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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Paramyxovirose der Tauben ist eine weltweit auftretende, verlustreiche Erkrankung,
die Tiere aller Altersgruppen betrifft. Der auslésende Erreger ist das Aviare
Paramyxovirus des Serotyp 1 (APMV-1), das bei Huhnern die wirtschaftlich
bedeutsame Newcastle Disease (ND) auslost. Wahrend in der Vergangenheit die
Erkrankung nur sporadisch bei Tauben beschrieben ist, treten seit den frGhen 80er-
Jahren seuchenhafte Ausbriche auf (Richter, 1983; Schusser et al., 1984; Tangredi,
1988). Fur die Anderung der epidemiologischen Situation wird eine spezielle APMV-1
Variante, der sogenannte Taubentyp, verantwortlich gemacht, die sich antigenetisch mit
Hilfe monoklonaler Antikdrper von anderen APMV-1 Stammen differenzieren lasst
(Alexander et al., 1987; Collins et al., 1989; Jestin et al., 1989). Eine Bekampfung
basiert auf einer Impfprophylaxe, die zum Schutz der Bestadnde sowie zur Eindammung
der Erkrankung gefuhrt hat. Seit 1986 wurde dafur eine inaktivierte Vakzine auf der
Basis eines homologen Taubentyp APMV-1 Impfstammes erfolgreich eingesetzt
(Polten, 1986; Kichler, 1997). Durch die Entscheidung der Europaischen Kommision
vom 8. Februar 1993 Uber die Kriterien fir APMV-1 Impfstoffe (93/152/EWG) dirfen
diese Impfstoffe nur noch mit schwach virulenten, sogenannten lentogenen
Impfstammen (Intracerebraler Pathogenitatsindex < 0,7) hergestellt werden. Da der
ursprungliche Tauben APMV-1 Impfstoff auf einem virulenten Tauben APMV-1 Stamm
basierte (P3G, Knoll, 1986), musste dieser Impfstoff mit Wirkung zum 1. Januar 1995
vom Markt genommen werden. Seitdem standen fur die Paramyxovirose-

Impfprophylaxe von Tauben nur heterologe Impfstoffe zur Verfugung.

In der vorgelegten Arbeit sollte im Rahmen eines Zulassungsverfahrens die
Langzeitwirksamkeit eines neuen homologen Tauben-Impfstoffes (P201), der auf einem
lentogenen Stamm beruht, Uberpruft werden. Anhand der Kontrolltauben, bei denen
eine experimentelle Belastungsinfektion ohne vorherige Impfung vorgeschrieben ist,
sollten insbesondere die feingeweblichen Veranderungen in Folge der Tauben APMV-1
Infektion detailliert dargestellt werden. Dies diente insbesondere zur Abklarung einer

histopathologischen Manifestation etwaiger subklinischer Verlaufe
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2. Literaturtbersicht

2.1. Der Serotyp 1 Avidrer Paramyxoviren

Aviare Paramyxoviren des Serotyps 1 l6sen die seuchenartig verlaufende,
hochkontagidse Atypische Geflugelpest aus (Newcastle Krankheit — Newcastle Disease
— ND). Sie wurde erstmals im Jahr 1926 als eine hochpathogene Huhnerkrankheit
beschrieben, die zeitgleich auf Java/lndonesien (Kraneveld, 1926) und in England
(Doyle, 1927) auftrat. Sie gefahrdet auch heutzutage noch mit wechselnden
Krankheitsbildern weltweit das Wirtschaftsgefligel und wird aufgrund der raschen
Ausbreitung und der soziodkonomischen Bedeutung vom Office Internationale des
Epizooties (OIE) in der Liste A der strategisch bedeutsamen Tierseuchen gefuhrt.
Schaden beim Auftreten der ND entstehen nicht nur durch Tierverluste und
Leistungsminderungen, sondern auch durch Einschrankungen des Handels. Der
Serotyp 1 verursacht ebenfalls die Paramyxovirose der Tauben und kann auch dort zu
erheblichen Verlusten fuhren. Desweiteren konnte der Serotyp 1 (APMV-1) bereits bei
236 Vogel-Spezies nachgewiesen werden (Kaleta und Baldauf, 1988). So kommt es
beispielsweise auch im Bereich der Ziervdgel, v.a. bei frisch importierten Tieren, zu
akuten APMV-1 Infektionen von Papageien (Wachendorfer und Luathgen, 1971;
Alexander und Allan, 1977). Alle Vogelarten gelten als empfanglich fur aviare APMV-1
(Alexander, 1997).

2.1.1. Dietaxonomische Zuordnung des Serotyps 1 Aviarer
Paramyxoviren

Aviarer Paramyxoviren (APMV) werden in die Familie der Paramyxoviridae,
Unterfamilie Paramyxovirinae eingeordnet und dem Genus Rubulavirus zugerechnet
(Lamb et al., 2000). Aufgrund von Sequenzanalysen wird die Familie der
Paramxoviridae mit ihren zwei Unterfamilien, den Paramyxovirinae und Pneumovirinae,
von funf Genera gebildet (siehe Abb. 1). Die Unterfamilie Pneumovirinae enthalt neben

dem Genus Pneumovirus zusatzlich den Genus Metapneumovirus.
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Abb. 1: Taxonomische Einteilung der Familie Paramyxoviridae

Familie Paramyxoviridae
— Unterfamilie Pneumovirinae
Genus Pneumovirus Leitspezies HRSV
(Humanes Respiratorisches Syncitialvirus)
Genus Metapneumovirus Leitspezies TRTV

(Turkey RhinotracheitisVirus)

— Unterfamilie Paramyxovirinae

Genus Morbillivirus Leitspezies MeV (Masern Virus)
Genus Respirovirus Leitspezies SeV (Sendai Virus)
- Genus Rubulavirus Leitspezies MuV (Mumps Virus)

APMV-1 bis -9

Demgegenuber wir die Unterfamilie Paramyxovirinae in drei Genera unterschieden:
Respirovirus, Rubulavirus und Morbillivirus.

Vertreter des Genus Rubulavirus weisen sowohl Hamagglutinin- als auch
Neuraminidase-Aktivitat auf, und zeichnen sich durch das Fehlen des Offenen
Leserahmens (ORF) fur das Nicht-Strukturprotein C aus, der bei den Vertretern der
beiden anderen Genera Morbillivirus und Respirovirus vorhanden ist. Dem Genus
Rubulavirus gehéren derzeit die grosste Anzahl an Viren an: Das Mumpsvirus (MuV)
als sogenannte Leitspezies, die Aviaren Paramyxoviren, die sich in neun Serotypen
(APMV-1 bis —=9) unterscheiden lassen, das Humane Parainfluenzavirus 2 und 4 (HPIV-
2/4al4b) sowie das Mapuera Virus (MPRV), das Porcine Rubulavirus (PORV) und das
Simian Virus 5 bzw. 41 (SV-5/41) (Lamb et al.,2000). Werden die Aviaren
Paramyxoviren mit ihren neun Serotypen derzeit noch dem Genus Rubulavirus
zugerechnet, so deuten neuere Erkenntnisse uber die Genomstruktur auf eine
gesonderte Stellung innerhalb der Unterfamilie der Paramyxovirinae hin und lassen
eine Klassifizierung als eigenes separates Genus gerechtfertigt erscheinen (de Leeuw
and Peeters, 1999; Jordan et al., 2000).
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Der Serotyp 1 stellte sich lange als einheitlicher Serotyp dar. Durch die Entwicklung
monoklonaler Antikérper (mAK) waren antigenetische Unterschiede zwischen
Taubenstammen und anderen APMV-1 Stammen feststellbar (Alexander et al., 1987;
Collins et al., 1989; Jestin et al., 1989). Mit Hilfe monoklonaler Antikbrper gegen das
HN-Protein liessen sich die Virusisolate aus dem Seuchenzug der Tauben abgrenzen
und wurden als Taubentyp P (pPMV-1) innerhalb des Serotyps 1 Aviadrer
Paramyxoviren bezeichnet.

Desweiteren erlauben molekularbiologische Methoden eine Einteilung der APMV-1
Isolate in acht Genotypen (Ballagi-Pordany et al., 1996; King et al., 1998; Sakaguchi,
1989; Seal et. al., 1995; Seal et al., 1996; Seal et al., 2000; Seal et al., 2002; Toyoda,
1989). Taubentyp APMV-1 Isolate werden dem Genotyp VI zugeordnet (Ballagi-
Pordany et al., 1996).

2.1.2. Eigenschaften des Serotyps 1 Avidrer Paramyxoviren

Aviare Paramyxoviren sind behtllte Viren mit einer einzelstrangigen, nicht-
segmentierten RNS negativer Polaritat. Intakte APMV-1 Viruspartikel haben annahernd
spharische Form und messen 150 bis 200 nm im Durchmesser. Haufig finden sich in
negativ-kontrastierten Praparaten auch pleomorphe bis filamentdse Partikel (Kaleta,
1992). Die Viruspartikel bestehen aus einer zweilagigen, lipidhaltigen Hulle, die direkt
von der Wirtszelle stammt und das Nucleocapsid umgibt. Die Hulle enthalt zwei
transmembrane Glycoproteine, das Hamagglutinin-Neuraminidase-Protein (HN) und
das Fusionsprotein-Protein (F), die als 8-12 nm lange Projektionen, den sogenannten
,opikes® aus der Hulle herausragen. Durch diese Oberflachenfortsatze wird die Bindung
des Virus an und das Eindringen in die Zielzelle vermittelt. Das HN-Protein weist zwei
verschiedene Funktionen auf. Es bindet an Sialinsaure-haltige Rezeptoren der
Wirtszelle und bewirkt so die Adsorption des Virus. Da auch die Oberflache von
Erythrozyten mit derartigen Rezeptoren besetzt ist, wird durch das HN-Protein eine
Agglutination von Erythrozyten (Hamagglutination) vermittelt, die in der Diagnostik im
Hamagglutinationstest (HA) bzw. im Hamagglutinations-Hemmungstest (HAH) genutzt

wird. Als zweite Funktion weist das HN-Protein eine Neuraminidase-Aktivitat (N-Acetyl-
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Neuraminyl-Hydrolase) auf, wodurch das HN-Protein vom Rezeptor abgespalten wird.
Es wird vermutet, dass diese zweite Funktion des HN-Proteins essentiell fur die
Freisetzung neu gebildeter Virionen ist (lorio et al., 2001).

Das F-Protein induziert die Membranverschmelzung und ermoglicht somit das
Eindringen des Virus in die Zielzelle. Es wird zunachst als inaktives Precursor-Protein
(Fo) synthetisiert und erreicht seine Funktionalitat erst nach proteolytischer Spaltung
durch zellulare Proteasen der Zielzelle (Nagai et al., 1976; Nagai und Klenk, 1977). Von
den entstehenden zwei Fragmenten F4-Protein (Aminosaure 117-553) und F»-Protein
(Aminosaure 1-116), die uber eine Disulfidbrucke miteinander verbunden sind, tragt das
Amino-terminale Ende des F4-Proteins ein sogenanntes Fusionspeptid (Aminosaure
117-142). Das Fusionspeptid ist ein hydrophober Bereich, der innerhalb der
Paramyxoviren hoch konserviert ist und maf3geblich an der Membranverschmelzung
beteiligt ist (Nagai et al., 1976 ; Nagai und Klenk, 1977). Die Spaltbarkeit des Fo-
Proteins und damit die funktionelle Aktivierbarkeit variiert bei verschiedenen Isolaten
und kann als Virulenzmarker herangezogen werden (Nagai et al., 1989; Gothoh et al.,
1992; Ogasawara et al., 1992; Morrison und Portner, 1991) (siehe Abschnitt
Virulenzunterschiede).

Der Virushulle innen angelagert ist das nicht glykosilierte Matrix Protein (M-Protein). Es
umgibt zusammen mit der Hulle das Nukleokapsid. Elektronenmikroskopisch stellt sich
das Nukleokapsid in negativ-kontrastierten  Praparaten als gewundener,
fischgratenartiger Strang dar. Das Nukleoprotein (NP) ist die Hauptkomponente des
Nucleokapsids und umschliel3t als linksdrehende Helix mit einem Durchmesser von 13-
18 nm die einzelstrangige RNS in einem zentralen Kanal von 5 nm (Scheid, 1987). Die
RNS, die rund 15 kilo Basenpaare (kb) lang ist, weist eine Negativstrang-Orientierung
auf und ist daher fur sich alleine nicht infektids. Dem NP-Protein angelagert ist das
Polymerase Protein (L) und das Phosphoprotein (P) (Matsumoto, 1982; Strauss und
Strauss, 1983). Das L-Protein besitzt die enzymatische Aktivitat einer RNS-abhangigen
RNS-Polymerase und interagiert mit dem P-Protein direkt im Transkriptionskomplex
(Hamaguchi et al., 1983; Hamaguchi et al., 1985). Fur die Funktionalitat des
Transkriptionskomplexes mufd zudem die virale RNS vom Nukleokapsid umschlossen

sein (Horikami et al., 1992). Nur eine Koexpression aller drei Proteine (NP, L und P)
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ermaglicht die Virusreplikation mit Transkription von viraler mMRNS bzw. genomischer
RNS (Peeters et al., 1999; Romer-Obernddrfer et al., 1999).

Neben diesen sechs Hauptproteinen (HN-, F-, M-, NP-, L- und P-Protein) werden
ausgehend vom P-Gen durch Nutzung eines alternativen Leserahmens noch das V-
und das W-Protein translatiert (Kolakofsky et al., 1998; McGinnes et al., 1988). Durch
transkriptionelle Modifikation der mRNS, mit Insertion eines bzw. von zwei Guanin (G)
an Position 484 werden das kleinere V- bzw. W-Protein translatiert, die sich vom P-
Protein in ihren C-terminalen Enden unterscheiden (Steward et al., 1993). Uber die
Funktion des V-Proteins, das Zink bindet, ist bisher noch wenig bekannt (Samson et al.,
1991; Steward et al., 1993). Untersuchungen mit APMV-1 Mutanten mit erniedrigter V—
Expression konnten zeigen, dass das V-Protein an der Regulation der Virusreplikation
beteiligt ist und ihm eine Bedeutung als Pathogenitatsfaktor zukommt (Mebatsion et al.,
2001). Arbeiten mit V-Deletionsmutaten zeigen eine erhohte Typ 1 Interferon

Sensitivitat in vitro und in ovo beim Fehlen des V-Proteins (Huang et al., 2002).

2.1.3. Einteilung in Pathotypen und Virulenzunterschiede

Der Verlauf einer APMV-1 Infektion und die geausserten Krankheitszeichen variieren
sehr stark. Entsprechend den klinischen Krankheitsverlaufen im Wirtssystem Huhn
werden vier Pathotypen international unterschieden (Beard und Hanson, 1984):

Velogene Pathotypen verursachen bei rascher Ausbreitung akute Krankheitsverlaufe
mit hoher Mortalitdt in allen Altersklassen und Nutzungsrichtungen. Allgemeine
Krankheitssymptome, wie Flugel hangen lassen, Anorexie oder gestraubtes Gefieder,
werden von starkem Legerlckgang begleitet. Je nach Krankheitsverlauf wird beim
velogenen Pathotyp nochmals eine Unterscheidung in viscerotrop und neurotrop
vorgenommen. Beim velogen viscerotropen Verlauf kommt es zu Durchfallen von
zumeist grunlich-gelblicher Farbe, die Blutbeimengungen enthalten konnen, und
pathologisch-anatomisch finden sich hamorrhagische Lasionen am Intestinaltrakt.
Demgegenuber zeigen sich beim velogen neurotropen Verlauf eher respiratorische
Symptome mit Atemnot, die sich in Schnabelatmung aussert, serdsem

Schnabelausfluf3, Lidodem und teilweise einer zyanotischen Verfarbung des Kammes.
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Bei einem Teil der Uberlebenden Tiere treten in der zweiten Krankheitswoche ZNS-
Symptome mit Tortikollis, Opistotonus, Ataxien und einseitige oder beidseitige Paralyse
der Fligel oder Stander auf. Die ZNS-Symptome finden ihr patho-histologisches
Aquivalent in einer disseminierten Meningoencephalitis bzw. Polyneuritis. Im
Gegensatz zur ersten Krankheitswoche ist zu diesem Zeitpunkt die Mortalitat nur noch
gering, wobei Tiere auch noch nach drei bis vier Wochen infolge Auszehrung sterben.
Mesogene Pathotypen verursachen altersabhangige Krankheitsverlaufe mit geringerer
Mortalitat von 5-50 % der Tiere. Wahrend Kiken bis zu 100 % erkranken, liegt die
Morbiditat bei adulten Tieren selten Uber 50 %. Es treten Allgemeinsymptome mit
Ruckgang der Futteraufnahme und Absinken der Legeleistung auf. Respiratorische und
nervale Symptome sind in ihrer Auspragung nicht so deutlich wie bei den velogenen
Verlaufen.

Lentogene Pathotypen bewirken in der Regel keine klinische Manifestation. Lediglich
bei Huhnerkiken werden milde respiratorische Symptome beobachtet. Schwach
virulente Virusstamme werden daher erfolgreich als Impfstamme eingesetzt (siehe
Abschnitt Schutzimpfung).

Apathogene Pathotypen besitzen eine noch geringere Restpathogenitat als lentogene
Erreger und die Infektion beschrankt sich auf den Intestinaltrakt. Eine Infektion mit
diesem Pathotyp flhrt haufig zu einer klinisch unbemerkten Durchseuchung eines

Bestandes ohne Beeintrachtigung der Legeleistung.

Als Mal fur die Virulenz wurden in der Vergangenheit verschiedene Kenngrdossen
entwickelt, die sich auf die Schadigung von Huhnerembryonen bzw. Huhnerkiken
beziehen.

Die Mean Death Time (MDT) druckt die mittlere Absterberate 11-tagig beimpfter
HUhnerembryonen aus und wird in Stunden ausgedruckt. Der intracerebrale
Pathogenitatsindex (ICPI) ergibt sich nach intracerebraler Applikation von virushaltiger
AAF in Eintagskuken durch eine durchschnittliche klinische Bewertung pro Kiken und
Tag, wobei gesund mit 0, erkrankt mit 1 und tote Kiken mit 2 bewertet werden. Der
intravendse Pathogenitatsindex (IVPI) errechnet ebenfalls eine Indexzahl und bewertet

die klinischen Befunde 8 Wochen alter intravenos infizierter Hihnerkiken. Anhand
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dieser Parameter werden die Stamme wie folgt eingeteilt (nach Kommers et al., 2001
und Werner et al., 1999):

DT |ICPI VPI

lentogen > 90 hrs <0.7 =0.0
mesogen 60 - 90 hrs 0.7-1.5 0.0-0.5
velogen <60 hrs >1.5 20-3.0

In den USA werden velogene neurotrope von velogenen viscerotropen Stadmmen

mittels Intrakloacaler Inokulation in adulten Huhnern unterschieden (Seal et al., 2000).

Konnte die Virulenz von APMV-1 Isolaten lange Zeit nur mit Hilfe dieser
tierexperimentellen Untersuchungsmethoden Uberprift werden, so ermoglichen
molekularbiologische Kenntnisse des F-Proteins eine weitere Differenzierung fur die
verschiedenen Pathotypen (Aldous und Alexander, 2001; Cavanagh, 2001; OIE, 2001).
Wird die Ausbreitung lentogener Stamme von der Art der im Gewebe vorhandenen
zellularen Proteasen limitiert und bleibt damit in der Regel auf den Intestinal- bzw.
Respirationstrakt beschrankt, so kann das Fo-Protein virulenter, pantroper Viren von
einer Vielzahl von Proteasen effektiv gespalten werden. Anhand der Genomstruktur des
F-Proteins ist eine Abgrenzung virulenter Stamme gegenlber apathogenen bzw.
lentogenen Inpfstdmmen maoglich. Beim Vergleich von Aminosauresequenzen im
Bereich der proteolytischen Spaltstelle konnte festgestellt werden, dass virulente
Stamme im C-terminalen Ende des Fj-Proteins (Position 112 bis 116) vor der
Spaltstelle zwei Paare basischer Aminosauren (Arginin (R) oder Lysin (K)) tragen
(Collins et al., 1994). Das Amino-terminale Ende des F4-Proteins weist auf Position 117
Phenylalanin (F) auf, so dass sich die Spaltstelle wie folgt darstellt: "'?R/K-R-Q-K/R-
R"--F'"". Demgegeniiber tragen gering virulente Stamme in diesem Bereich
insgesamt nur zwei basische Aminosauren, auf Position 116 Arginin (R) und auf
Position 113 Arginin (R) oder Lysin (K). Desweiteren befindet sich an Position 117
Leucin (L) statt dem Phenylalanin (F) virulenter Stamme: '"?G/E-K/R-Q-G/E-R""®--L""".
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Die funktionelle Bedeutung dieser Sequenz fur die Virulenz wurde mittels
rekombinanter Viren experimentell bestatigt (Peeters et al., 1999). Mit der Entwicklung
neuer diagnostischer Methoden ist damit die molekularbiologische Abgrenzung der
velo- und mesogenen Pathotypen von lentogenen Stammen moglich (Aldous und
Alexander, 2001; Cavanagh, 2001; OIE, 2001).
So wird die Newcastle Disease vom OIE Uber den ICPI und molekularbiolische Kriterien
folgendermassen definiert (OIE, 2001):
,Die Newcastle Disease ist eine Infektion von Végeln mit einem Aviaren Paramyxovirus
der Serogruppe 1 (APMV-1), das eine der folgenden Kriterien erfullt:
- Das Virus hat einen ICPI in Eintagskuken von 0.7 oder héher
- Das Virus weist am C-terminalen Ende des F»-Protein multiple basische
Aminosauren auf und am N-terminalen Ende des F4-Protein Phenylalanin an
Position 117. Die Bezeichnung multiple Aminosauren bezieht sich auf

wenigstens drei Arginin- oder Lysin-Reste innerhalb der Positionen 113 bis 116"

Untersuchungen von Isolaten aus Tauben, dem sogenannten Taubentyp, zeigen, dass
diese Uberwiegend vom mesogenen Pathotyp und nur zu einem geringen Anteil vom
velogenen Pathotyp sind. Dagegen werden lentogene Taubentyp APMV-1 |solate nur
selten gefunden. Die Pathogenitatspriafung von 50 Taubentyp APMV-1 Isolaten aus
Tauben, die in Berlin im Rahmen der Routinediagnostik in der Zeit von 1992 bis 1997
gewonnen wurden, ergab mittels ICPI fur 49 eine Beurteilung als mesogen und nur
einmal mit einem Wert von 1.63 als velogen (Hlinak et al., 1998). Auch die
Pathogenitatsprifung von 129 Taubentyp APMV-1 lIsolaten aus Tauben, die im
Zeitraum von 1992 bis 1996 von regionalen Untersuchungsamtern gewonnen wurden
und im deutschen Nationalen Referenzlabor fur ND und Aviare Influenza charakterisiert
worden waren, wurden mit ICPI-Werten zwischen 0.7 und 1.5 Uberwiegend als
mesogen eingestuft (Werner et al., 1999). Nur bei drei Isolaten wurde ein velogener
ICPI von Uber 1.5 ermittelt. Bei virulenten Taubentyp APMV-1 Isolaten aus den Jahren
1983 und 1984 mit hohem ICPI sind nicht, wie bei virulenten Huhnertyp APMV-1
Isolaten zwei Paare basischer Aminosauren, sondern bei insgesamt drei basischen
Aminosduren nur ein Paar nachweisbar: '"?G-R-Q-K-R'"®--F""". Taubentyp APMV-1

Isolate aus den Jahren 1998 und 1999 zeigen mitunter auch das fur HUhnertypen
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klassische Motiv '""?R/K-R-Q-K-R'"®--F'"" an der proteolytischen Spaltstelle des F-
Proteins (Collins et al., 1993; Meulemans et al., 2002)

2.2. Die APMV-1 Infektion der Tauben

2.2.1. Das Vorkommen der APMV-1 Infektion bei Tauben —
geschichtlicher Uberblick und Verbreitung

Bereits mit dem ersten Bericht der Newcastle Krankheit im Jahre 1926 bei Huhnern
wird erwahnt, dass Tauben nach experimenteller, intramuskularer Inokulation klinisch
an der APMV-1 Infektion erkranken (Doyle, 1927). Im Gegensatz zu Huhnern galten sie
allerdings zu der damaligen Zeit als resistent gegenuber einer naturlichen Infektion mit
APMV-1. Ein Bericht aus Indien deutet jedoch bereits 1939 auf naturlich vorkommende
subklinische APMV-1 Infektionen bei Tauben (lyer, 1939). Im Zusammenhang mit der
Gewinnung von Taubenpockenviren wurden nach experimenteller Infektion mit
Gewebehomogenisaten Zeichen einer APMV-1 Infektion in Form von plétzlicher
Lahmung der Flugel und Stander sowie dunnflissigem, weildlichen Kot beobachtet. Mit
dem aus dieser erkrankten Taube gewonnenen, filtrierten Organsuspensions-
Uberstand konnte nach subkutaner Injektion in Hilhnern und Tauben wieder das oben
beschriebene Krankheitsbild reproduziert werden. Experimentelle APMV-1 Infektionen
von Tauben mit einem virulenten Virusisolat aus einem ND-Seuchenzug bestatigten die
Resistenz gegenuber einer per os Infektion (Kaschula et al.,1952), wiesen aber eine
Virusausscheidung mit dem Kot am 12.Tg.p.i. nach. In diesen Versuchen wurde die
Empfanglichkeit fur eine intramuskulare Infektion bestatigt: Die Tauben erkrankten 4 bis
5 Tage nach der Infektion und zeigten Lahmungen und eine Taube starb im weiteren
Infektionsverlauf. Die Resistenz der Tauben gegenuber der naturlichen APMV-1
Infektion wurde durch Berichte einzelner, sporadischer APMV-1 Erkrankungen aus den
50er Jahren relativiert. So wurde in den USA bei Tauben, die zusammen mit ND
erkrankten HuUhnern gehalten worden waren, ein spontaner Erkrankungsfall
beschrieben (Hanson und Sinha, 1951). Die Tiere zeigten Bein- und Flligellahmung

sowie Torticollis und die Erkrankung ging mit hohen Verlusten einher. Mittels
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Hamagglutinations-Hemmungs-Test (HAH) konnte eine Serokonversion festgestellt
werden, der Versuch der Virusisolierung blieb jedoch erfolglos. Experimentell gelang
den Autoren eine Infektion von Tauben mit einem ND-Seuchenvirus sowohl nach
intravenodser, als auch per os bzw. mittels Aerosol Inokulation. In einem weiteren
Bericht erkrankten Tauben nach Futteraufnahme aus APMV-1 kontaminierten Trogen.
In diesem Fall gelang die Virusisolation aus dem Kot und mit diesem gewonnenen
Isolat liessen sich wiederum Huhner infizieren (Kranefeld und Mansjoer, 1950).

