigt und
die Konzentration photospektrometrisch (SmartSpec™Plus, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland) gemessen.

Zur In-Vitro-Transkription wurde das Cold Assay der SP6 RNA Polymerase Version
Jan.2006 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet. Dazu wurde ein Template von
5,56ul, entsprechend 1ug DNA eingesetzt.

Anschlieend wurde die RNA mit dem MinElute Reaction Cleanup Kit aufgereinigt und die
Konzentration photospektrometrisch gemessen. Es wurden zwei Aliquots mit 107 und
108g/ul erstellt und eine groRere Anzahl von Aliquots auf die Grundverdiinnung von 3*10°
Kopien/5ul wie folgt eingestellt.

Das ungefahre Molekulargewicht von ssRNA in Dalton wird mit der Formel

MWssRNA (Da) = (nucleotides*320,5)+159 = (336*320,5)+159 = 107847 Da

berechnet. Unsere cRNA hat eine GroRe von 336 Basenpaaren. Daraus ergibt sich also ein
Molekulargewicht von 107847 Dalton. Um das in Dalton angegebene Molekulargewicht in

Gramm umzurechnen wurde folgende Formel verwendet:

Masse eines Molekiils in Kilogramm = Molekulargewicht in Dalton *1,6601*10%’
MW(kg)= 107847 Da*1,6601*10%" = 1,8*10%%kg = 1,8*10™"°g

Ein Molekiil der cRNA hat also eine Masse von 1,8*10%g.
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Um eine Kopienkonzentration (entspricht der Anzahl von Molekiilen) von 3*10® Kopien/5yl in
der Stammldsung zu erhalten, wurde zuerst die Masse der gewtinschten Anzahl von Kopien

durch Multiplikation dieser mit der Masse eines Molekuls wie folgt berechnet.

3*10%1,8*10"9g=5,4*10""g

Da diese Masse in 5 pl Lésung bendtigt wird, musste pro 1pl Lésung 1/5 der Masse

eingesetzt werden.

5,4*10"g/5u1=1,08*10""g/pl

Im Photospektrometer wurde eine Konzentration des erstellten Grundstockes von 200ug/ml
gemessen, dass entspricht 2*107g/ul. Um durch eine logarithmische Verdiinnung eine
Stammldsung erstellen zu koénnen, wurde der gemessene Grundstock folglich durch
1:0,54fache Verdiinnung auf 1,08*10”g/pl eingestellt.

Durch 1:1000fache Verdiinnung wurde der Grundstock auf 3*10% Kopien eingestellt und

davon mehrere Aliquots als Stammldsung bei -80°C eingefroren.

Effizienz der Reversen Transkription

Zur Uberprifung der Effektivitat der reversen Transkriptionsreaktion wurde auf eine 96 well
Platte jeweils eine Verdinnungsreihe des RNA- und des DNA-Standards gleicher Kopienzahl
im Doppelansatz, sowie einige unbekannte Proben aufgetragen, gemessen und verglichen.
Da der Schritt der Reversen Transkriptase Reaktion nur den RNA-Standard betrifft, konnte
durch den Vergleich der zwei Standards nach Durchlaufen von RT-Reaktion und
Polymerasekettenreaktion festgestellt werden, ob es durch den ersten Reaktionsschritt, der
reversen Transkription, zu einer Konzentrationsverschiebung und damit einer Erniedrigung
der Sensitivitat und der Effizienz der gesamten RT-gPCR Reaktion kommt.

Durch das Auftragen auf die gleiche Platte wurde gewahrleistet, dass beide Standards unter
exakt gleichen Bedingungen untersucht wurden.

Bei gleich gesetztem Threshold wurde der Cg-Wert der jeweiligen Verdinnungsstufen
(Abbildung 15) verglichen und gegen die logarithmisierte Kopienzahl aufgetragen (Abbildung
16).

Die Cg-Werte der einzelnen Verdinnungsstufen von RNA und DNA-Standard lagen mit
weniger als einem Zyklus Differenz nahe beieinander. Legte man die lineare Ansicht der
beiden Standards aufeinander, war nur eine geringe Abweichung zu erkennen (Abbildung
16). Obwohl die Standardabweichung der jeweiligen Einzelwerte aus zwei
Verdinnungsreihen jedes Standards (DNA und RNA) im niedrigeren Kopienbereich héher
war, war die Abweichung der Geraden untereinander im hoheren Kopienbereich grofier als
im niedrigen Bereich, jedoch immer kleiner einem Quantitationszyklus.

Die Effizienz der reversen Transkriptionsreaktion l&dge bei einem Verhaltnis der Cq Werte

jeder Verdinnungsstufe der DNA- zu denen der RNA-Standardkurve von 1 bei 100 Prozent.
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In unserem Versuch lag das Verhaltnis der Cqg-Werte jeder einzelnen Verdiinnungsstufe
zwischen 0,997 und 0,963 (Tabelle 11).
Transkriptionsreaktion als sehr gut bewertet werden. Nahezu jedes RNA Molekil stand nach

Somit konnte die Effizienz der Reversen

der reversen Transkription als DNA Molekdl fur die Amplifikation in der PCR zur Verfugung.
Da die RNA-Standardkurve das von uns zu untersuchende Target besser abbildet, wurde flr

die folgenden Untersuchungen der RNA-Standard eingesetzt.
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Abbildung 15 Vergleich der Cq Werte der RNA- (oben) mit denen der DNA-Standardkurve
(unten) (Ansicht 7500System v 1.2.2 Software)
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Abbildung 16 Vergleich der Cq Werte der RNA- mit denen der DNA-Standardkurve (lineare

Ansicht)

Tabelle 11 Vergleich der Cq Werte der RNA- mit denen der DNA-Standardkurve und Berechung
des Verhéltnisses der Standards

Quantitationszyklus Verhaltnis
DNA RNA Kopien DNA/RNA
gi:;g ggzig 3000 0,093
gg:gg gggz 30000 0,996
gg:gg gg:;i 300000 0,097
gg: ;2 ;g:gg 3000000 0,979
gg:gg ggg? 30000000 0,979
12:23 gg:g? 300000000 0,963
IV.1.4. EinfluB von Kot auf die gemessene Kopienzahl

Eines der Ziele dieser Arbeit ist es, die Effizienz des Nachweises von Virus im Kot per RT-

gPCR fir das Hygienemonitoring zu Uberpriifen. Kot enthalt jedoch sogenannte PCR-

Inhibitoren und RNAsen aus Bakterien und anderen Kotbestandteilen, deren Einfluss auf die
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Virus RNA, die reverse Transkription und die PCR nicht bekannt sind. Um den Einfluss von
Kotbestandteilen auf die Effektivitdt der RT-gPCR zu bestimmen, wurde eine quantitative
Messung der aus reinem Virus gewonnenen RNA mit RNA aus mit Kot versetztem Virus
verglichen.

Dafiir wurden eine Verdiinnungsreihe von reinem Virusstock (MNV-Neuherberg, Passage 2)
und eine Verdiinnungsreihe von Virusstock mit Kot erstellt (Tabelle 12).

Pro Verdinnungsstufe wurden 9 Kotpellets aus einem MNV negativen Bereich der
Tierhaltung zugegeben. Um ein gleichmafiges Aufquellen zu gewahrleisten, wurde dem Kot
jeweils 250ul FlUssigkeit, bestehend aus MNV-Virusstock und Mili Q Wasser in

unterschiedlichem Verhaltnis, zugesetzt. Die Verdiinnung wurde wie folgt angesetzt:

Tabelle 12 Zusammensetzung der Verdiinnungsreihe mit Kot

Kotpellets
(Stk) MNV (ul) H20 (ul)

9 250 0

9 50 200
9 25 225
9 10 240
9 5 245
9 2 248
9 0 250

Es wurde die gleiche Verdinnungsreihe ohne Zugabe der Kotpellets erstellt und genau
gleich behandelt.

Nach 24 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben mit 500ul Milli Q
Wasser versetzt, geschuttelt (20min, 1400rpm), zentrifugiert (8min, 8000rpm) und
aufgereinigt. Beide Verdinnungsreihen wurden auf derselben 96-well-Platte aufgetragen und
in der RT-gPCR quantifiziert.

Mit zunehmender Kopienzahl stieg die Differenz der absoluten Anzahl gemessener Kopien
zwischen den beiden Verdinnungsreihen. Der Hemmungsfaktor, der die Verringerung der
Kopienzahl einer Viruskonzentrationsstufe nach Inkubation mit Kot beschreibt und mit der
Formel MNV/(MNV+Kot) berechnet wurde, lag zwischen 2,24 und 8,78. Um den
Hemmungsfaktor in Logarithmusstufen darzustellen (log Hemmungsfaktor), wurde die
Formel log(MNV)-log(MNV+Kot) verwendet. Er bewegte sich bei allen Verdiinnungsstufen
zwischen 0,35 und 0,94 Logarithmusstufen, so dass man annehmen kann, dass durch den
Einfluss von Kot die Verringerung der Kopienzahl einer Probe nicht mehr als eine log-Stufe
betragt (Tabelle 13, Abbildung 17).
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Tabelle 13 Berechnung des Hemmungsfaktors durch Einfluss von Kot auf MNV

Absolut gemessene Virus-Kopienzahl der einzelnen Verdiinnungsstufen und Hemmungsfaktor
zwischen den Verdiinnungsreihen mit und ohne Kotpellets. Der Hemmungsfaktor sagt aus, um
welchen Faktor die Kopienzahl durch den Zusatz von Kot verringert wurde. Der logarithmische
Hemmungsfaktor sagt aus, um wie viele Logarithmusstufen die Kopienzahl durch den Zusatz
von Kot verringert wurde.

MNV (ul) Kopien Kopien Hemmungsfaktor  log Hemmungsfaktor
H reines MNV__ MNV+Kot  MNV/(MNV+Kot) log(MNV)-log(MNV+Kot)
250 9,02E+10 4,02E+10 2,24 0,35
50 3,94E+10 1,01E+10 3,90 0,59
25 2,60E+10 2,96E+09 8,78 0,94
10 1,31E+10 2,53E+09 5,18 0,71
5 6,33E+09 1,42E+09 4,46 0,65
2 2,40E+09 3,95E+08 6,08 0,78
0 0,00E+00 0,00E+00 0,00
11,5
11,0
10,5
c
@ 10,0 A
o
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X
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Abbildung 17 Darstellung der Verdiinnungstufen mit und ohne Kotpellets

Schwarze Linie: reine Virusaufreinigung, gepunktete Linie: Kot mit Virus versetzt. Rote Pfeile:
log Hemmungsfaktor (Verringerung der Kopienzahl in Logarithmusstufen durch Zusatz von
Kot)

39



Ergebnisse

IV.2. Infektionsdynamik von Laborvirus

Zu Beginn der Studien standen uns zwei Virusstdmme, namlich MNV-S99 aus Berlin und
MNV-4 aus den USA zur Verflgung. Beide Virusstamme waren schon mehrfach in der
Zellkultur passagiert worden, so dass es sich um Laborvirus handelte. Um diese zwei MNV-
Stamme und spater die Infektionsdynamik von Laborvirusstammen zu testen, wurden
folgende Versuche unternommen:

1. Es wurden Mause mit jeweils einem der Virusstamme oral oder intrauterin inokuliert
und daraufhin Ausscheidung und Serokonversion ermittelt. Dieser Versuch diente zur
Austestung des Virus und zur Entscheidungsfindung, welcher der MNV-Stamme in
den darauf folgenden Versuchen verwendet werden sollte.

2. Da noch keine Erfahrungen und kaum Daten zur Infektionsdynamik von MNV-4
vorlagen, wurden Mause mit MNV-4 so inokuliert, dass eine Infektion zu erwarten
war. Um die Infektionsdynamik nach einer kiinstlichen Infektion einschatzen zu
kénnen, wurde die Ausscheidung der Mause wdchentlich Uber einen langeren
Zeitraum ermittelt.

3. Es wurden Kotpellets von dauerausscheidenden Mausen untersucht, um die Dynamik
der Ausscheidung uber einen Zeitraum von Stunden bzw. Tagen zu ermitteln und
eine Empfehlung fur das Sammeln von Kotpellets im Rahmen des Hygienemonitoring

zu erstellen.

IV.2.1. Direkte Inokulation von Mdusen mit den Laborvirusstammen MNV-4 und MNV-
S99

Um die notwendige Infektionsdosis zur Erzeugung einer Ausscheidung des Virus mit dem
Kot sowie einer Serokonversion zu ermitteln, wurden Mause mit verschiedenen Dosen von
MNV-S99 und MNV-4 auf zwei Inokulationswegen inokuliert. Der orale Inokulationsweg
wurde ausgewahlt, da er die natirliche Route der Infektion darstellt und die intrauterine
Inokulation simuliert den Weg des Embryos beim Embryotransfer.

Oral wurden jeweils zwei Mause pro Dosis inokuliert. Pro Virus wurden acht
Verdiinnungsstufen mit einer TCIDso/ml von 10® bis 10", sowie eine Kontrolle mit DMEM
erstellt und inokuliert. Das Inokulationsvolumen betrug 100ul pro Maus. Fur die intrauterine
Inokulation wurde fir MNV-S99 eine Verdinnungsreihe mit einer TCIDso/ml von 10® bis 10*
erstellt und jeweils vier Mause inokuliert, sowie fir MNV-4 acht Verdinnungsstufen mit einer
TCIDso/ml von 10" bis 10* und jeweils drei Mause inokuliert. Es wurden O0,5pl
Virussuspension pro Uterushorn eingebracht, also 1,0yl pro Maus. Es wurde einmal
woéchentlich an Tag 7, 14, 21, 28 und 42p.i. Kot gesammelt und mit RT-gPCR auf
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Virusausscheidung getestet sowie an den Tagen 14, 21, 28 und 42p.i. Blut enthommen und

mit ELISA auf Serokonversion getestet.

IV.2.1.1. Ausscheidung und Serokonversion nach oraler Inokulation mit MNV-S99
(Tabelle 14)

Nach oraler Inokulation mit MNV-S99 wurde bis Tag 14 eine Erhéhung der Zahl an
ausscheidenden Mausen nachgewiesen. Es schieden an Tag 14 jeweils eine Maus der
Inokulationsgruppen 10" und 10? TCIDs, und alle Mause der dariiberliegenden
Inokulationsgruppen aus. Aufterdem wurde ein starker Rickgang (d14 12/16, d21 5/16) der
Ausscheidung verzeichnet, bis an Tag 42 nur noch eine Maus der hdchsten
Inokulationsgruppe Virus ausschied.

Eine Serokonversion wurde ab Tag 14 in der héchsten Dosisstufe von 10" TCIDsy/Maus
nachgewiesen. Dieser Status blieb bis Tag 42 bestehen, an Tag 28 wurde zusatzlich eine
von zwei Mausen der Dosisstufe 10° TCIDs,/Maus positiv getestet, an Tag 42 eine von zwei
Mausen der Dosisstufe 10° TCIDs,/Maus.

Tabelle 14 Ausscheidung und Serokonversion nach oraler Inokulation mit verschiedenen
Dosen von MNV-S99

Orale Inokulation MNV-S99

Virusdosis/Maus

(TCIDso) Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 42
10e7 Ausscheidung 1/2 2/2 2/2 2/2 1/2
10e6 1/2 2/2 2/2 1/2 0/2
10e5 1/2 2/2 1/2 0/2 0/2
10e4 0/2 2/2 0/2 0/2 0/2
10e3 1/2 2/2 0/2 0/2 0/2
10e2 0/2 1/2 0/2 0/2 0/2
10e1 0/2 1/2 0/2 0/2 0/2
10e0 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2

DMEM 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
10e7 Serologie n.a. 2/2 2/2 2/2 2/2
10e6 n.a. 0/2 0/2 1/2 0/2
10e5 n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
10e4 n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
10e3 n.a. 0/2 0/2 0/2 1/2
10e2 n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
10e1 n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
10e0 n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
DMEM n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
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IV.2.1.2. Ausscheidung und Serokonversion nach intrauteriner Inokulation mit MNV-
S99 (Tabelle 15)

Nach intrauteriner Inokulation mit MNV-S99 konnte keine Ausscheidung nachgewiesen
werden. Eine Serokonversion wurde erst ab Tag 28 bei zwei von vier Mausen der hochsten
Dosisstufe festgestellt, an Tag 42 bei vier von acht Mausen der zwei héchsten Dosisstufen
(10*und 10° TCIDso/Maus).

Tabelle 15 Ausscheidung und Serokonversion nach intrauteriner Inokulation mit
verschiedenen Dosen von MNV-S99

Intrauterine Inokulation MNV-S99

Virusdosis/Maus

(TCIDs) Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 42
10e7 Ausscheidung n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
10e6 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
10e5 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
10e4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
10e3 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
10e2 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
10e1 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
10e0 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

DMEM 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
10e7 Serologie n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
10e6 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
10e5 n.a. 0/4 0/4 2/4 2/4
10e4 n.a. 0/4 0/4 0/4 2/4
10e3 n.a. 0/4 0/4 0/4 0/4
10e2 n.a. 0/4 0/4 0/4 0/4
10e1 n.a. 0/4 0/4 0/4 0/4
10e0 n.a. 0/4 0/4 0/4 0/4

DMEM n.a. 0/4 0/4 0/4 0/4
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IV.2.1.3. Ausscheidung und Serokonversion nach oraler Inokulation mit MNV-4
(Tabelle 16)

Nach oraler Inokulation von MNV-4 wurden an Tag 7 und Tag 14 Kotproben aus allen
Dosisgruppen ab 10? TCIDso/Maus aufwarts positiv getestet. An Tag 42 wurde immer noch
Ausscheidung ab 10* TCIDso/Maus nachgewiesen, sowie bei einer Maus, die mit 10" TCIDs,
inokuliert worden war. Eine Serokonversion wurde ab Tag 14 ab 10* TCIDsy/Maus
festgestellt. Ab Tag 21 bis Tag 42 waren jeweils beide Mause der zwei hdchsten

Dosisgruppen und eine Maus der zwei ndchstniedrigeren Dosisgruppen serokonvertiert.

