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EINLEITUNG

1. Einleitung

Das aviare Paramyxovirus vom Serotyp 1 (APMV-1) ist der Verursacher der
Newcastle Disease, einer weltweit verbreiteten, hochkontagiésen und insbesondere
bei Haushihnern und Puten mit hohen Verlusten einhergehenden Erkrankung.
Aufgrund ihrer grossen wirtschaftlichen Bedeutung wird die Newcastle Disease bei
der Organisation Internationale des Epizooties (O.l.E.) auf der Liste der
anzeigepflichtigen Tierseuchen gefiihrt. Die Bek&dmpfung basiert in Deutschland auf
Massnahmen einer ,stamping out* Politik im Seuchenfall, als Prophlaxemassnahme
ist eine Impfung fir Huhner und Puten gesetzlich vorgeschrieben. Diese wird in
Wirtschaftsgefligelbestdnden  Ublicherweise  durch  die  Applikation eines
schwachvirulenten Lebendvirusimpfstoffs tber Spray- oder Trinkwasservakzinierung
zwischen dem ersten und dem 14. Lebenstag umgesetzt, die anschliessend in
regelmassigen Abstanden Uber die gesamte Produktionsperiode aufgefrischt wird.
Zur frihzeitigen Immunisierung, die eine mdoglichst vollstandige protektive Immunitét
sowie durch gezielte Applikation eine erhdhte Impfsicherheit und Verringerung der
Kontamination mit versprihtem Lebendimpfstoff garantieren sollte wurden
Bemuhungen zur Entwicklung eines Impfstoffes im Ei unternommen.

Die klassischen Impfstamme LaSota und Hitchner B1 fuhren allerdings bei einer
Applikation ins Huhnerei zum Tod der Embryonen (AHMAD & SHARMA, 1992;
DILAVERIS et al, 2007; MAST et al, 2006). Deshalb wurden Ansétze entwickelt, bei
denen chemisch attenuiertes Lebendvirus (AHMAD & SHARMA, 1992), inaktives
Virus (STONE et al, 1997) oder Vektorvakzinen auf Grundlage rekombinanter
Pocken-, Influenza- oder Adenoviren (PEROZO et al, 2008a; RAUTENSCHLEIN et
al, 1999; STEEL et al, 2008) eingesetzt wurden. Aufgrund der Schadigung der Tiere
durch das verwendete Virus, eines unvollstandigen Impfschutzes oder der
Notwendigkeit h&ufiger Reimmunisierung kam die in ovo Schutzimpfung fur
Newcastle Disease jedoch nicht zur Anwendung in der
Wirtschaftsgefligelproduktion. Ungeklart ist, ob APMV-1 Stamme, die im Kiiken als
apathogen einzustufen sind, nach in ovo infektion zu einem wirksamen Schutz
fuhren, ohne eine Schadigung des Tieres zu induzieren.

Als moglicher Kandidat sollte in der vorliegenden Arbeit ein apathogenes APMV-1
Isolat aus einem Graupapageien (Stamm 599) getestet werden, das eine hohe

Homologie zu dem bekannten Impfstamm Hitchner B1 aufweist. Der Stamm zeigte in
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vorangegangenen Studien jedoch im Vergleich zu Hitchner Bl eine deutlich
abgeschwéachte Pathogenitat im Hihnerei, welche zum Uberleben infizierter
Embryonen fihrte. Auch bei der gesetzlich vorgeschriebenen Untersuchung zur
Ermittlung der Pathogenitat, dem intracerebralen Pathogenitatsindex (ICPI) wurde
ein Wert von 0 erzielt (GRUND et al, 2002).