In Deutschland liegen aus dieser Zeit keine Hinweise auf ein Vorkommen naturlicher
APMV-1 Infektion bei Tauben vor und sie gelten zu dieser Zeit weiterhin als relativ
resistent gegenuber einer Infektion mit APMV-1 (Schopp et al.,, 1955; Reuss, 1961).
Der erste Krankheitsausbruch in einem deutschen Taubenbestand ist Ende 1971
dokumentiert, bei dem 7 von 18 Tieren starben (Hilbrich, 1972). Als klinische
Symptome wurden gestraubtes Gefieder, Apathie, Abmagerung und Flugunfahigkeit
beobachtet. Als einzige pathologisch-anatomische Veranderung wurde eine
katarrhalische Enteritis beschrieben. Schon in der ersten Passage in Huhnereiern
konnte ein hamagglutinierendes Agens nachgewiesen werden, dass flr 2 Wochen alte
Huhnerkuken sowohl nach intramuskularer als auch nach Infektion per os infektios
war. Es induzierte Symptome einer Newcastle Krankheit mit struppigem Gefieder,
Hockstellung, Apathie und Dyspnoe und es kam zu Todesfallen. Pathologisch-
anatomisch waren petechiale Blutungen auffallig. Der Erreger war im Serum-
Neutralisations(SN)-Test durch ein  APMV-1 spezifisches Hyperimmunserum
neutralisierbar, reagierte mit diesem im Agargelprazipitationstest (AGP) und im HAH.
Im Gegensatz dazu liessen sich mit anderen Hyperimmunseren (Mumps,
Parainfluenza, Influenza, SV5), keine hohen Hemmungstiter erreichen. Die Autoren
sprechen das Isolat damit als ,Newcastlevirus® an und werten dies als Beweis, dass
Tauben zwar weniger empfanglich zu sein scheinen, aber sich dennoch auf natirlichem
Weg mit hoch virulenten APMV-1-Stammen infizieren konnen. Ebenfalls 1971 kam es
in einem Taubenbestand in Grolibritannien bei 5 von 26 Tauben zu
Krankheitserscheinungen mit Gleichgewichtsstorungen, Fligel- und Beinlahmungen,
Kopfschiefhaltung und Danebenpicken bei der Korneraufnahme (Stewart, 1971). Aus
den Gehirnen von zwei getéteten Tauben konnte APMV-1 isoliert werden und eine

dieser beiden Tauben wies im HAH Antikérper gegen APMV-1 auf.
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Stellte die APMV-1 Infektion der Taube bis Ende der 70er Jahre sporadische Einzelfalle
dar, kam es Anfang der 80er Jahre zu seuchenhaften Ausbrichen. Als Ursprung des
Seuchengeschehens wird der mittlere Osten vermutet, wo in den spaten 70er Jahren
eine verlustreiche Erkrankung, die v.a. die Fleischrassen betraf, auftrat (Kaleta et al.,
1985; Kaleta, 1992). Diese, zunachst als ,Kontagiose Paralyse“ bzw. ,Virale
Enzephalomyelitis“ bezeichnete Erkrankung, wies einen akuten Verlauf auf und war
hochkontagidos (Mohammed et al., 1978; Al Falluji et al., 1979). Aus erkrankten Tieren
wurden zunachst Herpesviren isoliert, spatere Untersuchungen wiesen in einem der
Isolate jedoch ebenfalls Aviares Paramyxovirus der Serogruppe 1 nach (Tantawi et al.,
1979; Kaleta et al., 1985). Durch folgende Untersuchungen wurde der Erreger als
Taubentyp unter den APMV-1 (pPMV-1) differenziert (Alexander et al., 1987; Collins et
al., 1989; Jestin et al., 1989).

Es folgte eine rasche Ausdehnung der Seuche unter Tauben und 1983 war sie in
nahezu allen europadischen Landern zu finden. Die ersten Berichte Uber das
seuchenhafte Auftreten der APMV-1 Erkrankung der Taube in Deutschland fur Mitte
Dezember 1982 betrafen einen bayerischen Rassetaubenbestand (Richter, 1983;
Richter et al., 1983). Bei im gleichen Bestand gehaltenen Huhnern, Fasanen und
Pfauen konnten trotz festgestellter Serokonversion keine klinischen Erkrankungen
beobachtet werden. Bei diesen Tauben und auch bei folgenden Krankheitsfallen wurde
Polyurie, Polydipsie und vermehrte Schreckhaftigkeit beobachtet, spater dann ein- oder
beidseitige Lahmungen der Stander sowie Torticollis. Lahmungen der Fligel hingegen
wurden nur selten beobachtet. Untersuchungen aus dem Jahr 1983 aus Osterreich
wiesen mit 139 betroffenen von 306 untersuchten Taubenbestédnden einen hohen
Durchseuchungsgrad nach (Schusser et al., 1984). Das Vorliegen der APMV-1
Infektion ausserte sich bei den Tauben in Torticollis, Beinschwache und Flugellahmung.
In den USA wurde 1984 zum ersten Mal der Taubentyp von APMV-1 (pPMV-1) isoliert
(Pearson et al., 1987). Er verursachte schwere neurologische Verlaufe mit hohen
Mortalitatsraten in Tauben und minimale Morbiditat in Hihnern. In der Folgezeit wurden
in den USA klinisch mildere Verlaufe mit geringerer Inzidenz und Schwere von
neurologischen Symptomen und geringeren Mortalitdtsraten verzeichnet (Tangredi,
1988). In der Zeit von 1990 bis 1991 wurde erneut von schweren Krankheitsausbrtichen

mit Todesfallen in 13 verschiedenen Taubenbestanden in Kalifornien berichtet (Barton
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et al., 1991). Sie ausserten sich in Form von Diarrhoe und neurologischen Symptomen
wie Ataxie, Torticollis, Kopftremor und Flugunfahigkeit.

In der heutigen Zeit ist die APMV-1 Infektion der Taube weltweit verbreitet (Alexander
et al., 1985; Alexander et al., 1987; Pearson et al., 1987; Vindevogel und Duchatel,

1988) und fuhrt immer noch zu Erkrankungen und Todesfallen in Taubenbestanden.

Neben dem Taubentyp kommen aber weiterhin andere APMV-1 Typen in Tauben vor.
So waren 77 von insgesamt 95 Feldisolaten aus erkrankten Taubenpatienten bzw.
erkrankten Stadttauben, die in der Zeit von 1985 bis 1990 in dem Institut fir
Geflugelkrankheiten der LMU-Munchen isoliert wurden, mittels monoklonaler Antikorper
(mAK) dem Taubentyp zuzuordnen (Kosters et al., 1992). Allerdings wurden auch
sieben APMV-1 Isolate als sogenannte lentogene (4) bzw. mesogene Stamme (3) vom
Huhnertyp identifiziert und elf Isolate waren keinem bekannten mAk Bindungsmuster
zuzuordnen. Auch die Charakterisierung von 55 APMV-1 Isolaten aus Tauben, die im
Rahmen der Routinediagnostik in der Zeit von 1992 bis 1997 in Berlin gewonnen
wurden, zeigte, dass mit 50 Isolaten der grésste Anteil von Isolaten dem Taubentyp
zuzuordnen ist. Aber auch hier waren funf der Isolate als velogenes ND-Seuchenvirus
anzusprechen (Hlinak et al., 1998). Die umfangreichere Uberpriifung von 171 APMV-1
Isolaten aus Tauben, die im Zeitraum von 1992 bis 1996 an das deutsche Nationale
Referenzlabor fur ND und Aviare Influenza geschickt wurden, zeigt, dass es sich dabei
nicht um regionale Besonderheiten handelt (Werner et al., 1999). Auch bei dieser
Untersuchung wurde mit 129 Isolaten (75,5 %) der grosste Anteil der Isolate als
Taubentyp APMV-1 charakterisiert. Bei 17 Isolaten (10 %) handelte es sich jedoch um
velogenes ND-Seuchenvirus und 25 Isolate (14,5 %) wurden als lentogene Impfstamme
typisiert.

Zusammenfassend lasst sich folgern, dass die wiederholte Isolierung von Huhner
APMV-1 Seuchenviren die prinzipielle Empfanglichkeit von Tauben fur alle APMV-1
Stamme verdeutlicht. Insbesondere ist bemerkenswert, dass auch lentogene Huhner
Impfstamme zu klinischen Erkrankungen bei Tauben fihren kénnen (Kosters et al.,
1992; Vindevogel et al., 1982). Fir das momentane APMV-1 Infektionsgeschehen bei

Tauben nimmt jedoch der Taubentyp eine herausragende Stellung ein.
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2.2.2. Seropravalenz der APMV-1 Infektion bei Tauben

Routinemassige Untersuchungen von Stadttauben im Zeitraum von 1985 bis 1990 in
der Klinik des Instituts fur Geflugelkrankheiten der LMU-Munchen wiesen eine APMV-1
Seropravalenz von bis zu 33,4 % nach (Kosters et al., 1992). In der gleichen
Untersuchung wurde bei 29,5% bzw. 255 % der untersuchten Reise- bzw.
Rassetauben hamagglutinationshemmende Antikorper nachgewiesen, wobei bei den
Tieren nicht sicher zwischen Impftitern und Infektionstitern unterschieden werden
konnte. Spatere serologische Untersuchungen, die Seren des Zeitraumes von 1992 bis
1997 aus dem Raum Berlin-Brandenburg erfassten, wiesen mittels HAH insgesamt eine
APMV-1 Seropravalenz von 19,2 % nach (Hlinak et al., 1998). Auch bei dieser Studie

zeigte sich bei den Stadttauben mit 26,2 % die hochste Pravalenz.

2.2.3 Relevanz der Tauben APMV-1 Infektion fur anderes Geflugel

Neben der primaren Bedeutung des seit den 80er Jahren auftretenden APMV-1 vom
Taubentyp bei Tauben ist eine Gefahrdung fur Huhner und anderes Wirtschaftsgefligel
durch diesen APMV-1 Typ nicht auszuschliessen. Die Empfanglichkeit von Hihnern
und Puten gegenuber dem Taubentyp APMV-1 wiesen frihere experimentelle
Infektionen nach, bei denen es nach Inokulation mittels unterschiedlicher
Infektionswege einschliellich Kontaktinfektion zu klinischen Krankheitssymptomen bzw.
pathohistologischen Veranderungen der Newcastle Krankheit kam (Schusser et al.,
1984).

Zu einer Feld-Ubertragung kam es in GroRbritannien im Jahr 1984 (Alexander et al.,
1985). Ausgehend von an APMV-1 erkrankten Wildtauben kam es durch Kot und
Kadaver zu einer Kontamination von Futter in Lagerhallen in Liverpool, die zu Uber 23
Ausbrichen von Newcastle Disease bei wirtschaftlich genutzten Hihnern flhrte. Der
Erreger wurde mittels monoklonaler Antikorper als Taubentyp APMV-1 (pPMV-1)
charakterisiert, welches auch fur die neurotropischen Erkrankungen bei Tauben
wahrend der Jahre 1983 und 1984 verantwortlich war. Bei Malinahmen zur

Seucheneindammung wurden Uber 800.000 Hihner getdtet und es entstanden Kosten
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von Uber 3,4 Millionen US $ (Seal et al., 2000). Ausbriiche der ND in Irland und
GroRbritannien 1991 und 1992 wurden ebenfalls durch ein Taubentyp APMV-1
verursacht (Werner, 1995).

Untersuchungen von 371 APMV-1 Isolaten der Jahre 1992 bis 1996 bestatigten das
Vorkommen von Infektionen von Huhnern mit dem Taubentyp APMV-1 in Deutschland
(Werner et al., 1999). So waren neun Isolate von Hihnern und je ein Isolat aus einem
Fasan und einer Ente dem Taubentyp zuzuordnen. In den urspringlich betroffenen
Bestanden wurden Krankheitssymptome, wie Kimmern betroffener Tiere bzw. auch
Todesfalle beobachtet, was das Gefahrdungspotential des APMV-1 Taubentyp fur
Gefllgel unterstreicht.

Experimentelle Infektionen mit acht Isolaten belegen eine unterschiedliche klinische
Auspragung der Taubentyp APMV-1 Infektion in Tauben, Hihnern und Puten. In diesen
Spezies fuhrten jeweils verschiedene Isolate zu besonders starken klinischen
Erscheinungen mit Todesféllen bzw. erschienen als weniger pathogen (Kaleta, 1992).
Desweiteren zeigten Isolate aus Tauben nach Passagierung in Huhnern eine
Pathogenitatssteigerung fur Hihner (Alexander et al., 1984; Alexander et al., 1986). Die
gleiche Einschatzung ergaben auch Untersuchungen zur Pathogenitat von insgesamt
sechs APMV-1 Isolaten aus Tauben (Kommers et al., 2001). Bei vier Isolaten handelte
es sich um den Taubentyp APMV-1 und bei zwei Isolaten um velogenes ND-
Seuchenvirus. Nach bis zu viermaliger Passage in Huhnern zeigten die Taubentyp
APMV-1 Isolate gemessen an den Virulenzparametern MDT, ICPI und IVPI deutliche
Pathogenitatssteigerungen. Dabei lieRen sich die Taubentyp APMV-1 lIsolate nicht
einwandfrei in das klassische APMV-1 Schema von MDT, ICPI und IVPI, das sich auf
Stamme vom Huhnertyp bezieht, einordnen, so dass beispielsweise das Isolat pigeon
/U.S./44407/84 nach der MDT als lentogen, nach dem ICPI allerdings als mesogen
einzustufen gewesen ware. Nach Meinung der Autoren zeigen APMV-1 Isolate, die aus
anderen Vogeln als Hihnern stammen, ihre ,wahre® Pathogenitat fir das Huhn in den
herkdbmmlichen Pathogenitatsprifungen erst nach mehrmaliger Passagierung in diesen

Tieren.

In Bezug auf das Wirtschaftsgefligel kommt Tauben somit in zweifacher Hinsicht eine

Rolle bei der Bekampfung der atypischen Geflligelpest zu. Sie sind zum einen
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prinzipiell empfanglich fur die in Hihnern vorherrschenden APMV-1 Seuchenviren, zum
anderen kdonnen primar in der Taubenpopulation vorkommende Tauben APMV-1 Typen

zu seuchenhaften Ausbriichen bei Hihnern fuhren.

2.3. Die APMV-1 Infektion (Paramyxovirose) bei Tauben

Die sogenannte Paramyxovirose der Taube ist eine durch den Taubentyp von APMV-1
(PPMV-1) hervorgerufene Erkrankung der Brief-, Rasse-, Stadt- und Wildtauben
(Columbiformes). Neben dem Pathotyp des Erregers, haben auch andere Faktoren
Einfluss auf den Krankheitsverlauf. Von entscheidener Bedeutung sind unter anderem
Menge und Weg der Erregeraufnahme sowie allgemeine Konstitution, und evtl.
Belastungen mit anderen Infektionen. Krankheitsfalle wurden sowohl bei Nestlingen als
auch bei mehrjahrigen Alttauben festgestelllt und somit muss davon ausgegangen

werden, dass eine natlrliche Altersresistenz nicht besteht (Kaleta et al.,1984).

2.3.1. Das klinische Bild der APMV-1 Infektion bei der Taube

Bei der klinisch apparenten APMV-1 Infektion hat neben einer Allgemeinerkrankung die
neuronale Form bei Tauben eine besondere Bedeutung. Desweiteren ist eine klinisch

inapparente Form bekannt.

Klinisch apparente Form:

Die klinische Allgemeinerkrankung ist primar durch unspezifische Anfangssymptome

gekennzeichnet. Betroffene Tiere fallen zunachst durch Apathie, verminderte
Futteraufnahme, erhohte Wasseraufnahme und erhohte Schreckhaftigkeit auf. Treten
im Zusammenhang mit den ersten Symtomen bereits Stérungen der Koordination von
Bewegungsablaufen auf oder feinschlagiger Tremor von Kopf oder Fligeln auf, so sind
auch diese Symptome relativ unspezifisch, kénnen jedoch schon erste Hinweise auf die
Art der Erkrankung liefern.

Im folgenden zeigen erkrankte Tauben 5 bis 17 Tage nach der Infektion Polyurie, bei

der geformte Kotanteile von grésseren ,Wasserlachen® umgeben sind.
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Bei der neuronalen Form treten nervale Krankheitsanzeichen haufig auch ohne

vorherige Symptome einer Allgemeinerkrankung auf, wobei einerseits Torticollis,
Opisthotonus, Kopfzittern und Taumelbewegungen des Kopfes, andererseits
motorische Ausfallserscheinungen der Flugel (Vindevogel und Duchatel, 1988) und
seltener der Stander auftreten. Die neuronale Form bleibt Uberwiegend subletal und
Todesfalle treten hauptsachlich bedingt durch die Unfahigkeit zur Trinkwasser- bzw.
Futteraufnahme auf (Kaleta, 1992). Bei Tauben, die nervale Symptome zeigen, wird
mitunter eine meist einseitige Konjunktivitis beobachtet.

Seltener treten im Zusammenhang mit der APMV-1 Infektion Mauserstorungen bei
Jung- und Alttauben auf, desweiteren werden erhohte Embryomortalitat und schlechte
Schlupfergebnisse beobachtet. Latente Infektionen, wie z.B. eine Infektion mit
Chlamydia psittaci, kdnnen durch eine APMV-1-Infektion aktiviert werden (Schmeer et
al., 1984)

Klinisch inapparente Form:

Die klinisch inapparente Form ist gekennzeichnet durch das Fehlen klinischer
Anzeichen der Erkrankung. Es sind aber APMV-1 spezifische Antikorper im Blut
nachweisbar und die Tiere scheiden das Virus mit dem Kot aus. Somit sind diese Tiere,
als unbemerkte Trager der Infektion, bedeutsam fir die Erregerausbreitung, vor allem

im Zusammenhang mit Ausstellungen und Wettfligen.

Zu der moglichen Genesung erkrankter Tauben finden sich in der Literatur
unterschiedliche Angaben. Neben der haufigen Einschatzung, dass nur Tiere mit
Polyurie  oder leichten nervalen Symptomen, nicht aber solche mit
Lahmungserscheinungen wieder klinisch ausheilen und auch gesunde Gelege
produzieren konnen, gibt es Beobachtungen, dass auch klininsch schwere
Erkrankungsfalle wieder gesunden koénnen. Von der Genesung Paralyse betroffener
Tiere bei geringgradiger Auspragung berichten Pearson et al. (1987). Eine solche
Erfahrung bei Tauben mit hochgradigen Storungen, die eine Besserung und klinische
Ausheilung nach 2-4 Wochen zeigten, beschreiben auch Richter et al. (1983).
Desweiteren gibt es Beobachtungen einer Alterabhangigkeit der klinischen Ausheilung,

bei der nur altere Tiere unter Umstanden nach 3 bis 4 Wochen wieder vollig gesunden
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(Gerlach, 1994). Insgesamt scheint ein gewisser Prozentsatz auch Paralyse betroffener
Tiere wieder klinische Besserung der Symptomatik aufweisen zu kénnen (Tudor, 1991),
jedoch werden diese Tiere von den Taubenhaltern haufig vorzeitig aussortiert, bzw.

erfahren nicht die notwendige Betreuung.