Tabelle 16 Ausscheidung und Serokonversion nach oraler Inokulation mit verschiedenen
Dosen von MNV-4

Orale Inokulation MNV-4

Virusdosis/Maus

(TCIDs) Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 42
10e7 Ausscheidung 2/2 2/2 2/2 1/2 1/2
10e6 2/2 2/2 2/2 2/2 1/2
10e5 1/2 2/2 1/2 2/2 2/2
10e4 2/2 2/2 1/2 2/2 2/2
10e3 2/2 2/2 0/2 2/2 0/2
10e2 1/2 1/2 0/2 0/2 0/2
10e1 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2
10e0 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2

DMEM 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
10e7 Serologie n.a. 1/2 2/2 2/2 2/2
10e6 n.a. 2/2 2/2 2/2 2/2
10e5 n.a. 0/2 1/2 1/2 1/2
10e4 n.a. 1/2 1/2 1/2 1/2
10e3 n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
10e2 n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
10e1 n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
10e0 n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
DMEM n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
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IV.2.1.4. Ausscheidung und Serokonversion nach intrauteriner Inokulation von MNV-4
(Tabelle 17)

Nach intrauteriner Inokulation mit MNV-4 konnte an Tag 7 eine Ausscheidung schon ab einer
Inokulationsdosis von 10" TCIDs,/Maus nachgewiesen werden. Im Verlauf der nachsten drei
Untersuchungstermine war die niedrigste positiv getestete Kotprobe von einer Maus aus der
Dosisgruppe 10° TCIDsy/Maus, an Tag 42 wurden nur noch 2 Kotproben von Mausen aus
den Dosisgruppen 10% und 10’ TCIDsy/Maus positiv getestet.

Eine Serokonversion wurde an Tag 14 ab Dosisgruppe 10° TCIDso/Maus bei je einer Maus
pro Inokulationsgruppe festgestellt. An den Tagen 21 und 28 war jeweils eine weitere Maus
in der hochsten Inokulationsgruppe serokonvertiert. An Tag 42 wurde eine Serokonversion

ab Dosisgruppe 1 0* TCIDsy/Maus festgestellt.

Tabelle 17 Ausscheidung und Serokonversion nach intrauteriner Inokulation mit
verschiedenen Dosen von MNV-4

Intrauterine Inokulation MNV-4

Virusdosis/Maus

(TCIDs) Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 42
10e7 Ausscheidung 3/3 2/3 0/3 0/3 1/3
10e6 1/3 1/3 2/3 1/3 0/3
10e5 2/3 113 13 1/3 0/3
10e4 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
10e3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3
10e2 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3
10e1 13 0/3 0/3 0/3 0/3
10e0 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

DMEM 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
10e7 Serologie n.a. 1/3 2/3 2/3 2/3
10e6 n.a. 1/3 1/3 1/3 1/3
10e5 n.a. 1/3 1/3 1/3 1/3
10e4 n.a. 0/3 0/3 0/3 1/3
10e3 n.a. 0/3 0/3 0/3 0/3
10e2 n.a. 0/3 0/3 0/3 0/3
10e1 n.a. 0/3 0/3 0/3 0/3
10e0 n.a. 0/3 0/3 0/3 0/3
DMEM n.a. 0/2 0/2 0/2 0/2
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IV.2.2. MNV-4 Langzeitausscheidung

Da in den vorherigen Versuchen die Ausscheidungsdynamik nur bis Tag 42 beobachtet
werden konnte und um den langerfristigen Verlauf des Ausscheidungsverhaltens nach einer
Infektion mit Murinem Norovirus zu beobachten, wurden acht weibliche Auszuchtmause der
Linie Crl:CD1(lcr)/Dcm im Alter von vier (n=4) und acht (n=4) Wochen dreimal im Abstand
von je zwei Tagen oral mit 10'® TCIDs, MNV-4 inokuliert. Die Virusausscheidung der Méuse
wurde Uber einen Zeitraum von 40 Wochen beobachtet. Die Mause wurden Uber den ganzen
Zeitraum einzeln in IVCs gehalten und sie wurden einmal wochentlich auf frische
autoklavierte Einstreu gesetzt. Fur den Virusnachweis wurden in der ersten Woche taglich
Kotpellets gesammelt, von Woche 2 bis 7, in Woche 21 und von Woche 26 bis 40
wdchentlich.

Alle Mause schieden ab dem ersten Tag der Probenentnahme Virus aus. Bis Woche 3
wurden Kopienzahlen zwischen 4*10° und 1*10° Viruskopien/Kotansatz gemessen. Von
Woche 4 bis Woche 7 und in Woche 21 pendelte sich der Bereich der Ausscheidung
innerhalb von zwei Logarithmusstufen von 6*10* Kopien/Kotansatz bis 6*10°
Kopien/Kotansatz ein (Abbildung 18). Von Woche 26 bis Woche 35 waren alle Mause
durchgehend Virusausscheider. Ab Woche 36 wurde die Ausscheidung intermittierend
(Abbildung 19). Die Spannbreite der Kopienzahl im Kot bewegte sich bei positiv getesteten
Mausen nach Woche 21 zwischen 1*10* und 1*10” Viruskopien/Kotansatz (Abbildung 18).
Bei allen bis Woche 40 lebenden Mausen war zu mindestens einem Messzeitpunkt kein
Virus im Kot nachweisbar. Im Laufe der 40 Wochen starben drei Mause aus unbekannten
Grinden.

In Woche 3 und Woche 37 wurden die Mause auf Serokonversion geprift. Zu beiden

Zeitpunkten wurden alle Mause positiv getestet.
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Abbildung 18 Menge der Virusauscheidung (log)

Darstellung der Viruskopien uiber einen Zeitraum von 40 Wochen (n=8). Die rote Linie stellt die
Durchschnittliche Ausscheidung pro Tag dar. Jeder Punkt stellt die ausgeschiedenen
Viruskopien einer Maus zu einem Zeitpunkt dar.
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Abbildung 19 Gesamtzahl der Mause (rot) im Vergleich zu den Virus ausscheidenden Mausen
(griin) iiber einen Zeitraum von 40 Wochen
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IV.2.3. Variabilitat der Virusausscheidung

Um herauszufinden, wie hoch die Variabilitdit der Ausscheidung von Virus zwischen
verschiedenen Mausen sowie innerhalb eines Zeitraumes ist und daraus eine Empfehlung
fir das Sammeln von Kotpellets im Rahmen des Hygienemonitorings zu entwickeln, wurde
an drei Tagen innerhalb von 8 Stunden Kot von funf Mausen gesammelt. Diese Mause
wurden aus vorherigen Versuchen ausgewdahlt. Alle hatten Uber einen Zeitraum von
mindestens 15 Wochen kontinuierlich Virus ausgeschieden. Vier der Mause waren Uber
MNV-4-haltige Einstreu mit MNV infiziert worden, eine Maus war drei Mal oral mit 10"
TCIDsy MNV-4 inokuliert worden.

Es wurde die Variabilitat der Ausscheidung innerhalb von 8 Stunden pro Tag untersucht. Die
M&use wurden ab 8.00Uhr in mit Papiertichern ausgelegte Kafige gesetzt. Stundlich, bis
inklusive 16.00Uhr wurde jedes einzelne Kotpellet, das jede Einzelmaus abgesetzt hatte,
gesammelt und gezahlt. Aus jeweils ein bis drei Kotpellets, je nach Vorhanden sein, wurde

die RNA fiir die RT-gPCR isoliert und damit die Pellets auf Existenz von Virus untersucht.

Berechnung eines Sammelmodus fiir Kotproben

Durch das Sammeln von Kotproben von je funf Mausen an drei Tagen war fir jeden
Zeitpunkt ein Datensatz von 15 Einzeldaten vorhanden (Tabelle 18).

Zu jedem Zeitpunkt wurden zwischen 67% und 93% der Mause positiv auf MNV-
Ausscheidung getestet (Abbildung 20). Im Mittel wurden 85% der Mause positiv getestet.
Daraus folgt, dass nach Sammeln des in einer Stunde ausgeschiedenen Kotes von
Dauerausscheidern mit 85%iger Wahrscheinlichkeit ein positives Tier als solches erkannt
werden kann (Sensitivitat = 85%), also werden im Mittel nach Sammeln des Kotes aus einer
Stunde 15% der Dauerausscheider Ubersehen.

Auf Basis oben genannter Daten (Sensitivitdt 85%) wurde eine Empfehlung fir die bendtigte
Dauer des Kotsammelns mit einer Wahrscheinlichkeit, das Virus zu Ubersehen, von unter
5%, erstellt.

Nach k Stunden ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Virus nicht entdeckt wird . Mochte
man eine Wahrscheinlichkeit, das Virus nicht zu entdecken von kleiner 5%, lautet die

Gleichung

0,15%< 0,05

Nach k aufgeldst, heifdt die Gleichung

k >|Ogoy15 0,05=|Og100,05/ |Og100,15=1 ,57

Folglich ware schon bei Sammeln des Kotes nach Uber 1,57 Stunden (1h, 34min) die
Wahrscheinlichkeit, Ausscheider zu tbersehen, kleiner 5%, oder die Wahrscheinlichkeit, alle

Ausscheider zu erkennen, grofer 95%.
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Schon nach 2 Stunden sammeln liegt die Wahrscheinlichkeit, Ausscheider zu Ubersehen, nur

noch bei 2,25% und die Wahrscheinlichkeit, alle Ausscheider zu erkennen, bei 97,75%.

Tabelle 18 Untersuchung der Kotproben von fiinf Mausen an drei Tagen

M N Uhrzeit
aus Tummer g g9 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00

1 + - + + + + + +
— 2 + + + + - + + +
2 3 + + + + + + + +
= 4 + + + - + + + +
5 + + + - + + + +
1 + + - + + - + +
~ 2 + + + + + + + +
2 3 + + + + + + + +
= 4 - - - - + + - +
5 + + + + + - + +
1 + - + - + + + -
) 2 + + + + + + + +
2 3 - + + + + + + +
= 4 + + - + + + +
5 + + + + + + + +
Anzahl positiv 13 12 12 10 14 13 14 14

getesteter Mause

Ausscheider pro Stunde in Prozent

100

80

60 -

40 -

20 A

Prozent der Mause pos. getestet

O T T T T T T T T
9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 1500 16,00

Uhrzeit

Abbildung 20 Anteil der Mause, die innerhalb einer Stunde positv auf Virusausscheidung
getestet wurden.

100% entspricht 15 Mausen (5 Mause*3 Tage)
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Stiindlich ausgeschiedene Anzahl an Kotpellets innerhalb eines Tages (Abbildung 21)

Eine einzelne Maus setzte im Laufe einer Stunde zwischen einem und 12 Kotpellets ab. Die
grolite Spanne an ausgeschiedenen Pellets innerhalb einer Stunde war um 9.00Uhr zu
erkennen: Maus 3 setzte drei Pellets, Maus 4 jedoch zwdlf Pellets ab. Die gréfte Spanne an
ausgeschiedenen Pellets zwischen zwei Zeitpunkten bei einer Maus zeigte Maus 4 mit zwolf
Pellets um 9.00Uhr, jedoch nur einem Pellet um 12.00Uhr.

Anzahl Kotpellets pro Stunde

12 A

10 A

Anzahl Kotpellets

o L1

9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00

Tageszeit
I Tier 1
[ Tier 2
I Tier 3
[ Tier 4
I Tier 5

Abbildung 21 Anzahl der von jedem Einzeltier ausgeschiedenen Kotpellets innerhalb einer
Stunde am Beispiel eines Tages
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Ausgeschiedene Kopienzahl pro Maus wahrend einer Stunde (Abbildung 22)

Es war eine hohe Spanne an ausgeschiedenen Kopien bei der Einzelmaus pro Stunde zu
erkennen, die bei Maus 4 zwischen 0 Kopien (12.00Uhr) und 2*10” Kopien/Kotansatz
(15.00Uhr) lag. Ahnlich verhielt es sich bei Betrachtung der ausgeschiedenen Kopien
zwischen den einzelnen Mausen zu einem Zeitpunkt. Um 15.00Uhr war die héchste Spanne
an ausgeschiedenen Kopien pro Kotansatz/Maus zu erkennen, namlich zwischen 7%10°
Kopien/Kotansatz (Maus 5) und 2*10” Kopien/Kotansatz (Maus 4).

Variation in der Virusausscheidung wahrend eines Tages

1,0e+7

1,0e+6 -

Kopien (log)

1,0e+5

9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00

Tageszeit

I Tier 1
[ Tier2
I Tier 3
[ Tier4
I Tier 5

Abbildung 22 Anzahl der in der RT-gPCR gemessenen Kopienzahl/Kotansatz innerhalb einer
Stunde am Beispiel eines Tages
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Betrachtung der Ausscheidungsdaten iiber den Zeitraum von drei Tagen

(Abbildung 23)

Innerhalb der drei untersuchten Tage lag die durchschnittlich gemessene Kopienzahl pro
Maus und Stunde zwischen 6*10° und 2,6*10” Kopien/Kotansatz.

Maus 5 zeigte an Tag 1 mit durchschnittlich 6*10° Kopien/Kotansatz/Stunde die niedrigste
Ausscheidung. An Tag 3 zeigte Maus 1 mit durchschnittich 2,6*107
Kopien/Kotansatz/Stunde die hdchste Ausscheidung.

Variation der Virusausscheidung uber 3 Tage

5,0e+7
1,0e+7 -
’o\_) —
ko] _
% ] —
a2 5,0e+6
(@)
X
1,0e+6 -
1 2 3
Tag
I Tier1
[ Tier2
I Tier3
[ Tierd
I Tier5

Abbildung 23 Anzahl der Kopien/Kotansatz, die von einem Tier an einem Tag zwischen 8.00
Uhr und 16.00 Uhr durchschnittlich pro Stunde ausgeschieden wurden.
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IV.3. Uberpriifung der Ubertragung von Laborvirus iiber gebrauchte Einstreu,

Ausscheidungsverhalten und Serokonversion von Sentinels

Um die Ubertragung von MNV auf Sentinels zu untersuchen, wurde eine standardisierte
Sentinelkolonie gezielt mit MNV enthaltender Einstreu inokuliert. Die Sentinels wurden
einzeln in IVCs gehalten und woéchentlich mit virushaltiger Einstreu versorgt. Wir
verwendeten daflir MNV-4, dessen Infektionsdynamik in vorherigen Versuchen untersucht
worden war.

Im ersten Teil des Experiments wurden vier Versuchsgruppen, bestehend aus einem
Inzucht- (C57BL/6) und einem Auszuchtstamm (Crl:CD1(lcr)/Dcm), sowie mannlichen und
weiblichen Mausen, gebildet, um eventuell vorhandene stamm- oder geschlechterspezifische
Unterschiede in der Virusempfanglichkeit und -ausscheidung aufzuzeigen. Aulierdem sollte
das optimale Zeitfenster flir den serologischen sowie den direkten Nachweis Uber die Kot-
PCR gefunden werden.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse stellten wir uns im zweiten Teil des Experiments die
Frage nach dem Einfluss der Ké&fig-Besatzdichte auf Infektion, Serokonversion und

Virusausscheidung.

IV.3.1. Infektion von Mausen zur Produktion kontaminierter Einstreu

Weibliche Auszuchtmause der Linie Crl:CD1(Icr)/Dcm wurden als Virusproduzenten fir die
mit murinem Norovirus kontaminierte Einstreu verwendet. Die Mause wurden einzeln oder in
Gruppen von drei oder vier Tieren pro Kafig gehalten.

In jeden Kafig wurde zur Infektion der Virusproduzenten MNV-4 kontaminierte Einstreu
gegeben. Die kontaminierte Einstreu stammte von Mausen, die dreimal oral mit einer Dosis
von 10" TCIDs, pro Maus inokuliert worden waren.

Die Virusproduzenten wurden wdchentlich auf Virusausscheidung getestet. Sobald eine
Ausscheidung Uber einen Zeitraum von zwei Wochen nachgewiesen werden konnte, wurden
die Mause auf sauberer, steriler Einstreu gehalten. So sollte bei den Virusproduzenten eine
natirliche Infektion simuliert werden.

Um von jeder Maus individuell Kotpellets sammeln und sofort per RT-PCR auf MNV-4 testen
zu konnen, wurden die Mause wochentlich einmal Uber Nacht einzeln in saubere
autoklavierte Kafige gesetzt. Die schmutzigen Kafige wurden aufgehoben bis die
Untersuchungen durchgefihrt worden waren und nur die Einstreu aus MNV-positiven
Kafigen wurde fir die Experimente genutzt.

MNV-freie schmutzige Einstreu flir die Kontrollgruppen wurde von oben erwahnten

Zuchttieren aus dem Zucht-Barrierebereich gewonnen.
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IV.3.2. Titration der zur Infektion von Einstreu-Sentinels nétigen Menge

kontaminierter Einstreu

Zur Bestimmung der zur Infektion von Sentinels notwendigen Menge an virushaltiger
Einstreu wurde ein Vorversuch mit unterschiedlichen Volumina kontaminierter Einstreu
unternommen. Sechs Mause (weibliche Auszuchtmause der Linie Crl:CD1(lcr)/Dcm) wurden
einmal woéchentlich mit unterschiedlichen Volumina der kontaminierten Einstreu in Kontakt
gebracht. Es wurden 20cm®, 50cm® oder 100cm® kontaminierter Einstreu mit schmutziger
nicht kontaminierter Einstreu auf 1000cm?® aufgefiillt und pro Volumengruppe je zwei Mause
damit in Kontakt gebracht. Einmal wodchentlich wurden die Mause auf sterile saubere
Einstreu gesetzt, am nachsten Tag wurde Kot gesammelt und sie wurden unmittelbar auf
neue kontaminierte Einstreu gesetzt. Der Kot wurde anschlieRend mit der RT-PCR auf
Viruspartikel untersucht.