Die durchgefiihrte Arbeit hatte das Ziel, den Stamm 599 hinsichtlich seiner
Immunogenitat nach in ovo Infektion zu untersuchen. Weiterhin sollten Aussagen zur
Ausbreitung des Virus im Organismus getroffen werden. Diese Fragestellungen
sollten im Tierexperiment durch in ovo Infektion von spf-Eiern mit dem aviaren
Paramyxovirusstamm 599 und der anschliessenden Uberpriifung der
Virusausbreitung, der Immunantwort und der protektiven Wirkung der Vakzination
beantwortet werden. Die zu erwartenden Aussagen sollen einen Beitrag zum
Verstandnis des Infektionsverlaufs und der embryonalen Immunitatsentwicklung
gegen avidres Paramyxovirus vom Serotyp 1 nach in ovo Infektion leisten, die eine
wichtige Komponente der Entwicklung einer in ovo Vakzine und somit einer

frihzeitigen flachendeckenden Immunisierung darstellen.
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2. Literatur

2.1 Taxonomie

Das avidre Paramyxovirus wird der Ordnung der Mononegavirales, Familie
Paramyxoviridae, Subfamilie Paramyxovirinae und dem Genus Avulavirus
zugeordnet (ALEXANDER et al, 2000, 2001; DE LEEUW & PETERS, 1999). Die
Einteilung innerhalb des Genus Avulavirus erfolgt anhand der Serotypisierung der
viralen Oberflachenantigene in neun Serotypen (APMV-1 bis -9), von denen das
avidre Paramyxovirus des Serotyps 1 die grosste klinische und wirtschaftliche
Bedeutung besitzt.

Das aviare Paramyxovirus vom Serotyp 1 erlangte seine Bedeutung als Erreger der
Newcastle Disease, die erstmals 1926 zeitgleich auf Java / Indonesien und in
Newcastle-upon-Trent beschrieben wurde (KRANEVELD et al, 1926; DOYLE et al,
1927; ALEXANDER et al, 2001). Es wird allerdings vermutet, dass das Virus in
seiner virulenten Form bereits vor der Erstbeschreibung kursierte, jedoch klinisch
nicht von hochpathogenem aviaren Influenzavirus zu unterscheiden war
(ALEXANDER et al, 2001; LANCASTER et al, 1977).

2.2 Vorkommen und Ausbrliche

Das Newcastle Disease Virus zeichnet sich durch ein breites Wirtsspektrum aus,
eine Empfanglichkeit von Vogeln aus 27 von 50 Ordnungen ist beschrieben
(KALETA & BALDAUF, 1988), wobei sich unter den Wirtschaftsgefliigelspezies die
klinische Symptomatik bei Huhn (Gallus gallus dom.) und Pute (Meleagris gallopavo)
am starksten manifestieren (ALEXANDER, 1997).

Als Zoonoseerreger vermag das Newcastle Disease Virus beim Menschen nach
Belastung mit hohen Virusmengen granulierende Konjunktivitiden auszulésen, wobei
eine Replikation auf die Schleimhdute des Auges begrenzt ist (HALES & OSTLER,
1973; KNORR & WEBER, 1992, LIPPMANN, 1952).
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Eine Ballung von Newcastle Disease Ausbriichen ist auf den Kontinenten Afrika und
Asien zu verzeichen, wobei das Newcastle Disease Virus in einigen Landern dieser
Kontinente als endemisch gilt (Tab.1).

Aber auch aus Europa werden der O.I.E. regelmassig Newcastle Disease Ausbriche
gemeldet (Tab. 2), so dass auch in der Wirtschaftsgeflgelindustrie der Lander der

Europaischen Gemeinschaft von einem bestandigen Infektionsdruck auszugehen ist.

Tab 1 Anzahl der von Newcastle Disease Ausbriichen betroff enen Lander weltweit in
den Jahren 2005, 2006 und 2007 (Quelle: O.I.E. WAHID Disease Information Database)

Europa Stdamerika/ Afrika/
Jahr  eylander  (nichtEV) Nordamerika ~ Australien Karibik Asien Naher Osten
2005 8 3 0 0 4 26 34
2006 8 3 0 0 6 27 30
2007 7 2 0 0 5 17 33

Tab 2 Von Newcastle Disease betroffenen europaische Lande  rin den Jahren 2005,
2006 und 2007 (Quelle: O.1.E. WAHID Disease Information Database)