2.3.2. Systemische Erregerausbreitung und —ausscheidung bei der
APMV-1 Infektion der Taube

Die Virusauscheidung erfolgt mit dem Kot und ist nur wahrend begrenzter
Krankheitsphasen mittels Virussiolierung nachweisbar (Schusser et al., 1985; Fischer,
1986). Ahnlich verhalt es sich beim Virusnachweis aus Organen, der aus den
parenchymatdésen Organen, ZNS, Darm / Kloakeninhalt und gereinigten peripheren
Leukozyten moglich ist (Warrlich, 1988). Wie experimentelle Infektionsversuche in
Tauben mit einem Taubentyp APMV-1 ergaben, gelingt die Virusisolierung aus
Organen nur fir einen begrenzten Zeitraum beginnend mit der Viramiephase. Bereits
ab dem 1. Tag nach der Infektion ist in peripheren Leukozyten sowie in Lunge, Milz und
Leber die Viramie mittels Virusisolation nachweisbar. Ab dem 2. Tag ist Virus aus dem
Gehirn isolierbar und die Virusisolierung gelingt am haufigsten bzw. auch Uber den
langsten Zeitraum im Kot und in den Nieren (3.-13. Tag nach der Infektion).
Umfangreiche Untersuchungen an 400 naturlich APMV-1 infizierten Tauben sowie an
mehreren Gruppen experimentell mit einem Taubentyp APMV-1 infizierter Tauben
bestatigten ebenfalls den zeitlich begrenzten Virusnachweis aus Kot und Organen
(Meister, 1987). Nach intramuskularer Infektion wurde eine Virusausscheidung mit dem
Kot vom 3. bis zum 11. Tag ermittelt. Ebenso war ein regelmalliger Virusnachweis aus
Organen nur in diesem Zeitraum moglich. Die Haufigkeit eines Virusnachweises nahm
dabei bereits ab dem 4. Tag bis zum 9. Tag nach der Infektion ab und gelang im
weiteren bis zum 11. Tag nur noch vereinzelt. Ab dem 16. Tag nach der Infektion war
die APMV-1 Infektion auch klinisch erkrankter Tauben nur noch mittels serologischem
Antikdrpernachweis diagnostizierbar. In einem anderen Impf- und Infektionsversuch mit
einem Taubentyp APMV-1 gelang nach intramuskularer Infektion der Virusnachweis

aus Organen sowohl bei erkrankten als auch bei klinisch unauffalligen Tauben bis zum
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15. Tag (Polten, 1986). Dabei zeigten 4 von 30 Tauben erst 16 bis 21 Tage nach der
Infektion die ersten Krankheitssymptome der APMV-1 Infektion. Diese Befunde erklaren
geringe Virusisolationsraten bei naturlich APMV-1 erkrankten Tauben bei denen
typische Krankheitsanzeichen wie Polyurie, Torticollis, Opisthotonus,
Koordinationsstérungen, Lahmungen auftreten und die einen positiven Antikorpertiter
aufweisen. Bei entsprechenden Untersuchungen an 131 spontan an APMV-1
erkrankten Tauben konnte auch bei klinisch ausgepragter Symptomatik nur nur bei
35 % Virus aus dem Kot bzw. den Organen isoliert werden (Fischer, 1986). Die
Uberlegung, dass zum Zeitpunkt des Einsetzen und der Manifestation der Erkrankung
nur sehr geringe Virusmengen vorliegen, wird durch Untersuchungen mittels RT
(Reverse Transkriptase)-nested PCR bestatigt (Barbezange und Jestin, 2002). In der
frhen Infektionsphase (2.-7. Tag) nach experimenteller oculo-nasaler Inokulation von
Tauben mit einem Taubentyp APMV-1 zeigten die Virusisolation mittels embryonierten
Huhnereiern und die RT-nested PCR noch vergleichbare Virusnachweisraten. In der
mittleren Infektionsphase (10.-17.Tag) wurden mit der RT-nested PCR schon leicht
héhere und in der spaten Phase (21.-31.Tag) deutlich hdohere positive
Virusnachweisraten erzielt. In der spaten Infektionsphase gelang der Virusnachweis in
der PCR zu 66 % gegenuber 11,8 % mittels Virusisolation.

Versuche, eine mdgliche persistierende, latente APMV-1 Infektion von Tauben 107
Tage nach experimenteller Infektion durch  mehrmalige intraperitoneale
Cyclophosphamid-Injektionen zu reaktivieren, schlugen fehl. Es konnte nach dieser
Behandlung weder Virus aus dem Kot isoliert werden, noch klinische Symptome der
APMV-1 Infektion induziert werden (Meister, 1987).

2.3.3. Pathologisch-anatomisches und histopathologisches Bild der
APMV-1 Infektion der Taube
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Die pathologisch-anatomischen Veranderungen selbst bei ausgepragter klinischer
Symptomatik einer APMV-1 Infektion von Tauben kdnnen als geringgradig ausgepragt
bzw. unspezifisch zusammengefasst werden (Fischer, 1986; Kaleta et al., 1984; Richter
et al., 1983; Schusser et al., 1984; Barton et al., 1991; Kuchler, 1997; Vindevogel und
Duchatel, 1988). Neben einer Schwellung der Nieren und der Milz, die bei einigen
Tauben beobachtet wurde (Fischer, 1986; Kaleta et al., 1984), werden eine
geringgradige katharrhalische Enteritis, eine Schwellung des Gehirns mit petechialen
Blutungen in der Schadelkalotte (Richter et al., 1983), Hamorrhagien und Blutstauung
unterschiedlicher Organe (Kuchler, 1997) sowie eine Vergrosserung des Pankreas
(Schusser et al., 1984) beschrieben.

Ahnlich stellen sich die Angaben in der Literatur zu den histopathologischen Befunden
an den parenchymatdsen Organen dar. Im Vordergrund steht dabei eine nicht-eitrige,
interstitielle Nephritis (Kuchler, 1997). Desweiteren werden mononukleére interstitielle
Infiltrate in Leber, Pankreas und Lunge im Zusammenhang mit der APMV-1 Infektion
beschrieben (Richter et al., 1983; Schusser et al., 1984; Fischer 1986). Demgegenuber
finden sich histologisch deutliche Veranderungen am Zentralen Nervensystem im Sinne
einer nicht-eitrigen Panenzephalitis, bzw. nicht-eitrigen Enzephalomyelitis. Beschrieben
sind ausgepragte mononukleare Infiltrate, die vaskular und perivaskular sowie im
Neuropil auftreten, eine spongidése Auflockerung des Neuropils (Fischer et al., 1986),
sowie Gliazellproliferationen (Schusser et al., 1994; Barton et al., 1991). Dabei sind im
Gehirn v.a. Grol3- und Zwischenhirn, Lobus opticus und Medulla oblongata betroffen
und nur selten das Kleinhirn. Im Ruckenmark finden sich Veranderungen insbesondere
in den Ventralhdrnern der Intumescentia cervicalis und lumbalis. Nur selten wird von
einer Beteiligung der Meningen an pathologischen Prozessen berichtet (Barton et al.,
1991). Auch Schusser et al. (1994) beschreiben das Vorliegen einer Panmyelitis, wobei
die Veranderungen verstarkt in der grauen Substanz zu finden waren und die weisse
Substanz nur milde Gliaknétchen und vaskulare Infiltrate aufwiesen. Bei einem Teil der
untersuchten Tauben beobachteten die Autoren zudem herdférmige, rundzellige
Infiltrate in peripheren Nerven. Einen scholligen Zerfall der Axone und Markscheiden
der peripheren Nerven konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Fischer et al., 1986).

Auch Veranderungen im Sinne einer Ganglionitis und Radikulitis mit mononuklearen
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Infiltraten in den Spinalganglien (Fischer, 1986) und Ganglienzelldegenerationen

(Schusser et al., 1994) werden beschrieben.

2.3.4. Die Schutzimpfung gegen die APMV-1 Infektion bei Tauben

Mit dem seuchenhaften Auftreten seit dem Jahr 1984 werden Tauben gegen APMV-1
geimpft. Amtlich zugelassen waren inaktivierte Impfstoffe sowie einige
Lebendimpfstoffe in Form von Adsorbatvakzinen mit abgeschwachten Erregern. Bereits
damals wurden fir Tauben hauptsachlich inaktivierte Impfstoffe verwendet (Fritzsche,
1986; Gotz, 1999). Lebendimpfstoffe wurden als sogenannte Notimpfungen akut
gefahrdeter Tauben verwendet. Mitunter eingesetzte Trinkwasservakzine erwiesen sich
fur Tauben als ungeeignet. Zunachst standen fur die Impfung der Taube nur heterologe
Impfstoffe auf der Basis von Huhnertyp APMV-1 Stdmmen zur Verfligung. Dabei sind
Impfstoffe aus den Stammen Hitchner B4 und LaSota fur Impfungen von Huhnern und
Puten am weitesten verbreitet (Alexander et al., 2001). Seit 1986 finden bei Tauben
auch homologe Impfstamme auf der Grundlage des Taubentyp APMV-1 Stammes
Verwendung (Polten, 1986; Klchler, 1997).

Nach der Geflugelpest-Verordnung mussen Impfstoffe gegen die Newcastle-Krankheit
den, in der Entscheidung 93/152/EWG der Europaischen Kommision festgelegten
Kriterien entsprechen. Hier wird vor allem ein nicht zu Uberschreitender Wert fur den
ICPI eines Virusstammes, aus dem eine Vakzine hergestellt wird, das sogenannte
Originalsaatvirus, festgelegt. Fur inaktivierte Vakzine, wie sie fur die Impfung von
Tauben heute ausschliesslich verwendet werden, muss der ICPI des Originalsaatvirus
unter 0,7 bei Verabreichung einer Dosis von nicht weniger als 10 EIDsy an jeden
Vogel liegen. Durch diese Regelung, die zunachst nur fur heterologe Impfstoffe aus
Huhnertyp APMV-1 Stammen zutraf, verlor der homologe OI-Emulsionsimpfstoff
Nobilis® Paramyxo der Fa. Intervet (Boxmeer) auf Grundlage des Stammes PsG als
Originalsaatvirus seine Zulassung fur die Impfung von Tauben. Ein neuer homologer
Tauben-Impfstoff P201 der Fa. Intervet entsprach den Anforderungen an den

einzuhaltenden ICPIl und der Antrag auf Zulassung erforderte eine Impfstoffprifung.
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Zum heutigen Zeitpunkt ist er der einzige zugelassene homologe APMV-1 Impfstoff fur
Tauben.

Nach der Geflligelpest-Verordnung besteht zwar fiur alle Hudhner und
Truthuhnerbestande unabhangig von der Bestandsgrosse eine Impfpflicht gegen die
Newcastle Krankheit, diese gilt aber nicht fur Tauben. Allerdings beziehen die
Bestimmungen des Anhanges Il der Richtlinie 92/66/EWG des Rates vom 14.Juli 1992
Uber Gemeinschaftsmalinahmen zur Bekampfung der Newcastle-Krankheit Brieftauben
mit ein. Nach Artikel 17 mussen die Mitgliedsstaaten die Kommission und die anderen
Mitgliedsstaaten uber freiwillige oder obligatorische Impfungen gegen die Newcastle-
Krankheit informieren, das gilt auch fur eventuelle Impfprogramme bei Brieftauben.
Ungeachtet dessen mussen die Mitgliedsstaaten dafir sorgen, dass Veranstalter von
Wettbewerben und Ausstellungen ihrerseits die notwendigen MalRnahmen treffen, damit
nur geimpfte Brieftauben an solchen Veranstaltungen teilnehmen. Die Reiseordnung
des Verbandes Deutscher Brieftaubenzuchter e.V. vom 13. Januar 1989 geht noch
etwas weiter und schreibt fur Tauben, die an Vor- und Preisfligen teilnehmen wollen,
vor, dass nicht nur die betreffenden Tauben, sondern der gesamte Bestand
ausreichend  APMV-1 immunisiert sein  muss. Dagegen werden in
Rassetaubenbestanden einmal jahrlich 4-6 Wochen vor Beginn der Ausstellungen in

der Regel nur diejenigen Tiere geimpft, die an den Veranstaltungen teilnehmen sollen.

Der Erfolg einer Impfung wird haufig anhand der Antikorperbildung uberpruft. Als
systemische Immunantwort auf eine Infektion bzw. Impfung kommt es zu einer Bildung
von Immunglobulinen der Klasse G (IgG) und damit zu einer messbaren
Serokonversion. Hamagglutinationshemmende und neutralisierende Antikérper kénnen
im Serum ab dem 6. Tag nach der Infektion nachgewiesen werden (Meister, 1987). Ein
Schutz gegenuber einer experimentellen Belastungsinfektion geimpfter Tauben besteht
aber auch bei solchen Tieren, die nach Impfung keinen messbaren Antikorper-Titer
entwickeln (Kuchler, 1997). Daruberhinaus konnte eine Schutzwirkung der Impfung fur
das Huhn sogar bei B-Zell-defizienten Tieren, denen die humorale Immunantwort fehlt,
nachgewiesen werden (Marino et al., 1987; Lam et al., 1987). Neben der humoralen
Immunitat spielt nach neueren Untersuchungen beim Huhn auch die zellulare Immunitat

eine noch nicht genauer definierte Rolle bei der Immunabwehr der APMV-1 Infektion.
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So steigt z.B. die Anzahl CD8" T-Zellen zu einem spaten Zeitpunkt nach einer APMV-1
Impfung in Hihnern (Russell et al., 1997) und Makrophagen von Hlhnern produzieren
nach Stimulation durch APMV-1 ChIFN1 und 2, die dem IFNa bzw. IFNy der Saugetiere
entsprechen (Sick et al., 1998). Neben der systemischen Immunabwehr spielen auch
lokale Abwehrmechanismen eine entscheidende Rolle. Bei Impfungen mit
Lebendvakzinen mittels Aerosol, Trinkwasser oder Uber das Futter werden lokale
Immunmechanismen des Atmungs- und Digestionstraktes, wie z.B. die Produktion
lokaler Antikorper (IgA), ausgenutzt (Beard und Easterday, 1967). Dem Nachweis der
Produktion von Immunglobulinen der Klasse A kann somit im Zusammenhang mit lokal
applizierten Lebendimpfstoffen beim Huhn eine Bedeutung zukommen, nicht aber bei
der Verwendung von parenteral verabreichten inaktivierten Impfstoffen bei der Taube.
Insgesamt stellen Uberprifbare Parameter der humoralen oder auch zellularen
Immunabwehr keine aussagekraftigen Messpunkte fur eine Schutzwirkung einer
erfolgten Impfung dar. Das Europaische Arzneibuch (Pharmeuropa, 1995) schreibt fur
die Uberprifung der Wirksamkeit eines Newcastle Disease oder Paramyxovirus
Impfstoffes (Impfstoffprifung) lediglich folgende zwei Punkte vor:

1. Serologischer Antikdrper-Nachweis:

Die sogenannten ,Nullseren®, die zu Beginn der Untersuchung genommen werden,
durfen keine Antikérper gegen APMV-1 aufweisen.

2. Klinische Anzeichen einer APMV-1 Erkrankung:

Mindestens 90 % der als Kontrolltiere dienenden ungeimpften Tauben mussen infolge
der Belastungsinfektion klinische Krankheitsanzeichen einer APMV-1 Infektion zeigen

und maximal 10 % der geimpften Tiere durfen klinische Krankheitsanzeichen zeigen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Virusstamme

Impfstamm P201:
pPMV-Vakzine Nobilis® Paramyxo P201, Fa. Intervet
Batch: 79337, 20-09-1999

Formaldehyd-inaktivierter Olemulsionsimpfstoff

Challenge-Virus:

pPMV Feldvirusisolat R72/95 von einer Taube mit einem ICPI von 1.15, von der
Fa.Intervet in Form von virushaltiger AAF zur Verfigung gestellt, Batch: PMP-99-12-
013. Durch mehrmalige Titration auf SPF-Eiern wurde ein mittlerer Titer von 10 8°
ELDso/ml ermittelt.

3.1.2. Substanzen fur die Virusisolierung
PenicillinG:
PenicillinG (Benzylpenicillin) Sodium Salt (Fa.Sigma)

1667 units penicillin-G base/mg

Streptomycin:

Streptomycin sulfate (Fa.Sigma)

761 units/mg

Gentamicin:

10 mg/ml (seromed® Biochrom KG, Berlin, Germany)
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Antibiotika-Stamml6sung:

5g PenicillinG (entspricht 100.000 U/ml)

39 Streptomycin (entspricht 100 mg/ml)

12,5ml Gentamycin (entspricht 2,5 mg/ml)
ad 50 ml PBS

(laut Arbeitsanleitung zur Labordiagnostik von anzeigepflichtigen Tierseuchen)

PBS

8,0 g NacCl Natriumchlorid reinst (Fa.Merck)

0,2g KCI Kaliumchlorid (Fa.Roth)

1,15 g Na;HPO,4 wasserfrei Sodium Phosphate, Dibasic, Anhydrous, A.C.S.
(SIGMA, St.Louis, USA)

0,2g KHyPOq4 Kaliumdihydrogenphosphat zur Analyse, 1ISO
(Fa.Merck)

ad 1000 ml H,O (Aqua bidest)
pH 7,4 , autoklaviert und bei 4 °C gelagert

3.1.3. Substanzen fur die histologische Untersuchung

Formalin (3,7 %) :

Formaldehydlésung mind.37 % (pro analysis) stabilisiert mit etwa 10 % Methanol (Fa.

Merck)
10 %tig verdunnt in PBS

Aceton:

Aceton pro analysis (Fa.Merck)

Hamatoxylin:
Mayers Hamalaunlésung (Fa. Merck), gefiltert
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Eosin:
Eosin Y Aqueous 0,5 % (Fa.Shandon)

fur den Gebrauch auf 50 ml mit 1 Tropfen Essigsaure versetzt
HCI-Alkohol:

HCI 1 mol/l (Fa. Merck)

fur den Gebrauch als 0,11 %HCI-L6ésung in 70 %igem Alkohol
HistoClear:

verwendet als Xylol-Ersatz (Fa. Shandon)

3.1.4. Substanzen fur die Immunfarbung

Tris-HCI-Puffer (0,05M Tris/HCI,0,15M NaCl):

Tris-HClI  13,41¢g Trisaminomethanehydrochlorid (Fa.Sigma)
TrisBase 1,859 Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Fa.Fluka)
NaCl 17,53 g Natriumchlorid reinst (Fa.Merck)

ad ca. 1,9 Liter H,O (Aqua bidest)
pH-Wert (7,4 bzw. 6,0) einstellen und dann ad 2 Liter H,O (Aqua bidest) auffullen

TrisHCI (pH 8,2):
0,1 M Loésung Tris-HCI (Trisaminomethanehydrochlorid, Fa.Sigma) in H,O (Aqua

bidest) herstellen und auf pH-Wert 8,2 einstellen

polyklonales APMV-1-spezifisches Kaninchenhyperimmunserum:

o-ND-Hase (grau) vom 28.1.99

Das Serum wurde durch Immunisierung eines Kaninchens gewonnen und die Spezifitat
mittels Western Blot Uberpruft (Grund, 2003)
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ABC-Nachweissystem:
Vectastain® ABC-AP Kit (Fa. Linaris, Cat.-No. AK-5001)
ABC (Avidin:Biotinylated enzyme Complex), AP (Alkalische Phosphatase)

2%igem Ziegenserum-Blockpuffer:
4500 pl TrisHCI-Puffer (pH 7,4) + 90 ul goat normal serum (aus AK 5001)

2.Antikorper Kanininchen-spezifisches (a-rabbit) 1gG:
3000 pl TrisHCI/NaCl pH 7,4 + 15 ul a-rabbit IgG (aus AK 5001)

AP-Reagent:
3000 pl TrisHCI/NaCl pH 7,4 + 30 ul Substanz A (Avidin DH) + 30 ul Substanz B

(biotinylated alkaline phosphatase H)

Farbesubstrat:
Vectastain® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit | (Fa. Linaris, Cat.No. SK-5100)
jeweils 2 Tropfen der 3 Substanzen in 5 ml TrisHCI-Puffer (pH 8,2) vermischt

+ 1 Tropfen Levamisol

Mayer's Hamatoxylin nach Eigenherstellung:

0,5g Hamatoxylin Hamatoxylin krist. (Fa. Merck)

in 500 ml H,O (Aqua dest.) auflésen

100 mg Natriumjodat Natriumjodat pro analysis (Fa. Merck)
25¢ Kalialaun Kaliumaluminiumsulfat-12-hydrat, reinst

(Fa. Riedel-de Haén)
in der Hamatoxylinlésung unter Schatteln I6sen
25¢ Chloralhydrat Chloralhydrat (Fa. Merck)
0,5g Zitronensaure Citronensaure-Monohydrat pro analysis (Fa. Merck)

zugeben
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CAM/AAF/HE (= CAH):
CAM und AAF von 15-tagig bebriteten, embryonierten SPF-Huhnereiern wurde unter

sterilen Bedingungen entnommen und zu gleichen Volumenanteilen mit Seesand
gemorsert und abzentrifugiert (bei 1000 rpm fur 10 Minuten, Zentrifuge Beckman J6-
HC, Rotor TY JS 42, 291,2 g), dann 4,5 ml Uberstand mit 0,5 ml Hiihnererythrozyten

(10 %tige Gebrauchssuspension in PBS) zusammengeben.

3.1.5. Versuchstiere

Bei den Tauben handelte es sich um Brieftauben (Columba livia var. domestica) aus
dem Bestand von Herrn Prof. Grund, Berlin. Die Tiere waren bei Versuchbeginn 5-6
Wochen alt. Bei der Einstallung wurde der Gesundheitszustand aller Versuchstauben
klinisch Uberprift. Die Tauben wurden in Gruppen eingeteilt und zur Unterscheidung mit
farbigen und beschrifteten Plastikringen am Stander markiert. Zu diesem Zweck erhielt
jede Taube eine Nummer, die sich aus einem gruppenspezifischen Buchstaben und
einer fortlaufenden Nummer zusammensetzt. Vor der Vakzinierung als jeweiliger
Versuchsbeginn wurde bei den jeweiligen Gruppen von allen Tieren eine Blutprobe
genommen, um das sogenannte Nullserum im HAH auf das Vorhandensein von

Antikorpern gegen APMV-1 hin zu untersuchen.

3.2. Methoden

3.2.1. Haltung der Tauben

Die Tauben wurden wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes unter
konstanten Bedingungen in einem Isolationsstall mit Unterdruck-Bellftung und
gefilterter Abluft in mehreren Stallrdumen gehalten. Sowohl dem lIsolationsstall
insgesamt, als auch den einzelnen Stallrdumen war jeweils ein Schleusenraum

vorgeschaltet. Fur die Durchfihrung der kinstlichen Infektion (Challenge) wurden die
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betroffenen Gruppen von den anderen Tauben separiert. Der Betonboden wurde
taglich durch Abkratzen der Kotverunreinigungen gesaubert, zusatzlich wurde der Stall
einschlieBlich der Wande einmal wochentlich nass gereinigt, um eine Staubbelastung
der Tiere zu vermeiden. Den Tauben wurde einmal die Woche die Gelegenheit zum
Baden gegeben. Die Fltterung erfolgte ad libitum mit kommerziellem pelletiertem Futter
(allk-mash R, Fa. Deuka) und die Wasserversorgung wurde uber Stilptranken
gewahrleistet. Die Wasser- und Futterversorgung, sowie das Stallklima wurden taglich
kontrolliert. Ebenso wurde der Gesundheitszustand der Tiere taglich Uberpruft. In
regelmassigen Abstanden wurden Sammelkotproben bakteriologisch auf pathogene
Keime untersucht, insbesondere bezuglich einer Belastung mit Salmonellen. Ausfalle
aufgrund von spontanen Todesfallen wurden einer Sektion zur pathologisch-
anatomischen Beurteilung mit anschliessender bakteriologischer Untersuchung von

Herz und Leber unterzogen.

3.2.2. Versuchsbeschreibung

In Zusammenarbeit mit der Fa. Intervet wurden zur Uberprifung des Impfschutzes
einer Taubentyp APMV-1 Vakzine in Tauben Impf- und Infektionsversuche
durchgefuhrt. Bei den durchgefuhrten Impfversuchen mit anschlieRender kinstlicher
Infektion von geimpften Tieren und ungeimpften Kontrolltieren handelt es sich um eine
,Prufung einer Paramyxovirus-1 Vakzine fir Tauben gemaf Europaischem Arzneibuch
(PA/PH/Exp.3T(97)236DEF)*.