Wie in Tabelle 19 dargestellt, konnte nach Beschickung der Kafige mit 20cm® kontaminierter
Einstreu keine Ausscheidung im Kot nachgewiesen werden. Nach Beschickung der Kafige
mit 50cm® kontaminierter Einstreu schied eine von zwei Mausen beim ersten
Untersuchungstermin Virus aus. Es konnte zu keinem spateren Zeitpunkt Virusausscheidung
nachgewiesen werden. Eine Maus aus der 100cm® Gruppe wurde liber den Zeitraum von 14
Wochen (Ausnahme Woche 9) in der RT-PCR positiv getestet. Der Kot der zweiten Maus
aus der 100cm® Gruppe zeigte nur in der ersten Woche ein positives Ergebnis. Als
Konsequenz des Vorversuchs mit einer Erfolgsrate von 50% nach Kontakt mit 100cm®
kontaminierter Einstreu wurde entschieden, die Sentinels im weiteren Versuch wochentlich

mit 100cm?® kontaminierter schmutziger Einstreu in Kontakt zu bringen.

Tabelle 19 Titration der zur Infektion von Einstreu-Sentinels nétigen Menge kontaminierter
Einstreu

Ausscheidung von Murinem Norovirus nach Kontakt mit unterschiedlichen Volumina
kontaminierter Einstreu

Menge Woche
kontgmlnleﬂer 9 3 4 5 6 7 8 9 11 12 13 14
Einstreu
20ccm : :
50cem ) )
+ -
100ccm N .
+ + + + + + + + + + +
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IV.3.3. Inokulationsversuch Sentinelmonitoring Teil 1

Vier Wochen alte weibliche und mannliche Auszuchtmause der Linie Crl:CD1(Icr)/Dcm sowie
vier Wochen alte weibliche und mannliche Inzuchtmause der Linie C57BL/6 (Charles River
Deutschland, Sulzfeld) wurden (ber einen Zeitraum von 12 Wochen einzeln in individuell
bellfteten Kafigen gehalten. Die Versuchsgruppen der Studie wurden wie in Tabelle 20

dargestellt, aufgeteilt.

Tabelle 20 Darstellung der Versuchsgruppen zum Inokulationsversuch Sentinelmonitoring
Teil1

Versuchstiere Kontrolltiere

Anzahl Mauslinie Geschlecht Anzahl Mauslinie Geschlecht
20 Crl:CD1(lcr)/Decm @ 5 Crl:CD1(lcr)/Decm @

20 Crl:CD1(lcr)/Decm & 5 Crl:CD1(lcr)/Dcm &

20 C57BL/6 Q 5 C57BL/6 Q

20 C57BL/6 3 5 C57BL/6 3

Jede Maus wurde wéchentlich auf 100cm?® der MNV kontaminierten Einstreu oben genannter
Einstreuspendertiere gesetzt. Diese wurde mit 900cm® schmutziger, nicht kontaminierter
Einstreu aus dem Barrierebereich gemischt, um das Standardprotokoll unseres
Sentinelmonitoringprogrammes zu simulieren, bei dem die Sentinels jede Woche ca.
1000cm® schmutzige Einstreu aus einem bestimmten Bereich des Tierraumes erhalten.
Einmal wochentlich wurde jede Maus Uber Nacht auf frische autoklavierte Einstreu gesetzt,
um am nachsten Morgen Kotpellets sammeln zu konnen. Die Mause wurden anschlieend
auf neue mit MNV kontaminierte Einstreu gesetzt.

Die Kontrollmause wurden genauso behandelt und auf 1000cm® MNV-freie schmutzige
Einstreu gesetzt.

Von Woche 2 bis Woche 5 wurde wodchentlich von jeder Maus Blut genommen, bis zum
Ende der 12-w6chigen Studie jede zweite Woche.

Der wochentlich gesammelte Kot wurde bis zu drei Tagen bei 4°C aufbewahrt und im Laufe
der Woche durch RT-PCR auf MNV getestet.

Das Blut wurde zentrifugiert und das Serum bis zum baldigen Versand bei 4°C aufbewahrt.

Virusausscheidung und serologische Ergebnisse Teil 1

Von 80 mit MNV-4 U(ber die Einstreu in Kontakt gekommenen Mausen aus allen
Versuchsgruppen konnte nach vier Wochen bei einer mannlichen CD-1 Maus
Virusausscheidung in der PCR nachgewiesen werden. Nach vier Wochen wurden 5 Mause

aus jeder Gruppe getotet, um Organe zu entnehmen. In Woche 5 und 6 zeigte eine Maus

54



Ergebnisse

aus der Gruppe der C57BL/6 Mannchen Virusausscheidung. Da bis Woche 6 mit nur zwei
Mausen eine unerwartet niedrige Zahl an Mausen Virusausscheidung zeigte, wurde die
Probennahme ausgesetzt und erst in Woche 12 erneut getestet. Zu diesem Zeitpunkt schied

keine weitere Maus Virus aus (Tabelle 21).

Tabelle 21 Ausscheidung von murinem Norovirus nach Kontakt mit MNV-4 infizierter Einstreu

Stamm Geschlecht W1 w2 W3 W4 W5 W6 W12
Sentinels C57BL/6 3 0/20 0/20 0/20 0/20 1115 115 0/10
C57BL/6 Q 0/20 0/20 0/20 0/20 0/15 0/15 0/10
CD-1 3 0/20 0/20 0/20 1/20 0/15 0/15 0/10
CD-1 Q 0/20 0/20 0/20 0/20 0/15 0/15 0/10
Kontrollen C57BL/6 3 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
C57BL/6 Q 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
CD-1 3 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
CD-1 Q 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Einstreu 1 2 3 4 5 6 12

Zwei weibliche CD-1 Mause zeigten in Woche 1, zwei mannliche CD-1 Mause zeigten in
Woche 1 und 2 Serokonversion. Die OD-Werte lagen in allen Fallen um den Schwellenwert
von 0,3. Da bereits die negativen Ausscheidungsdaten vorlagen, wurde beschlossen, die
Untersuchung der bereits gewonnenen Serumproben auszusetzen und erst in Woche 6
erneut zu testen. In Woche 6 war bei einem der beiden mannlichen CD-1 Mause eine
Serokonversion nachzuweisen. Auch diese lag nahe dem Schwellenwert. In Woche 12
wurde unter den verbleibenden Sentinels keine Maus positiv getestet (Tabelle 22). Die

serologisch positiv getesteten Mause zeigten keine Virusausscheidung.

Tabelle 22 Serokonversion von Sentinels nach Kontakt mit MNV-4 infizierter Einstreu

Stamm Geschlecht WA1 W2 W3 w4 W6 W12
Sentinels C57BL/6 &) na/20 na/20 na/20 na/20 0/15 0/10
C57BL/6 Q 0/20 na/20 na/20 na/20 0/15 0/10
CD-1 3 2/20 0/20 na/20 na/20 0/15 0/10
CD-1 Q 2/20 2/20 na/20 na/20 1/15 0/10
Kontrollen C57BL/6 3 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
C57BL/6 Q 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
CD-1 3 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
CD-1 Q 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
Einstreu 1 2 3 4 6 12

IV.3.4. Inokulationsversuch Sentinelmonitoring Teil 2

Da durch den Kontakt mit MNV-4 unerwartet wenige einzeln sitzende Tiere auf das Virus
reagierten, wurden, um auszuschlieBen, dass dieser Verlauf in Zusammenhang mit der
Besatzdichte stand, drei Haltungsarten verglichen: Die Einzel-, die Paar-, und die

Gruppenhaltung:
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Vier bis finf Wochen alte weibliche Auszuchtmause der Linie Crl:CD1(lcr)/Dcm wurden

einzeln (n=10), in Paaren (n=5) oder in Vierergruppen (n=5) in IVCs gehalten (Tabelle 23).

Tabelle 23 Darstellung der Versuchsgruppen zum Inokulationsversuch Sentinelmonitoring
Teil2

Versuchstiere Kontrolltiere

Anzahl Mauslinie Gruppendichte Anzahl Mauslinie Gruppendichte
10 Crl:CD1(lcr)/Dcm  Einzeln 4 Crl:CD1(lcr)/Dcm  Einzeln

10 Crl:CD1(lcr)/Dcm Paare 4 Crl:CD1(lcr)/Dcm Paare

20 Crl:CD1(lcr)/Dcm  Vierergruppe 4 Crl:CD1(lcr)/Dcm  Vierergruppe

Die Mause wurden einmal pro Woche separiert und einzeln in saubere autoklavierte Kafige
gesetzt. Es wurde von jeder einzelnen Maus Kotpellets gesammelt, anschlieliend wurden sie
mit ihrer urspriinglichen Gruppe in einen Kifig, bestiickt mit 900cm® MNV-freier Einstreu
vermischt mit 100cm® MNV-kontaminierter schmutziger Einstreu, gesetzt. In 100cm® MNV-
kontaminierter schmutziger Einstreu befanden sich ungefahr 150 Kotpellets.

Die Kontrollmause wurden genau gleich behandelt und auf 1000cm® MNV-freie schmutzige
Einstreu gesetzt.

Von Woche 2 bis Woche 5 wurde wdchentlich, bis zum Ende der 12-wéchigen Studie jede
zweite Woche von jeder Maus Blut genommen.

Der wochentlich gesammelte Kot wurde bis zu drei Tage bei 4°C aufbewahrt und im Laufe
der Woche durch RT-PCR auf MNV getestet.

Das Blut wurde zentrifugiert und das Serum bis zum Versand bei 4°C aufbewahrt.

Virusausscheidung und serologische Ergebnisse Teil 2

In der ersten Woche nach Kontakt mit MNV-infizierter Einstreu wurde bei zwei Mausen, einer
einzeln gehaltenen und einer in der Gruppe gehaltenen Maus, Virusausscheidung
nachgewiesen. Die einzeln gehaltene Maus schied bis Ende des Untersuchungszeitraumes
durchgehend Virus aus. Aus der Versuchsgruppe der ,Gruppenhaltung® wurde in einer
Vierergruppe kontinuierlich Virusausscheidung nachgewiesen, jedoch wurde nicht zu jedem
Untersuchungszeitpunkt im Kot jeder einzelnen Maus dieser Gruppe Virus gefunden (Tabelle
24).

Tabelle 24 Ausscheidung von murinem Norovirus nach Kontakt mit MNV-4 infizierter Einstreu

Besatzdichte W1 w2 W3 w4 W5 weé w7 w8 w9 W10 W11 W12

Einzelhaltung 1/10 1/10 1/10 1/10 1110 1110 110 110 110 110 110 110
Paarhaltung 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Gruppenhaltung 1/20 0/20 0/20 4/20 3/20 2/20 3/20 2/20 2/20 2/20 2/20 3/20

Kontrollen 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Die Virus ausscheidende Maus aus Einzelhaltung war von Woche 2 bis Woche 13
durchgehend serologisch positiv. Die Mause der ausscheidungspositiven Vierergruppe
wurden alle von Woche 5 bis Woche 13 durchgehend serologisch positiv getestet (Tabelle
25).

Tabelle 25 Serokonversion von Sentinels nach Kontakt mit MNV-4 infizierter Einstreu

Besatzdichte W2 W3 W4 W5 W7 w9 W11 W13
Einzelhaltung 1710 110 110 110 110 110 110 110
Paarhaltung 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Gruppenhaltung 0/20 0/20 0/20 4/20 4/20 4/20 4/20 4/20
Kontrollen 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12

2 3 4 5 7 9 11 13
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IV.4. Feldversuch Sentinelscreening

Die Ubertragung von MNV-4 auf in IVCs sitzende Sentinels erwies sich als sehr schwierig.
Um trotzdem Daten zur Virusvermehrung in der Maus und zur Ubertragung zwischen
Mausen zu ermitteln, wurde die Ubertragung von MNV aus einem positiven Mausebestand
auf die dort eingesetzten Sentinels im Feldversuch untersucht. Es wurde Uberprift, ob
sowohl der serologische als auch der direkte Nachweis von Virus im Kot des Sentinels durch
die Real Time PCR ein geeignetes Verfahren fir den Nachweis von MNV in einer
Maushaltung sind.

Die Versuche wurden mit zwdlf einzeln sitzenden mannlichen Sentinels (Crl:CD1(lcr)/Dcm)
aus dem laufenden Betrieb, die sich wie auch die restlichen Mause der Maushaltung in

offenen Kafigen befanden, durchgefiihrt.

IV.4.1. Monitoring-Protokoll

Vier Tage vor Gabe der ersten schmutzigen Einstreu wurden je zwei Sentinels in die
jeweiligen Raume des Tierbereiches eingesetzt. In jedem Raum befanden sich je acht Racks
mit Versuchsmausen. Beide Sentinels eines Raumes bekamen jede Woche die schmutzige
Einstreu von zwei Racks, so dass sich drei vierwdchige Zyklen ergaben. Ein Rack bestand
aus fUnf Reihen mit je sieben Kafigen, also aus 35 Kafigen. Aus jedem Kafig, in dem
Einzelmause oder Gruppen bis zu vier Tieren sallen, wurden Aliquots schmutziger Einstreu
in zwei frische Kafige gegeben und die Sentinels eine Woche auf dieser Einstreu gehalten.
Nach 13 Wochen, die Sentinels hatten 12 Wochen lang schmutzige Einstreu bekommen,
wurden die Sentinels zur Untersuchung getotet. In der 13. Woche bekamen die Sentinels
keine schmutzige Einstreu mehr.

Von einem zertifizierten Untersuchungslabor wurden Blut und Organe fur die

parasitologische, bakteriologische und serologische Untersuchung gewonnen.

IV.4.2. Probennahme

Im Verlauf der Studie wurde wdchentlich Einzeltier-Kot der Sentinels gesammelt. Um sicher
zu stellen, dass der gesammelte Kot von dem entsprechenden Sentinel stammte und nicht
aus der schmutzigen Einstreu der zu untersuchenden Versuchsmause, wurde jeder Sentinel
Uber Nacht auf frische Einstreu gesetzt und der darin befindliche Kot gesammelt. Am
nachsten Morgen wurden die Sentinels wieder auf die ihnen urspringlich zugeteilte
gebrauchte Einstreu gesetzt. Die Kotpellets wurden mit der RT-qPCR auf Viruskopien
getestet.

Zusatzlich zur Routineuntersuchung des Untersuchungslabors wurde am Tag der Sektion
Kot und Blut entnommen. AufRerdem wurden ein mesenterialer Lymphknoten, die

Nebenhoden und ein ca. 2*2*2mm? groRes Stiick des Caecum entnommen.

58



Ergebnisse

In den Wochen 2, 3, 8 und 13 wurde Blut aus der lateralen Schwanzvene enthommen und im

Immunfluoreszenzassay auf Antikdrper gegen MNV getestet (Abbildung 24).

Kot Blut

Organe*

f

| T

Abbildung 24 Blut-, Kot-, und Organentnahmeintervalle

IV.4.3. Einteilung der Sentinels in starke und schwache Ausscheider

KW23

Um die Sentinels in Gruppen mit starker Ausscheidung und mit schwacher Ausscheidung

einzuteilen, wurden die Ausscheidungswerte (Kopienzahl/Kotansatz/Maus) jeder Woche

sowie einige Positivproben im dekadischen Logarithmus in einer Graphik aufgetragen

(Abbildung 25). Die Grenzlinie zwischen schwacher und starker Ausscheidung wurde bei

einer Kopienzahl von 10’ Kopien/Kotansatz/Maus willkiirlich festgesetzt.
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Abbildung 25 Einteilung in schwache (+) und starke (++) Virususscheider

Leere Kreise: Positivproben, gefiillte Kreise: Kotproben der Einzelmause
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IV.4.4. Virusausscheidung und Serokonversion in den Sentinels

Nach Ablauf des 13 wochigen Untersuchungszeitraumes waren acht Sentinels serologisch
und im direkten Virusnachweis positiv. Vier Sentinels waren negativ. In Woche 13 deckten
sich die serologischen Ergebnisse des Immunfluoreszenzassays und die Kot-RT-gPCR
Ergebnisse von allen zwolf getesteten Mausen (Abbildung 26). Bei zwei der vier am Ende
des Untersuchungszeitraumes mit RT-qPCR und Serologie negativ getesteten Mause konnte
Uber den ganzen Untersuchungszeitraum keine Ausscheidung nachgewiesen werden. Ein
Sentinel war nur in Woche 3 in der Kot RT-gPCR leicht positiv. Ein weiterer Sentinel (Raum
6114, Sentinel 2), der final in RT-gPCR und Serologie negativ getestet wurde, zeigte einen
ungewdhnlichen Verlauf der Ausscheidung: Uber fiinf Wochen (Woche 2 bis Woche 7)
konnte eine kontinuierliche Ausscheidung von MNV mit dem Kot nachgewiesen werden, ab
Woche 8 bis zur finalen Kotentnahme war keine Ausscheidung mehr messbar. Der
serologische Nachweis war bei diesem Senitnel nur bei einer von drei Messungen, namlich
in Woche 8, positiv. Interessanterweise konnte nach 13 Wochen im Mesenteriallymphknoten
Virus nachgewiesen werden (Tabelle 26, Tabelle 27)

Sechs der acht Sentinels, die in Woche 13 im IFA Test sowie mit der Kot RT-qPCR positiv
getestet wurden, begannen zwischen Woche 1 und 5 kontinuierlich bis Woche 13 MNV
auszuscheiden. Einer der Sentinels, die in Woche 13 im IFA sowie mit der Kot RT-gPCR
positiv getestet wurden, begann in Woche 3 auszuscheiden. Bei dieser Maus konnte in
Woche 7 keine Ausscheidung nachgewiesen werden. Ein in Woche 13 im IFA Test sowie mit
der Kot RT-gPCR positiv getesteter Sentinel war in Woche 2 positiv, schied aber erst ab
Woche 7 kontinuierlich Virus aus, eine Serokonversion war bei dieser Maus schon ab Woche
3 messbar. Auch die restlichen sieben der in IFA und Kot RT-gPCR final positiv getesteten
Sentinels hatten in Woche 3 oder Woche 8 eine messbare Anzahl Antikérper gebildet
(Tabelle 26).
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Tabelle 26 Darstellung der Ergebnisse des Feldversuchs Sentinelscreening

Darstellung der Ausscheidung

++
+

neg

hohe Ausscheidung >10" Kopien

niedrige Ausscheidung <10’ Kopien

keine Ausscheidung

Serologische Ergebnisse dargestellt durch farbliche Unterlegung

+++ im Immunfluoreszenztest
++ im Immunfluoreszenztest

+ im Immunfluoreszenztest

negativ im Immunfluoreszenztest

Raum Sentinel WO W1 W2 W3 W4 W5 W6 W7 w8 W9 W10 W11 W13
6099 1 neg + ++ _ ++ ++ ++ + ++ ++ ++
2 neg neg ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
6100 1 neg neg neg neg + ++ + ++ ++ ++ +
2 neg neg ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
6101 1 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
2 neg neg neg neg neg + + ++ e ++ ++ ++ ++
6113 1 neg neg neg neg neg ++ ++ ++ ++ ++ + + o
2 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
6114 1 neg neg neg ++ ++ ++ ++ neg ++ ++ ++ + ++
2 neg neg ++ ++ + ++ ++ ++ neg neg neg neg neg
6115 1 neg neg neg + neg neg neg neg neg neg neg neg neg
2 neg neg ++ neg neg neg neg ++ ++ ++ ++ +
H20 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg nd
Einstreu 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13
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Wie in Abbildung 26 ersichtlich, zeigte ein Sentinel schon in Woche 1 Virusausscheidung.
Nach drei Wochen schieden sechs Sentinels Virus aus, zwei zeigten Serokonversion. Am
Ende des 13-wdchigen Untersuchungszeitraumes ergab sich mit jeweils den gleichen acht
positiv getesteten Sentinels eine sehr gute Ubereinstimmung der Nachweismethoden, des

RT-gPCR -Assays und des Immunfluoreszenzassays.