Jahr EU Europa (nicht EU)
2005 Bulgarien Albanien

Danemark Zypern

Frankreich Mazedonien

Griechenland
Slowakei
Schweden

Vereinigtes Konigreich

2006 Belgien Albanien
Bulgarien Serbien
Frankreich Ukraine
Italien
Ruménien
Schweden
Slowakei

Vereinigtes Konigreich

2007 Bulgarien Albanien
Tschechien Serbien
Estland

Griechenland
Rumaénien
Schweden

Slowakei
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Als Ubertrager und Verursacher eines Newcastle Disease Ausbruchs wird primar der
Handel mit Lebendgefligel und tierischen Produkten verantwortlich gemacht
(ALEXANDER, 2001), aber auch viele Wildvogelspezies kommen als Ubertrager in
Frage, insbesondere Spezies, die selbst wenig klinische Symptome zeigen. Auch
Importvogel wurden wiederholt fir Ausbriche in Wirtschafsgefligelpopulationen
verantwortlich gemacht (KINDE, 2005; PEARSON, 1975, SEAL, 1995). Bei
Ausbriichen in Australien wird auch Papageienvdgeln eine Rolle als Ubertrager des
Virus zugeschrieben (CROSS, 1991)

Weiterhin stehen Populationen wilden Wassergefliigels im Verdacht, aufgrund
geringer klinischer Beeintrachtigung als Reservoir flir Newcastle Disease Virus sowie
schwacher virulentes avidres Paramyxovirus zu dienen und durch Zugaktivitaten
deren geographische Verbreitung zu fordern (GLASER, 1992; KUIKEN, 1998;
KUIKEN, 1999; METEYER, 1997)

2.3 Virionenstruktur

Bei dem aviaren Paramyxovirus handelt es sich um ein behdulltes Virion von ca. 100
bis 500 nm Durchmesser und pleomorpher Gestalt. Auch eine filamentése Struktur
des Virus ist beschrieben (YUSOFF, 2001).

Das virale Genom transkribiert fir sechs Proteine, Nukleoprotein (NP),
Phosphoprotein  (P), Matrixprotein (M), Fusionsprotein (F), H&amagglutinin-
Neuraminidase (HN) und die viruseigene Polymerase ,large“- Protein (L), wobei P
durch post-transkriptionales mRNA Editing fur zwei weitere Proteine, V und W,
kodiert (LAMB & KOLAKOFSKY, 1996; LAMB & PARKS, 2008; LOCKE et al, 2000;
MEBATSION et al, 2001; MEBATSION et al, 2003; PEDERSEN et al, 2004;
STEWARD et al, 1993).

Die Oberflachenproteine Fusionsprotein (F) und Hamagglutinin-Neuraminidase (HN)
sind in die virale Lipopolysaccharidmembran eingelagert, wo sie fur die Bindung und
den Eintritt des Virus in die Wirtszelle sowie die Antigenitdt im Wirtsorganismus
verantwortlich sind. Beide Oberflachenproteine sind in der Lage, eine protektive
Immunitat zu bewirken (MEULEMANS, 1986; NAGY 1991). Sie geben der Virushulle
ihre charakteristische, elektronenmikroskopisch sichtbare Struktur durch die

Formation von Spikes. Das F-Protein wird als nicht funktionelles Precursor-Protein
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(Fo) synthetisiert und durch zellulare Proteasen in die beiden durch eine
Disulfidbriicke verbundenen Teilproteine F; und F, gespalten (NAGAI, 1976; KLENK,
1980; PEEPLES, 1988; SALIH, 2000). Dies geschieht bei meso- und velogenen
Stammen mit Hilfe ubiquitarer Proteasen am Golgi Apparat, bei lentogenen Stammen
jedoch extrazellular in  Abhangigkeit von trypsinartigen Proteasen. Die
Aminosaurensequenz Uber die F-Protein Spaltstelle, die von den Aminosauren 112
bis 117 des Fo-Proteins reicht, gilt daher als indikativ fur die Pathogenitat des
entsprechenden Stammes (COLLINS et al, 1993; O.I.E, 2008).