Diese Prifung und auch die weiteren im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten
Impfversuche an Tauben bedurften gemall § 8 des Tierschutzgesetzes keiner
Genehmigung durch die zustandige Behorde, sondern mussten dieser, gemafl $ 8a des
Tierschutzgesetzes, lediglich spatestens zwei Wochen vor Beginn angezeigt werden.
Die Tauben wurden nach einer EingewOhnungsphase an ihre neue Umgebung
gruppenweise laut Herstellerangaben subkutan mit dem homologen Impfstoff Nobilis®
Paramyxo P201 der Fa. Intervet vakziniert. Im ersten Monat nach der Vakzinierung
wurden wodchentlich, anschliessend dann monatlich Blutproben flr die serologische

Antikérper-Bestimmung entnommen. Die erste Gruppe (Kennzeichnung: Gruppe D -
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ungeimpfte Tauben / Gruppe C - geimpfte Tauben) wurde 3 Monate nach der
Vakzinierung experimentell mit dem Challenge-Virus mit einer ELDsy 3,16 x 10°
intramuskular infiziert. Diese erste Gruppe wird im Weiteren zum einfacheren
Verstandnis Gruppe A genannt.

Nach der kunstlichen Infektion wurden die Tauben fur einen Zeitraum von 21 Tagen
beobachtet, klinisch Uberwacht und neben den wdchentlichen Blutproben, nun auch
wochentlich  Kloakentupfer flr eine Virusisolierung genommen. Am Ende des
Beobachtungszeitraumes erfolgte die Sektion mit pathologisch-anatomischer
Beurteilung und Probenentnahme fur die histologischen Untersuchungen. Die weiteren
Gruppen wurden entsprechend nach 6 (Gruppe F/G), 9 (Gruppe D/C) und 12 Monaten
(Gruppe F/E) der experimentellen Infektion, dem sogenannten Challenge unterzogen
(Tab. 1). Zum einfacheren Verstandnis werden diese Gruppen entsprechend der
zeitlichen Abfolge Gruppe B, C und D genannt (kunstliche Infektion 6, 9 bzw. 12

Monate nach der Impfung).

Tab. 1: Gruppenkennzeichnung der Tauben

Gruppe A B C D
Zeitpunkt' 3 6 9 12
Ungeimpft D F D F

Geimpft C G C E

! Zeitpunkt der Belastungsinfektion in Monaten nach der Impfung

Mit den Tauben der letzten Gruppe wurden abschliessend insgesamt sieben Negativ-
Kontrolltiere seziert, die wahrend des gesamten Versuchzeitraumes unter gleichen
Bedingungen gehalten, aber weder geimpft noch infiziert wurden. Diese sieben
Negativkontrolltiere finden ihre Erwahnung zwar im Zusammenhang mit der Gruppe D,

sind jedoch als absolute Negativ-Kontrolle fur den gesamten Versuch zu betrachten.
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3.2.3. Klinischer Pathogenitatsindex

Um die klinische Auspragung der APMV-1 Erkrankung fur die verschiedenen Gruppen
vergleichen zu kénnen, wurde der klinische Pathogenitatstest (KPI) berechnet (Polten,

1986). Dabei ergibt sich der Index innerhalb einer Untersuchungsgruppe wie folgt:

(Ki + Ko+ Ka+ Ky +2* (T + T+ T3+ Tp)

KPI =
N*D
Kn = Dauer der klinischen Erkrankung (Tage) der Taube, im Beobachtungszeitraum
T, = Dauer zwischen Tod der Taube,, und Ende des Beobachtungszeitraumes
N = Anzahl der Tiere in der Untersuchungsgruppe

D = Dauer des Beobachtungszeitraumes

Der so errechnete Index ist ein Wert ohne Einheit. Der Index-Wert 0 bedeutet die
Gesundheit aller Tiere an jedem Tag des Beobachtungszeitraumes, der Index-Wert 2
bedeutet den Tod aller Tiere am ersten Tag nach der Infektion. Ein Wert zwischen 0
und 2 gibt somit die relative Haufigkeit des Auftretens von sichtbaren Erkrankungen
bzw. Todesfallen je Beobachtungstag an. Treten keine Todesfalle auf, so sind bei
einem Wert von 0,25 jeden Tag im Beobachtungszeitraum durchschnittlich 25 % der

Tiere klinisch erkrankt.

Um bei dieser vergleichenden Betrachtung der Verfalschung durch die vorzeitige
Sektion schwer erkrankter Tauben und damit deren Wegfall in der Bewertung
Rechnung zu tragen, wurden fur die Berechung des Index diese getbteten Tauben
weiterhin unter der Vorgabe einer nicht zu erwartenden klinischen Besserung als

erkrankte Tauben mit dem Faktor 1 gewertet.

3.2.4. Probenentnahme fiur den Virusnachweis

Zur Kontrolle der Virusausscheidung wurden nach der Infektion wahrend des

Beobachtungszeitraums von 21 Tagen im wdchentlichen Abstand in den jeweiligen
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Gruppen von jeder Taube Kloakentupfer genommen, d.h. 7, 14 und 21 Tg.p.ch. sowohl
bei den ungeimpften als auch bei den Kontrolltauben. In der Gruppe D wurden bei den
ungeimpften Tauben zusatzliche Kloakentupfer am 4. und 11.Tg.p.ch. genommen, um
ein differenzierteres Bild von der Virusausscheidung zu erhalten. Es wurden sterile
Tupfer verwendet, die nach erfolgter Probennahme in ROhrchen mit je 2ml
Antibiotikaldsung (Antibiotika-Stammlésung 1:10 verdinnt in PBS) getaucht wurden.
Nach Abbrechen der Tupfer wurden die Roéhrchen verschlossen und mit den jeweiligen

Ringnummern beschriftet.

3.2.5. Virusisolierung

Das Material der Kloakentupfer wurde in der Antibiotika-Lésung durch Vortexen
suspendiert und zur Pelletierung der groben Bestandteile bei 1000 rpm fir 10 Minuten
zentrifugiert (Zentrifuge Beckman J6-HC, Rotor TY JS 42, 291,2 g). Jeweils 0,2 ml des
Uberstandes wurden in die Allantoishdhle von 5 neuntégig bebriteten, embryonierten
SPF-Huhnereiern (Fa. Lohmann) inokuliert. Die Eier wurden bei 37 °C inkubiert, jeden
Tag durchleuchtet, abgestorbene Eier aussortiert und bei 4 °C gelagert. Die
verbliebenen Eier wurden nach 6-tagiger Inkubation fur 1 Stunde bei — 20 °C abgetotet.
Dann wurde von allen Eiern Amnioallantoishohlenflissigkeit (AAF) enthnommen und in
der Schnellagglutination (SA) getestet. Positive Proben wurden anschliessend im
Hamagglutinationstest (HA) titriert und mittels Hamagglutinationshemmungstest (HAH)
bezuglich APMV-1 typisiert.

Negativ getestete AAF wurde ein zweites Mal auf bebruteten Eiern passagiert und die
AAF wiederum auf identische Weise erneut getestet. Insgesamt wurde ein
Kloakentupfer dann als positiv bewertet, wenn die AAF von mindestens einem, in der
ersten oder zweiten Passage bebruteten, SPF-Huhnerei APMV-1 positiv war.

Die serologischen Testsysteme bezuglich hamagglutinierender Eigenschaften wurden
nach den Vorgaben des Anhangs lll der Richtlinie 92/66/EWG des Rates vom 14.Juli
1992 Uber Gemeinschaftsmalnahmen zur Bekampfung der Newcastle-Krankheit
durchgefuhrt.
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3.2.6. Durchfihrung der Sektion

FUr die pathologisch-anatomische Untersuchung wurden die Tauben zunachst durch
einen Schlag auf den Hinterkopf betaubt und durch Blutentzug getdtet. Nach
ausserlicher Beurteilung wurden die inneren Organsysteme (Magen-Darm-Trakt
einschlieBlich Leber, Urogenital-Trakt, Atmungsorgane, Herz, lymphatische Organe
einschlieBlich Milz, sowie das Endokrinium mit Pankreas, Nebennieren und
Schilddrisen) untersucht. Das Gehirn wurde ebenfalls beurteilt und in ausgesuchten
Fallen auch der Plexus brachialis und lumbosacralis. Im Anschluss an die pathologisch-
anatomische Untersuchung wurden die virologischen (unter moglichst sterilen

Bedingungen) und histologischen Proben entnommen.

3.2.7. Histologische Untersuchung

Fir die feingewebliche Untersuchung wurden bei der pathologisch-anatomischen
Untersuchung Proben von den Organen (Herz, Leber, Milz, Lunge, Niere, Nebenniere,
Duodenum/Pankreas, lleojejunum, Gehirn, Ruckenmark, Plexus brachialis) mit einer
maximalen Kantenlange von 1 cm entnommenen. Die Proben wurden fur mindestens 24
Stunden in PBS gepufferten Formalin (3,7 %) fixiert. Vor der weiteren Behandlung
wurden sie eine Stunde gewassert. Fur die anschlieliende Paraffineinbettung im
SHANDON Citadel Gewebeeinbettautomat erfolgte zunachst eine Entwasserung in
einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70 %-, 80 %-, 96 %- und 100 %igem Ethanol
(jeweils zweimal fir eine Stunde), anschliefend wurde der Alkohol mittels Intermedium
entfernt (1 Stunde Aceton, 1 Stunde HistoClear) um die Proben dann in Paraffin
einzubetten (jeweils zweimal fur eine Stunde). In einem SHANDON Histocentre
Paraffinausgusssystem wurden die Proben dann in Blocke gegossen und 4 pm dicke
Schnitte (2055 Autocut, Fa. Leica) angefertigt.

Die angefertigten Schnitte wurden bei 37 °C 1 Stunde getrocknet und in einem
SHANDON Linistain GLX Farbeautomat wie folgt Hamatoxylin-Eosin-gefarbt (Romeis,
1989):
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Far jeweils 20 Sekunden werden die Schnitte automatisiert in folgende Medien
getaucht:

- Histoclear (3 x)

- 100 %iger Alkohol (2 x )

- 96 %iger Alkohol (2 x)

- A.dest

- Hamatoxylin (3 x)

- HCI-Alkohol

- fliessendes Leitungswasser ( 3 x )

- Eosin (3 x)

- Adest(2x)

- 96 %iger Alkohol ( 3 x)

- 100 %iger Alkohol ( 3 x)

- Histoclear (2 x)

Die gefarbten Schnitte wurden abschliefend mit dem Eindeckmedium Histomount
(Fa.SHANDON) und Deckglaschen eingedeckelt. Das Fotografieren der histologischen
Schnitte erfolgte mit einer Digitalkamera (DC 300 F, Fa. Leica) unter einem Leitz

Aristoplan Mikroskop.

3.2.8. Histologischer Pathogenitatsindex

Um die histopathologischen Befunde besser quantitativ vergleichen zu kdnnen, wurde
der Histologische Pathogenitatsindex (HPI) berechnet. Unter Berlcksichtigung des
Auspragunggrades der Veranderung wurde dieser innerhalb einer Gruppe wie folgt

berechnet:
(hx * nq)+(hy * N2 * 2)+(hy * N3 * 3)

(n)

HPI =

hyx = histopathologische Veranderung x

n = Anzahl der untersuchten Tiere insgesamt
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n1 = Anzahl der Tiere mit hy geringgradiger Auspragung (+)
n, = Anzahl der Tiere mit hy mittelgradiger Auspragung (++)

n3 = Anzahl der Tiere mit hy hochgradiger Auspragung (+++)

Der HPI ist ein Wert ohne Einheit und wird je histopathologischer Veranderung und je
Gruppe berechnet. Er stellt ein Mal} fur die Haufigkeit und den Auspragungsgrad einer
histopathologischen Veranderung dar. Der Wert 0 bedeutet, dass kein Tier die
histopathologische Veranderung des betrachteten Organs zeigt. Der Wert 1 hingegen
bedeutet, dass im Durchschnitt jedes Tier eine geringgradige Veranderung zeigt. Der

Wert 2 errechnet sich bei durchschnittlich mittelgradiger Veranderung.

3.2.9. Immunfarbung

Far eine Darstellung von APMV-1 Antigen im Ruckenmark bzw. Pankreas und
Duodenum wurde eine immunhistochemische Farbung der entsprechenden
Paraffinschnitte durchgeflhrt. Hierfir wurden die Schnitte auf die Objekttrager
HistoBond (Fa. Schubert und Weil}) aufgezogen und ebenfalls bei 37 °C 1 Stunde
getrocknet. Die Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgte im SHANDON Linistain
GLX Farbeautomat, wobei die Schnitte fur jeweils 20 Sekunden in HistoClear ( 3 x ) und
dann in eine absteigenden Alkoholreihe mit 100 %igem ( 2 x ), 96 %igem Alkohol ( 2 x )
und abschliessend in A.dest zur Rehydrierung getaucht wurden. Anschliel3end erfolgte
eine 20-mindtige Erhitzung in Tris-HCI-Puffer (pH 6,0) zur Renaturierung. Um die
Antigenbindungsstellen im Gewebe fur die Antikdrper zuganglich zu machen, wurden
die Schnitte in einer Mikrowelle denaturiert. Hierfur wurden sie auf Siedesteinchen in
einer Mikrowellenschale mit TrisHCI-Puffer (pH 6,0) bedeckt und in einem
Leistungsstufenprogramm insgesamt 20 min erhitzt: 5 min 800 W, 5 min 80 W, 10 min
240 W. Nach erneuter Rehydrierung in Aqua bidest fur 15 Minuten wurden durch
Inkubation mit 2 %igem Ziegenserum-Blockpuffer fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
unspezifische Bindungsstellen im Gewebe blockiert. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation der Schnitte Uber Nacht bei +4 °C mit einem polyklonalem APMV-1-

spezifischen Kaninchenhyperimmunserum. Dieser erste Antikorper wurde dafur
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zunachst mit CAH 1:2000 vorverdiunnt und zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen im Serum zunachst 1 Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einer Zentrifugation (13.000 rpm fur 10 min, Zentrifuge Biofuge pico, Fa. Heraeus,
Festwinkelrotor 7500 3324, 16060 g) zur Pelletierung Uberschussiger, fester
Bestandteile erfolgte eine 1:2 Verdiinnung des Uberstandes mit 2 %igem Ziegenserum-
Blockpuffer auf die Endverdinnung 1:4000. Als Kontrolle wurde jeweils ein zweiter
Schnitt auf die gleiche Weise mit einem Kaninchen-Normalserum inkubiert. Flr die
Detektion gebundener Antikérper und anschlielRende Visualisierung mittels Alkalischer
Phosphatase wurde ein kommerzieller Test nach Herstellerangaben verwendet
(Vectastain® ABC-AP Kit / Vectastain® Alkaline Phosphatase Substrate, Fa. Linaris).
Dafur wurden die Schnitte nach viermaligem Waschen mit TrisHCI-Puffer (pH 7,4) mit
dem zweiten Antikorper, einem Kaninchen IgG Hyperimmunserum, fir 30 min inkubiert.
Es folgte wiederum viermaliges Waschen mit TrisHCI-Puffer (pH 7,4) und zur
Verstarkung der Reaktion wurde fur 30 min das AP-Reagent eingesetzt. Nach
erneutem viermaligem Waschen mit TrisHCI-Puffer (pH 7,4) wurde durch Inkubation mit
dem Farbesubstrat die Farbreaktion hervorgerufen. Das Farbesubstrat musste dabei
immer frisch hergestellt werden, da es nach 15 min bereits an Wirkung verliert.
Desweiteren musste beachtet werden, dem Farbesubstrat zur Hemmung endogener
Alkalischer Phosphatase und damit unspezifischer Reaktionen 1 Tropfen Levamisol
zuzusetzen. Abschliessend wurde noch einmal mit Leitungswasser gewaschen und fir
1 min mit Mayers Hamatoxylin in Eigenherstellung gegengefarbt. Die nun feucht
eingedeckelten Praparate (Immu-Mount, Fa. Shandon) wurden
fluoreszensmikroskopisch (Leitz, Aristoplan, Filterblock I3 bzw. N2.1) ausgewertet. Die
Beurteilung erfolgte sowohl in der Blau-Anregung (Anregungsfilter: 450-490 nm,
Teilerspiegel 510 nm, Sperrfilter (d.h. Emissionslicht) ab 520 nm) als auch in der Grun-
Anregung (Anregungsfilter: 515-560 nm, Teilerspiegel 580 nm, Sperrfilter (d.h.
Emissionslicht) ab 580 nm). Es wurden nur die Praparate als spezifisch APMV-1 positiv
bewertet, die ein Signal bei dem APMV-1 Hyperimmunserum zeigten, aber gleichzeitig

kein Signal mit dem Kaninchen-Normalserum als Negativ-Kontrolle.
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3.2.10. Statistische Berechnung

In einer statistischen Uberpriifung sollte geklart werden, ob der beobachtete
Unterschied zwischen geimpften und ungeimpften Tauben nach der APMV-1
Belastungsinfektion bei den untersuchten Parametern klinische Krankheitsanzeichen,
Virusausscheidung und histopathologische Veranderungen auch signifikant ist. Hierzu
wurde der x3-Test (chi®-Test) durchgefiuhrt. Eine Signifikanz liegt vor, wenn p < 0,05 ist.
Die Berechnungen wurden mittels Computer-Berechnung im SAS-System (Version 7.0)
erstellt. Die Signifikanzuberprufung drickt die Irtumswahrscheinlichkeit aus, wenn der

angetroffene Unterschied auf alle Tauben verallgemeinert wird.
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4. Ergebnisse

Im Rahmen einer Impfstoffprifung sollte die Langzeitwirkung einer APMV-1
Taubenvakzine Uberprtft werden. Zu diesem Zweck wurden Tauben drei, sechs, neun
und zwolf Monate nach der Impfung einer Belastungsinfektion unterzogen. Zugleich
wurden ungeimpfte Kontrolltauben der gleichen Altersgruppe mit der identischen
Virusdosis (3,16 x 10 ° ELDs;) eines APMV-1 Isolates vom Taubentyp intramuskular
infiziert. Da die Impfung in einem Alter von sechs Wochen erfolgte, waren die Tauben
zum Zeitpunkt der Infektion 4.5 Monate (Gruppe A), 7.5 Monate (Gruppe B), 10.5
Monate (Gruppe C) und 13.5 Monate (Gruppe D) alt.

Die Manifestation der APMV-1 Infektion wurde im Anschluss an die Infektion fur
maximal 21 Tage klinisch Uberwacht. Dartber hinaus wurden die Virusausscheidung in
dieser Zeit sowie die pathologisch-anatomischen und feingeweblichen Veranderungen

untersucht.

4.1. Manifestation der experimentellen APMV-1 Infektion —

Betrachtung der ungeimpften Kontrolltauben

41.1. Klinischer Verlauf

Nach der APMV-1 Infektion zeigten sich erste Krankheitssymptome in den Gruppen
nach vier bis sechs Tagen. Zunachst waren einzelne Tiere betroffen. Im weiteren
erkrankten weitere Tauben und es kam zu einer Kummulation neuer Erkrankungsfalle
bis zum 9. Tg.p.ch (Tab. 2). Die Symptomatik wurde dominiert von Ausfallen im Bereich
der Fligel und aulerte sich initial als einseitiges Flugelzittern und reduzierte
Flugfahigkeit. Das Flugelzittern konnte bei moderater Auspragung durch aufgebrachtes,
unruhiges Verhalten beim Betreten des Stalles zunachst nicht beobachtet werden. Erst
nach Eintreten eines ruhigeren Zustandes der Tauben, die sich im Stallraum frei
bewegen konnten, war die volle Auspragung dieser Symptomatik sichtbar. Zudem war

dann eine unphysiologische Stellung der Flligel erkennbar, die sich gegenuber der
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physiologischen Korperhaltung als ein leichtes Absinken der Handschwinge und als
leichtes Abstehen im Bereich der Karpalgelenke zeigte. Die reduzierte Flugfahigkeit
aullerte sich v.a. im Unvermdgen Sitzplatze o0.a. sicher anzufliegen, bzw. hoher
gelegene Sitzplatze auf Anhieb zu erreichen.

Im weiteren Verlauf stellte sich bei einem Teil der Tauben beidseitiges Flugelzittern
oder einseitige bis beidseitige Fligellahmung ein. Die Lahmung ausserte sich in einem
Hangen der Flugel, z.T. kam es dabei zu einem Schleifen der Fllgelspitze am Boden
(Abb. 2 A). Wurde bei Tauben vollstandige Flugunfahigkeit festgestellt, war diese nicht
immer durch eine entsprechende offensichtliche Flugellahmung begrindet. Vielmehr
wurde sie auch unabhangig von Flugelzittern bzw. Fligellahmung beobachtet und
durch eine Unfahigkeit der Koordination der Fligel verursacht.

DarGber hinaus wurden insgesamt sechs Tauben bei den regelmassigen
Kontrolluntersuchungen in Ruckenlage vorgefunden (Abb. 2 B). Betroffene Tiere
versuchten durch Ruderbewegungen der Flugel und Stander, sich aus dieser
unphysiologischen Lage zu befreien. Diese Bemuhungen blieben allerdings erfolglos.
Die Uberprifung der Repositionsfahigkeit aus einer Riickenlage als ein Symptom der
Erkrankung wurde auch gezielt Uberprift. Dafur wurden die Tauben bei Verdacht
manuell in diese Korperlage verbracht und das weitere Verhalten beobachtet. Bei einer
Taube (D20, Gruppe C) zeigte sich ab dem 8.Tg.p.ch. bei einseitiger Fligellahmung
und Flugunfahigkeit nach manuell herbeigefihrter Rickenlage eine fehlende
Repositionsfahigkeit. Abgesehen von der einseitigen Flugellahmung, die ab dem
14.Tg.p.ch. klinisch nicht mehr erfassbar war, blieb der Zustand der Taube bis zum
21.Tg.p.ch. unverandert.

Eine Taube der Gruppe B wies eine beidseitige Blepharitis auf. Da dieses Tier ofters in
Ruckenlage vorgefunden worden war, wurde die Blepharitis offenbar durch langeres
Liegen auf dem Rucken verursacht.

Die klinischen Krankheitsanzeichen waren in allen Fallen bei ungetribter Sensorik
feststellbar. Neben den zentralnervosen Symptomen wurde in den Gruppen vereinzelt
Polyurie festgestellt. Sie stellte sich in Form von grossflachigen Flussigkeits-Seen dar,
in denen geformte Kotanteile sichtbar waren. Auf dem Betonboden waren derartige
Flecken auch im bereits eingetrockneten Zustand noch gut erkennbar, aufgrund der

Gruppen-Haltung war eine Zuordnung zur betroffenen Taube jedoch nicht moglich.
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Abb. 2: Zentralnervose Symptome der APMV-1 Infektion.

Nach intramuskularer Infektion von adulten Tauben mit einem Taubentyp AMPV-1 wurden bei
einem Teil der Tauben zentralnervose Symptome beobachtet. Dargestellt ist A: Eine Taube mit
charakteristischer rechtseitiger Fligellahmung, die sich durch deutliches Hangen des Fligels mit
unsymmetrischer Korperhaltung manifestiert und B: Dieselbe Taube festliegend in Rickenlage.
Trotz Ruderbewegungen der Stander und Kippbewegungen des Korpers war es den betroffenen
Tauben nicht méglich, sich aus der Riickenlage zu befreien.
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Bei Fallen schwerer klinischer Erkrankung, v.a. solche mit Festliegen in Rickenlage
wurden die betroffenen Tiere aus tierschutzerischen Grinden vor Ablauf der 21-tagigen
Beobachtungszeit getotet und den weiteren Untersuchungen unterzogen. Selbstandige
Todesfalle traten wahrend des Beobachtungszeitraumes in keiner der Gruppen auf.
Bezogen auf das Spektrum der festgestellten klinischen Symptome ergeben sich im
Vergleich der Altersgruppen nur sehr geringe Unterschiede. So wurde ein Festliegen in
Ruckenlage in der Gruppe A nicht beobachtet. Davon abgesehen zeigten alle
Altersgruppen die gleiche Bandbreite klinischer Symptomatik.