12

10 A

Anzahl positiv getesteter Tiere

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Wochen

HE Kot PCR
Il Serologie

Abbildung 26 Darstellung der in der Kot PCR sowie im Immunfluroeszenzassay positiv
getesteten Mause

Da wir uns auch mit der Fragestellung beschaftigten, ob Mause, die im Kot auf MNV positiv
getestet wurden, das Virus beim Embryotransfer Gbertragen kénnen, wurden am Ende des
13wdchigen Untersuchungszeitraumes Organe entnommen. Es wurden
Mesenteriallymphknoten und Nebenhoden entnommen und mit der RT-gPCR auf das

Vorhandensein von Murinem Norovirus untersucht.

Von acht in Woche 13 in Kot und Serum positiven Sentinels konnte bei finf Mausen Virus im
Mesenteriallymphknoten nachgewiesen werden. Aufder in einem Fall, in dem die Maus an
einem Untersuchungszeitpunkt negativ getestet wurde, war bei diesen funf Mausen ab
Beginn der Ausscheidung kontinuierlich Virus im Kot vorhanden (Tabelle 27).

Bei einem Sentinel (Raum 6114, Sentinel 2) war der Virusnachweis im Lymphknoten positiv,

obwohl in Woche 13 weder Ausscheidung von Virus noch Serokonversion nachgewiesen
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werden konnten. Im Lauf des Untersuchungszeitraumes hatte diese Maus jedoch
Virusausscheidung (Woche 2 bis 7) und Serokonversion (Woche 8) gezeigt.

Bei keinem der Sentinels konnte Virus in den Nebenhoden gefunden werden.

In Woche 13 wurde das Serum von zwei unabhangigen Untersuchungslabors mit dem IFA
und mit dem ELISA auf MNV untersucht. Die Ergebnisse decken sich in elf Fallen. In einem
Fall, in dem eine Serumprobe im IFA geringfligig positiv getestet wurde, war das Ergebnis flr

die gleiche Probe im ELISA negativ.

Tabelle 27 Ergebnisse der Organentnahme sowie Kot- und Serologieergebnisse am Ende des
Untersuchungszeitraumes

. Serologie Serologie
Raum Sentinel Kot MesLy Nebenhoden (FA) (ELISA)
6099 1 ++ neg neg ++ +
2 ++ ++ neg ++ +
6100 1 ++ neg neg ++ +
2 + ++ neg +++ +
6101 1 neg neg neg neg neg
2 ++ ++ neg + +
6113 1 ++ ++ neg ++ +
2 neg neg neg neg neg
6114 1 ++ ++ neg + neg
2 neg ++ neg neg neg
6115 1 neg neg neg neg neg
2 + neg neg +++ +
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IV.5. Virusisolierung aus der Tierhaltung

IV.5.1. Screeningergebnisse

Um das Feldvirus, das sich in unserer Maushaltung befindet, in der Zellkultur anzichten zu
kénnen, machten wir zwei Kafige aus unserer Tierhaltung mit MNV ausscheidenden Mausen
ausfindig. Wir untersuchten dazu die Kotpellets von Mausen aus zwei Racks eines der
Raume, deren Sentinels in oben genanntem Feldversuch (IV.4) MNV in dem jeweiligen
Raum angezeigt hatten, auf Ausscheidung von murinem Norovirus.

In den zwei untersuchten Racks waren insgesamt acht Reihen mit Mausen besetzt, diese
wurden nach Rack/Reihe 1/3 bis 1/7 und 3/1 bis 3/5 bezeichnet.

Aus diesen Reihen wurden zu Beginn des Screenings Sammelproben enthommen.

Die Spanne der Kopienzahl, die in den Sammelproben der einzelnen Reihen nachgewiesen
werden konnte, bewegte sich von 8,5*10° Kopien/Kotansatz bis 1,3*10" Kopien/Kotansatz.
Es wurden drei Reihen ausgewahlt, in denen die Mause einzeln gesetzt und individuell auf
Virusausscheidung untersucht wurden. Die Kriterien flr die Auswahl der Reihen waren
sowohl eine moéglichst hohe Ausscheidung, wie es in den Reihen 1/6 und 3/1 der Fall war
(Abbildung 27) als auch eine hohe Anzahl an in Gruppen sitzenden Mausen (Reihe 1/6 und
Reihe 3/3). AuRerdem waren neue Sentinels unter den untersuchten Mausen in Reihe 3/1.

In Reihe 1/6 sallen 15 Mause, in Reihe 3/1 sechs Mause und in Reihe 3/3 14 Méause, die
einzeln untersucht wurden.

Bei vier der einzeln untersuchten Mause war keine Ausscheidung nachzuweisen. Alle Vier
saflen mit mindestens einem Partner zusammen, der zum Zeitpunkt der Untersuchung Virus
ausschied. Es gab zum Zeitpunkt der Untersuchung in den untersuchten Reihen keinen
Kafig, in dem MNV nicht nachgewiesen werden konnte.

Die auf MNV positiv getesteten Mause hatten eine Ausscheidung von bis zu 1,3*10°
Kopien/Kotansatz. Bei zwei Mausen konnte eine besonders hohe Ausscheidung
nachgewiesen werden, wobei es sich um eine Maus aus einer Dreiergruppe der Reihe 1/6
und um einen der Sentinels handelte. Beim zweiten Sentinel konnte zu diesem Zeitpunkt nur
eine sehr geringe Ausscheidung nachgewiesen werden (Abbildung 28).

Die gerade erwahnte Dreiergruppe (Reihe 1/6) sowie eine weitere Dreiergruppe aus Reihe
3/3 wurden als Kotspender fur die Anzucht von MNV ausgewahlt (Abbildung 28). Als
Kriterien wurden festgelegt: Alle Mduse mussen Ausscheider sein, mindestens eine Maus
der Gruppe sollte eine hohe Ausscheidung zeigen, sowie insgesamt eine mdglichst hohe
GruppengrofRe. Aulierdem sollten die zwei ausgewahlten Gruppen in unterschiedlichen
Racks sitzen und ein unterschiedliches Altersprofil aufweisen.

Der Kot der Dreiergruppen wurde gesammelt, in DMEM suspendiert, zentrifugiert, Bakterien-
frei filtriert, mit U1 fiir Uberstand 1 (Kot der Mause aus Reihe 1/6) und U2 fiir Uberstand 2
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(Kot der Mause aus Reihe 3/3) bezeichnet, und das enthaltene Virus in der Zellkultur auf
RAW 264.7-Zellen vermehrt.

Sammelkotproben aus zwei Racks
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Abbildung 27 Anzahl Viruskopien in Sammelkotproben

Auftrag der untersuchten Reihen gegen die Kopienzahl. 1/3 bedeutet Rack 1 Reihe 3. Die Werte
der zur weiteren Differenzierung ausgewahlten Reihen sind rot markiert.
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Einzeltierproben
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Abbildung 28 Anzahl Viruskopien in Einzeltierkotproben

Auftrag der Einzeltiere gegen die Kopienzahl. Die Sentinels sind mit einem S markiert. Die zur
Virusanzucht ausgewahlten Einzeltiere sind rot markiert.

IV.5.2. Quantifizierung des Virus und dessen Passagen

Obwohl die Anzucht der Viren aus beiden Kotsammelproben exzellent funktioniert hatte,
beschrankten wir uns darauf, fir eine weitere Verwendung nur einen der beiden Uberstande
mehrfach zu vermehren. Der Uberstand zur Anzucht des aus unserer Tierhaltung
gewonnenen Norovirus der Dreiergruppe U1, hier MNV-Neuherberg genannt, hatte in der
RT-gPCR eine Kopienzahl von 1*10%/Kotansatz, nach der ersten Passage in der Zellkultur
eine Kopienzahl von 4*10'?/Ansatz und nach der Passage 2 eine Kopienzahl von
2*10"?/Ansatz. Die TCIDsy/ml des zur Anzucht verwendeten Uberstandes wurde mit 10*

bestimmt, die Passage 1 hatte eine TCIDs,/ml von 10°, Passage 2 von 10°%° (Tabelle 28)

Tabelle 28 Quantifizierung der Passagen von MNV-Neuherberg

Real Time PCR Titration zur Bestimmung der TCID5q
Kotliberstand U1 1*10%/Kotansatz 10%/ml
Passage 1 auf RAW 264.7-Zellen 4*10"?/Virusansatz 10°/ml
Passage 2 auf RAW 264.7-Zellen 2*10'/Virusansatz 10%°/ml
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IV.6. Organuntersuchungen

Bisher hatten wir uns weitgehend auf die Existenz von Virus im Kot, sowie die Reaktion des
Organismus in Form von Serokonversion konzentriert. In diesem Versuch wurde das
Vorhandensein von Virus in bestimmten Organen, namlich im Darm, dem Ort der Aufnahme
des Virus, im Mesenteriallymphknoten, der den Darm drainiert und in den
Reproduktionsorganen, namlich Ovar und Nebenhoden, die die wesentlichen Organe fur den
Embryotransfer darstellen, untersucht. Beim Embryotransfer werden zur In-Vivo-
Embryonengewinnung aus Eileiter oder Uterus des Spenderweibchens die Embryonen
ausgespllt und in ein Empfangerweibchen eingesetzt. Fir die In-Vitro-Fertilisation werden
vom mannlichen Spendertier die Nebenhoden entnommen wund die Spermien
ausgeschwemmt. Vom Weibchen werden die Oozyten, die im Ovar herangereift sind, aus
der Ampulla des Eileiters gewonnen. Oozyten und Spermien, die potentiellen Virustrager,
werden in einer Petrischale flir die Fertilisation inkubiert und die daraus gewonnenen
Embryonalstadien (vom Zweizeller bis zur Blastozyste, je nach Verwendung) in das
Empfangerweibchen eingesetzt. Ist in den oben genannten Organen, dem Nebenhoden und
damit den Spermien und dem Ovar, dem Heranreifungsort der Oozyten, MNV nicht
nachzuweisen, ist die Ubertragung des Virus (ber den Embryotransfer sehr

unwahrscheinlich.

IV.6.1. Untersuchung der Organe von mit Laborvirus inokulierten Mausen

Es wurden aus oben genannten Experimenten (IV.2.1) weibliche Mause, sowie, um beide
Geschlechter in die Untersuchungen aufzunehmen, mannliche Sentinels aus den laufenden
Hygieneuntersuchungen fir die Organuntersuchungen ausgewahlt. Diese wurden vier
Gruppen zugeordnet, um den Zusammenhang zwischen Ausscheidungsverhalten bzw.

Serokonversion und Existenz von Virus in den Organen zu untersuchen (Tabelle 29).

Tabelle 29 Gruppeneinteilung der Organspender nach Ausscheidungsverhalten und
Serokonversion.

Benennung  Definition der Gruppe Anzahl
G 1 Weibliche Mause, die serologisch positiv getestet wurden und deren 5
ruppe Virusausscheidung vor dem Ende des Untersuchungszeitraumes endete
G 5 Weibliche Mause, die serologisch positiv getestet wurden und bis zum 7
ruppe Ende des Untersuchungszeitraumens Virus ausschieden
Weibliche Mause, die serologisch negativ getestet wurden, aber eine Zeit
Gruppe 3 9 9 9 5

lang Virus ausschieden

Mannliche Sentinels aus den laufenden Untersuchungen (CD-1 &), die
Gruppe 4 serologisch positiv getestet wurden und zum Zeitpunkt der Blutenthahme 5
Virus ausschieden
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Die Organe wurden mit der RT-gPCR auf Existenz von MNV untersucht.

Als Kontrolle wurden die Organe von zwei Sentinels, die serologisch negativ und
ausscheidungsnegativ waren, untersucht.

Mause der Gruppe 1 (serologisch positiv, Ausscheidung sistiert) fanden sich in der mit MNV-
S99 inokulierten Versuchsgruppe. Sie zeigten spatestens ab Tag 14, eine Maus ab Tag 21,
keine Ausscheidung mehr. Mause der Gruppen 2 und 3 (serologisch positiv, Ausscheidung
positiv und serologisch negativ, Ausscheidung positiv) fanden sich in der mit MNV-4
inokulierten Gruppe. Sentinels, von denen Organe enthommen wurden, waren mit dem in

unserer Maushaltung auftretenden Feldvirus infiziert.

Bei den Mausen der Gruppen 2 und 4, die beide sowohl serokonvertiert hatten als auch im
Kot positiv waren, wurden durchgangig der Darm positiv, die Reproduktionsorgane jedoch
negativ getestet (Tabelle 31, Tabelle 33). Aulder bei einer Maus der Gruppe 1, bei der alle
Organe positiv getestet wurden, wurden die Organe der Mause der Gruppen 1 und 3, die
entweder in Serum oder Kot negativ waren, durchgehend negativ getestet (Tabelle 30,
Tabelle 32).

Von den flinf Mausen der Gruppe 1 wurden die Organe einer Maus positiv, die Organe der
anderen Vier negativ getestet. Bei einer Maus wurde Virus in Mesenteriallymphknoten, Darm
und Ovar nachgewiesen (Tabelle 30), im Mesenteriallymphknoten befand sich die hochste
Konzentration von Viruskopien (10° Kopien/Kotansatz), im Ovar die Niedrigste (10*
Kopien/Kotansatz) (Daten nicht dargestellt). Von den sieben Mausen der Gruppe 2 wurden
bei drei Mausen Darm und Mesenteriallymphknoten positiv getestet. Bei vier Mausen aus
dieser Gruppe wurden nur der Darm, jedoch nicht der Mesenteriallymphknoten positiv
getestet. Die Ovarien aller Mduse der Gruppe 2 wurden negativ getestet (Tabelle 31). Die
Organe der finf Mause aus Gruppe 3 wurden negativ auf Murines Norovirus getestet
(Tabelle 32). Von funf Sentinels (Gruppe 4), die Virus mit dem Kot ausgeschieden hatten,
konnte bei allen Mausen Virus im Darm nachgewiesen werden, bei drei Mausen zusatzlich
im Mesenteriallymphknoten. Die Mesenteriallymphknoten der zwei Ubrigen Sentinels dieser
Gruppe wurden negativ getestet. Die Nebenhoden wurden bei allen finf Mausen der Gruppe
4 negativ getestet (Tabelle 33). In der Kontrollgruppe konnte kein Virus nachgewiesen
werden (Tabelle 34).

Auler in einem fraglichen Fall (Gruppe 1) wurden die Reproduktionsorgane aller Mause

negativ getestet.
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Tabelle 30 PCR-Ergebnisse der Organuntersuchungen auf MNV
Mause, die serologisch positiv getestet wurden und aufhérten auszuscheiden

Gruppe 1
Tier # Mesly Diarrm Owvar

1 - -

2

3 -

4 ) .
o

Tabelle 31 PCR-Ergebnisse der Organuntersuchungen auf MNV
Mause, die serologisch positiv getestet wurden und bis zum Ende des
Untersuchungszeitraumes Virus ausschieden

Gruppe 2
Tier # MesLy Darrm Crvar
1 + +
Z + +
3 + +
4 - +
] - +
B - +
7 - +

Tabelle 32 PCR-Ergebnisse der Organuntersuchungen auf MNV
Mause, die serologisch negativ getestet wurden und eine Zeit lang Virus ausschieden
Gruppe 3
Tier # MesLy Darm Chvar
1 - - -

[ - S L

Tabelle 33 PCR-Ergebnisse der Organuntersuchungen auf MNV
Mannliche Sentinels aus dem laufenden Betrieb (CD-1 &) von denen bekannt war, dass sie
Virusausscheider sind

Gruppe 4
Tier# Mesly  Darm Mebenhoden
1 - +
2z + +
3 + +
4 + +
] +
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Tabelle 34 PCR-Ergebnisse der Organuntersuchungen auf MNV
Mannliche Sentinels aus dem laufenden Betrieb (CD-1 &) von denen bekannt war, dass sie
keine Virusausscheider sind
Kontrolle
Tier# Mesly  Damm Mebenhoden
1 - - -
2 - - -

IV.6.2. Untersuchung der Organe von mit Feldvirus natiirlich infizierten Mausen

Um das Risiko einer MNV-Ubertragung beim Embryotransfer bewerten zu kénnen, wurden
von 21 Mausen aus MNV-positiven Bereichen unserer Maushaltung im Alter von 32 bis 660
Tagen Organe entnommen und auf die Existenz von MNV getestet. Um nur nachgewiesene
Virusausscheider in das Experiment aufzunehmen, wurde Kot direkt aus dem Dickdarm
entnommen und auf Murines Norovirus untersucht. Zur Uberprifung der fir den
Embryotransfer wichtigen Organe wurden Nebenhoden und Ovar und zuséatzlich jeweils ein
Mesenteriallymphknoten entnommen. In allen 21 Fallen konnte Murines Norovirus im
Dickdarmkot nachgewiesen werden, so dass auch die enthommenen Organe mit der RT-
gPCR auf MNV untersucht wurden (Tabelle 35).