Anhand der Stdmme Ulster und Queensland wurde ebenfalls nachgewiesen, dass
auch das HN-Protein zunéachst als Vorlauferprotein HNp vorliegt und der Aktivierung
durch die proteolytische Abspaltung eines Glykopeptidrestes bedarf (GARTEN et al,
1980b). Die Bindung an die Zielzelle erfolgt rezeptorvermittelt und wird durch die
Bindung des Hamagglutinin-Neuraminidase-Proteins an Sialinsaurestrukturen auf der
Zelloberflache vermittelt. Die genaue Rezeptorstruktur ist bislang ungeklart, als
Rezeptor diskutiert wird eine Vielzahl von  Sialoglycoproteinen und
membranstandigen Polyglycosylceramiden, unter anderem konnte eine Bindung an
HPLC-aufgereinigte Ganglioside nachgewiesen werden (FERREIRA et al, 2004).
Auch eine Bindung an ein kurzkettiges synthetisches Peptid mit der Sequenz
CTLTTKLYC, welches eine Inhibition der Bindung von NDV an seine Zielzellen
bewirkt, ist beschrieben (CHIA et al, 2006). Die Bindung an die Oberflache von
Erythrozytenmembranen wird auch diagnostisch bei der Durchfuhrung des
Hamagglutinationshemmungstests sowie bei der Einteilung in die Serotypen 1 bis 9
und der Feindifferenzierung innerhalb des Serotyps 1 mit monoklonalen Antikérpern
genutzt (RUSSELL & ALEXANDER, 1983).

Weiterhin besitzt das HN-Protein eine Neuraminidase- und Sialidasewirkung und
nimmt eine unterstiitzende Funktion in der Vermittlung der Fusion mit der
Zellmembran ein, die in der Fussdomane des Proteins lokalisiert ist (COBALEDA et
al, 2002; MORRISON et al, 1991). Das aminoterminale Ende des HN-Proteins
interagiert mit dem hydrophoben Matrix (M)-Protein, das der Lipidmembran im
Inneren des Virions angelagert ist. Das M-Protein steht in direkter Interaktion mit dem
Nukleoprotein und ist massgeblich fur die Struktur des Virus verantwortlich. Dies
lasst vermuten, dass eine der Funktionen des Matrixproteins auch die korrekte

Verpackung des Nukleokapsids bei der Formation neuer Virionen ist sowie eine
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zentrale Rolle beim korrekten Austritt aus der Zelle einnimmt (TAKIMOTO &
PORTNER, 2004).

Das 489 Aminosauren lange Nukleoprotein (NP) bildet gemeinsam mit der viralen
RNA und dem Phosphoprotein (P) das 18 nm lange Nukleokapsid. Es formt einen
Tubus von fischgratenformiger Gestalt, in den die virale RNA zum Schutz vor
zelleigenen RNAsen eingelagert ist und dessen Windung 5,5 nm betragt (LAMB et al,
2005). Am relativ stark konservierten aminoterminalen Ende wird die Bindung zur
RNA vermittelt, weiterhin sind an diesem Ende die fur die Struktur des Nukleokapsids
verantwortlichen N-N Interaktionen lokalisiert (BUCHHOLZ et al, 1994; SEAL et al,
2002). Diese Region beinhaltet drei auf Aminosaureebene hochkonservierte
Sequenzen zwischen den Aminosauren 114-129, 258-357 und 362-375 (PHAM et al,
2004). Das fir die Bindung des P-Proteins verantwortliche carboxyterminale Ende ab
der Aminoséure 402 hingegen ist hochvariabel (BUCHHOLZ et al, 1994), es finden
sich nur zwei konservierte Bereiche zwischen den Aminoséuren 444 bis 459. Auch
die letzten acht Aminoséurereste des NP Proteins sind konserviert (PHAM et al,
2004). Die Bindung des Matrixproteins (M) sowie der Polymerase (L) erfolgt duch
den variablen C-terminalen Anteil des NP-Proteins (CORONEL et al, 2001; NISHIO
et al, 2000). Weiterhin ist das carboxyterminale Ende massgeblich fur die Antigenitat
des NP-Proteins verantwortlich, es erlaubt durch seine Variabilitit eine
Differenzierung von Stammen mittels monoklonaler Antikorper (PANSHIN et al, 2000;
SEAL et al, 2002). Chimarenexperimente zum Austausch des NP Proteins zwischen
den Stammen LaSota und Beaudette C mit Hilfe des reversen genetischen System
bewirkten weder in vitro noch in vivo eine Veradnderung der Virulenz, so dass
angenommen wird, dass das NP Protein hinsichtlich dieser viralen Eigenschaft eine
untergeordnete Rolle spielt (ROUT & SAMAL, 2008). Auch ein Austausch der NP
und P Proteine gemeinsam ergab keine Virulenzsteigerung. Zusammen mit dem
Jarge” Protein (L) und dem Phosphoprotein (P) bilden NP-Protein und RNA den
viralen Transkriptase Komplex. Das L-Protein fungiert als viruseigene Polymerase
und spielt ebenfalls eine Rolle in der Virulenzsteigerung des Newcastle Disease
Virus (ROUT & SAMAL, 2008).
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2.4 Virusgenom