Far einen quantitativen Vergleich der klinischen Auspragung wurde der Kklinische
Pathogenitatsindex (KPI) herangezogen (Polten, 1986). Grundlage dieses Index ist die
tagliche individuelle Bewertung des Gesundheitszustandes nach den Kategorien: Ohne
erkennbare Krankheitsanzeichen (0), klinische Krankheitsanzeichen (1) und gestorben
(2). Da bei schweren zentralnervosen Storungen eine klinische Besserung in der 21-
tagigen Beobachtungszeit nicht zu erwarten ist (Schusser et al., 1994; Gerlach, 1994;
Vindevogel und Duchatel, 1988; Pearson et al., 1987), wurden fur die Berechnung des
KPI auch die auf Grund der Schwere der Erkrankung vorzeitig getéten Tauben fir den
gesamten Beobachtungszeitraum bertcksichtigt.

Bei Betrachtung des KPI (Tab. 2) wiesen die Gruppen nur leicht voneinander
abweichende Werte auf mit einer moderaten Steigerung der Erkrankungsfalle mit
zunehmenden Alter der Tiere. Der KPI lag durchschnittlich bei 0,5 und steigerte sich
von 0,41 bei der Gruppe A Uber 0,49 bzw. 0,53 bei den Gruppen B und C auf 0,58 bei
den altesten Tieren der Gruppe D.

Auch der prozentuale Anteil der kummulativ erkrankten Tauben spiegelt diese
Beobachtung wider. Wahrend in der Gruppe A und B 60 % bzw. 63,5 % der Tiere
klinische Krankheitsanzeichen aufweisen, sind in Gruppe C 71,5 % klinisch erkrankt.
Fur die altesten Tauben in der Gruppe D errechnet sich ein Wert von 72,5 %. Er
erreicht bei allen Gruppen spatestens am 9.Tg.p.ch. seinen endgultigen Wert. Eine
Ausnahme diesbezlglich bildete die Gruppe C, in der drei moderat erkrankte Tauben,
die als Symptome lediglich Fllgelzittern oder eine reduzierte Flugfahigkeit aufwiesen,
bis zum Ablauf der 21 Tage eine klinische Besserung zeigten. Zwei Tauben fielen mit
beidseitigem Flugelzittern auf, die eine fur einen Tag am 8.Tg.p.ch., die zweite zwei

Tage am 9.Tg.p.ch. und am 13.Tg.p.ch. Bei der dritten Taube trat fir vier Tage (6. bis



Ergebnisse 42

9.Tg.p.ch.) beidseitiges Flugelzittern auf, nach Besserung wurde dann jedoch ab dem
14.Tg.p.ch. reduzierte  Flugfahigkeit festgestellt und zum Ende des
Beobachtungszeitraumes (ab dem 20.Tg.p.ch.) war die Taube ganzlich flugunfahig.
Desweiteren war bei dieser Taube die letzten drei Tage eine deutliche Schreckhaftigkeit
auf akustische und optische Reize feststellbar. Insgesamt stellt sich durch diesen
Umstand in dieser Gruppe der endgultige prozentuale Endwert der kummulativ

erkrankten Tauben von 71,5 % erst mit dem 13. Tg.p.ch. ein.
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Tab.

2:  Klinischer Verlauf der APMV-1 Infektion bei den Kontrolltieren im

Gruppenvergleich
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Legende zu Tabelle 2:

! Darstellung der klinischen Symptomatik: Pro Taube wurde nur die schwerwiegenste klinische
Erscheinung gewertet (beim Auftreten mehrerer Symptome keine Mehrfachwertungen). Leere Kastchen
bedeuten den Wert Null. Alter der Tauben zum Zeitpunkt der Infektion: 4.5 Monate (Gruppe A), 7.5
Monate (Gruppe B), 10.5 Monate (Gruppe C) und 13.5 Monate (Gruppe D).

] Hinterlegt: Zeitfenster vom Einsetzens erster Symptome bis zur Manifestation der endgdltigen vollen
klinischen Auspragung

2 Anteil der kummulativ erkrankten Tauben in Prozent bezogen auf die urspriingliche Gruppengrésse (n)
KPI: Klinischer Pathogenitatsindex, siehe Material und Methoden

4.1.2. Virusausscheidung

Die Virusausscheidung wurde nach der Infektion mittels Kloakentupfern im
wochentlichen Abstand Uberprift, d.h. am 7., 14. und 21.Tg.p.ch. sowie im Zuge
vorzeitiger Sektionen zum Zeitpunkt der Totung. Bei der Gruppe D wurden zusatzlich
noch am 4. und am 11.Tg.p.ch. Kloakentupfer genommen.

In den Proben konnte Virus hauptsachlich im Zeitraum vom 4. bis einschliesslich
11.Tg.p.ch. reisoliert werden (Tab. 3). Dabei war die Virusreisolierungsrate am
4.Tg.p.ch., dem frihesten beprobten Zeitpunkt nach der Infektion, noch gering: Aus
zwei von elf Proben konnte Virus isoliert werden. Demgegenuber gelang eine Isolierung
von APMV-1 am 7. und 8.Tg.p.ch. bei rund der Halfte der Proben: 19 der insgesamt 36
Proben bzw. zwei von vier genommenen Proben waren APMV-1 positiv. Ahnlich sehen
die Ergebnisse vom 11.Tg.p.ch. aus: Bei zwei von funf enthommenen Proben konnte
APMV-1 nachgewiesen werden. Wesentlich geringer war die Virusreisolierungsrate 14
Tage nach der Infektion: Es wurde lediglich aus einer von insgesamt 20 Proben
APMV-1 isoliert. Nach 21 Tagen schliesslich war bei keiner der 20 untersuchten Proben
eine Virusausscheidung mehr nachweisbar.

Bei der Virusausscheidung ist im Gruppenvergleich eine gewisse Altersabhangigkeit
der Ausscheidungsrate zu erkennen, wobei ein hoherer Prozentsatz jungerer Tauben
Virus ausschied (Tab. 3). Die alteren Tiere der Gruppe D (13.5 Monate) schieden
dagegen seltener Virus mit dem Kot aus, am allgemeinen HoOhepunkt der
Ausscheidungsphase, dem 7 Tg.p.ch. konnte kein Virus in den Proben nachgewiesen
werden. Dagegen konnte zu diesem Zeitpunkt in den Gruppen A und C aus allen

genommenen Kloakentupfern APMV-1 isoliert werden. Konform hierzu verhalt sich die
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Beobachtung, dass die einzige APMV-1 positive Probe vom 14.Tg.p.ch. von den
jungsten Tauben aus der Gruppe A (4.5 Monate) stammte. Bei den alteren Tieren aus
den drei anderen Gruppen konnte zu diesem spaten Zeitpunkt keine

Virusausscheidung mehr nachgewiesen werden.

Tab. 3: Virusausscheidung Uber die Kloake

Tage nach Infektion (Tg.p.ch.)
Tauben 4 6 7 8 |11 14 | 21

Gruppe A | nd. |nd.| 10/10 |nd.|nd.| 1/7 | O/7

Gruppe B | nd. [1/3| 2/8 |2/4|nd.| 0/4 | 0/4

Gruppe C | nd. |nd.| 7/7 |nd.|nd.| 0/4 | 0/4

Gruppe D |2/11 |nd.| 0/11 |nd.|2/5| 0/5 | 0/5

Gesamt | 2/11 |1/3| 19/36 |2/4|2/5 | 1/20 | 0/20

positive Kloakentuper / Gesamtanzahl der Tupferproben
n.d. = nicht durchgefuhrt

4.1.3. Pathologisch-anatomische Befunde

Bei der makroskopischen Untersuchung waren bei allen experimentell infizierten
Tauben die Organe des Atmungstraktes (obere Luftwege, Lunge, Luftsacke), die
Organe des Urogenitaltraktes (Nieren, Harnleiter, Gonaden) sowie Herz und auch der
Darm unauffallig. Die parasitologische Untersuchung wies keine adulten Parasiten oder
parasitare Entwicklungsstadien nach. Als pathologisch-anatomische Hauptbefunde
waren Veranderungen der Milz und des Pankreas makroskopisch sichtbar.

Wahrend an der Milz der sieben als Negativkontrolle dienenden Tauben kein
pathologischer Befund zu erheben war, wiesen die infizierten Tauben in allen Gruppen
eine geringgradig ausgepragte Milzschwellung mit einer Langenzunahme des Organs

auf dber 1,2 cm auf (Tab. 4). Insgesamt zeigten 23 von 39 Tauben diese Veranderung
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und in jeder Gruppe war bei mindestens der Halfte der Tiere die Milz sichtbar
geschwollen. Die Milzschwellung war Uberwiegend geringfligig ausgepragt, lediglich in
der Gruppe D zeigten zwei Tauben eine starker ausgepragte Milzschwellung. Eine
Taube wies eine mittelgradig ausgepragte Milzschwellung (Langezunahme auf dber 1,7
cm) auf und eine weitere Taube eine hochgradig ausgepragte Milzschwellung
(Langenzunahme auf Uber 2 cm und deutliche Dickenzunahme).

Ebenso wie die Milz war das Pankreas der sieben Tauben der Negativkontrolle
makroskopisch unauffallig. Bei den infizierten Tauben wurden dagegen nekrotische
Veranderungen des Pankreas als weillliche, rundliche, unregelmalig begrenzte
Einsenkungen mit einem Durchmesser von bis zu 5 mm beobachtet (Tab. 4).
Insgesamt wurden Pankreasnekrosen bei elf von 39 Tauben gefunden. Desweiteren
wurde in funf Fallen eine Schwellung des Organs festgestellt (drei Tauben in der
Gruppe A und zwei in der Gruppe D). Dabei erhob sich das Organ deutlich aus seinem
Bett zwischen den Schenkeln des Duodenum hervor.

In Bezug auf die verschiedenen Altersgruppen war eine Haufung der pathologischen
Pankreas-Veranderungen mit zunehmenden Alter der Tiere festzustellen. Konnten
nekrotische Pankreas-Veranderungen bei der Gruppe A nicht erhoben werden, so war
in der Gruppe B bei einer von elf Tauben der Pankreas in Form von weillichen,
miliaren Herden betroffen. In der Gruppe C waren es vier von sieben Tauben mit
nekrotischen Veranderungen des Pankreas, je zwei mit geringgradiger bzw.
mittelgradiger Auspragung. Dabei stellten sich die veranderten Bezirke mit einem
Durchmesser bis zu 1,5 mm teilweise mit klarem flussigem Zentrum bzw. auch
blasenartig dar. In der Gruppe D schliesslich waren es sechs von elf Tauben mit
Pankreasnekrosen, wobei alle hochgradige und damit makroskopisch augenfallige
Veranderungen zeigten.

Neben diesen Hauptbefunden an Milz und Pankreas, bleibt zu erwahnen, dass eine
Taube der Gruppe D (Taube F39, Sektion am 9.Tg.p.ch.) am Pankreas neben
umfangreichen nekrotischen Veranderungen und hellen, schmierigen, abwischbaren
Belagen auf diesem Organ auch wenig fadenziehende Flussigkeit im Abdominalraum
aufwies. Dabei waren die serésen Uberziige der Abdominalorgane weiRlich-triilb und

mit stecknadelfeinen weilten Stippchen durchsetzt.
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Neben einigen Fallen von Fettleber (in der Gruppe C und D) wurde bei wenigen Tauben
ein rotlich fleckig verfarbtes Parenchym der Leber beobachtet, z. T. einhergehend mit

petechialen Blutungen.

Tab.4: Pathologisch-anatomische Veranderungen der experimentell APMV-1

infizierten Tauben

Organ Verénderung Gruppe InfizierteTauben Neg.
n + ++ |+++| n +

A 10 | 6| - | -

B 1 | 8| - | -

Milz Hyperplasie C 7 |5 -1|-
D M1 |14 (1117 0
Gesamt | 39 |23 |1 |1 | 7 0

A 10 | - | - | -

_ B M |1 - |-

pankceas (S0e  [Tc [ 22
D M| --161]7 0
Gesamt | 39 |3 |2 |6 | 7 0

- kein Tier betroffen, + geringgradig, ++ mittelgradig, +++ hochgradig
n = Anzahl untersuchter Tiere pro Gruppe; Neg. = Negativkontrollen

4.1.4. Histopathologische Befunde der experimentellen APMV-1

Infektion

Fir die feingewebliche Untersuchung wurde bei allen Tauben im Rahmen der
pathologisch-anatomischen Untersuchung Proben von den Organen (Herz, Leber, Milz,
Lunge, Niere, Nebenniere, Duodenum/Pankreas, lleojejunum) genommen. Zusatzlich
wurde bei Tauben aus der Gruppe D das ZNS (Gehirn, Rickenmark) sowie der Plexus
brachialis zum Zeitpunkt ausgepragter nervaler Symptomatik (7.,8.,9. und 21. Tg.p.ch.)
mit Flugunfahigkeit, Flugelzittern bzw. —-lahmung und Festliegen in Ruckenlage

untersucht.
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4.1.4.1. Histopathologische Veranderungen an den parenchymatésen

Organen

Bei der histologischen Untersuchung der parenchymatésen Organe standen vor allem
die Veranderungen des Pankreas, der Nebenniere, der Serosa multipler Organe sowie
der Niere im Vordergrund des histopathologischen Krankheitsbildes. Die
Veranderungen der serdsen Uberziige verschiedener Organe (Duodenum/Pankreas,
lleojejunum, Herz, Nebenniere/Aorta und Milz) im Sinne einer nicht-eitrigen
Polyserositis zeigten sich bei 23 von 39 Tauben und damit bei Uber der Halfte der Tiere
(Tab. 5). Die nicht-eitrige Polyserositis stellte sich in Form von z.T. umfangreichen
mononukledren Infiltraten mit einhergehender massiver Zellproliferation des
physiologischerweise einschichtigen Serosaepithels dar (Abb. 3) und war v.a. in der
Gruppe D (Tab. 5) besonders stark ausgepragt. Bei einer dieser Tauben der Gruppe D
(Taube F39, Sektion am 9.Tg.p.ch.) stellte die nicht-eitrige Polyserositis das
histopathologische Aquivalent des Sektionsbildes dar, bei dem helle, schmierige,
abwischbare Belage am nekrotisch veranderten Pankreas und wenig fadenziehende
Flissigkeit im Abdominalraum festgestellt worden waren.

Am Pankreas der APMV-1 infizierten Tiere waren neben Parenchymnekrosen ebenfalls
Infiltrationsherde mononuklearer Zellen feststellbar (Abb. 4). Parenchymnekrosen
zeigten 16 von 39 Tauben, dies entspricht 41 % der Tiere. In der Gruppe A entsprachen
die Nekrosen dabei herdférmigen Zelluntergangen mit Verlust der acinaren Struktur der
exokrinen Pankreasanteile. In der Gruppe D hingegen, die auch hiervon am starksten
betroffen war, waren die Nekrosen als grossflachige Zelluntergange nicht mehr den
unterschiedlichen Pankreasanteilen zuzuordnen. Das Auftreten mononuklearer Infiltrate
wurde bei 22 von 39 Tauben und damit bei tGber der Halfte der Tiere nachgewiesen. Bei
gunstiger Schnittebene konnte beobachtet werden, dass diese assoziiert mit
Pankreasausfihrungsgangen auftraten (Abb. 5 C,D).

In einigen Fallen war auch die Nebenniere von Parenchymnekrosen betroffen. Dabei
waren die herdférmigen Zelluntergange, die lediglich bei drei Tauben der Gruppe D
vorkamen, mit mononuklearen Infiltraten assoziiert (Abb. 5 B).

Mononukleare Infiltrate in der Nebenniere waren, im Gegensatz zu den bisher

aufgeflhrten Veranderungen am Pankreas, der nicht-eitrigen Polyserositis und auch
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Abb 3: Histopathologische Befunde im Bereich des Magen-Darm-Traktes.

Als histopathologische Befunde wurden nach APMV-1 Infektion eine nicht-eitrige
Polyserositis festgestellt mit z.T. umfangreichen mononuklearen Infiltraten ().
Dargestellt sind Veranderungen im Bereich des Duodenum und Pankreas, die

(A,B <> ) mit massiver Zellproliferation der Serosa des Gekrdses einhergingen, bzw.
(C) subserds vorlagen. Vereinzelt waren die mononuklearen Infiltrate (D)mit dem
Ausfuhrungsgang des Pankreas assoziiert. Dd: Duodenum, P: Pankreas und G:

Pankreasausfihrungsgang.

(Vergrofderung: x 90 (A), x 400 (B), x 220 (C,D))
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Abb 4: Histopathologische Befunde am Pankreas.

Veranderungen am Pankreas manifestierten sich (A,B) als Parenchymnekrosen in
Form von herdférmigen Zelluntergangen mit Verlust der acinaren Struktur (% ). Bei
einer grésseren Anzahl von Tauben (B,C,D) fanden sich diffuse mononukleére Infiltrate
(‘ ), die z.T. mit Pankreasausflihrungsgangen (G) assoziiert waren (C,D).
(VergroRerung: x 210 (B,C,D), x 340 (A))
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Abb. 5: Histopathologische Befunde an den Nebennieren.

Veranderungen der Nebennieren in Form von Nekrosen (—) traten ausschliesslich
in der Gruppe D auf und betrafen v.a. Interrenalzellen (A,B). Diese degenerativen
Veranderungen waren haufig mit mononuklearen Infiltraten ( ™) assoziiert (B).
(Vergrofderung: x 280 (A), x 250 (B))



Ergebnisse 52

den Parenchymnekrosen in der Nebenniere, auch bei den sieben Tauben der
Negativkontrolle zu finden (Tab. 5). Insgesamt zeigten sowohl 17 von 29 APMV-1
infizierten Tauben als auch drei von vier Negativkontroll-Tauben mononukleare Infiltrate
in der Nebenniere.

Eine interstitielle Nephritis konnte sowohl bei 37 der 39 APMV-1 infizierten Tauben
nachgewiesen werden als auch bei vier der sieben Negativkontroll-Tauben. Allerdings
fallt auf, dass der Grad der Veranderung bei den infizierten Tauben gegenuber der
zumeist nur geringradigen interstitiellen Nephritis der Kontrolltauben deutlich starker
ausgebildet war.

Um die histopathologischen Befunde besser quantitativ vergleichen zu kdnnen, wurde
ein histologischer Pathogenitatsindex (HPI) herangezogen (Tab. 5). In der Berechnung
des HPI wird neben der Haufigkeit einer histopathologischen Veranderung auch die
Starke des Auspragungsgrades berucksichtigt. Fur die Veranderungen an der Niere
verdeutlicht er den graduellen Unterschied des Auftretens der interstitiellen Nephritis
bei APMV-1 infizierten Tauben und bei den Negativkontroll-Tauben. Bei den infizierten
Tauben variiert der Index von 1,4 bis 2,286 und betragt im Durchschnitt 1,762. Fur die
Negativkontrolltauben errechnet sich im Vergleich ein Index von 0,714.

Durch den HPI wird im quantitativen Vergleich deutlich, dass bei den APMV-1
infizierten Tauben mit den Veranderungen am Pankreas, eine nicht-eitrige Polyserositis
und auch Parenchymnekrosen der Nebenniere histopathologische Befunde feststellbar
waren, die bei den Negativkontrolltauben nicht vorkamen. Wahrend der HPI dieser vier
Grossen bei den Negativkontrolltauben jeweils den Wert null annimmt, betragt der HPI
fur die nicht-eitrige Polyserositis bei den APMV-1 infizierten Tauben bei den Gruppen A
und C 0,5 bzw. 0,571, bei der Gruppe B 1,0 und bei der am starksten betroffenen
Gruppe D 1,364. Fur die Pankreasnekrosen nimmt der HPI ebenfalls den hochsten
Wert bei der Gruppe D an. Die Gruppen A, B und C liegen in der Grossenordnung von
0,364 bis 0,6 dicht beieinander. Gruppe D hingegen weist einen HPI der
Pankreasnekrosen von 2,0 auf. Ahnlich verhalten sich die Werte fir die monozytaren
Infiltrate im Pankreas, sie liegen im Bereich von 0,6 bis zu 1,273 bei der Gruppe D. Der
HPI der Nebennierennekrosen spiegelt die geringe Haufigkeit des Auftretens wider. Er

betragt bei der Gruppe D 0,5 und in den anderen Gruppen jeweils Null.
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Die mononuklearen Infiltrate in der Nebenniere kamen sowohl bei den APMV-1
infizierten als auch bei den Negativkontroll-Tauben vor. Dabei weist der HPI keinen
graduellen Unterschied in der Auspragung auf. Die Werte liegen mit durchschnittlich
0,775 fur die infizierten Tauben bzw. 0,75 fur die Kontrolltauben auf vergleichbarem
Niveau.

Annlich verhalt es sich bei den mononukleéren Infiltrate in der Leber. Sie sind bei den
infizierten Tauben mit einem durchschnittlichen HPI von 1,5 zu finden, wobei der Wert
von 1,0 bis 2,0 variiert. Fur die Kontrolltauben ergibt sich mit einem HPI von 1,0 eine

vergleichbare Auspragung.

Legende zu Tabelle 5:

Darstellung der histopathologischen Befunde APMV-1 infizierter Tauben im Gruppenvergleich. Alter der
Tauben zum Zeitpunkt der Infektion: 4.5 Monate (Gruppe A), 7.5 Monate (Gruppe B), 10.5 Monate
(Gruppe C) und 13.5 Monate (Gruppe D). n = Anzahl der histologisch untersuchten Tauben
Neg.kontrollen = uninfizierte Kontrolltauben

+ geringgradige, 2+ mittelgradige, 3+ hochgradige Veranderungen

Duod. = Duodenum, Pankr. = Pankreas, NN = Nebenniere, Inf. = Infiltrate

HPI: Histppathologischer Pathogenitatsindex, siehe Material und Methoden

] Hinterlegt: Histopathologische Befunde, die bei APMV-1 infizierten Tauben, aber nicht bei den
Negativkontrolltauben feststellbar waren.
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Darstellung der histopathologischen Befunde APMV-1 infizierter Tauben

im Gruppenvergleich
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4.1.4.2. Histopathologische Veranderungen am Zentralen

Nervensystem

Zum Zeitpunkt ausgepragter nervaler Symptomatik (7.,8.,9. und 21.Tg.p.ch.) mit
Flugunfahigkeit, Flugelzittern bzw. —lahmung und Festliegen in Ruckenlage wurde
zusatzlich das ZNS (Gehirn, Riuckenmark) sowie der Plexus brachialis bei Tauben aus
der Gruppe D untersucht. Dabei dienten insgesamt sieben uninfizierte Tauben als
Kontrolltiere fur die histologische Untersuchung des Nervengewebes: Texaner Tauben
unterschiedlichen Alters aus dem institutseigenen SPF-Taubenbestand. Alle zehn
infizierten Tauben wiesen starke Veranderungen des Riuckenmarks und des Plexus
brachialis auf. Am Ruckenmark war vor allem in der grauen Substanz eine vakuolare
Degeneration, eine Gliose sowie Degenerationen von Neuronen und Gliazellen
feststellbar (Abb. 6). Veranderungen in der weissen Substanz waren nur geringgradig in
Form dezenter Gliazellproliferation (Gliakndétchen) und leichtem Status spongiosus
auffindbar.