Fir die statistischen Auswertungen wurden die acht ausscheidungspositiven Sentinels

(Tabelle 36) aus oben genanntem Feldversuch (IV.4.4) mit einbezogen.

Tabelle 35 Real Time PCR PCR Ergebnisse der Organe von 21 zufallig ausgewahlten Mausen
aus einem MNV-positiven Bereich der Tierhaltung

Linie Maus Geschlecht Kot Ovar/NH MesLy Alter (Tage)
Ux 2 3 1,61E+07 neg 4,10E+08 99
Ux 6 3 1,84E+08 neg 1,44E+09 99
UX 15 a8 2,22E+08 neg 3,14E+08 78
Ux 16 a8 1,86E+08 neg 5,59E+08 78
UXx 17 3 1,37E+08 neg 9,20E+07 78
UXx 18 3 1,72E+08 neg 9,52E+08 78
Ux 19 Q 2,20E+07 neg 9,12E+08 78
UXx 20 Q 5,30E+07 neg 1,07E+09 78
UX 21 Q 6,07E+06 neg 5,35E+08 78
UXx 22 Q 5,34E+08 neg 2,00E+10 32
UXx 23 Q 1,50E+08 neg 6,64E+09 32
UX 24 Q 1,05E+09 neg 7,58E+09 32
AT 134 Q 1,18E+08 neg 6,19E+08 646
AT 145 Q 7,18E+07 neg 8,24E+06 617
AT 202 Q 4,44E+08 neg neg 541
AT 203 Q 1,56E+08 neg 4,07E+07 541
AT 205 Q 8,26E+06 neg 4,25E+08 512
AT 206 Q 6,42E+08 neg 4,30E+08 512
AT 213 Q 6,52E+07 neg 4,26E+08 473
AU 214 Q 4,43E+07 neg 3,64E+08 660
AU 215 Q 2,83E+07 neg 3,14E+08 660
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Tabelle 36 Real Time PCR PCR Ergebnisse der Organe von acht Sentinels, die MNV
ausschieden

Raum Maus Geschlecht Kot Nebenhoden MesLy Alter (Tage)
6099 1 3 2,00E+08 neg neg 155

2 3 1,98E+07 neg 7,77TE+08 155
6100 1 g 3,01E+07 neg neg 155

2 ) 2,63E+06 neg 1,46E+08 155
6101 2 3 4,12E+07 neg 1,22E+08 155
6113 1 3 3,23E+07 neg 1,06E+09 155
6114 1 3 2,26E+07 neg 4,78E+08 155
6115 2 3 5,90E+06 neg neg 155

Bei den 21 Mausen aus MNV-positiven Bereichen wurden hohe Kopienzahlen von 6*10° bis
1*10° Kopien/Kotansatz nachgewiesen (Tabelle 35). Von den Mesenteriallymphknoten der
21 Mause wurden 20 positiv getestet. Nur im Mesenteriallymphknoten einer weiblichen Maus
(Linie AT, 541 Tage alt) konnte kein Virus nachgewiesen werden. Zwolf Mause waren <100
Tage, neun Mause >472 Tage alt, die Mause waren auf drei Linien (C57BL/6 Hintergrund)
verteilt. Wir konnten keinen Zusammenhang in der MNV-Nachweishaufigkeit bezlglich des
Alters oder der Mauslinie feststellen.

Da uns Daten der gleichen Proben von den Sentinels (&, CD-1 Wildtyp) aus dem vorherigen
Feldversuch vorlagen (Tabelle 36), wurden diese zusatzlich bezuglich unserer Fragestellung
ausgewertet. Acht der Sentinels (155 Tage alt), wurden im Kot positiv getestet. In den
Mesenteriallymphknoten dieser acht Mause konnte bei finf Mausen MNV nachgewiesen
werden.

Da uns mit den Sentinels Mause des Stammes CD-1 und mit den Gbrigen Mausen solche auf
dem genetischen Hintergrund des Stammes C57BL/6 zur Verfligung standen, wurde die
Pravalenz des Virus im Mesenteriallymphknoten beider Stdmme verglichen (Abbildung 29).
Zwischen den zwei Stammen konnte mit einer Pravalenz von 95,2% bei C57BL/6-Mausen
und von 62,5% bei CD-1 Mausen ein deutlicher Unterschied festgestellt werden.

Mit den Sentinels konnten insgesamt die Daten von 29 Mausen, 14 mannlichen und 15
weiblichen, ausgewertet werden. Es gab jedoch keinen deutlichen Unterschied in der
Infektionshaufigkeit zwischen Mannchen und Weibchen (Abbildung 30). Insgesamt konnte
bei 86,2% (25 von 29) der mit MNV-NH infizierten Mause MNV im Mesenteriallymphknoten
nachgewiesen werden (Abbildung 31).

In Ovarien und Nebenhoden konnte bei allen Mausen kein Virus nachgewiesen werden.
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MNV-Neuherberg Stammunterschiede
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Abbildung 29 Nachweis von MNV Neuherberg in den Organen MNV-ausscheidender Mause

Unterschiede in der MNV-Pravalenz im Mesenteriallymphknoten beziiglich des Mausstammes

MNV-NH Geschlechterunterschiede
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Abbildung 30 Nachweis von MNV Neuherberg in den Organen MNV-ausscheidender Mause

Unterschiede in der MNV-Pravalenz im Mesenteriallymphknoten beziiglich des Geschlechts
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Um die Pravalenz von MNV-Neuherberg und MNV-4 im Mesenteriallymphknoten von Virus-
Ausscheidern vergleichen zu kdénnen, wurden zusatzlich die Daten der sieben MNV-4
dauerausscheidenden Mause aus Abschnitt IV.6.1 prozentual ausgewertet (Abbildung 31).
Mit einer Pravalenz von 86,2% in den Mesenteriallymphknoten MNV-NH infizierter Mause
und nur 42,9% in den Mesenteriallymphknoten MNV-4 infizierter Mause konnte ein deutlicher

Unterschied in der Pravalenz von MNV zwischen den Virusstdmmen nachgewiesen werden.

Mesenteriallymphknoten

100

80 A

60

40 +

20 A

Mesenteriallymphknoten positiv (%)

I VINV-Neuherberg
[ MNV-4

Abbildung 31 Nachweis von MNV in den Organen MNV-ausscheidender Mause

Unterschiede in der MNV-Pravalenz in den Organen beziiglich des Virusstammes
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V.Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein Real Time PCR-Verfahren fir den Nachweis von Murinem
Norovirus im Kot etabliert und verifiziert. Es wurde getestet, wie sich zwei Laborvirus-
Stamme in der Maus verhalten, ob diese Uber langere Zeit ausgeschieden werden und wie
die Proben optimalerweise gesammelt werden, um maoglichst wenige Virusausscheider zu
Ubersehen. Um die reale Lage im Feld beurteilen zu kdnnen, wurde, zusatzlich zum
serologischen Routinemonitoring, die Virusausscheidung von Sentinels aus unserer
Maushaltung gescreent sowie das Feldvirus aus unserer Maushaltung isoliert und
angeziichtet. Es wurde die Effizienz des Nachweises von Virus im Kot per RT-gPCR fir das
Hygienemonitoring tberpruft.

Da die Sanierung von Mausen heutzutage haufig durch Embryotransfer erfolgt [29, 30],
wurden von kunstlich infizierten Mausen sowie von naturlich infizierten Mausen aus unserer
Maushaltung die Reproduktionsorgane auf Existenz von Murinem Norovirus untersucht und
damit unsere Beobachtung untermauert, dass der Embryotransfer eine sichere

Sanierungsmethode zur Beseitigung von Murinem Norovirus ist.
V.1. Etablierung der Real Time PCR

Um eine grolier angelegte Studie Uber die Ausscheidung von Virus durchfiihren zu kénnen,
etablierten und validierten wir eine RT-gPCR in unserer Abteilung. Der Nachweis von RNA
durch die RT-gPCR ist eine Methode, bei der es genauer Beurteilung und Uberpriifung
einiger Parameter bedarf um Sensitivitat, Spezifitdt und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
korrekt zu interpretieren [28, 31]. Um dem gerecht zu werden, orientierten wir uns an den
MIQE Guidelines, nahmen einige Tests des von Miller et al. Gbernommenen Assays [21] zur
Validierung vor und generierten dazu ein eigenes Plasmid.

Der Threshold wurde auf 0,20 festgelegt, nachdem wir die Fluoreszenzverlaufe der
Standards und verschiedener positiver und negativer Proben aus 5 Laufen der RT-gPCR
folgendermalRen ausgewertet hatten: Bei den Standardverdinnungen und allen positiven
Proben schnitt der Threshold die Fluoreszenzkurve im exponentiell verlaufenden Anteil. Bei
Proben, deren Fluoreszenzkurve keinen exponentiellen Verlauf zeigte, schnitt der Threshold
diese nicht, so dass die Proben negativ gewertet wurden.

Um die Reproduzierbarkeit unserer DNA-Standardkurve zu prifen, verglichen wir 12 DNA
Standards aus 6 voneinander unabhangigen RT-gPCR Laufen, jeweils ausgewertet mit dem
Threshold von 0,20. Die Auswertungen ergaben, dass bei einer Konfidenz von 95% die
Reproduzierbarkeit des Standards in einem Bereich von Abweichungen vom Durchschnitts-
Cg-Wert einer jeden Verdinnungsstufe von 0,37 bis 0,79 lag. Das bedeutet, dass bei
zukunftigen RT-gPCR Laufen damit zu rechnen ist, dass die Cqg-Werte jeder
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Verdinnungsstufe des Standards bei dem in unserem Validierungsversuch gemessenen
Durchschnitts-Cq-Wert von 20,27 = 0,37 bei 3*10° Kopien/Template bis zu einem
Durchschnitts-Cq-Wert von 36,17 + 0,79 bei 3*10° Kopien/Template liegen werden. Die
vorhandenen Abweichungen verdeutlichen damit eine sehr geringe Intra-Assay-Varianz, die
aber nicht ganz vermieden werden kann. Sie wird hervorgerufen durch den Einsatz
verschiedener Chargen von Reagenzien, Pipettierungenauigkeiten und
Temperaturschwankungen, die die Komplettierung von Annealing und/oder Denaturierung
beeinflussen kdnnen [28, 32].

Die absoluten Standardabweichungen der Cqg-Werte jeder Verdlinnungsstufe des DNA-
Standards bewegten sich in einem Bereich von 0,44 bei 3*10® Kopien/Template bis 1,25 bei
3*10° Kopien/Template (Tabelle 10). Die Standardabweichung war im niedrigen
Kopienbereich von 3*10° Kopien mit 1,25, verglichen mit den Werten der anderen
Verdiinnungsstufen des Standards, verhaltnismaRig hoch, was durch die erhohte
Ungenauigkeit der Amplifikation im niedrigen Kopienbereichen zu erklaren ist. Bei wenigen
initial eingesetzten Kopien kann schon durch sehr geringe Unterschiede in den PCR
Effizienzen oder kleinste Pipettierungenauigkeiten, die bei geringerer Konzentration gréRere
Konsequenzen haben, eine grélRere Varianz der gemessenen Kopienzahlen zustande
kommen [32]. Wirde nur die Abweichung des Cg-Wertes der niedrigsten Verdinnungsstufe
des Standards den Slope negativ beeinflussen, so dass dieser groRer -3,1 oder kleiner -3,6
ware, kénnte dieses Ergebnis aus der Auswertung des Standards herausgenommen werden.
Somit wirde man sich jedoch fur Proben, die in der GréRenordnung der gestrichenen
Verdunnungsstufe liegen, nicht mehr in einem gut reproduzierbaren Bereich befinden. Trat
dieser Fall ein, wurden betroffene RT-qPCR-Laufe mit einer neuen Verdiinnungsreihe des
Standards wiederholt.

Im Gegensatz zu bisher etablierten RT-qPCRs fiir den Nachweis von Murinem Norovirus in
Kotproben, die mit einem DNA-Standard zur Quantifizierung ausgefuhrt worden waren [21,
33], generierten wir durch In-Vitro-Transkription aus dem von uns erstellten Plasmid einen
RNA-Standard und setzten diesen in unserer RT-gPCR ein. Da das Genom des Murinen
Norovirus als RNA vorliegt, entspricht dieser eher den natirlichen Gegebenheiten. Sowohl
der Standard als auch die Proben sind somit der Reversen Transkriptions-Reaktion
ausgesetzt, so dass der Effektivitat der RT-Reaktion jedes einzelnen PCR-Laufs Rechnung
getragen wird. Die Ergebnisse kdnnen, im Verhaltnis zum Standard, folglich nicht durch eine
schwankende RT-Effizienz beeinflusst werden. Zuséatzlich Uberpriften wir, da uns damit
sowohl ein DNA-, als auch ein RNA-Standard zur Verflgung stand und nur die
Vervielfachung des Letzteren von der RT-Reaktion beeinflusst wird, die Effektivitdt der RT-
Reaktion in unserem Assay, indem wir DNA- und RNA-Standard verglichen. Wir konnten

eine weitgehende Ubereinstimmung der Cg-Werte beider Standards bezlglich der
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eingesetzten Kopien feststellen, wodurch wir in unserem Assay eine ausgezeichnete
Effizienz der RT-Reaktion bescheinigen konnten. Damit konnten wir davon ausgehen, dass
nahezu jedes RNA Molekul als DNA-Molekul fir die PCR-Reaktion zur Verfigung stand.
Obwohl im Rahmen des Hygienemonitoring flr Viren der serologische Nachweis empfohlen
wird [5], beschaftigten wir uns mit dem direkten Nachweis von Noroviren im Kot infizierter
Tiere. Daflir war es essentiell, den Einfluss von Kotbestandteilen auf die Effizienz des
Virusnachweises einschatzen zu kénnen. Im Darm und damit im Kot befinden sich RNAsen
unterschiedlicher Herkunft, wie die Ribonuklease A des Pankreas [34] und RNAsen des
Darmepithels. Angiogenin-4 oder RNase 7 wirken beispielsweise antibakteriell auf
unerwinschte Bakterien [35] und auch die Darmbakterien selbst enthalten RNAsen [36], so
dass ein Einfluss von Kot auf die nachgewiesene Virusmenge nicht lberraschend ist. Wir
versuchten im Experiment, diesen Einfluss zu messen. Die Relation der in der RT-gPCR
gemessenen Kopienzahlen zwischen einer definierten Virusmenge und der gleichen
Virusmenge nach 24 stiindigem Einfluss von Kot lag im Bereich zwischen '/5; und einer
Logarithmusstufe. Folglich sollte bei der Interpretation von Messwerten, die nach RNA-
Isolierung aus Kot erhoben wurden, die Erniedrigung der Kopienzahlen um /5 -1 log Stufe
bertcksichtigt werden. Obwohl in friiheren Publikationen in Kotproben, die bis zu 14 Tage
bei Raumtemperatur gelagert worden waren, immer noch MNV nachgewiesen werden
konnte [37], ist aufgrund unserer Ergebnisse eine Aufbewahrung dieser unter RNAse
inaktivierenden Bedingungen, wie dem Einfrieren bei -80°C [38], anzuraten. Das gilt
besonders, wenn eine Quantifizierung der RNA vorgenommen werden soll oder eine niedrige
Kopienzahl zu erwarten ist.

Bei der Interpretation der RT-gPCR Ergebnisse sollten aul’erdem folgende zwei Annahmen
bertcksichtigt werden. Wir bezogen unsere Berechnungen auf die Annahme, dass bei
Suspension des Kotes in Milli-Q-Wasser und anschlieRender Zentrifugation die gesamte
Virusladung der Probe im Uberstand zu finden ist. AuBerdem gingen wir fir die Berechnung
der Kopienzahl in den Kotroben davon aus, dass bei Aufreinigung der Kotproben die
gesamte enthaltene RNA isoliert wird. Der Virusgehalt eines Kotansatzes wurde von uns mit
diesen Annahmen, aber auch dem Bewusstsein, dass aufgrund nicht 100%iger Effizienz der
Virusisolierung das Ergebnis niedriger ausfallt, als es der Realitat entspricht, aus der
Messung in 5ul Probenansatz auf den gesamten Kotansatz umgerechnet. Aufgrund der
Verwendung von '/, der aus einem Probenansatz isolierten RNA multiplizierten wir den
gemessenen Wert mit 12. Dies entspricht also in etwa dem Wert aus 140ul Kotluberstand. Es
handelt sich bei den von uns gemessenen Kopienzahlen um sehr hohe Werte, meist im
Bereich von 10° bis 10%, so dass die oben beschriebene Reduktion der gemessenen
Kopienzahl keinen sehr groRen Einfluss auf das Ergebnis hatte. Im Ubrigen werden im

Zusammenhang mit dem Hygienemonitoring nur positive von negativen Proben
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unterschieden, gegebenenfalls unter Berucksichtigung der Nachweissensitivitat. Der
Vergleich von quantitativen Werten aus RT-gPCR Assays verschiedener Publikationen muss
generell kritisch betrachtet werden, da die Probennahme und —behandlung oft nicht
ausreichend beschrieben wird und die Inter-Assay Varianz der RT-qPCR sehr hoch ist.
Aulerdem muss beim quantitativen Vergleich beachtet werden, dass haufig die Virusladung
einer Probe auf unterschiedliche Bezugswerte berechnet wird (Kopienzahl pro Kotansatz
[hier], Kopienladung pro ml Kot [39] Kopienzahl pro Gramm Kot [33]) und gegebenenfalls

umgerechnet werden muss.