2.4.1 Genomorganisation

Das aviare Paramyxovirus besitzt ein einzelstrdngiges, negativ gerichtetes,
unsegmentiertes RNA-Genom. Mit wenigen Ausnhahmen haben Stamme der
Genotypen | bis IV (Genotypisierung siehe Kap. 2.4.2) ein Genom von 15168
Basenpaaren Lange, wie dies auch bei den klassischen Impfstammen LaSota und
B1, die zum Genotyp Il gehoren, der Fall ist (KRISHNAMURTY & SAMAL, 1998; DE
LEEUW & PEETERS, 1999; ROMER-OBERDORFER et al, 1999). Im Gegensatz
dazu weisen Stdmme, die zu den Genotypen V bis IX gehoren, eine Genomlange
von 15192 Basenpaare Lange auf (CZEGLEDI et al, 2006; HUANG et al, 2004), was
durch eine Insertion von sechs Nukleotiden in der nichtkodierenden Region am 5'-
Ende des NP-Proteingens zustande kommt.

Die Genomlange der hauptsachlich aus Wassergefliigel isolierten Stamme der
Klasse | betragt 15198 Nukleotide, was durch eine Insertion von 12 Nukleotiden an
Position 2381 der kodierenden Region des P-Gens zustande kommt (CZEGLEDI et
al, 2006; SEAL et al, 2005).

Auf dem Genom sind linear wie in Abb. 1 gezeigt die kodierenden Gene der Struktur-
und Nichtstrukturproteine in der Reihenfolge 3- NP — P - M — F — HN - L -5
angeordnet, unterbrochen von Intergenregionen unterschiedlicher L&ange
(CHAMBERS, 1986; WILDE, 1986). Die kodierende Region wird flankiert von einer
Leadersequenz am 3‘- und einer Trailersequenz am 5‘-Ende, die beide eine Lange
von etwa 50 Nukleotiden haben (PEETERS, 2000; PHILLIPS, 1998; YUSOFF,
2001). Die Transkription erfolgt in mindestens sechs monocistronische MRNA-
Molektle sowie sechs bis sieben polycistronische Transkriptionsprodukte (TOYODA,
1987). Es erfolgt eine Polyadenylierung der generierten kodierenden mRNA am 3'-
Ende. Die Transkriptionsprodukte der 3' Leader- und 5'-Trailersequenz unterliegt
hingegen nicht der Polyadenylierung (PEEPLES, 1988).