Mononukleare Infiltrate waren im umgebenden Bindegewebe und perineuronal im
Bereich der Spinalnerven zu finden, aber nicht im Ruckenmark selber. Daruberhinaus
fanden sich mononukleare Infiltrate im Sinne einer nicht-eitrigen Neuritis auch in den
Nerven bzw. Ganglien selbst. Die Veranderungen am Rickenmark lagen bei acht
Tauben in mittel- bis hochgradiger Auspragung vor, nur bei zwei Tauben vom
21.Tg.p.ch. (F41 und I74) waren sie gering- bis mittelgradig ausgebildet (Tab. 6). Die
Spinalganglien und auch die Nerven und Ganglien des Plexus brachialis wiesen
vergleichbare Veranderungen in ahnlicher Auspragung auf. Die histologische
Untersuchung von Rickenmark und Plexus brachialis bei den Kontrolltauben verlief
uberwiegend 0.b.B., allerdings zeigten drei Tauben geringgradige Veranderungen. Bei
einer Taube (Tex6) wurde eine geringgradige Neuronendegeneration in den
Spinalganglien und geringgradige mononukleare Infiltrate im perineuronalen
Bindegewebe im Bereich der Spinalnerven festgestellt. Zwei weitere Tauben (Tex3 und
Tex7) wiesen geringgradige mononukleare Infitrate in den Spinalnerven im Bereich des

Plexus brachialis auf.
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Abb. 6: Histopathologische Befunde an Rickenmark und Spinalganglion.

Die histopathologische Untersuchung des ZNS zum Zeitpunkt ausgepragter nervaler
Symptomatik (7.,8.,9. und 21.Tg.p.ch) ergab bei allen zehn untersuchten APMV-1
infizierten Tauben ausgepragte Veranderungen des Ruckenmarks und des Plexus
brachialis. Die Panmyelopathie zeigte sich in Form von vakuolarer Degeneration (A —
leichter Status spongiosus), Gliose (A und B - starke Gliazellproliferation, C und D -
leichte Gliazellproliferation) sowie Degenerationen von Neuronen (B,C,D %) und
Gliazellen vor allem in der grauen Substanz. A und C: Ruckenmark, B und D:
Spinalganglion, Z: Zentralkanal

(Vergrofderung: x 78 (A), x 200 (B,D), x 210 (C))
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Bei der histologischen Untersuchung des Gehirns waren sowohl bei den
Kontrolltauben, als auch bei den infizierten Tauben alle untersuchten Anteile (Endhirn,

Zwischenhirn, Mittelhirn und Rautenhirn mit dem Kleinhirn) unverandert.

Tab. 6: Histopathologische Befunde am ZNS bei Tauben der Gruppe D

ZNS Tg.p.ch. 7 8 9 21
Taube | F52|177 | F31|Fe6 | F39 | F50 |Fa1| Fe7 | Fe5 | 174
Ruckenmark
\Vakuolare Degeneration ++ | 4+ | 4+ - ++ | ++ - ++ - -
Gliazell-Proliferation o o I I B e e s IS - - -
Neuronen-Degeneration - - - ++ | | A - | A | |+t
Gliazell-Degeneration - - - ++ | ++ - + ++ | ++ -
mononukledre|perineuronal | ++ | ++ | ++ - - ++ - - +++ | -
Infiltrate  |Bindegewebe| - - A e - -
Spinalganglien
mononukleére Infiltrate - - - ++ | ++ + - - - -
Gliaproliferation - - - - - + ++ - _ i
Neuronendegeneration - - - ++ - ++ + | +++ - -
Plexus brachialis
. lim Nerv ++ - - + - ++ + | +++ - +
mononukleare——;
Infiltrate pgrlneuronal +++ | +++ - - +++ | - - -
Bindegewebe| +++ - +++ | | FHE | |+ ++ | +++ |+
\Vakuolare Degeneration - ++ - - - - - ++ +
Ganglien des Plexus brachialis
Gliazell-Proliferation +++ | ++ - - + + - - - -
mononukleére Infiltrate + + + | | | - - - - -
Neuronen-Degeneration - ++ - ++ - + - - - -
\Vakuolare Degeneration - - + - - - - - - -

- obB, + geringgradig, ++ mittelgradig, +++ hochgradig

4.1.5. APMV Antigennachweis (Immunféarbung)

Bei den Proben vom ZNS (Gehirn, Rickenmark) sowie des Plexus brachialis von
Tauben der Gruppe D, die am 7.,8.,9. und 21.Tg.p.ch. seziert wurden, wurde zusatzlich
zur histopathologischen Untersuchung ein Nachweis von APMV-1 Antigen mittels

immunhistochemischer Farbung durchgefihrt. Als Negativ-Kontrolle dienten wiederum



Ergebnisse 58

die sieben uninfizierten Texaner-Tauben. Von den Tauben vom 7., 8. und 9.Tg.p.ch.
wurde aufgrund der beschriebenen starken histopathologischen Veranderungen am
Pankreas und den serésen Uberziigen am Verdauungstrakt vergleichend eine
immunhistochemische Farbung von Pankreas und Duodenum durchgefuhrt. Bei der
immunhistochemischen Farbung des Nevengewebes konnte bei den Tauben vom 7., 8.
und 9.Tg.p.ch. sowie bei einer von vier untersuchten Tauben vom 21.Tg.p.ch. APMV-1
Antigen dargestellt werden (Abb. 7). Das APMV-1 Antigen wurde hauptsachlich in der
grauen Substanz, die auch die starksten histopathologischen Veranderungen gezeigt
hatte, lokalisiert. Am ausgepragtesten war das Signal in den ventralen Hornern, etwas
schwacher in den dorsalen Hornern und vereinzelt in der Pars intermedia (Tab. 7).
Dabei waren, neben degenerierten Neuronen, Bereiche mit vakuolarer Degeneration
und auch solche mit Gliaproliferation deutlich APMV-1 positiv. Auch in vital
erscheinenden Neuronen war APMV-1 Antigen nachweisbar. Bei drei Tauben waren
auch Neuronen in den Spinalganglien deutlich APMV-1 positiv. Bei der Taube vom
21.Tg.p.ch. zeigte nur das Rickenmark mittelgradig positive APMV-1 Reaktionen, die in
einem der dorsalen, wie auch in beiden ventralen Hornern nachweisbar war.

Bei der immunhistochemischen Farbung von Pankreas und Duodenum konnte zu
keinem Zeitpunkt nach Infektion APMV-1 Antigen in einem der Organe oder in den
serésen Uberziigen in diesem Bereich dargestellt werden

Bei keiner der sieben uninfizierten Texaner-Tauben, die als Kontrolle mitgefiuhrt

wurden, konnte ein APMV-1 positives Signal nachgewiesen werden.

Tab. 7: Immunhistochemische Farbung des Nervengewebes
Tg.p.ch. 7 8 9 21
Taube F52 | 177 | F31 | F66 | F39 | F50 | F67 | F41 | F65 | | 74
Cornu dorsale ++ + + + ++ - ++ - - -
Cornu ventrale +++ | ++ + | A+ | A | | - - -
Pars intermedia - - | | ++ + ++ - - - -
Neuronen der Spinalganglien| ++ - - |+ - - - - -

- obB, + geringgradig, ++ mittelgradig, +++ hochgradig



Ergebnisse

59

X y s r
o Y f
- L. e
s .\v
" it . .(\.‘ -
’ ' » %‘ # "
. i 3& -
~ ‘}t s % G " 8%
l‘:“JA[ : i’b - ,:’ 3 = “'ml B y
> g% ’; i _ 1-_7 10um

Abb. 7: Immunhistochemischer Nachweis von APMV-1 Antigen im
Ruckenmark experimentell infizierter Tauben.

Nach Auftreten zentralnervoser Symptome wurden Tauben zwischen dem 7. und 9.
sowie 21 Tage nach der Infektion getdtet und das Ruckenmark im Bereich des
Plexus brachialis entnommen. Mittels immunhistochemischen Nachweis (siehe
Material und Methoden) lie® sich Antigen in Form von roten Einschlusskdrperchen
sowohl im Cytoplasma vital erscheinender Nervenzellen (A,C,D) als auch
degenerierter Nervenzellen dargestellen, desweiteren in Bereichen mit vakuolarer
Degeneration (B) bzw. Gliazellproliferation.

(Vergroflerung: x 2200 (A), x 950 (B), x 350 (C), x 480 (D)
Fluoreszenzmikroskopisch: grin (C), blau (D))
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4.2. Uberprufung der Schutzwirkung einer Taubentyp APMV-1
(pPMV-1) Impfung

Fir die Impfstoffprifung einer homologen Taubentyp APMV-1 (pPMV-1) Vakzine
wurden die Tauben drei, sechs, neun und zwolf Monate (Gruppe A, B, C und D) nach
der Impfung einer Belastungsinfektion unterzogen. Analog zu der Betrachtung der
infizierten Kontrolltauben wurden klinische Krankheitsanzeichen, Virusausscheidung
und pathologisch-anatomische Veranderungen sowie die Ausbildung

histopathologischer Veranderungen Uberprtift.

4.2.1. Klinischer Verlauf nach APMV-1 Belastungsinfektion bei

geimpften Tauben

Die geimpften Tauben (Impflinge) zeigten im Anschluss an die Belastungsinfektion, die
drei, sechs und neun Monate nach der Impfung durchgefihrt wurde (Gruppe A, B und
C) keinerlei klinische Symptomatik einer APMV-1 Erkrankung (Tab. 8). Von den 15
Impflingen in der Gruppe D, die der Belastungsinfektion zwolf Monate nach der Impfung
ausgesetzt wurden, blieben elf Tauben ebenfalls klinisch ohne jegliche sichtbare
Krankheitsanzeichen.

Bei drei Tauben der Gruppe D wurde ab dem 9. bis 13.Tg.p.ch. bei physiologischer
Haltung der Flugel ein dezentes Flugelzittern beobachtet. Im Vergleich zu den
ungeimpften Tieren war dieses jedoch sehr feinschlagig. Das dezente Flugelzittern
entsprach in der Auspragung nicht den Symptomen der ungeimpften Tauben und
wurde somit als nicht spezifisch fir die APMV-1 Infektion gewertet (in der Tabelle durch
die Angabe in Klammern verdeutlicht).

Eine Taube lie3 dagegen klinische Krankheitsanzeichen erkennen. Bei der Taube (E8)
fiel ab dem 8.Tg.p.ch. bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes von 21 Tagen eine
reduzierte Flugfahigkeit auf, die sich vom 14. bis zum 18.Tg.p.ch. zur Flugunfahigkeit
ausweitete. Die Flugunfahigkeit ging dabei nicht mit einer Fligellahmung einher,
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sondern wurde durch unkoordinierten Einsatz des linken Fligels gegenliber dem
gleichmassig schlagenden rechten Fllgel verursacht.

Daraus ergibt sich die Grundlage fur die Berechnung der klinischen Parameter
Klinischer Pathogenitatsindex (KPI) und prozentualer Anteil kummulativ erkrankter
Tauben, in die drei Tauben mit unspezifischen Flugelzittern nicht miteinbezogen
wurden. Fir die Gruppe D spiegeln die Werte die geringe Haufigkeit klinischer
Symptomatik wider: Der KPI betragt hier 0,04 und der prozentuale Anteil der
kummulativ erkrankten Tauben 7,7 %. Entsprechend dem Fehlen klinischer
Symptomatik in den Gruppen A-C ergibt sich fur diese Gruppen sowohl beim KPI als
auch beim prozentualen Anteil der kummulativ erkrankten Tauben der Wert Null (Tab.
8).
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Tab. 8:

Klinischer Verlauf der APMV-1 Belastungsinfektion bei geimpften

Tauben im Gruppenvergleich

Gr.A n=12|Gr.B n=16| Gr.C n=9 Gr.D n=15
cla2|e 2|2l s = 1 |22
c£3|gleE|g|e5|E| e & | & |53

W v} v} c
ditigit i AR N
=2 =22 =B = 5| F |38
E =E =N = «Q 5 =E
w @ w LS\ @
= = Y Q: =
o o o = o
S =} S «Q o T =}
Y 2 oy S 2
® ® o v o @
Tg.p.ch. &

1-3 12 0 16 0 9 0 15 0
4 12 0 16 0 9 0 15 0
5 12 0 16 0 9 0 15 0
6 12 0 16 0 9 0 15 0
7 12 0 16 0 9 0 15 0
8 12 0 16 0 9 0 14 1 7,7
9 [|12] o [16] o | 9] o [14] 1 (1) 7.7
10 12 0 16 0 9 0 14 1 7,7
11 12 0 16 0 9 0 14 1 7,7
12 12 0 16 0 9 0 14 1 | 7,7
13 [12] o [16] 0o [ 9] o [14] 1 2] 7.7
14 12 0 16 0 9 0 14 1 (2)| 7,7
15 [12] o [16] o [9] o [14 1 1y 0] 77
16 [12] o [16] 0 [ 9] o [14 1 1) ] 77
17 [12] o [16] 0 [ 9] o [14 1 11y ] 77
18 [12] o [16] 0 [ 9] o [14 1 1) ] 77
19 [12] o [16] o [ 9] o [14] 1 lml 77
20 [12] o [16] o [9] o [14] 1 2 (1] 77
21 [12] o [16] o [9] o |14] 1 2 M| 77

KPI: 0 KPI: 0 KPI: 0 KPI: 0,04

Belastungsinfektion nach 3 Monaten (Gruppe A), 6 Monaten (Gruppe B),
9 Monaten (Gruppe C) und 12 Monaten (Gruppe D).
Leere Kastchen bedeuten den Wert Null, in Klammern angegebene Zahlen

eine dezente Auspragung der Symptomatik
' Anteil der kummulativ erkrankten Tauben in Prozent bezogen auf die urspriingliche

Gruppengroésse (n)
KPI: Klinischer Pathogenitatsindex, siehe Material und Methoden
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4.2.2. Virusausscheidung nach APMV-1 Belastungsinfektion bei

geimpften Tauben

Bei den geimpften Tauben zeigte sich eine deutlich reduzierte Virusausscheidung (Tab.
9). Es wurde nur aus einem Kloakentupfer, bei einem Probenumfang von insgesamt 52

Tupfern, von einer Taube aus der Gruppe A am 7.Tg.p.ch. Virus reisoliert.

Tab. 9: Virusauscheidung bei den geimpften Tauben
Tage nach Infektion (Tg.p.ch.)

Impflinge 7 14 21

Gruppe A 1/12 0/12 0/12
Gruppe B 0/16 0/16 0/16
Gruppe C 0/9 0/9 0/9
Gruppe D 0/15 0/15 0/15
Gesamt 1/52 0/52 0/52

positive Kloakentuper / Gesamtanzahl der Tupferproben

4.2.3. Pathologisch-anatomische Befunde nach APMV-1

Belastungsinfektion bei geimpften Tauben

In allen Gruppen waren bei der pathologisch-anatomischen Untersuchung geimpfter
Tauben nach der Belastungsinfektion die Organe des Atmungstraktes (obere Luftwege,
Lunge, Luftsacke), die Organe des Urogenitaltraktes (Nieren, Harnleiter, Gonaden)
sowie Herz und auch der Magen-Darm-Trakt unauffallig. Die parasitologische
Untersuchung wies keine adulten Parasiten oder parasitare Entwicklungsstadien nach.
Ebenso konnte in keiner der Gruppen eine pathologische Veranderung des Pankreas

festgestellt werden. Bei insgesamt 13 der 52 Impflingen war als einzige
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makroskopische  Veranderung eine geringgradige  Milzschwellung (leichte
Langenzunahme auf Uber 1,2 cm) sichtbar. Dies entspricht 25 % der Tauben. Nur bei
einer dieser 13 Tauben wurde eine hochgradige Schwellung (Ldngenzunahme auf Uber
2 cm und deutliche Dickenzunahme) festgestellt. Von insgesamt zwolf Impflingen in der
Gruppe A, die drei Monate nach der Impfung der Belastungsinfektion ausgesetzt
wurden, wiesen elf Tiere eine leichte Langenzunahme auf und stellen damit den
Uberwiegenden Anteil der Tiere mit einer Milzschwellung. Analog zu den ungeimpften
Tieren wurde auch bei einigen Impflingen eine Fettleber vorgefunden (in der Gruppe C
und D).

4.2.4. Histopathologische Befunde nach APMV-1

Belastungsinfektion bei geimpften Tauben

Als histopathologische Befunde nach der APMV-1 Belastungsinfektion konnten bei
ungeimpften Tauben Veranderungen der serdsen Uberziige der Organe, der Niere, der
Nebenniere und des Pankreas festgestellt werden. Bei einigen der insgesamt 52
geimpften Tauben (Impflinge) wurden in geringem Umfang Veranderungen im Sinne
einer nicht-eitrigen Serositis gefunden: Eine von zwoIf Tauben der Gruppe A, eine von
neun Tauben der Gruppe C und vier von 15 Tauben der Gruppe D zeigten eine
geringgradige, auf ein Organ beschrankte Serositis, v.a. am Duodenum bzw.
lleojejunum. Auffallig war die Gruppe B, bei der immerhin acht der 16 Impflinge diesen
histopathologischen Befund aufwiesen und sich bei zwei Tauben die Serositis zudem
als nicht-eitrige Polyserositis auf mehrere Organe ausdehnte. Bis auf diese zwei
Ausnahmen beschrankte sich die Serositis auf das Vorliegen von kleineren
mononuklearen Infiltraten im Vergleich zu umfangreichen Ansammlungen
mononuklearer Infiltrate, wie sie bei den ungeimpften Tieren nach der APMV-1 Infektion
gefunden worden waren. Desweiteren wurde bei den Impflingen keine Zellproliferation
beobachtet, die die nicht-eitrige Polyserositis der ungeimpften Tauben so eindrucksvoll

auspragt hatte.
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Geringgradige mononukleare Infiltrate in der Nebenniere wurden bei 13 Impflingen
festgestellt, im Pankreas dagegen nur bei vier Tauben. Bei keinem der 52 Impflinge
wurden Nekrosen in der Nebenniere oder im Pankreas gefunden.

Eine interstitielle Nephritis war bei 39 der 52 geimpften Tauben feststellbar. Sie lag
uberwiegend in geringgradiger Auspragung vor, lediglich bei einer Taube wurde eine
mittelgradige interstitielle Nephritis befundet. Dass die Haufigkeit und Auspragung der
interstitiellen Nephritis bei den geimpften Tauben mit den Negativkontroll-Tauben
vergleichbar ist, verdeutlicht der Histologische Pathogenitatsindex (HPI). Er variiert bei
den Impflingen 0,625 bis 0,917 und betragt im Durchschnitt 0,78 und liegt damit in einer
Grossenordnung, wie sie mit einem Wert von 0,714 bei den Negativkontrolltauben zu
finden ist (Tab. 10).

Der HPI fur mononukledre Infiltrate in der Nebenniere zeigt mit einem Wert von
durchschnittlich 0,291, dass diese dort haufiger zu finden waren als mononukleare
Infiltrate im Pankreas mit einem HPI von durchschnittlich nur 0,07.

Der HPI der nicht-eitrigen Serositis bei den Gruppen A, C und D mit 0,083 bis 0,267
dicht beieinander, flr die Gruppe B hingegen errechnet sich abweichend hoher Wert
von 0,5. Dies spiegelt die Beobachtung wider, dass in der Gruppe A, C und D nur
einzelne Tauben, in der Gruppe B jedoch immerhin die Halfte der Tiere eine nicht-
eitrige Serositis zeigten.

Mononukleére Infiltrate der Leber sind mit einem durchschnittlichen HPI von 1,261 bei

den Impflingen zu finden.

Legende zu Tabelle 10:

Darstellung der histopathologischen Befunde APMV-1 geimpfter Tauben nach Belastungsinfektion im
Gruppenvergleich. Zeitpunkt der Belastungsinfektion nach 3 Monaten (Gruppe A), 6 Monaten (Gruppe
B), 9 Monaten (Gruppe C) und 12 Monaten (Gruppe D). n = Anzahl der histologisch untersuchten Tauben
Neg.kontrollen = ungeimpfte, uninfizierte Kontrolltauben

+ geringgradige, 2+ mittelgradige Veranderungen

Duod. = Duodenum, Pankr. = Pankreas, NN = Nebenniere, Inf. = Infiltrate

HPI: Histopathologischer Pathogenitatsindex, siehe Material und Methoden

] Hinterlegt: Histopathologische Befunde, die bei ungeimpften, APMV-1 infizierten Tauben, aber nicht
bei den Negativkontrolltauben feststellbar waren (siehe Tab.XY).
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Tab. 10: Darstellung der histopathologischen Befunde APMV-1 geimpfter

Tauben nach Belastungsinfektion im Gruppenvergleich
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4.2.5. Moglichkeiten der Uberprifung der Schutzwirkung im
Vergleich von ungeimpften und geimpften APMV-1 infizierten

Tauben

Zur Uberpriifung, ob die Tauben durch die Impfung gegeniiber der experimentellen
Belastungsinfektion messbar geschutzt sind, wurden die Daten, soweit dies mdglich
war, einer statistischen Auswertung unterzogen. Der x*-Test wurde bei den Daten
bezuglich der klinischen Krankheitsanzeichen und histopathologischer Veranderungen
angewendet und sollte abklaren, ob die beobachteten Unterschiede signifikant sind.
Der x2-Test wurde im SAS-System berechnet und der betrachtete Unterschied ist

signifikant, wenn p Werte < 0,05 annimmt.

4.2.5.1. Statistische Auswertung des Vergleichs der Ausserung
klinischer Krankheitsanzeichen geimpfter und ungeimpfter

Tauben nach APMV-1 Belastungsinfektion

Fir die statistische Uberpriifung, ob die Unterschiede bei der Ausserung klinischer
Krankheitsanzeichen infolge der APMV-1 Belastungsinfektion zwischen ungeimpften
und geimpften Tauben signifikant sind, wurde als Merkmal in gesund und krank
unterschieden. Als krank wurden Tauben eingestuft, die fir die APMV-1 Infektion
spezifische Krankheitssymptome zeigten. Nicht in die Bewertung miteinbezogen
wurden unspezifische Symptome bzw. zwei Tauben aus der Gruppe C, die nur an
einem bzw. zwei Tagen vorubergehendes Flugelzittern zeigten, dass sich klinisch
wieder besserte. Ein drittes Merkmal fur verendete Tauben, wurde aufgrund fehlender
selbstandiger Todesfalle nicht generiert.

Die Tauben wurden einmal insgesamt betrachtet, wobei alle Gruppen
zusammengefasst wurden (Tab.11). Mit einem Erkrankungsfall bei den geimpften
Tauben gegenuber 26 bei den ungeimpften Tauben errechnete sich fir p der Wert
0,000 und somit liegt ein signifikanter Unterschied vor. Auch bei der Betrachtung der

einzelnen Altersgruppen, insbesondere der Gruppe D mit dem langsten Interval
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zwischen Impfung und Belastungsinfektion von 12 Monaten, bestatigte sich die

Signifikanz.

Tab. 11:  Statitische Auswertung des Vergleichs
Krankheitsanzeichen geimpfter und ungeimpfter Tauben
nach APMV-1 Belastungsinfektion
Gruppe |Klin.Status | Impflinge | Kontrollt. | x*>Wert p
Gesamt |—9esund o1 13 1 44767 | 0,000

krank 1 26

A gesund 12 4 9,000 | 0,002
krank 0 6

B gesund 16 4 13,745 | 0,000
krank 0 7

C gesund 9 2 9,351 | 0,002
krank 0 5

D gesund 14 3 12,236 | 0,001
krank 1 8

Auswertung mittels x>-Test im Vergleich insgesamt sowie der einzelnen
Altersgruppen. Zeitpunkt der Belastungsinfektion nach 3 Monaten (Gruppe

A), 6 Monaten (Gruppe B), 9 Monaten (Gruppe C) und 12 Monaten

(Gruppe D).