V.2. Direkte Inokulation von Mausen mit den Laborvirusstammen MNV-4 und MNV-
S99

Zum Vergleich der biologischen Eigenschaften der zwei uns zur Verfliigung stehenden
Laborvirusstamme MNV-4 und MNV-S99 inokulierten wir eine Verdinnungsreihe dieser
jeweils intrauterin und oral.

Auffallig war sofort, dass sich Ausscheidung und Serokonversion nicht abhangig
voneinander verhielten. So serokonvertierte nicht jede Maus, die Virus ausschied genauso
wie nicht jede Maus, die serokonvertierte, langere Zeit Virus ausschied.

Nach oraler Inokulation von MNV-S99 konnte bei zwei Mausen der héchsten inokulierten
Virusdosis von 10" TCIDsy/Maus ab dem ersten Untersuchungszeitpunkt an Tag 14 eine
Serokonversion nachgewiesen werden. In den ersten zwei Wochen p.i. schieden Mause ab
einer Inokulationsdosis von 10" TCIDso/Maus Virus aus. Ab Tag 21 konnte ein deutlicher
Rickgang von ausscheidenden Mausen beobachtet werden und bis Tag 42 schied nur noch
eine Maus der hochsten Inokulationsdosis Virus aus. Bei einer Darmpassage von acht bis 14
Stunden (Maus) hatten wir im Fall einer fehlenden Infektion mit einer Ausscheidung des
gesamten Inokulats nach hdchstens drei bis vier Tagen gerechnet. Das legt die Vermutung
nahe, dass das Virus in Mausen, die nicht serokonvertierten, entweder keine oder nur eine
kurze Phase der Replikation von zwei bis maximal drei Wochen veranlasste. Auch
Mumphrey et al. kamen zu diesem Schluss, nachdem nach Infektion mit mehrfach
passagiertem MNV-1 in immunkompetenten Mausen nach 7 Tagen kein Virus mehr
nachgewiesen werden konnte, obwohl dies drei Tage nach Infektion in einigen Organen
noch der Fall gewesen war [22]. Da wir erst ab einer sehr hohen Inokulationsdosis Uberhaupt
Serokonversion nachweisen konnten, scheint auch das Immunsystem nach oraler
Inokulation nur bei Virusdosen von mindestens 107 TCIDs,/Maus von MNV-S99 fir eine
Reaktion ausreichend stimuliert zu werden.

Nach intrauteriner Inokulation von MNV-S99 konnte keine Ausscheidung nachgewiesen
werden. Wir hatten erwartet, dass das Inokulat auch nachzuweisen gewesen ware, wenn

keine Replikation stattgefunden hatte. Eine Erklarung fir das Fehlen dessen kdnnte sein,
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dass unsere Untersuchungen erst an Tag 7 begannen, so dass das Virus zu diesem
Zeitpunkt schon vollstdndig aus dem Uterus ausgeschieden oder von diesem resorbiert
worden war. Es konnte jedoch nach Inokulation mit den zwei hdchsten Inokulationsstufen ab
Tag 28 eine Serokonversion nachgewiesen werden. Da aufgrund fehlender Ausscheidung
keine Replikation stattgefunden haben konnte, konnte die Serokonversion nur als Reaktion
des Immunsystems auf das Inokulat erfolgt sein.

Im Gegensatz zur intrauterinen Inokulation von MNV-S99 konnte nach oraler Inokulation von
MNV-S99 Uber Tag 7 hinaus Virusausscheidung nachgewiesen werden. Das kdnnte durch
eine langere Verweildauer des Virus im Darm nach Inokulation auf oralem Wege zu erklaren
sein und damit, dass der Uterus nicht das fir Noroviren zur Infektion von Zellen -
Darmepithelzellen sind Eintrittspforte und Replikationsort von MNV [22] — bevorzugte Organ
ist. Eine Ausscheidung koénnte folglich aufgrund von fehlendem Tropismus zur
Epitheloberflache des Uterus schneller stattfinden.

Nach oraler Inokulation von MNV-4 konnten die stabilsten Ausscheidungs- und
Serokonversionsdaten erhoben werden. Schon ab Tag 14 konnte bei der Halfte der mit
mindestens 10* TCIDs,/Maus inokulierten Mause eine Serokonversion nachgewiesen
werden und Mause, die mit mindestens 10? TCIDs,/Maus inokuliert worden waren, schieden
Virus mit dem Kot aus. Bis Tag 42 hatten 75% der Mause mit einer Inokulationsdosis von
mindestens 10* TCIDso/Maus serokonvertiert. Ebenso viele Mause, damit weniger als an Tag
7, schieden zu diesem Zeitpunkt noch Virus aus. Die frlihe Serokonversion kdnnte durch
eine Reaktion des Immunsystems auf die sofortige Replikation - bei Mausen, die
serokonvertierten und Virus Uber einen langeren Zeitraum ausschieden - und durch eine
Reaktion auf das Passagevirus - bei Mausen, die serokonvertierten aber nicht bis zum Ende
des Untersuchungszeitraumes Virus ausschieden - hervorgerufen worden sein. Mause, die
serokonvertierten aber nicht bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes Virus
ausschieden, fanden sich bei den mit den zwei hochsten Inokulationsstufen inokulierten
Mausen, so dass wir annehmen, dass flr eine Serokonversion, die nicht mit einer
dauerhaften Replikation verknlpft ist, oral eine hohe Dosis von Virus verabreicht werden
muss, im Fall von MNV-4 mindestens 10° TCIDso/Maus.

Nach intrauteriner Inokulation von MNV-4 konnte im Gegensatz zu MNV-S99 bis Tag 28 eine
Ausscheidung des Virus ab einer Inokulationsdosis von 10° TCIDso/Maus nachgewiesen
werden. Das Virus musste also vom Uterus in den Kot gelangt sein. Mdgliche Erklarungen
waren das Abschlecken des auflieren Genitale durch die Mause selbst und damit eine
Passage durch den Darm oder die Kontamination des Kotes im Kafig durch die
Ausscheidung des Virus aus dem Uterus. Da an Tag 42 nach intrauteriner Inokulation mit
MNV-4 nur noch der Kot einer Maus aus der hdéchsten Inokulationsgruppe (10’

TCIDso/Maus) positiv war, handelte es sich vermutlich um eine Serokonversion aufgrund
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von Passagevirus, nicht jedoch um eine langer andauernde Replikation des Virus in der
Maus. Das bestatigt unsere Beobachtungen, die wir nach intrauteriner Inokulation von MNV-
S99 gemacht hatten. Die intrauterine Inokulation ist folglich zur Erzeugung einer
Serokonversion geeignet, eine langerfristige Ausscheidung von Virus mit dem Kot aufgrund
von Replikation ist jedoch nicht zu erwarten. Die orale Inokulation ist, abhdngig vom
verwendeten Virusstamm, denn MNV-4 wurde im Gegensatz zu MNV-S99 bis Tag 42
ausgeschieden, fur die Erzeugung einer Replikation und damit einer Ausscheidung geeignet.
Da MNV-4 zur Replikation flhrte, und sich damit als das nach oraler Inokulation infektiésere

Virus der beiden herausstellte, wurde es fiir weitere Versuche verwendet.
V.3. MNV-4 Langzeitausscheidung

Da der Test der Virusstamme MNV-S99 und MNV-4 nach 6 Wochen beendet worden war
und sich MNV-4 als das infektiosere Virus, das auch zu diesem Zeitpunkt noch
ausgeschieden wurde, herausstellte, interessierte uns die Ausscheidungsdynamik und die
Quantitat der Virusausscheidung uber einen langeren Zeitraum. Mause wurden dreimal mit
einer Virusdosis (1010 TCIDso/Maus) oral inokuliert, von der wir uns, nach den Erfahrungen
aus den Virustests, eine stabile Infektion versprachen. Daraufhin konnten wir ber den
ganzen Zeitraum von 40 Wochen Ausscheidung von Virus nachweisen.

Bis Woche 4 beobachteten wir einen starken Abfall der ausgeschiedenen Virusmenge von
10° auf 10° Kopien/Kotansatz/Maus. Nach vier Wochen pendelte sich die gemessene
Virusmenge im Kot auf ein Niveau um 10° Kopien/Kotansatz/Maus ein. Wir hatten nach
Ausscheidung des Inokulates einen Einbruch der gemessenen Kopien/Kotansatz erwartet,
bevor die Replikation des Virus ein messbares Niveau erreicht hatte. Da diese Erwartung
nicht eintraf und sich ein flieBender Ubergang zum Ausscheidungsniveau nach Woche 4
ergab, muss entweder die Replikation friher als erwartet ein messbares Niveau erreicht
haben oder, wie schon im vorherigen Versuch beobachtet, das inokulierte Virus eine deutlich
langere Darmpassage durchlaufen haben als bisher angenommen. Die Ausscheidungsdauer
des hier eingesetzten Inokulates von vier Wochen bestatigt unsere Beobachtung, dass die
Ausscheidungsdauer des Inokulates sich proportional zur Menge dessen verhalt.

Obwohl bei jeder Einzelmaus Langzeitausscheidung tiber 40 Wochen nachgewiesen werden
konnte, konnte bei jeder Maus zu mindestens einem Zeitpunkt vor Woche 36 keine
Ausscheidung nachgewiesen werden, ab der 36 Woche wurde die Ausscheidung
intermittierend. Bisher wurden noch keine Untersuchungen zur Langzeitausscheidung von
MNV publiziert. Der langste Zeitraum, in dem die Ausscheidung von Murinem Norovirus
untersucht worden war, war zwolf Wochen. Bis zu diesem Zeitpunkt konnte eine stabile

Ausscheidung bei mit MNV-4 infizierten Mausen nachgewiesen werden [40].
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Far die Diagnostik von MNV mit der RT-gPCR bedeuten unsere Ergebnisse, dass es eine
Wahrscheinlichkeit flr falsch negative Ergebnisse gibt, wenn der Infektionszeitpunkt der
Mause nicht bekannt ist und sich die Mause in einer Phase der intermittierenden

Ausscheidung befinden.
V.4. Variabilitat der Virusausscheidung

Wie aber misste Kot gesammelt werden, damit mit hoher Wahrscheinlichkeit
dauerausscheidende Mause auch ausfindig gemacht werden? Um diese Frage zu
beantworten, wahlten wir finf Mause aus friheren Versuchen aus, die mindestens 15
Wochen, zum Teil deutlich langer, zuverlassig Virus ausgeschieden hatten und es nach wie
vor taten. Eine Maus stammte aus obiger Studie zur Langzeitausscheidung und war damit
schon Uber 40 Wochen Dauerausscheider.

Da wir in vorherigen Versuchen festgestellt hatten, dass auch Dauerausscheider negative
Testergebnisse erzeugen kénnen, fragten wir uns, wie Kotpellets gesammelt werden sollten,
um falsch negative Befunde zu vermeiden. Wir sammelten stindlich den Kot jeder
Einzelmaus und untersuchten diesen auf die Existenz von MNV. Da zu jedem Zeitpunkt
sowohl hohe (>5,3*10° Kopien) als auch niedrige (<6,5*10* Kopien) Kopienzahlen gemessen
wurden, konnten wir keine zyklische Wiederholung der Ausscheidungsdynamik erkennen.
Somit scheint die ausgeschiedene Virusmenge innerhalb des untersuchten Zeitraumes nicht
tageszeitabhangig zu sein. Allerdings sammelten wir nachts, in der hochsten Aktivitatsphase
und damit mdglicherweise auch der héchsten Ausscheidungsphase, keine Kotproben und
konnen folglich dazu keine Aussage machen. Da der Kotabsatz eines Tages unabhangig
gegenlber dem des darauffolgenden Tages ist, hatten wir 15 Datensatze (3 Tage a 5
Mause) pro Sammelzeitpunkt zur Verfligung. Aus diesen konnte statistisch berechnet
werden, dass der Kot eines eineinhalbstindigen Zeitraumes (1h 34min) untersucht werden
muss, um mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% alle Dauerausscheider einer zu
untersuchenden Mauseinheit zu finden. Schon bei Sammeln des Kotes nach 2 Stunden liegt
die Wahrscheinlichkeit, alle Dauerausscheider zu erkennen, bei 97,75%.

In unserem Versuch handelte es sich ausschliellich um Dauerausscheider, es wurde
allerdings in bisherigen Publikationen festgestellt, dass Feldvirus, um das es sich im Fall der
Diagnostik im Rahmen eines Routine-Hygienemonitorings normalerweise handelt, im
Gegensatz zu in der Zellkultur passagiertem Virus, eben diese Dauerausscheider produziert
[15, 41].

Mbéchte man aus einer Anzahl von Mausen, die alle beprobt werden kdénnen,
Virusausscheider ausfindig machen, koénnen wir hiermit die Empfehlung geben, den
Einzelkot der Mause nach mindestens zwei Stunden Kotabsatzzeit zu sammeln. Diese

Empfehlung sollte fur auf MNV im direkten Nachweis zu untersuchende Sentinels oder fur
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solche Versuchsmause, fur die ein Frei sein von MNV besonders wichtig ist, angewendet

werden.

V.5. Uberpriifung von Murinem Norovirus iiber gebrauchte Einstreu,

Ausscheidungsverhalten und Serokonversion

V.5.1. MNV-+4
Um die Ubertragung von MNV-4 auf Sentinels durch Kontakt mit MNV-4 kontaminierter

schmutziger Einstreu zu untersuchen, wurde eine standardisierte Sentinelkolonie gezielt mit
MNV-4 enthaltender Einstreu inokuliert.

Aufgrund einer Infektionsrate von maximal zwei von 80 als Sentinels eingesetzten Mausen
konnten wir unsere Fragen nach einer Abhangigkeit der Infektionsrate und der
Infektionsschnelligkeit von Mausstamm und Alter, sowie nach dem optimalen
Nachweiszeitraum fur Serologie und RT-PCR nicht beantworten. Die Ergebnisse dieses
Versuchs waren Uberraschend, da MNV-4 regelmaRig zu Serokonversion und
Virusausscheidung gefuhrt hatte (V.3). AuRerdem hatte im Vorversuch zumindest eine von
zwei Mausen nach Kontakt mit der in beiden Versuchen eingesetzten kontaminierten
Einstreu kontinuierlich Virus ausgeschieden. Wir vermuteten, dass ein Zusammenhang
zwischen Infektionsrate und Besatzdichte der Kéfige bestehen kdnnte, denn in bis dato
publizierten Studien wurden die Mause entweder in Gruppen gehalten [15, 40, 42] oder zur
Haltung wurden gar keine Angaben gemacht. Unsere Mause waren jedoch, wie bei
mannlichen Sentinels Ublich, einzeln gehalten worden. Im zweiten Teil der Studie wurden
Mause deshalb in drei verschiedenen Besatzdichten der Kafige gehalten: Einzel-, Paar- und
Gruppenhaltung mit vier Mausen pro Kafig. Wir konnten mit insgesamt funf
Virusausscheidern von 40 mit kontaminierter Einstreu in Kontakt gekommenen Mausen zwar
eine hohere Zahl an infizierten Sentinels nachweisen, ein relevanter Unterschied zwischen
den Besatzdichten konnte aber nicht festgestellt werden. Die Besatzdichte scheint folglich
nicht mit der Infektionsrate von Mausen mit MNV in Zusammenhang zu stehen. Wir
beobachteten aber, dass, wenn eine Infektion mit Ausscheidung und Serokonversion in
einem Kafig stattfand, alle Mause des Kafigs betroffen waren. Auch in der bereits erwahnten
Studie von Manuel et al. konnte das Virus innerhalb von 12 Wochen in vier von funf
Sentinelkafigen nachgewiesen werden. Die Kafige waren dort jeweils mit Paaren besetzt und
es waren entweder beide oder keine der beiden Mause mit MNV infiziert gewesen [40]. In
(noch nicht publizierten) Feldversuchen konnten wir diese Beobachtung bezuglich der
Serokonversion erneut bestatigen. Beim Screening einiger Reihen von Mausen in unserer
Maushaltung (V.6) war dieser Trend beziglich der Ausscheidung allerdings nicht zu

erkennen.
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Die Ergebnisse zeigen deutlich einen weiteren Unsicherheitsfaktor flr das
Sentinelmonitoring. Namlich eine nicht erfolgte Ubertragung von MNV auf Sentinels, so dass
MNV nicht nachgewiesen wird, obwohl die zu Uberwachenden Mause Virusausscheider sind.
Die Sentinels wurden, wie die zu Uberwachenden Mause, in IVCs gehalten. Die
Beobachtung, dass ein Virus nicht Uber Einstreu-Sentinels detektiert werden kann ist nicht
neu. Auch die Ubertragung von Maus Parvovirus [43] und Sendai Virus [6] auf Einstreu-
Sentinels im IVC funtionierte nicht. Ob der Faktor Luft, der durch die Haltung in IVCs durch
komplettes Biocontainment als Ubertradger von Pathogenen ausgeschlossen ist [43], eine
Rolle fiir die Ubertragung von MNV auf Sentinels spielt, kann in dieser Studie nicht

beantwortet werden. Dazu sind weitere Untersuchungen notwendig.