Die Synthese der mRNA erfolgt entlang eines Gradienten, wobei die Anteile der
MRNA invers proportional zur Distanz vom 3’-Ende des viralen Genoms sind (LAMB
& PARKS, 2008; LOMNICZI, 1971; COLLINS & BRATT, 1973). Das
Transkriptionsprodukt des NP-Proteingens liegt also unter den kodierenden mRNA

Molekdlen in der héchsten Kopienzahl vor.
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~55 2 1 1 35 47 ~55
3— NP HPNVWMH M [ F ™ HN L — 5
genomische RNA
51 3!
— komplementére DNA
———— AAA
AAA
------------------------------ AAA
AAA
____________________ SOANININ AAA messenger RNA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA

Abb 1: Aufbau des Newcastle Disease Virus Genoms und desse n mono- und
polycistronischen Transkriptionsprodukten.

Die gestrichelt dargestellten Linien stellen polycistronische mRNA Fragmente dar, deren
Transkription vermutet wird, aber noch nicht bewiesen ist (TOYODA, 1987). Die ,AAA®
Anhange stehen fir die Polyadenylierung der Transkriptionsprodukte, wobei die 3 und 5°
nichtkodierenden Enden keiner Polyadenylierung unterliegen. Uber den jeweiligen
nichtkodierenden Intergenregionen ist deren Lange in Basenpaaren dargestellt (YUSOFF,
2001).

2.4.2 Genotypisierung

Auf Genomebene lasst sich APMV-1 in zwei Klassen einteilen, die in
Sequenzvergleichen deutlich voneinander abweichen (CZEGLEDI et al, 2006; KIM et
al, 2007a; SEAL et al, 2004). Die Klasse Il umfasst in neun Genotypen alle
klassischen Impf- und Seuchenstamme des Wirtschaftsgefligels sowie die
Paramyxoviren der Taube (Genotyp VI) (COLLINS et al, 1993; KIM et al, 2007a). Die
Genoklasse | beinhaltet Stamme, die in den meisten Fallen aus Wassergefligel

stammen und weltweit isoliert wurden. Abb. 2 stellt eine Auswahl reprasentativer
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Stamme aller Genotypen sowie die Eingruppierung der Stamme Herts 33 / 56
(Genotyp IV) und APMV 599 (Genotyp II) dar.

Der Serotyp 1 des avidren Paramyxovirus besteht aus einer genetisch relativ
heterogenen Gruppe von Stammen, deren Genotypisierung die variable Sequenz der
F-Proteinspaltstelle als Einteilungsmerkmal nutzt. Daher erfolgt die Einteilung in
Genotypen durch Sequenzvergleiche einer Region von ca. 600 Basenpaaren Lange
auf dem fir das F-Protein kodierenden Gen (COLLINS et al, 1993; KIM et al, 2007b).
In der amerikanischen Literatur werden die Klasse Il Viren weiterhin einer Einteilung
in zwei Hauptgruppen unterzogen: weltweit vorkommende Viren und ,exotische®
Newcastle Disease Viren, die von Wildvogeln stammen und in Nordamerika
gewodhnlich nicht vorkommen (BROWN et al, 1999a; SEAL et al 1995, 1996).
CZEGLEDI et al (2006) zeigten einen Zusammenhang des Genotyps mit dem
Zeitpunkt der Isolation des Stammes. So werden Klasse Il Stdmme unterteilt in
Stamme, die zwischen 1930 und 1960 (Genotypen I-1V) und Stdmme, die nach 1960
(Genotypen V-IX) isoliert wurden, was in den meisten Fallen mit der
Gesamtgenomlange von 15186 bzw. 15192 Basenpaaren korreliert. Die Genoklasse
| beinhaltet ausnahmslos Stamme, die aus Wassergefligel oder aus dem Umfeld von
Lebendgefligelméarkten isoliert wurden (KIM et al, 2007b) und die sich auf Genom-
und Proteinebene stark von den Isolaten der Klasse 2 unterscheiden. Im Bereich der
Sequenzen der fur die Antigenitat des Virus entscheidenden Proteine HN und F
besteht eine Differenz von 15% zwischen den beiden Virusklassen im stark variablen
Bereich der F-Proteinspaltstelle (MILLER et al, 2007).