Der Unterschied zwischen geimpften (Impflingen) und ungeimpften
Tauben (Kontrollt.) ist signifikant wenn p < 0,05.

4.2.5.2. Statistische Auswertung des Vergleichs der

Virusauscheidung von geimpften und ungeimpften Tauben

nach APMV-1 Belastungsinfektion

klinischer

Eine Uberpriifung, ob die mittels Kloakentupfer gemessene Virusausscheidung

geimpfter Tauben signifikant geringer war gegenuber den ungeimpften Tauben, lasst

sich nur an den Ergebnissen vom 7.Tg.p.ch. durchfihren. Da am 14. und am

21.Tg.p.ch. auch bei den ungeimpften Tauben keine Virusausscheidung mehr

feststellbar war, kann sich hier auch kein Unterschied zu den geimpften Tauben
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ergeben. Fur den Vergleich der Ergebnisse vom 7.Tg.p.ch. errechnet sich ein x*>-Wert
von 31,326 und mit p = 0,001 eine Signifikanz des Unterschiedes (Tab. 12).

Tab.12: Statitische Auswertung des Vergleichs der Virusausscheidung

geimpfter und ungeimpfter Tauben nach APMV-1 Belastungsinfektion

Virusausscheidung / Kloakentupfer
Tg.p.ch. Tupfer Impflinge Kontrollt. x>-Wert p

7 positiv 1 19 31,326 | 0,001
negativ 51 17

14 positiv 0 0 n.b, n.b.
negativ 52 20

21 positiv 0 0 n.b, n.b.
negativ 52 20

Auswertung mittels x*-Test. Der Unterschied zwischen geimpften (Impflingen)
und ungeimpften Tauben (Kontrollt.) ist signifikant wenn p < 0,05.
n.b. = nicht zu berechnen

4.2.5.3. Statistische Auswertung des Vergleichs histopathologischer
Veranderungen geimpfter und ungeimpfter Tauben nach
APMV-1 Belastungsinfektion

Fir die statistische Uberpriifung, ob die Unterschiede bei der Betrachtung der
histopathologischen Befunde von ungeimpften und geimpften Tauben nach APMV-1
Belastungsinfektion signifikant sind, wurden vier Merkmale generiert. Neben der
Bewertung 0 fur das Fehlen einer Veranderung, wurden geringgradige (1+),
mittelgradige (2+) und hochgradige (3+) Veranderungen eines Organs unterschieden.
Dadurch konnte nicht nur das Vorliegen einer histopathologischen Veranderung als
solches verglichen werden, sondern auch der unterschiedliche Auspragungsgrad
miteinbezogen werden. Deutlich wird dies bei Betrachtung der interstitiellen Nephritis
(Tab. 13-A). Dieser Befund konnte sowohl bei ungeimpften als auch bei geimpften
Tauben gestellt werden, bei geimpften Tieren allerdings in Uberwiegend geringgradiger

Auspragung. Dagegen zeigten mehr als die Halfte der ungeimpften Tauben eine mittel-
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oder hochgradige Auspragung. Der x*Test ergab hier sowohl fur alle Gruppen
insgesamt als auch fur jede Altersgruppe im einzelnen eine Signifikanz des
Unterschieds. Ahnlich verhalt es sich bezlglich der nicht-eitrigen Polyserositis (Tab. 13-
F). Fur die Betrachtung der Gruppen insgesamt ergibt sich mit einem Wert fur p von
0,001 eine Signifikanz des Unterschiedes zwischen geimpften und ungeimpften
Tauben. Auch fur die einzelnen Altersgruppen B, C und D nimmt p Werte < 0,05 an,
obwohl in der Gruppe B acht geimpfte Tauben ebenfalls eine geringgradige nicht-eitrige
Serositis aufwiesen. In dieser Gruppe zeigten vier ungeimpfte Tauben eine
mittelgradige Auspragung der Polyserositis und so errechnet sich ein signifikanter
Unterschied auch fur diese Gruppe. Bei der Altersgruppe A, die 3 Monate nach Impfung
der Belastungsinfektion ausgesetzt wurde, ist dies aufgrund der geringen Haufigkeit
des Befundes bei den ungeimpften Tauben nicht der Fall. Bezlglich der monozytaren
Infiltrate im Pankreas errechnen sich signifikante Unterschiede zwischen geimpften und
ungeimpften Tauben fur alle Gruppen insgesamt und fur die Gruppen B und D (Tab. 13-
D). In der Gruppe A wurde der Befund funfmal bei ungeimpften und nur einmal bei
geimpften Tauben gestellt. Jedoch ergibt die x2>-Wert Berechnung keinen signifikanten
Unterschied. Ebenso verhalt es sich in der Gruppe C, in der der Befund nur bei drei
ungeimpften Tauben feststellbar war, jedoch bei keiner geimpften. Bei dem zweiten
histopathologischen Befund am Pankreas, den Nekrosen, spiegelt die x2Wert
Berechnung den Umstand wider, dass dieser Befund in der Gruppe D am haufigsten
angesprochen wurde (Tab. 13-E). Nur fur die Gruppe D sowie fur alle Gruppen
insgesamt, Iasst sich die Signifikanz des Unterschiedes berechnen und p nimmt Werte
< 0,05 an. Die monozytaren Infiltrate in der Nebenniere ergeben in der Berechnung
eine Signifikanz des Unterschiedes nur fir die Gruppe B und fir alle Gruppen
insgesamt (Tab. 13-B). Die Nekrosen der Nebenniere entziehen sich weitestgehend der
Berechnung, da der Befund in den Gruppen A, B und C weder bei geimpften noch bei
ungeimpften Tauben festgestellt wurde (Tab. 13-C). Fir die betroffene Gruppe D
(Belastungsinfektion 12 Monate nach der Impfung) sowie fur alle Gruppen insgesamt
ergibt sich keine Signifikanz des Unterschiedes. Die Uberpriifung einer Signifikanz
eines Unterschiedes bezuglich histopathologischer Befunde an der Leber, ergibt

dreimal Werte fir p < 0,05 (Tab. 13-G und H): Bei den monozytaren Infiltraten in der
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Leber fur die Gruppe A und bei degenerativen Veranderungen fur die Gruppe B und flr

alle Gruppen insgesamt. Dabei war der x>-Test viermal nicht berechenbar.

Insgesamt bleibt bei der statistischen Auswertung des x>-Testes zu betonen, dass die
Ergebnisse aufgrund der zum Teil geringen Gruppengrdssen vorsichtig zu bewerten

sind.

Tab. 13 (A-H): Statitische Auswertung des Vergleichs der histopathologischen

Befunde geimpfter und ungeimpfter Tauben nach APMV-1

Belastungsinfektion

Tab. 13-A: Interstitielle Nephritis

Niere interst. Nephritis 0 1+ 2+ 3+ | x>Wert p

Gesamt  |mpflinge 14 138 L 1 1 0 139087 | 0,001
Kontrolltiere 2 14 | 16 7

Gruppe A [mpflinge 1 11110 [ 01 6349 {0042
Kontrolltiere 0 6 4 0

Gruppe B |Impflinge 6 1101 0 | 0 |43884 |0,003
Kontrolltiere 2 2 6 1

Gruppe ¢ |Impflinge 3 15 1 110§ g5 | 0,023
Kontrolltiere 0 1 3 3

Gruppe D |Impflinge 3 11210 1 0 |44540 | 0,009
Kontrolltiere 0 5 3 3
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Tab. 13-B:

Monozytare Infiltrate in der Nebenniere

Nebenniere Imonozytare Inf. 0 1+ 2+ 3+ | x*Wert p

Gesamt Impflinge 23 | 131 0 | 0 | 7434 | 0,020
Kontrolltiere 12 | 12 5 0

Gruppe A |Impflinge 3 1010101 457 |0466
Kontrolltiere 7 1 3 0

Gruppe B |Impflinge 1013 10101 g081 |0048
Kontrolltiere 2 3 2 0

Gruppe ¢ |Impflinge 3 1210 10§ (400 |0527
Kontrolltiere 2 3 0 0

Gruppe D |Impflinge 718 1010 | 4027 |0870
Kontrolltiere 5 5 0 0

Tab. 13-C: Nekrosen der Nebenniere

Nebenniere [Nekrosen 0 1+ 2+ 3+ | x>Wert p

Gesamt Impflinge 3610 1010} 3531|0171
Kontrolltiere 29 1 2 0

Gruppe A Impflmgg 3 0 0 0 n.b. n.b.
Kontrolltiere 7 0 0 0

Gruppe B Impfhngg 13 0 0 0 n.b. n.b.
Kontrolltiere 7 0 0 0

Gruppe C Impfhngg S 0 0 0 n.b. n.b.
Kontrolltiere 5 0 0 0

Gruppe D |Impflinge 1510 1 0101 3877 | 0144
Kontrolltiere 10 1 2 0
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Tab. 13-D: Monozytare Infiltrate im Pankreas

Pankreas

monozytare Inf.

Tab. 13-E:

0 1+ 2+ 3+ |[x*Wert| p

Gesamt Impflinge ar 1 4 1 0 | 0 | 57481 | 0,001
Kontrolltiere 17 9 12 1

Gruppe A |Impflinge M1 10101 4909 |0,086
Kontrolltiere 5 4 1 0

Gruppe B |Impflinge 15111010 [ 45813 | 0,004
Kontrolltiere 4 3 4 0

Gruppe ¢ |Impflinge 8 1010101 4286 | 0117
Kontrolltiere 4 1 2 0

Gruppe D |Impflinge 1312 10 1| 0 | 45899 | 0,001
Kontrolltiere 2 0 5 4

Nekrosen des Pankreas

Pankreas Nekrosen 0 1+ 2+ 3+ | x*Wert p

Gesamt Impflinge 5110 1 0 1 0 f55447 | 0,001
Kontrolltiere 23 3 7 6

Gruppe A |Impflinge 1210 10101 3447 | 037
Kontrolltiere 10 1 1 1

Gruppe B |Impflinge 10 10101 5644|0267
Kontrolltiere 11 1 0 1

Gruppe ¢ |Impflinge 8 1010101 5015|0365
Kontrolltiere 7 1 1 0

Gruppe D |Impflinge 1510 1010 | 9087 | 0,011
Kontrolltiere 11 0 5 4
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Tab. 13-F:

Nicht-eitrige Polyserositis

Insgesamt  (Serositis 0 1+ 2+ 3+ | x>Wert p

Gesamt Impflinge 38 | 1410 | 0 | 475 0,001
Kontrolltiere 16 | 13 8 2

Gruppe A |Impflinge M1 10101 573 | 0255
Kontrolltiere 7 1 2 0

Gruppe B |Impflinge 8 1 8 1010 g917 |0,031
Kontrolltiere 4 3 4 0

Gruppe ¢ |Impflinge 8 | 110 10 3483 | 0,049
Kontrolltiere 3 4 0 0

Gruppe D mpflinge M1 410101 9962 |0,019
Kontrolltiere 2 5 2 2

Tab. 13-G: Monozytare Infiltrate in der Leber

Leber monozytéare Inf. 0 1+ 2+ 3+ | x>Wert p

Gesamt Impflinge 11351161 0 | 5378 | 0,005
Kontrolltiere 1 20 13 4

Gruppe A |Impflinge 0 | 71510} 7875 |0,005
Kontrolltiere 0 0 9 0

Gruppe B |Impflinge 114111101 795 | 0064
Kontrolltiere 1 2 4 4

Gruppe C Impﬂlng(.a 0 9 0 0 n.b. n.b.
Kontrolltiere 0 7 0 0

Gruppe D Impﬂmgg 0 15 0 0 n.b. n.b.
Kontrolltiere 0 11 0 0
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Tab. 13-H: Degenerative Veranderungen in der Leber

Leber Degeneration 0 1+ 2+ 3+ | x“Wert p

Gesamt Impflinge 491 2 | 1 1 0 | 45128 | 0,006
Kontrolltiere 28 | 10 0 0

Gruppe A | Impflinge 121 0 1 0101 5947 | 0086
Kontrolltiere 7 2 0 0

Gruppe B |Impflinge 1312 1110 145976 | 0,006
Kontrolltiere 3 8 0 0

Gruppe C Impﬂmg(.e 9 0 0 0 n.b. n.b.
Kontrolltiere 7 0 0 0

Gruppe D Impfl|ng§ 15 0 0 0 n.b. n.b.
Kontrolltiere 11 0 0 0

Legende zu Tab. 13 (A-H):

Auswertung mittels x*>-Test zum Vergleich histopathologischer Befunde von geimpften
und ungeimpften Tauben flir alle Gruppen insgesamt sowie jeweils der einzelnen
Altersgruppen.

Zeitpunkt derAPMV-1 Belastungsinfektion nach 3 Monaten (Gruppe A), 6 Monaten
(Gruppe B), 9 Monaten (Gruppe C) und 12 Monaten (Gruppe D).

Der Unterschied zwischen geimpften (Impflingen) und ungeimpften Tauben (Kontrolit.)
ist signifikant wenn p < 0,05. n.b. = x2-Test ist nicht zu berechnen
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5. Diskussion

Die vorgestellte Arbeit prasentiert Ergebnisse, die im Rahmen einer Impfstoffprifung
eines APMV-1 Impfstoffes fur Tauben erarbeitet wurden. Die Wirksamkeitsprufung
erfolgte gemal dem Europaischen Arzneibuch der Europaischen Gemeinschaft
(Pharmeuropa, 1995). Diese Richtlinie sieht ungeimpfte Kontrolltiere vor, bei denen
eine Belastungsinfektion die Erkrankung reproduziert. Bei den in dieser Studie
experimentell APMV-1 infizierten Kontrolltauben konnten die klassischen
neurologischen APMV-1 Krankheitsanzeichen der Taube reproduziert werden. Sie
wurden dominiert von motorischen Ausfallserscheinungen der Flligel und auf3erten sich
klinisch in Form von reduzierter Flugfahigkeit, Flugunfahigkeit, Flugelzittern mit
deutlichem Absinken der Handschwinge, Flugellahmung und Festliegen in Rickenlage.
Insgesamt lag der Anteil kummulativ klinisch erkrankter Tauben in den
unterschiedlichen Altersgruppen bei 60 bis 72,5 % bei einer Inkubationszeit von vier bis
neun Tagen. Symptome einer klinischen Allgemeinerkrankung wie Apathie, verminderte
Futteraufnahme  oder erhohte  Wasseraufnahme, die als  unspezifische
Anfangssymptome der Infektion gelten (Kaleta, 1992) oder Todesfalle wurden nicht
beobachtet. Dies ist bemerkenswert, da das verwendete APMV-1 Isolat mit einem ICPI
von 1.15 als mesogen einzustufen ist und bei naturlich APMV-1 infizierten Tieren eine
Mortalitat von bis zu 40 % beobachtet wird. Die moderate klinische Manifestation nach
experimenteller APMV-1 Infektion von Tauben deckt sich jedoch mit Beobachtungen
anderer Studien. Mehrere Untersuchungen berichten von lediglich moderaten
Erkrankungsraten und ausbleibenden oder nur vereinzelten Todesfallen nach
experimenteller APMV-1 Infektion (Kuchler, 1997; Meister, 1987; Polten, 1986). So
erkrankten beispielsweise nach intramuskuldrer Infektion von 10°® GKIEs, des
Taubentyp APMV-1 Stammes 1829/83 maximal 50 % der Tiere (Warrlich, 1988). Dabei
stellt die intramuskulare Applikation zwar einen unnaturlichen Infektionsweg dar, ist
aber als die starkste experimentelle Belastungsform anzusehen. So zeigen
Untersuchungen uber unterschiedliche Infektionswege am Wirtssystem Huhn, dass es
nur nach intramuskularer Belastungsinfektion zu Todesfallen kam, nicht jedoch nach
aerogener, ocularer oder nasaler Infektion (Beard and Easterday, 1967). Auch in

Tauben erreichte eine experimentelle Taubentyp APMV-1 Infektion mittels eye-drop
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oder oculo-nasaler Applikation, die eher dem natirlichen Infektionsweg entsprechen,
nur geringe Erkrankungsraten bei fehlender Mortalitat (Kichler, 1997; Barbezange und
Jestin, 2002). Bei der Belastungsinfektion mittels ,eye-drop* Applikation von 10 "' EIDsg
des Taubentyp APMV-1 Stammes R72/95 zeigten acht von 14 Kontrolltauben lediglich
Polyurie als Symptom der Infektion, jedoch keine zentralnervdosen oder nervalen
Symptome (Kichler, 1997). Infolge einer oculo-nasalen Belastungsinfektion, bei der
10 ° EIDsy des Taubentyp APMV-1 Stammes 99299 verwendet wurden, berichten
Barbezange und Jestin (2002), dass nach der Belastungsinfektion innerhalb eines
Beobachtungszeitraumes von bis zu 31 Tagen weder klinische Symptome noch
Todesfalle auftraten. Eine Blepharitis, die im Zusammenhang mit APMV-1 Infektionen
bei Tauben beschrieben ist (Kaleta, 1992), trat nach der in der Literatur beschriebenen
Infektion mittels Applikation des Virus ins Auge nicht auf. In der vorgestellten Studie
wurde allerdings eine beidseitige Blepharitis diagnostiziert. Da die betroffene Taube
oOfters in Ruckenlage vorgefunden wurde, ist als Ursache eine ,mechanische® Irritation

anzunehmen.

Ob die klinische Manifestation durch eine hohere Virus-Inokulationsmenge zu steigern
ware, bleibt fraglich. So belegen Untersuchungen zur Dosis-Wirkungsbeziehung der
experimentellen intramuskularen Taubentyp APMV-1 Infektion, dass sich die
Morbiditatsrate mit héheren Virusdosen mitunter auf 100 % steigern lasst (Meister,
1987). Jedoch lie3 sich dies nicht bei der Mortalitatsrate erreichen. Auch bei der
héchsten Infektionsdosis von 1,0 x 10 82 EIDs, waren keine Todesfalle zu verzeichnen.
Insgesamt ist daher nur von einer begrenzten Reproduzierbarkeit der Mortalitat durch
eine experimentelle APMV-1 Infektion in Tauben auszugehen. Fir die Auspragung der
APMV-1 Infektion werden daher verschiedene zusatzliche Faktoren diskutiert. Dies
deckt sich mit Beobachtungen aus der Praxis, bei der auch moderate Verlaufe mit
Morbiditatsraten zwischen 3 und 22 % und einer Mortalitdt von bis zu 5 % beschrieben
werden (Schusser et al., 1984; Richter, 1983; Vindevogel und Duchatel, 1986). Eine
mogliche Altersresistenz (Kuchler, 1997; Erickson et al.,, 1980), die zu einer
Abschwachung der klinischen Manifestation bei experimentellen APMV-1 Infektionen
beitragen koénnte, kann in dieser Studie nicht nachvollzogen werden. So stieg die

Anzahl kummulativ erkrankter Tauben mit zunehmendem Alter der Tiere von 60 auf
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72,5 % und der KPI von 0,41 bei der Gruppe A uUber 0,49 bzw. 0,53 bei den Gruppen B
und C auf 0,58 bei den altesten Tieren der Gruppe D. Andere mogliche Ursachen flr
die starkere Auspragung von Feldinfektionen waren belastende Begleitfaktoren, die den
Gesundheitsstatus ~ beeinflussen.  Dazu  zahlen neben  Haltungs-/  bzw.
Witterungsbedingungen maogliche unterschwellige parasitare Infestationen (z.B.
Trichomonadose, Kokzidiose) bzw. bakterielle oder virale Infektionen (z.B. Salmonellen,

Chlamydien oder Adenoviren).

Um in Bezug auf die Tiere, die keine klinischen Anzeichen der APMV-1 Infektion
zeigten, eine mogliche subklinische Infektion abzuklaren, wurden fur diese Studie als
weitere Parameter der APMV-1 Infektion die histopathologischen Veranderungen
bertcksichtigt sowie die Virusauscheidung erfasst. Analog zu den Kklinisch
neurologischen Symptomen im Bereich der Fligel wurden histologisch Veranderungen
des Plexus brachialis beobachtet. Neben einer nicht-eitrigen Panmyelopathie trat eine
nicht-eitrige Neuritis bzw. Ganglionitis auf. In den ventralen Hérnern der grauen
Substanz des Rlckenmarks liegen die somatomotorischen Kerngebiete, und die
Innervation der Flugel erfolgt durch die Nerven des Plexus brachialis (Dubbeldam,
1993). Veranderungen in diesem Bereich koénnen somit flr die motorischen
Ausfallserscheinungen verantwortlich gemacht werden (Fischer et al., 1986; Schusser
et al., 1984). In diesen schwer geschadigten Gebieten des Rickenmarks war APMV-1
Antigen nachweisbar. Dabei zeigten sowohl vital erscheinende Neuronen als auch
Bereiche mit vakuolarer Degeneration und mit Gliaproliferation sowie degenerierte
Neuronen ein deutliches Signal. Somit konnte die APMV-1 Virusreplikation unmittelbar
in Beziehung zu den histopathologischen Rickenmarks-Schadigungen gesetzt werden.
Zudem weisen die immunhistochemischen Befunde auf eine mogliche verlangerte
Virusreplikation im ZNS. So war in einer von vier untersuchten Proben vom 21.Tg.p.ch.
Antigen darstellbar, eine Virusausscheidung war jedoch in Kloakentupfern zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr nachweisbar. Da auch bei Tieren ohne klinische Manifestation
eine ausgepragte nicht-eitrige Panmyelopathie nachweisbar war, weisen diese Befunde
auf die Eignung der histopathologischen Untersuchung zum Nachweis einer
subklinischen APMV-1 Infektion Uber einen Zeitraum von 21 Tagen hin. Spezifische

Veranderungen konnten dementsprechend durch histologische Untersuchungen auch
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in anderen Organen nachgewiesen werden. Neben einer nicht-eitrigen Polyserositis
waren mononukledre Infiltrate und Nekrosen im Pankreas und Nekrosen in der
Nebenniere bei den APMV-1 infizierten Tieren nachzuweisen. Tauben der
Negativkontrolle, die weder geimpft noch infiziert wurden, wiesen diese Veranderungen
nicht auf. Die Befunde decken sich mit Beobachtungen anderer Autoren im
Zusammenhang mit einer APMV-1 Infektion bei Tauben. So werden bei natlrlich
APMV-1 erkrankten Tauben Schwellung des Pankreas, eine grau-weil3 fleckige
Beschaffenheit des Pankreas oder auch nekrotische Veranderungen des Pankreas
beschrieben (Fischer, 1986; Gylstorff und Grimm, 1998; Gerlach 1994, Schusser et al.,
1984). Von Schusser et al. (1984) wird im Zusammenhang mit spontanen APMV-1
Erkrankungen in Taubenbestanden in Osterreich eine Pankreasschwellung und
histologisch eine interstitielle Pankreatitis beschrieben. Auch bei Untersuchungen an
131 spontan APMV-1 erkrankten Tauben in Deutschland zeigten einige Tiere bei der
pathologisch-anatomischen Untersuchung eine grau-weil3-fleckige Beschaffenheit des
Pankreas, und histopathologisch wiesen 60 % der untersuchten Tiere interstitielle
mononukleare Infiltrate im Pankreas auf. Lymphoplasmatische Infiltrate und Nekrosen
im Pankreasparenchym werden auch in einem Fallreport Uber einen Ausbruch einer
APMV-1 Infektion bei Rassetauben in Kalifornien beschrieben und zusammen mit
histopathologischen Befunden am ZNS und einer lymphoplasmatischen, interstitiellen
Nephritis als typisch und konsistent fur die APMV-1 Infektion bewertet (Barton und
Bickford, 1991).