V.5.2. Feldversuch Sentinelmonitoring

Um nach diesen mit Laborvirus gewonnenen Daten, die darauf schlielen lassen, dass
Einstreu-Sentinels MNV  nicht  zuverldssig nachweisen, ein  Vergleich  zur
Ubertragungssituation unter Feldbedingungen zu erhalten, wurden zwdlf einzeln in offenen
Kéafigen sitzende mannliche CD-1 Wildtyp Sentinels aus dem laufenden Betrieb unserer
Maushaltung Uber einen Standard-Monitoringzeitraum von zwolf Wochen (Untersuchung
nach 13 Wochen) auf Serokonversion und Ausscheidung von Feld-MNV mit dem Kot
untersucht. Es wurden aufRerdem die Methoden des Nachweises von Serokonversion als
indirekte Methode und von Virusnachweis im Kot mittels RT-qPCR als direkte Methode
beziiglich ihrer Ubereinstimmung und Aussagekraft verglichen.

Von den zwolf Sentinels wurden am Ende des Untersuchungszeitraumes Acht positiv auf
Serokonversion und Ausscheidung von MNV getestet, vier Sentinels blieben negativ. Nach
acht und nach 13 Wochen zeigten die zwei Untersuchungsmethoden eine fast 100%ige
Ubereinstimmung. Es wurde lediglich ein Sentinel in Woche 8 serologisch positiv getestet,
obwohl keine Ausscheidung mehr nachweisbar war. Diese Maus hatte jedoch bis inklusive
Woche 7 Virus ausgeschieden, die Ausscheidung stoppte genau in der Woche der
serologischen Untersuchung. Der in Woche 8 erhobene serologische Wert dieser Maus
befand sich zudem knapp Uber dem Schwellenwert, weshalb auch der negative Befund aus
Woche 13 nicht Uberraschte, der knapp unter dem Schwellenwert lag. Hatte sich namilich,
wie wir in allen bisherigen Versuchen beobachten konnten, eine deutliche Serokonversion
von OD>0,8 ausgebildet, war diese immer bis zum Zeitpunkt der Praparation der Maus
nachweisbar gewesen.

Es konnte in einem Fall ab Woche 1, in weiteren flinf Fallen ab Woche 3 eine Ausscheidung
von MNV nachgewiesen werden. Eine Serokonversion zeigte sich dagegen frihestens in
Woche 3 und das nur bei zwei der Sentinels. Der direkte Nachweis von MNV im Kot von
Sentinels war also schneller als der serologische Nachweis mittels Serum. Diese Ergebnisse

bestatigen die Untersuchungen von Manuel et al., der zum gleichen Ergebnis kam [40]. Wie
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wir mittlerweile auch in weiteren Versuchen mehrfach bestatigen konnten [unpublizierte
Daten], wird MNV in einer positiven Mauskolonie durch die Untersuchung mit der RT-qPCR
mittels Sentinels deutlich friher nachgewiesen, als durch die serologische Untersuchung.

In den Mesenteriallymphknoten von sechs der zwdlf Sentinels konnte Murines Norovirus
nachgewiesen werden. FUnf dieser sechs Sentinels hatten zum Zeitpunkt der
Organentnahme serokonvertiert und Virus ausgeschieden. Bei einer Maus, namlich dem
oben erwahnten Sentinel, der ab Woche 8 aufgehdrt hatte MNV auszuscheiden, war zu
diesem Zeitpunkt serologisch und in der RT-qPCR kein Virus mehr nachzuweisen. Der
positive Nachweis im Lymphknoten gibt uns jedoch den Hinweis auf eine erfolgte Infektion,
so dass sich daraus schlieRen lasst, dass auch Mause, die sich mit einem Feldstamm von
MNV infizieren, nicht zwangslaufig mit einer deutlichen Serokonversion reagieren und
Dauerausscheider werden. Nach Untersuchung aller Serumproben aus Woche 13 durch
zwei unterschiedliche Labors mit verschiedenen immunologischen Nachweismethoden, dem
ELISA und dem IFA, wurde eine Probe einmal als gering positiv und einmal als negativ
gewertet. Ein Serologischer Nachweis hangt also im Falle einer geringen
Antikoérperkonzentration stark von Labor und Testmethode ab.

Wir konnten zeigen, dass sich positive Sentinels tber den direkten Nachweis von MNV aus
dem Kot schneller ausfindig machen lassen als Uber den serologischen Nachweis, in einem
Fall sogar schon in der ersten Untersuchungswoche. Fir Mause, die in offenen Kafigen
gehalten werden, sind sowohl die serologische Untersuchungen als auch der direkte
Nachweis von MNV mittels RT-gPCR (sehr gute Ubereinstimmung der Ergebnisse beider
Tests) sinnvolle Screeningmethoden fur ein Routinemonitoring. Fir Maushaltungen, die ein
starkes Interesse am Frei sein ihrer Mause von MNV haben, wéare es trotzdem sinnvoll,
Einzelmause zu screenen oder mehrmals innerhalb eines Screeningzeitraumes Kotproben
der eingesetzten Sentinels zu untersuchen, um eine beginnende Infektion nicht zu
Ubersehen. Sobald sich die Ergebnisse von Serumproben nahe dem Schwellenwert
bewegen, sollte in jedem Fall noch einmal ein Referenztest durchgefiihrt werden. Trotzdem
kann auch nach der erfolgten Infektion eines Sentinels mit MNV eine Serokonversion
ausbleiben oder sich auf einem so niedrigen Niveau bewegen, dass sie nicht als solche

erkannt wird.

V.5.3. Attenuierung von MNV

Die Infektion der Sentinels in offenen Kafigen mit Feldvirus funktionierte sehr gut, Sentinels
im IVC, die Uber die Einstreu mit Laborvirus in Kontakt gebracht worden waren, zeigten
jedoch weder Serokonversion noch Ausscheidung. Ob die Ursache fir ein Fehlen der
Infektion nach Kontakt mit MNV-4 die Haltung im IVC, eine Attenuierung von MNV-4, oder

beides war, muss in weiteren Versuchen geklart werden.
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Bei dem von uns verwendeten MNV-4 handelte es sich um einen Laborstamm, der durch die
Passage in der Zellkultur attenuiert sein konnte. Im Gegensatz zu Manuel et al., der
Sentinels schon durch ein geringeres Volumen von 15cm?® kontaminierter Einstreu mit MNV-4
infizieren konnte [40], infizierten sich bei uns schon im Vorversuch nur eine von zwei Mausen
mit einer Menge von 100cm® kontaminierter Einstreu. Die Konzentration von infektidsen
Viruskopien in den beiden Volumina kontaminierter Einstreu ist jedoch nicht bekannt. Es
koénnte sich bei dem von Manuel et al. eingesetzten Volumen auch um héher konzentriertes
Virus gehandelt haben oder das verwendete Virus war nicht so oft in der Zellkultur passagiert
worden wie unseres. Schon in einer Studie von 2004 wurde durch serielle Passagen von
MNV-1 in der Zellkultur eine Akkumulation von Mutationen und der Verlust der Virulenz
festgestellt [13]. Auch Mumphrey et al. stellten fest, dass sich durch den Selektivdruck das
Genom des Virus wahrend der Passage in der Zellkultur verandert. Man konnte vier
Positionen ausmachen, die eine Veradnderung auf Aminosaureebene und damit eine
Veranderung der Virulenz zweier Passageviren verursachten [22]. In einer weiteren Studie
konnte keine Ausscheidung nach Infektion mit dem mehrfach in der Zellkultur passagiertem
Virus MNV-1 nach Tag 2 nachgewiesen werden, im Gegensatz zu den Feldviren MNV-2, -3,
und -4, bei denen auch noch Ausscheidung in Woche 8 nachweisbar war [15]. Die
Viruspassage und die Anpassung des Virus an die Zielzellen (Organismus oder Zellkultur)
scheint daher eine zentrale Rolle flr das Infektionsverhalten dessen zu spielen.

Viren unterliegen durch Abwehrmechanismen des Wirtes, wie Antikdrpern oder T-Zell
Rezeptoren einem hohen Selektionsdruck. Um sich diesem zu entziehen, wechseln RNA-
Viren, haufig durch ungenau arbeitende RNA-Polymerasen Sequenz und Struktur ihrer
oberflachenexponierten Proteinregionen [44]. Auch die unterschiedlichen Stdmme der
Murinen Noroviren unterscheiden sich haufig durch zahlreiche Punktmutationen, die, je
nachdem, wo auf dem Genom sie liegen, durch Veranderung der Proteinstruktur zu
Veranderungen der Oberflachenstrukturen oder der Infektidsitat generell flhren kénnen. Bei
MNV ist der Ubergang von ORF2 zu ORF3 die am wenigsten konservierte Region, die sich
durch eine hohe Wahrscheinlichkeit flir Punktmutationen in diesem Bereich auszeichnet [21].
Es wurde festgestellt, dass der Austausch einer einzelnen Aminosaure im VP1-Bereich
(ORF2) von MNV-1 dazu flhrt, dass dieses nicht mehr durch Antikérper neutralisiert werden
kann [45]. Auch Rekombinationen aus verschiedenen Virusstdmmen sind mdglich und
fihren zu einer Veradnderung der Eigenschaften von Viren. Im Fall von MNV ist der vordere
Bereich von ORF2 (Kapsidproteins VP1) besonders hoch konserviert, so dass dieser als
Angriffspunkt fir Rekombination dienen kann [21, 24].

In einer Studie von 2010 wurde ein rekombinanter MNV-Stamm aus einem
Laborvirusstamm, der durch mehrere Passagen in der Zellkultur gegangen war, und einem

Feldvirusstamm bezlglich seiner biologischen Eigenschaften in der Zellkultur mit den
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Elternstdmmen verglichen. Dabei stellte man fest, dass das rekombinante Virus langer
intrazellular verblieb als die Ursprungsstdmme und folglich im Agar aufgrund der verzdgerten

Virusfreisetzung aus den Zellen kleinere Plaques bildete [46].
V.6. Virusisolierung aus der Tierhaltung

Da wir zu dem sich in unserer Maushaltung befindenden Murinen Norovirus-Feldstamm
auRer den Daten zur Ubertragung auf Einstreusentinels keine weiteren Informationen hatten,
isolierten wir das Virus und vermehrten es in der Zellkultur. Fir die Sequenzierung und fur
potentielle Infektionsversuche passagierten wir es zweimal. Um fir die Isolierung
virushaltigen Kot zu erhalten, screenten wir einen Raum mit MNV-positiven Mausen auf
solche mit starker Virusausscheidung. Wir entschieden uns fir den Sammelkot von zwei
Dreiergruppen, die zu diesem Zeitpunkt hohe Kopienzahlen ausschieden. Die Kriterien zur
Auswahl der Mause waren so gewahlt, dass diese auch potentielle Trager des Maus
Hepatitis Virus waren, da auch dieses isoliert werden sollte. Aufgrund dessen wurden
zusatzlich zu der Gruppe aus Reihe 1/6, die den sich auf MNV beziehenden Kriterien der
hohen MNV-Ausscheidung und der hohen GruppengroRe entsprach, noch drei Mause aus
Reihe 3/3 ausgewahit. Diese entsprachen auch den sich auf MHV beziehenden Kriterien, es
handelte sich namlich um junge Mause. Es wurden die bakterienfrei filtrierten Kotliberstande
beider Gruppen fir die Anzucht von MNV verwendet. Die erste Passage des Uberstandes
U1, gewonnen aus dem Kot der Mause der Reihe 1/6, wurde fur weitere Passagen
ausgewahlt. Dieses Isolat stellte sich als das fur die Sequenzierung besser funktionierende
heraus als das des Uberstandes U2. Mit jeder Passage von U1 erhdhte sich dessen
TCIDso/ml von 10* TCIDso/ml im Uberstand auf 10%° TCIDso/ml nach der zweiten Passage.
Ob diese Verstarkung der mit jeder Zellkulturpassage erhéhten TCIDso durch Anpassung an
die in der Zellkultur herrschende Umgebung und damit eine potentielle Verminderung der
Infektidsitat im Tier (Diskussion siehe V.5.3), oder durch eine vermehrte Konzentrierung des
Virus zustande kam, muss in weiteren Versuchen geklart werden.

Eine Konzentrierung von Virus wahrend der Passage koénnte durch unterschiedliche
Bedingungen wahrend der Zellkultur oder durch die Veranderung des Vermehrungszyklus
des Virus selbst zustande gekommen sein. Das Wachstumsmedium wurde zwar in einer
standardisierten Menge von 10ml zugegeben, die Zellen wurden jedoch nicht gezahlt,
sondern mikroskopisch eine Konfluenz der RAW-Zellen von 50% beurteilt und das Virus fur
die Vermehrung zugegeben. Das war ca. 24 Stunden nach Passage der Zellen der Fall.
Damit war die Zellzahl nicht streng standardisiert und es ergaben sich geringfligig
unterschiedliche Bedingungen fir die Vermehrung des Virus. Waren mehr Zellen vorhanden,
konnte in der gleichen Menge Medium, vorausgesetzt die Nahrstoffe waren nicht der

limitierende Faktor, mehr Virus vermehrt werden. Aulderdem wurde bereits nachgewiesen,
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dass in der Zellkultur verandertes MNV nach einer unterschiedlichen Zeitspanne aus den
Zellen freigesetzt wird [46], wodurch sich Wachstumsverhalten und Vermehrungszyklus
verandern kénnen. Ein weiterer Hinweis auf eine Veranderung der Eigenschaften des Virus
nach der zweiten Passage waren die im Vergleich zur TCIDso/ml starker angestiegenen
Kopien/Virusansatz. Das Verhaltnis von Kopien/Virusansatz zu TCIDse/ml vergréRerte sich
von 10* TCIDso/ml zu 10° Kopien/Virusansatz, was einem Verhaltnis von 100 entsprach, auf
1055 TCIDso/ml zu 10" Kopien/Virusansatz, was einem Verhéltnis von ca. 3*10° entsprach.
Das ist ein Hinweis darauf, dass Partikel freigesetzt wurden, die in der PCR nachgewiesen
wurden, fir die Zellen jedoch nicht infektios waren. Ob dies auch fir die Infektidsitat in der

Maus gilt, muss in weiteren Versuchen geklart werden.
V.7. Untersuchung der Organe inokulierter und natiirlich infizierter Mause

Der Embryotransfer war schon vor der Entdeckung von MNV im Jahre 2003 [1] eine weit
verbreitete Methode zur hygienischen Sanierung von Mauskolonien [47]. Da MNV vor seiner
Entdeckung und der Entwicklung der ersten Nachweismethoden [1] nicht getestet werden
konnte, die Pravalenz des Virus in Maushaltungen aber sehr hoch war [19, 20], war es auch
in kommerziell erhaltlichen Mausen enthalten. Trotzdem konnte in Einrichtungen wie
unserer, deren Rezipienten auf Basis keimfreier Mause erzeugt worden waren, nach
Entdeckung von MNV die Abwesenheit dieses Virus beobachtet werden [19]. Damit war klar,
dass die hygienische Sanierung mittels des Embryotransfers bezlglich des Murinen
Norovirus eine zuverlassige Methode sein musste, vorausgesetzt, man hatte die richtigen
Rezipienten zur Verfugung.

Auch Perdue et al. konnte in einer Maushaltung, die 2002 er6ffnet wurde, beobachten, dass
diese nahezu MNV-frei gehalten werden konnte, indem nicht sicher MNV-freie Mause nur
durch den Embryotransfer in die Einrichtung verbracht worden waren [42]. AulRerdem
beobachteten wir in unserer Maushaltung, dass auch bei nachweislich MNV-ausscheidenden
Samenspendern die Nachkommen einer IVF frei von MNV waren.

Bisher wurden das Cross-Fostering [48, 49] und der Kaiserschnitt, mit der Untersuchung von
Ovar und Uterus [50], als Methoden der Sanierung naher untersucht, nicht jedoch der
Embryotransfer und die dafir wichtigen Nebenhoden des Mannchens. Da die flr den
Embryotransfer und damit fir eine potentielle Ubertragung des Virus auf die Embryonen
entscheidenden Organe die Ovarien des Weibchens und die Nebenhoden des Mannchens
sind, testeten wir diese in den folgenden Untersuchungen auf die Existenz von Murinem
Norovirus. Sind diese Organe und damit Spermien und Oozyten Norovirus-frei, ist eine
Ubertragung (ber den Embryotransfer zumindest sehr unwahrscheinlich und eine
Untersuchung der Embryotransfertechnik selbst ertibrigt sich. Aul3erdem untersuchten wir je

einen der Mesenteriallymphknoten, da diese den Sammelpunkt der den Darm (Eintrittsort
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des Virus) drainierenden Lymphe darstellen und von den inokulierten Mausen zusatzlich ein
Stlck der Caecumspitze, die fir den Nachweis von MNV im Darm gut geeignet zu sein
schien [41].

V.7.1. Untersuchung der Organe von mit Laborvirus inokulierten Mausen

Mit MNV-S99 und MNV-4 inokulierte Mause aus den friiheren Versuchen zur Testung des
Virus (V.2) wurden bezlglich Serokonversion (vorhanden, nicht vorhanden) und
Ausscheidung (Mause mit kontinuierlicher Ausscheidung bis zum Ende des
Untersuchungszeitraumes an Tag 42, Mause bei denen Ausscheidung vor Ende des
Untersuchungszeitraumes endete) in Gruppen von finf bis sieben Mausen eingeteilt: Die
Gruppen wurden so gewahlt, dass Mause, die ahnlich auf den Kontakt mit Norovirus
reagierten einer Gruppe zugeteilt wurden. Damit sollte der immunologischen Reaktion des
Organismus Rechnung getragen werden, namlich der Bildung von Antikérpern
(Serokonversion) und das Zulassen der Replikation des Virus in den Zellen (Ausscheidung
Uber einen kurzen Zeitraum, in dem das Inokulat ausgeschieden wird, hinaus).