Wie in Abb. 2 gezeigt werden die in Deutschland zugelassenen Impfstamme B1 und
LaSota dem Genotyp Il der Klasse Il zugeordnet, der velogen viszerotrope Stamm
Herts (Weybridge 33 / 56) gehért dem Genotyp IV an. Der ebenfalls in Deutschland
verwendete Impfstamm Ulster sowie der in Australien eingesetzte Impfstamm V4
sind als Genotyp | einzuordnen.

Die am 3‘-Ende des Genoms lokalisierte Sequenz, die fir das NP-Protein kodiert,
weist einen deutlich hoéheren Konservierungsgrad als die zur Genotypisierung
verwendete F-Protein Spaltstellensequenz auf. Sie unterscheidet sich jedoch bei
Isolaten, die vor 1970 in den USA isoliert wurden, unter ihnen auch die klassischen

Impfstdmme LaSota und B1, von weltweit zirkulierenden Isolaten (SEAL et al, 2005).
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Abb 2: Typisierung von Stammen des avidren Paramyxo  virus vom Serotyp 1 . Gruppiert
wurde anhand eines amplifizierten Genabschnitts des F-Proteingens von 374 Basenpaaren
Lange, der die F-Proteinspaltstelle mit einschliesst (ALDOUS et al, 2001; COLLINS et al,
1993; CZEGLEDI et al, 2006; KIM et al, 2007a). Die Sequenzen wurden mittels Clustal W
Methode miteinander verglichen und mittels Neighbor Joining Methode mit 500 Bootstrap
Values phylogenetisch analysiert (Programm: MEGA 4.0, TAMURA et al, 2007). Die
Einteilung in die Genotypen erfolgte nach KIM et al, 2007a. Rot markiert sind der avirulente
Stamm APMV 599, der dem Genotyp Il zuzuordnen ist, sowie der velogene Stamm Herts
(Weybridge 33/ 56), der dem Genotyp IV angehort.
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2.5 APMV 599

Bei dem APMV-1 Isolat 599 handelt es sich um eines von sechs aus dem
Ruckenmark von Papageien gewonnenen Isolaten, welches hinsichtlich seiner
biologischen und antigenetischen Eigenschaften Ahnlichkeiten mit den klassischen
Impfstammen aufweist, jedoch eine noch starker abgeschwachte Virulenz zeigt
(GRUND et al, 2002). Anhand ausgewahlter Sequenzen der HN- und F-Proteingene
sind der Stamm 599 sowie weitere sehr schwachpathogene APMV-1 Stamme, die
aus dem Ruckenmark von Papageien isoliert wurden, dem Genotyp Il der
Genoklasse Il zuzuordnen und erwiesen sich bei Sequenzvergleichen von
Abschnitten des HN und F Gens als genetisch eng verwandt mit dem Impfstamm
Hitchner B1 (GRUND et al, 2002; MOHN, 2005). Die Abgrenzung der
Papageienstamme zu dem Stamm LaSota gelang auch antigenetisch mittels der
fehlenden Reaktivitdt mit dem monoklonalen Antikorper 7D4 (MEULEMANS et al,
1987). Weiterhin zeigte der Stamm 599 analog zum Impfstamm B1 eine rasche
Elutionszeit von Huhnererythrozyten (SPALATIN et al, 1970) und eine hohe
Thermosensitivitat (HANSON & SPALATIN, 1978).

Bei der Anzucht in 9- bis 11-tdgigen embryonierten Huhnereiern zeigt der Stamm
599 in Vergleich mit B1 eine deutlich reduzierte Virulenz, was anhand der Differenz
aus embryoinfektioser und embryolethaler Dosis errechnet werden konnte (Abb. 3).
Es kommt zu einem Uberleben infizierter Embryonen, was bei den lentogenen
Impfstdmmen und héhervirulenten Pathotypen nicht geschieht. Bei der systemischen
Infektion von Eintagskiken ins Gehirn im Rahmen einer Pathogenitatsprufung (ICPI)
verursachte das Virus keine klinische Beeintrachtigung der Tiere und gilt somit als
avirulent (GRUND et al, 2002).
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Tab. 3 Intracerebraler