Neu und in der Literatur bisher nicht erwahnt ist der beobachtete Tropismus zu den
serdsen Uberziigen der Abdominalorgane. Eine nicht-eitrige Polyserositis zeigten mit
59 % uber die Halfte der ungeimpften APMV-1 infizierten Tauben. Diese bleibt
makroskopisch Uberwiegend unauffallig. Lediglich bei einer Taube der Gruppe D wurde
eine pathologisch-anatomisch sichtbare Serositis der Abdominalorgane in Form von
hellen, schmierigen Belagen und einer geringen Menge an fadenziehender Flissigkeit
im Abdominalraum festgestellt. Histopathologisch bestatigte sich bei dieser Taube eine
nicht-eitrige Polyserositis.

Bei drei der altesten Tauben aus der Gruppe D traten in der Nebenniere

Parenchymnekrosen auf. Eine morphologische Zuordnung zu den Interrenalzellen oder
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den Adrenalzellen war bei den Tauben jedoch nicht mdglich. Aufgrund des Tropismus
von APMV-1 zum Nervengewebe ware eine Schadigung der Adrenalzellen, die
funktionell dem Nebennierenmark entsprechen und die aus der Neuralleiste

abstammen (Sinowatz und Frewein, 1992; Harvey et. al, 1986), anzunehmen.

Als unspezifisch erwiesen sich die mononuklearen Infiltrate in der Nebenniere sowie die
Leberveranderungen, da diese ebenfalls bei den Tauben der Negativkontrolle
nachgewiesen wurden. In Bezug auf die Leber gelten Infiltrate von mononuklearen
Zellen im Parenchym allgemein bei der Klasse der Vogel aufgrund des regelmassigen
Auftretens als ,normaler” Zustand (Riddell, 1987). Eine mogliche Erklarung fur das
Auftreten dieser Befunde auch bei den Tauben der Negativkontrolle als allgemeiner
Hintergrund an  histopathologischen = Veranderungen, ist die alltagliche
Auseinandersetzung mit nicht pathogenen Keimen. In Anbetracht des Umstandes, dass
Tauben keine Lymphfollikel als vorgeschaltete Immunabwehr besitzen (Waibl und
Sinowatz, 1992; Glick, 1986), kdnnten solche alltaglichen, unterschwelligen Infektionen
zu diesen Hintergrund-Befunden fiuhren. Das Auftreten von Entziindungszellen in
Organen von gesunden Tieren erschwert ebenfalls die Beurteilung der in der Literatur
im Zusammenhang mit APMV-1 Infektionen beschriebenen nicht-eitrigen, interstitiellen
Nephritis (Kuchler, 1997; Richter et al., 1983; Schusser et al., 1984; Fischer, 1986). So
waren mononukleare interstitielle Infiltrate sowohl bei den APMV-1 infizierten als auch
bei den Tauben der Negativkontrolle in vergleichbarer Haufigkeit nachweisbar.
Allerdings war die Auspragung bei den Tieren der Negativkontrolle deutlich schwacher.
Um diese Unterschiede erfassen zu kdénnen und eine Spezifitat fur die APMV-1
Infektion verifizieren zu koénnen, wurde ein quantitativer Vergleich mit Hilfe des
Histologischen Pathogenitatsindex durchgefuhrt. Nach diesem Index ist die interstitielle
Nephritis bei den ungeimpften Kontrolltauben mit einem HPI von 1,4 bis 2,286
gegenuber den Tauben der Negativkontrolle (HPI: 0,714) starker ausgebildet. Die
Signifikanz des Unterschiedes, der sich bei vergleichbarer Haufigkeit des Befundes auf
den starkeren Auspragungsgrad bezieht, bestétigt sich in der statistischen Uberpriifung.
Damit wird auch die mittel- bis hochgradig ausgepragte interstitielle Nephritis als
spezifisch fur die hier gesetzte experimentelle APMV-1 Infektion bewertet.

Parenchymnekrosen des Pankreas wurden bei 41 % der infizierten Tiere mit einem HPI



Diskussion 81

von 0,364 bis 2,0 festgestellt, und das Auftreten mononuklearer Infiltrate wurde bei
56 % der ungeimpften Tauben mit einem HPI von 0,6 bis 1,273 nachgewiesen. Auch
die nicht-eitrige Polyserositis zeigten mit 59 % Uber die Halfte der ungeimpften APMV-1
infizierten Tauben mit einem HPI von 0,5 bis 1,364. Dagegen zeigte keine Taube der
Negativkontrolle diese Befunde, und der HPI betrug folglich jeweils 0. Somit kdnnen die
oben aufgeflhrten histopathologischen Veranderungen als spezifisch fur die hier
gesetzte experimentelle APMV-1 Infektion gewertet werden. Ob auch die
Parenchymnekrosen in den Nebennieren spezifisch durch die APMV-1 Infektion
verursacht worden sind, bleibt trotz eines HPI von 0,5 bei den ungeimpften Tauben im
Vergleich zu 0 bei den Tauben der Negativkontrolle fraglich, da sie insgesamt bei
lediglich drei Tieren beobachten worden sind. Es erscheint aber ratsam, die Nebenniere

in zukinftigen diagnostischen Uberpriifungen der APMV-1 Infektion zu berlicksichtigen.

Insgesamt belegen die histopathologischen Befunde das Vorliegen einer
generalisierten Infektion, die aber bei 27,5 bis 40 % der Tiere subklinisch geblieben ist.
Dabei sind bezuglich Qualitat und Starke dieser histopathologischen Veranderungen
keine Unterschiede zwischen klinisch manifest erkrankten und klinisch inapparent
infizierten Tieren auszumachen. Vielmehr hat die histopathologische Untersuchung
gezeigt, dass es auch bei den Tauben, die klinisch keine Symptome zeigten, in Folge
der APMV-1 Infektion zu einer generalisierten Infektion gekommen ist. In erster Linie ist
dies an den fur die APMV-1 Infektion charakteristischen histopathologischen
Veranderungen am Nervengewebe festzumachen. In dieser Untersuchung konnte aber
demonstriert werden, dass sich auch die Manifestation an den serésen Uberziigen der
Organe, des Pankreas, der Nebenniere und der Niere bei den klinisch unauffalligen

Tieren nicht von den klinisch apparent APMV-1 infizierten Tieren unterscheiden lasst.
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Uberpriifung der Schutzwirkung der Impfung:

Eine Impfung soll einen Schutz des vakzinierten Tieres bezlglich der Vermehrung und
Ausbreitung des Erregers und seiner Schadwirkungen erzeugen (Gedek et al., 1993).
Um eine belastungsfahige Immunitat nachzuweisen, wird nach dem Europaischen
Arzneibuch (Pharmeuropa, 1995) gefordert, dass weniger als 10% der geimpften Tiere
klinisch erkranken. In den vorgestellten Untersuchungen traten bei den geimpften
Tauben insgesamt nur bei einem Tier der Gruppe D, die zwolf Monate nach der
Impfung der Belastungsinfektion ausgesetzt wurde, klinische Krankheitsanzeichen einer
APMV-1 Infektion auf. Der KPI der Gruppe betrug 0,04 und war damit signifikant
niedriger als bei ungeimpften Tauben. Der prozentuale Anteil der kummulativ
erkrankten Tauben lag bei 7,7 %. Wie die Untersuchungen an der Kontrollgruppe
belegen, ist jedoch anhand fehlender klinischer Krankheitsanzeichen eine sichere
Aussage Uber den APMV-1 Infektionsstatus und damit auch Uber die Schutzwirkung der
Impfung nicht moglich. Daflr ist die Betrachtung der histopathologischen Befunde im
Vergleich mit der Manifestation der APMV-1 Infektion bei den ungeimpften
Kontrolltauben heranzuziehen. Die histopathologischen Befunde bei den geimpften
Tauben belegen, dass durch die Schutzimpfung eine Reduktion der APMV-1
induzierten Veranderungen an den inneren Organen erreicht wird. Die Betrachtung des
HPI zeigt, dass sie gegenuber den ungeimpften Tauben vor den spezifischen
Veranderungen am Pankreas (Pankreasnekrosen, mononukleare Infiltrate) sowie an
der Niere geschutzt und diese Unterschiede hoch signifikant waren. Die geimpften
Tauben zeigten keine Parenchymnekrosen und nur in sehr geringem Umfang
mononukleare Infiltrate im Pankreas (HPI geimpfte Tauben: 0,0 bis 0,083; HPI
ungeimpfte Tauben: 0,6 bis 1,273). Die Auspragung der interstitiellen Nephritis ist im
Vergleich zu den ungeimpften bei den geimpften Tauben geringer und befindet sich auf
einem Niveau mit den Tauben der Negativkontrolle (HPI geimpfte Tauben: 0,625 bis
0,917; HPI ungeimpfte Tauben: 1,4 bis 2,286; HPI Tauben der Negativkontrolle: 0,714).
Trotz der statistisch signifikanten Reduktion der histopathologischen Manifestation
zeigen die Untersuchungen aber auch, dass es bei den geimpften Tauben zu einer
generalisierten Infektion kommt. Darauf deuten die Befunde einer nicht-eitrigen

Serositis, die bei 14 von 52 APMV-1 geimpften Tieren auftrat und in zwei Fallen sogar
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als Polyserositis nachweisbar war. Jedoch war der HPI in Bezug auf Haufigkeit und
Auspragungsgrad statistisch signifikant niedriger als bei den ungeimpften Tauben (HPI
geimpfte Tauben: 0,083 bis 0,5; HPI ungeimpfte Kontrolltauben: 0,5 bis 1,364).

Eine Impfung soll die Ausbreitung der Infektion minimieren. In diesem Sinne konnte
eine deutliche Reduktion der Virusauscheidung bei den geimpften Tauben aufgezeigt
werden. Wahrend bei 19 der 36 ungeimpften Kontrolltiere Virus nach der
experimentellen APMV-1 Infektion aus Kloakentupfern isoliert wurde, war bei den
geimpften Tieren Virus nur bei einer von 52 Tauben nachweisbar. Dieser deutliche

Unterschied zwischen geimpften und ungeimpften Tauben ist signifikant.

Unter Berlcksichtigung der Kklinischen und histologischen Befunde sowie der
Ergebnisse der Virusisolierung konnte durch diese Studie eine Schutzwirkung bis zwdlf
Monate nach der Impfung nachgewiesen werden. Damit entspricht der mit einem
lentogenen Taubentyp APMV-1 Stamm hergestellte Impfstoff in der Schutzwirkung
einer Vakzine auf der Basis eines velogenen Taubentyp APMV-1 Stammes
(pigeon/munich/14/83 P3; g/1) (Knoll, 1986). Da seit dem 1. Januar 1995 APMV-1-
Impfstoffe nur noch mit einem Originalsaatvirus hergestellt werden durfen, dessen ICPI
unterhalb von 0,7 liegt, stellt der in dieser Arbeit getestete Impfstoff den einzigen
Taubenimpfstoff dar, der auf einem homologen Impfstamm basiert (Entscheidung der
Europaischen Kommision vom 8. Februar 1993 Uber die Kriterien fur APMV-1
Impfstoffe (93/152/EWG)). Berucksichtigt man die nachweisbaren antigenetischen
Unterschiede des Taubentyp APMV-1 gegenuber Huhnertyp APMV-1 Stammen im
Bereich des fur die Schutzwirkung wichtigen HN-Hullglykoproteines, stellt die
Verwendung einer homologen Vakzine eine Optimierung der Impfung dar. Die
Verfugbarkeit eines homologen Impfstoffes leistet somit einen wichtigen Beitrag fur die

APMV-1 Impfprophylaxe bei Tauben.
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6. Zusammenfassung

In der vorgelegten Arbeit wurde ein Tauben APMV-1 Impfstoff (Paramyxovac®, Fa.
Intervet), der auf einem schwach virulenten homologen Tauben APMV-1 Stamm
basiert, auf seine Schutzwirkung nach drei, sechs, neun und zwodlf Monaten getestet.
Anhand der ungeimpften Kontrolltiere wurde die Manifestation der experimentellen
APMV-1 Infektion bei Tauben untersucht, unter besonderer Berlcksichtigung der
feingeweblichen Veranderungen. Bei den ungeimpften Kontrolltauben wurden durch die
Infektion (10 %5 ElDsy, i.m.) klassische neurologische APMV-1 Krankheitsanzeichen in
Form von motorischen Ausfallserscheinungen der Fligel induziert. Diese manifestierten
sich in Form von reduzierter Flugfahigkeit, Flugunfahigkeit, Fligelzittern mit deutlichem
Absinken der Handschwinge, bis hin zur Fligellahmung und Festliegen in Ruckenlage.
Die Morbiditat betrug bei den beiden jungeren Altersgruppen, die im Alter von 4,5 (Gr.A,
n =10) und 7,5 Monaten (Gr.B, n = 11) infiziert wurden, 60 % bzw. 63,5 % und stieg auf
71,5 % (Gr.C, 10,5 Monate alt, n = 7) bzw. 72,5 % bei den altesten Tauben (Gr.D, 13,5
Monate alt, n = 11) an. Todesfalle traten innerhalb der 21-tdgigen Beobachtungszeit
jedoch nicht auf. Histologisch war mit dem siebten Tag im Ruckenmark im Bereich des
Plexus lumbosacralis eine nicht-eitrige Panmyelopathie sowie eine nicht-eitrige Neuritis
bzw. Ganglionitis nachweisbar. In den geschadigten Gebieten des Ruckenmarks wurde
immunhistochemisch APMV-1 Antigen sieben, acht und neun Tage nach der Infektion
bei jeweils zwei untersuchten Tauben nachgewiesen. Bei vier Tauben, die am 21.Tag
nach der Infektion untersucht wurden und von denen zwei keine klinische Symptomatik
gezeigt hatten, war bei einer Taube mit neurologischer Symptomatik APMV Antigen
nachweisbar. Auch die histopathologischen Befunde der inneren Organe wies auf eine
generalisierte Infektion hin. Neben einer nicht-eitrigen Pankreatitis, die bei 22 von 39
der Tauben auftrat, wurden bei 16 von 39 Tieren Nekrosen des Pankreasparenchyms
und bei 3 von 29 Nekrosen des Nebennierenparenchyms beobachtet. Gegenuber
uninfizierten Negativ-Kontrolltauben, bei denen in der Niere eine geringgradige
Infiltration mit mononuklearen Entzindungszellen zu beobachten war, trat bei 37 von 39
der experimentell infizierten Tauben eine mittel- bis hochgradige nicht-eitrige,
interstitielle Nephritis auf. Fir den quantitativen Vergleich zwischen den

unterschiedlichen Gruppen wurde ein Histologischer Pathogenitatsindex (HPI)
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herangezogen, der neben der relativen Haufigkeit auch die Starke des
Auspragungsgrades berucksichtigt. Nach diesem Index ist die interstitielle Nephritis bei
den ungeimpften Kontrolltauben mit einem HPI von bis zu 2,286 (Gr.A: 1,4, Gr.B: 1,545,
Gr.C: 2,286 und Gr.D: 1,818) gegenuber den Tauben der Negativkontrolle (HPI: 0,714)
starker ausgebildet. Neu im Zusammenhang mit der APMV-1 Infektion der Taube ist
der Befund einer nicht-eitrigen Polyserositis, der bei 23 von 39 der APMV-1 infizierten

Kontrolltauben erhoben wurde.

Bei den geimpften Tauben wurde nach Belastungsinfektion, die drei (Gr.A, n = 12),
sechs (Gr.B, n = 16) und neun Monate (Gr.C, n = 9) nach der Impfung erfolgte, keine
klinischen Symptomatik beobachtet. In der Gruppe D, die zwdlf Monate nach der
Impfung infiziert wurde, zeigte eine von 15 Taube reduzierte Flugfahigkeit bis
Flugunfahigkeit, so dass der prozentuale Anteil der kummulativ erkrankten Tauben in
dieser Gruppe bei 7,7 % lag. Histologisch konnte aufgezeigt werden, dass die Impfung
eine Reduktion der APMV-1 induzierten Veranderungen an den inneren Organen
vermittelt. So trat zwar bei 14 von 52 APMV-1 geimpften Tieren eine nicht-eitrige
Serositis auf, der HPI weist jedoch in Bezug auf Haufigkeit und Auspragungsgrad eine
statistisch signifikant geringere Auspragung (p = 0,001) gegenuber den ungeimpften
Tauben nach (HPI geimpfte Tauben: 0,083 bis 0,5; HPI ungeimpfte Kontrolltauben: 0,5
bis 1,364). Durch Betrachtung des HPI konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die
geimpften gegenuber den ungeimpften Tauben vor spezifischen Veranderungen am
Pankreas (Pankreasnekrosen, mononukleare Infiltrate) sowie an der Niere geschuitzt
waren. Bei den geimpften Tauben wurden keine Parenchymnekrosen nachgewiesen
und mononukleare Infiltrate im Pankreas waren nur im sehr geringen Umfang
vorzufinden (HPI geimpfte Tauben: 0,0 bis 0,083; HPI ungeimpfte Tauben: 0,6 bis
1,273). Die Auspragung der interstitiellen Nephritis bei den geimpften Tauben ist im
Vergleich zu den ungeimpften geringer und befindet sich auf einem Niveau mit den
ungeimpften und uninfizierten Negativ-Kontrolltauben (HPI geimpfte Tauben: 0,625 bis
0,917; HPI ungeimpfte Tauben: 1,4 bis 2,286; HPI Negativ-Kontrolltauben: 0,714).
Neben der klinischen Schutzwirkung durch die Impfung wurde ebenfalls die
Reduzierung der Erregerausbreitung nachgewiesen. Die ungeimpften Kontrolltauben

zeigten eine zeitlich begrenzte Virusausscheidung mit dem Kot bis zum 11.Tag nach
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der Infektion bei insgesamt 19 der 36 Proben. Dagegen war eine Virusausscheidung
bei den geimpften Tieren nur bei einer von 52 Taube nachweisbar und durch die

Impfung wurde somit eine deutliche Reduktion der Virusausscheidung erreicht.

Die Ergebnisse der, fur die Impfstoffprifung vorgeschriebenen, Belastungsinfektion
belegen die Wirksamkeit der homologen APMV-1 Vakzine flr Tauben. Die Impfung
bewirkte einen Schutz vor dem klinischen Krankheitsbild der Paramyxovirose. Des
weiteren erwiesen sich vakzinierte Tiere anhand der beobachteten Reduzierung von
APMV-1 induzierten, histopathologischen Veranderungen als geschutzt gegenuber der
Ausbildung einer subklinischen APMV-1 Infektion. Neben diesem Schutz der
vakzinierten Tieres vor den Schadwirkungen der Infektion wird durch die Impfung auch
eine reduzierte Virusausscheidung und damit eine verminderte Ausbreitung des

Erregers erreicht.
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1. Summary

Efficacy of an homologous pigeon paramyxovirus vaccine based on a low
virulent strain (P201)

In this study efficacy of the pigeon APMV-1 vaccine (Nobilis® Paramyxo P201, Intervet)
were tested over the period of three, six, nine and twelve months. This vaccine is based
on a low virulent, homologous pigeon APMV-1 strain. By using non-vaccinated birds the
manifestation of experimental APMV-1 infection was analysed with particular interest in
histo-pathological alterations. The classical neurological APMV-1 signs of loss of
motoric flight capability was induced in the test birds by infecting them intramuscular
with a dose of 10 >° EIDs,. Clinical Manifestation became evident by reduced flight
ability, complete loss of flight ability, wing trembling with significant subsidence of its
distal part as well as wing paralysis and complete immobility, finally lying in the back
position.

Morbidity in the two younger groups of birds which were infected at the age of 4.5
months (Group A, n = 10) and 7,5 months (Group B, n=11) was 60 % and 63,5 %
respectively, rising to 71,5 % in the Group C (10.5 months old, n= 7) and 72,5 % in the
group of oldest birds (Group D, 13.5 months old, n=11). Mortality was however not
obeserved in the 21 day observation period. On day seven a non-suppurative
panmyelopathy as well as a non- suppurative neuritis / ganglionitis could be observed
histologically in the Plexus lumbosacralis area of the spinal cord. In each of two birds
examined after seven, eight and nine days post infection immunohistochemical APMV-1
antigen was detected in the affected areas. In pigeons examined 21 days post infection,
two of which showed no clinical symptoms, APMV antigen was present in 1 of 4
animals. This particular APMV-antigen positive pigeon had obvious neurological
symptoms. The histo-pathological findings of the inner organs indicated a general
infection. Apart from a non-suppurative pancreatis in 22 of 39 pigeons it was observed
that 16 of the 39 birds had necrosis of the pancreas and 3 of the 29 birds were affected

by necrosis of the adrenal gland.
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In comparison to non-infected negative control birds, in which a low-level infiltration of
mononuclear inflammatory cells could be observed, 37 of the 39 experimentally infected
birds were affected by a medium to high level non- suppurative interstitial nephritis.

For quantitive comparison purposes between the various groups a histological
pathogenitential index (HPI) has been established, which not only takes into account
the frequency but also the level of strength of the alteration. According to this index the
interstitial nephritis was in the case of unvaccinated pigeons with a HPI of up to 2.286
(Gr.A: 1,4, Gr.B: 1,545, Gr.C: 2,286 and Gr.D: 1,818) as opposed to negative control
pigeons with an HPI of 0,714 far more developed.

It is a new finding that in connection with APMV-1 infection of pigeons a non-
suppurative polyserositis could be ascertained in 23 of the 39 APMV-1 infected pigeons

examined.

In the vaccinated pigeons no clinical symptoms were observed after being infected
three months (Gr.A, n = 12), six months (Gr.B, n = 16) and nine months (Gr.C, n = 9)
later. The birds in Group D which were infected 12 months after vaccination, 1 of 15
showed reduced ability or total flight disability and so reflected 7,7 % of the total number
of pigeons. It could be histologically demonstrated that vaccination reduced the affects
of APMV-1 infection of the inner organs. Although 14 of the 52 APMV-1 infected birds
revealed a non-suppurative serositis the HPI reflects a statistically significant lower
frequency and level of illness (p=0.001) in birds vaccinated in comparison with non-
vaccinated birds (HPI-vaccinated pigeons: 0,083 to 0,5; HPI-non-vaccinated pigeons:
0,5 to 1,364). By HPI it could also be verified that vaccinated birds were protected from
specific changes to the pancreas (necrosis, mononuclear infiltrations) as well as the
kidneys. In vaccinated birds no necrosis was present and only minimal infitration with
mononuclear cells were observed (HPI-vaccinated pigeons: 0,0 to 0,083; HPI-non-
vaccinated pigeons: 0,6 to 1,273).

Compared to non-vaccinated pigeons the level of the interstitial nephritis is considerably
lower in vaccinated birds and is at a similar level to the non-vaccinated and non-
infected negative control pigeons (HPI-vaccinated pigeons: 0,625 to 0,917; HPI-non-
vaccinated pigeons: 1,4 to 2,286; HPI-negative control pigeons: 0,714). In addition to

the clinical manifestation, vaccination also reduced the spread of infection.
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The non-vaccinated pigeons showed virus excretion in the faeces of up to 11 days after
infection in 19 of the 36 samples. In contrast only 1 of the 52 vaccinated birds shed
virus via it's faeces after infection demonstrating that vaccination achieves a significant

reduction of virus excretion.

The results of the experimental infection, required for the approval, indicate that the
homologous APMV-1 vaccine for pigeons is effective. Vaccination achieves protection
from clinical apparent paramyxovirose. In addition vaccinated birds proved to be more
resilient to a subclinical APMV-1 infection on account of the reduced APMV-1 induced,
histopathalogical changes. Apart from the protection against infection provided for the
birds the vaccination also achieves a reduced virus excretion and thus a reduction in

the spread of the virus.
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