Bei Mausen, deren Ausscheidung nur kurz dauerte, konnten trotzdem bis zu drei Wochen
lang sehr niedrige Kopienzahlen im Kot nachgewiesen werden. Das ist vermutlich, wie
bereits diskutiert (V.3), auf eine Ausscheidung des Inokulats zurlickzufihren. Bei Mausen,
die bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes Virus ausschieden, konnten durchgéangig
Kopienzahlen von >10* Kopien/Kotansatz [Daten nicht dargestellt] nachgewiesen werden.
Die in Gruppen eingeteilten Mause waren mit verschiedenen Virusstimmen, namlich mit
MNV-S99 in der Gruppe 1 (Serologie positiv, Ausscheidung sistierte), mit MNV-4 in den
Gruppen 2 (Serologie und Kot positiv) und 3 (Serologie negativ, Ausscheidung
voriibergehend) und mit MNV-NH in den Gruppen 4 (Serologie und Kot positiv,d) und 5
(Kontrollen) in Kontakt gebracht worden, was einen Vergleich der Daten komplex macht.
Jedoch wurde bei allen Mausen, die zum Zeitpunkt der Organentnahme im Kot positiv auf
Murines Norovirus getestet wurden, auch das Caecum positiv getestet (Gruppen 2 und 4).
Diese Ubereinstimmung der Ergebnisse kénnte sowohl auf die Existenz von Norovirus im
Darmgewebe selbst als auch auf eine unzureichende Entfernung des Darminhaltes, was in
unserem Fall durch Ausstreichen geschah, zurickzufuhren sein. Aufgrund dessen ware die
Aussage Uber den Infektionsstatus des Darmes bei hohen Kopienzahlen im Kot irrefihrend.
Bei spateren Organentnahmen wurde deshalb das Caecum nicht mehr zusatzlich zum
Darmkot untersucht.

Bei Gruppe 3 - Mause die serologisch negativ getestet wurden aber eine zeitlang Virus
ausschieden - wurden alle Organe negativ getestet. Bei drei der funf Mause aus dieser
Gruppe konnte bis Tag 42, dem Tag der Organentnahme, Ausscheidung nachgewiesen
werden. Diese bewegte sich in einem niedrigen Bereich von 10* Kopien/Kotansatz [Daten

nicht dargestellt]. Da sich die mit dem Kot ausgeschiedenen Kopienzahlen von Woche zu
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Woche verringerten, bis Tag 42 keine Serokonversion nachzuweisen war, und kein Virus im
Lymphknoten zu finden war, handelt es sich auch hier vermutlich um die Ausscheidung des
Inokulats (V.3). Diese war im Caecum wahrscheinlich nur deshalb nicht nachzuweisen, weil
das Entfernen des Darminhaltes durch Ausstreichen bei niedrigen Kopienzahlen im Kot
ausreichend war, um zu einem negativen Ergebnis zu fuhren.

Bei einer Maus aus Gruppe 1 wurden alle Organe, inklusive des Ovars, positiv getestet. Da
bei den Ubrigen Mausen der Gruppe 1 alle Organe negativ getestet wurden und die
Reproduktionsorgane aller Ubrigen getesteten Mause negativ waren, ist das vermutlich auf
eine Verschleppung des Virus wahrend der Organentnahme zuriickzufihren. Da in Gruppe
1, der einzigen mit MNV-S99 inokulierten Gruppe von Mausen, eine Ausscheidung nur
kurzzeitig stattgefunden hatte, eine Serokonversion aber zu verzeichnen war, schien der
Organismus mit dem Virus ausreichend in Berlihrung gekommen zu sein, um Antikérper zu
bilden, das Virus schien sich aber - kein Nachweis von Virus in Darm oder
Mesenteriallymphknoten - kaum oder gar nicht repliziert zu haben. Das wirde dem Prinzip
der Impfung mit inaktivierten attenuierten Erregern entsprechen. Dieses Verhalten des Virus
konnten wir vor allem nach Inokulation mit MNV-S99, dem am starksten attenuierten unter
den uns zur Verfiigung stehenden Viren, beobachten. Trotzdem kann vermutlich durch eine
Serokonversion nach Infektion mit MNV eine erneute Infektion mit dem Virus nicht verhindert
werden, da beim sehr eng verwandten Humanen Norovirus die Immunitat stammspezifisch
ist [51] und wir bei eigenen Versuchen beobachten konnten, dass Mause nach einer
erneuten, einige Wochen spater stattfindenden Inokulation des gleichen Virusstammes noch
zu Virusausscheidern wurden.

In den Gruppen 2 und 4, die sowohl Virus zum Untersuchungszeitpunkt ausschieden als
auch serokonvertiert hatten, wurden das Caecum positiv, alle Reproduktionsorgane dagegen
negativ auf Murines Norovirus getestet. In der mit MNV-4 infizierten Gruppe (2) wurden die
Mesenteriallymphknoten bei drei von sieben Mausen, in der MNV-NH infizierten Gruppe (4)
bei drei von funf Mausen positiv getestet. Die Reproduktionsorgane, namlich die Ovarien der
MNV-S99 und MNV-4 inokulierten Weibchen, sowie die Nebenhoden der mit MNV-NH
naturlich infizierten Mannchen, wurden, auller in einem oben genannten Fall, negativ auf
Murines Norovirus getestet.

Um den Unterschied in der Pravalenz von MNV in den Mesenteriallymphknoten von mit
verschiedenen MNV-Stammen infizierten Mausen und das Fehlen des Nachweises von Virus
in den Reproduktionsorganen zu Uberprifen, untersuchten wir in einem weiteren Versuch
Mesenteriallymphknoten und Reproduktionsorgane von mit MNV-NH naturlich infizierten

Mausen.
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V.7.2. Untersuchung der Organe von mit Feldvirus natiirlich infizierten Mausen

Um das Ergebnis der Organuntersuchungen von inokulierten Mausen und unsere Annahme,
dass das Murine Norovirus nicht in den fir den Embryotransfer wichtigen
Reproduktionsorganen zu finden ist, mit unter Feldbedingungen infizierten Mausen zu
untermauern, wurden von 21 Mausen aus einem MNV positiven Bereich unserer
Maushaltung der Blinddarmkot, die  Reproduktionsorgane und jeweils ein
Mesenteriallymphknoten mit der RT-gPCR untersucht. Die Mause waren unterschiedlichen
Geschlechts, unterschiedlichen Alters und stammten aus unterschiedlichen Linien auf
C57BL/6-Hintergrund. Zusatzlich standen uns die Daten von zwolf CD-1 Wildtyp Sentinels
zur Verfigung. Acht der Sentinels waren Virusausscheider und konnten damit in die
Auswertungen mit einbezogen werden. Die ausgewerteten Daten stammten also von
Ma&usen aus zwei unterschiedlichen Mausstammen.

Die Mesenteriallymphknoten von 25 der 29 in die Studie aufgenommenen Mause wurden
positiv getestet. Die Mesenteriallymphknoten der restlichen vier Mause wurden negativ
getestet.

Bezuglich des Alters und des Geschlechts konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Nachweishaufigkeit von MNV im Mesenteriallymphknoten gefunden werden. AulRer einer
Studie, in der die Viruslibertragung bei Mausen unterschiedlichen Alters, namlich bei vier
oder acht Wochen alten Mausen, untersucht worden war [40], sind uns dazu auch keine
weiteren Publikationen bekannt.

Die Unterschiede in der MNV-Pravalenz im Mesenteriallymphknoten von Mausen auf
C57BL/6-Hintergund im Gegensatz zu CD-1 Wildtyp Mausen waren mit 95,2% bzw. 62,5%
deutlich, obwohl die Anzahl der CD-1 Mause mit 8 Tieren relativ niedrig war. Da es sich in
einem Fall um transgene Mause, im anderen Fall um Wildtypen handelte, kann ein Einfluss
durch das Transgen nicht ausgeschlossen werden. Bisher konnte nur bei Rag2”/Stat1™ und
InfaBy” Knockout-Mausen [1, 22] eine stark erhdhte Letalitat im Gegensatz zu den Wildtypen
festgestellt werden. Bei der Untersuchung von 18 Mauslinien verschiedener Genotypen
konnten keine signifikanten Unterschiede in der Pravalenz von MNV bei immundefizienten,
transgenen oder wildtyp Mausen nachgewiesen werden [21]. In einer Studie von 2009 wurde
zwar ein signifikanter Unterschied in der Infektionsschnelligkeit zwischen NOD-scid-
Knockouts und deren Rilckkreuzungen gefunden, allerdings war dieser bei einem
untersuchten MNV-Stamm dahingehend signifikant, dass die Knockout-Mause schneller
infiziert wurden, bei einem anderen untersuchten MNV-Stamm wurden dagegen die
Ruckkreuzungen schneller infiziert [41]. Das deutet eher auf eine Abhangigkeit vom MNV-
Stamm, als auf eine Abhangigkeit von der Mauslinie hin.

Aus diesem Grund verglichen wir die Pravalenzen von MNV-NH und MNV-4 im

Mesenteriallymphknoten MNV-ausscheidender Mause und konnten einen deutlichen
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Unterschied nachweisen. Nach Infektion mit MNV-NH war bei 86,2% der Mause Virus im
Mesenteriallymphknoten nachweisbar, nach Infektion mit MNV-4 nur bei knapp der Halfte,
namlich bei 42,9% der Mause. Dieses Ergebnis ist nicht unerwartet, da der verwendete
Laborvirusstamm MNV-4 im Gegensatz zum Feldvirusstamm MNV-NH eine deutlich
verminderte Infektiositadt in der Maus zeigt. In einer Publikation von 2006 wurden die
Mesenteriallymphknoten aller Mause, die Uber einen Zeitraum von acht Wochen Murines
Norovirus ausgeschieden hatten, in der PCR positiv auf MNV getestet [15]. Da es sich um
Feldstamme handelte, bestatigt das eine hohe Pravalenz von MNV im Lymphknoten von mit
Feldvirusstdmmen infizierten Mausen. Die stark unterschiedliche Pravalenz in den
Mesenteriallymphknoten von MNV-5 und MNV-6 infizierten Mausen [41] deckt sich mit
unseren Ergebnissen, allerdings handelte es sich bei beiden Stdmmen um Feldvirusstamme,
die sich im Gegensatz zu den von uns getesteten MNV-Stamme nicht so deutlich in der
Infektidsitat unterschieden.

Ein besonders herauszustellendes Ergebnis ist, dass von den 21 im Feld infizierten
Virusausscheidern und den acht Virus ausscheidenden Sentinels alle untersuchten Ovarien
und Nebenhoden negativ auf Murines Norovirus getestet wurden. Damit kdnnen wir unsere
These, dass MNV nicht Gber den Embryotransfer Gbertragen wird, untermauern und eine
Sanierung von Mauskolonien auf diesem Weg als gute Alternative zu Cross-Fostering und

Kaiserschnittgeburt uneingeschrankt empfehlen.
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Zusammenfassung

VIll. Zusammenfassung

Das Murine Norovirus ist ein seit 2003 bekanntes Pathogen in Mausen, dessen Einfluss auf
die mit Mausen erhobenen Forschungsergebnisse noch nicht hinreichend bekannt ist.
Aufgrund dessen werden seit einigen Jahren Maushaltungen auf eine Infektion mit MNV
untersucht.

In dieser Arbeit wurde ein Real Time PCR-Verfahren (RT-qPCR) flr den Nachweis von
Murinem Norovirus im Kot etabliert und verifiziert. Es wurde getestet, wie sich zwei
Laborvirus-Stamme in der Maus verhalten, ob diese Uber langere Zeit ausgeschieden
werden und wie Proben optimalerweise gesammelt werden, um moglichst wenige
Virusausscheider zu Ubersehen. Um die reale Lage im Feld beurteilen zu kdnnen, wurde,
zusatzlich zum serologischen Routinemonitoring, die Virusausscheidung von Sentinels aus
unserer Maushaltung quantifiziert sowie das Feldvirus aus unserer Maushaltung isoliert und
angezichtet. Es wurde die Effizienz des Nachweises von Virus im Kot per RT-gPCR fiir das
Hygienemonitoring Uberprift. Aulerdem wurde die Hypothese, dass der Embryotransfer eine

sichere Methode fir die Sanierung von MNV ist, experimentell verifiziert.

Fir unsere Untersuchungen zu MNV etablierten wir, im Gegensatz zu den bisher mit DNA-
Standards durchgefiihrten Assays, einen mit RNA-Standard durchgefiihrten RT-qPCR-
Assay, der den natlrlichen Gegebenheiten des Einzelstrang-RNA-Virus besser entspricht,
und validierten diesen entsprechend der MIQE Richtlinien.

Mit dieser Nachweismethode wurde die Ausscheidung von zwei Laborvirusstammen, MNV-
S99 und MNV-4 nach oraler und intrauteriner Inokulation getestet. Nach intrauteriner
Inokulation mit MNV stellten wir zwar eine Serokonversion durch Passagevirus fest, es fand
jedoch keine Replikation statt. Nach oraler Inokulation von MNV-4 war sowohl Ausscheidung
von Inokulat als auch Replikation vorhanden. Die Ausscheidung des Inokulats dauerte, je
nach Inokulationsdosis jedoch langer als erwartet, nadmlich zwei bis vier Wochen. Nach
Untersuchung der Langzeitausscheidung von MNV-4 war klar, dass dauerausscheidende
Mause intermittierend Virus ausscheiden konnen, so dass eine Wahrscheinlichkeit flr falsch
negative Ergebnisse beim Hygienemonitoring gegeben ist. Wird der Kot der zu
untersuchenden dauerausscheidenen Mause jedoch Uber mindestens zwei Stunden
gesammelt, ist die Wahrscheinlichkeit, alle Dauerausscheider zu finden, trotzdem fast 98%.
Wir beobachteten, dass die Ubertragung von MNV auf Einstreu-Sentinels in IVCs nicht
zuverlassig ist und damit diese Methode fur ein Hygienemonitoring in Haltungen mit IVCs
bezuglich ihrer Aussagekraft fraglich ist. In Bereichen mit offenen Kafigen funktionierte das
Monitoring mit Einstreu-Sentinels dagegen sehr gut. Der direkte Nachweis von Virus im Kot
der Sentinels stellte sich als der schnellere heraus (bei einer Maus schon ab der ersten

Woche) als der Nachweis der Serokonversion (frihestens Woche 3). Sowohl der indirekte
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als auch der direkte Virusnachweis sind fur Bereiche mit offenen Kéafigen als
Routinemonitoring somit gut geeignet. Trotzdem sind, wenn ein besonderes Interesse an
einem Frei sein der Mause von MNV besteht, zusatzliche Untersuchungen vor Beendigung
des Untersuchungszeitraumes zu empfehlen, um schon eine beginnende Infektion zu
erkennen.

Fir die Hygienesanierung von Maushaltungen werden verschiedene Methoden angewandt.
Eine fir viele Pathogene erfolgreiche Methode ist der Embryotransfer, dessen
Zuverlassigkeit bezlglich MNV bisher nicht getestet wurde. Wir konnten unsere Vermutung,
dass dieser auch fiir sie Sanierung von MNV eine sichere Methode ist, untermauern, indem
wir die daflir wichtigen Organe von Mausen, Ovar und Nebenhoden, auf MNV untersuchten
und kein Virus, weder Labor-, noch Feldvirus, in Ovar und Nebenhoden von infizierten
Mausen fanden. Der Embryotransfer wird daher von uns uneingeschrankt zur Sanierung von
MNV empfohlen.
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IX. Summary

Murine Norovirus is a pathogen in mice that has been known since 2003. Its influence in
research findings collected with mice is not sufficiently known by date. On that account
mouse colonies have been tested for infection with MNV for a couple of years.

In this thesis we established a RT-gPCR Assay for detection of MNV from feces and verified
it thoroughly. We investigated the biology of two laboratory MNV strains in mice. The period
of shedding and ideal sample collection were investigated. To evaluate circumstances in a
field trial, virus shedding of sentinels from our mouse husbandry was quantified additional to
serologic routine monitoring and field virus was isolated and propagated. Efficiency of virus
detection in feces with RT-gPCR was evaluated. Embryo transfer as a secure method for

rederivation from MNV was verified experimentally.

For our examinations we established a RT-gPCR assay in contrast to formerly assays
carried out with a DNA-standard, conducted with a RNA-standard which equates natural
circumstances and validated it according to MIQE guidelines.

With this detection method shedding of two MNV-strains, namely MNV-S99 and MNV-4, was
tested after oral and intrauterine inoculation. We were able to demonstrate a seroconversion
in consequence of intrauterine inoculation of MNV caused by transit virus, but not by
replication. After oral inoculation of MNV-4 we demonstrated the existence of replication and
therefore excretion of the virus. Shedding of the virus continued, depending on inoculation
dosage, longer than expected, namely two to four weeks. After examination of long time
shedding we discovered mice shedding for a long time period would shed virus intermittently,
hence there is a chance for false negative results. If collecting the feces of mice to be tested
after two hours of shedding, the chance to find all mice having shed for a long time is almost
98%.

We found out, that transmission of MNV on dirty bedding sentinels in IVCs is not reliable;
consequently this method is questionable for monitoring of IVCs. In contrast monitoring by
dirty bedding sentinels works very well for open cages. Direct detection of virus in feces of
sentinels (in one mouse already in the first week) turned out to be faster than detection of
seroconversion (at the earliest in week three). For this kind of husbandry direct as well as
indirect detection of virus is an adequate method for routine monitoring. If being particularly
interested in having MNV-free mice, additional examinations before the end of examination
period would be recommended to identify initial shedding already.

One method to eliminate pathogens is embryo transfer technique. This technique has not
been tested for MNV until now. Therefore, we tested important organs, ovaries and

epididymis, for MNV and didn’t find any virus in the organs of infected mice, neither
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laboratory nor natural virus. We recommend embryo transfer technique without reservations

for rederivation from MNV.
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