schwachvirulenten Papageienisolate

Papageienstamme

Impfstamme

Pathogenitatsindex und Pathogenitét
(modifiziert nach GRUND et al, 2002)

im Huhnerei

Isolat Intracerebraler EID5y/ ELDsg
Pathogenitatsindex

[ 472 0.09 41,1
599 0 302,2
624 0.03 65,8
625 0.1 8,3
626 0.01 233,6

| 871 0.1 22,4

[ LaSota 02%/04° 1,7
B1 01%/02° 2,4

EIDgy bzw. ELDgg/ml

1 HANSON, 1980

2 ALEXANDER et al, 1997

1012

1011

1010

108

108

107

108

| IIIIIII| | IIIIIII| | IIIIIII| | IIIIIII| | IIIIIII| | IIIIIII| L L
H

10°

der
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Abb. 3 In ovo Pathogenitat der isolierten Papageien stdmme. Dargestellt sind die
eiinfektidse (O ) und eilethale (O ) Dosen von isolierten Papageienstammen (472 bis 871)
nach Beimpfung in 9 bis 11 tagige embryonierte Hihnereier vergleichend mit dem
Impfstammen LaSota und B1 sowie dem mesogenen Stamm Komarov und dem velogenen
Stamm Miyadera). Die Differenz aus ElDs, und ELDs, reprasentiert die Uberlebensrate
infizierter Embryonen Uber den Beaobachtungszeitraum (Grafik: modifiziert nach GRUND et
al, 2002).

2.6 Pathotypisierung

Das aviare Paramyxovirus weist nicht nur auf Genom- und Proteinebene grosse
stammspezifische Heterogenitat auf, auch in seinen Pathogenitatseigenschaften
zeigt es deutliche Unterschiede. Die Einteilung des Newcastle Disease Virus in
Pathotypen erfolgt anhand des verursachten klinischen Bildes mittels biologischer
Assays, deren Durchfihrung gesetzlich geregelt ist (Richtlinie 92/66/EWG). Diese
Richtlinie sowie die von der Organisation Internationale des Epizooties (O.l.E.)
implementierte Charakterisierung erfolgt mittels der Ermittlung des intracerebralen
Pathogenitatsindex, bei dem Eintagskiken intracerebral mit Virus inokuliert werden
(ALEXANDER, 1989; O.I.E. 2008; Richtlinie 92/66/EWG).

Anhand des klinischen Bildes acht Tage nach Infektion erfolgt die Ermittlung des
Index, nach dem APMV-1 Stamme in drei verschiedene Pathotypen eingeteilt
werden (ALDOUS & ALEXANDER, 2001; BEARD & HANSON, 1984).

- velogen : ICPI Gber 1,2,
mit weiterer Unterteilung in velogen viscerotrop als Verursacher
perakuter systemischer Infektionsverlaufe und velogen neurotrop als
Verursacher protrahierter Verlaufe, die sich in erster Linie in
respiratorischer und zentralnervéser Symptomatik aussern.

- mesogen : ICPI zwischen 0,7 und 1,2

- lentogen : ICPI unter 0,7

Auch die Infektion embryonierter Hihnereier mit anschliessender Untersuchung der

Infektionsrate und Embryoletalitat gibt Hinweise auf die Pathogenitat eines Stammes.
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Diese werden durch Beimpfung von 9- bis 11-tdgigen bebriteten Huhnereiern und
anschliessender Ermittlung der durchschnittlichen Absterbezeit (,mean death time*,
MDT) durchgefihrt (ALEXANDER, 1991; O.l.E., 2004).

Indikativ fir die Pathogenitat eines Stammes ist auch die Anzucht in der Zellkultur,
wobei velogene Stamme im Gegensatz zu lentogenen Stdmmen in der Lage sind,
auf aviaren Fibroblasten und Saugetierzellen (MDBK, BHK21-F) trypsinunabhangig
zu replizieren, was auf die Spaltbarkeit des F-Proteins durch ubiquitdre Proteasen
hinweist (GARTEN, 1980a; KALETA et al, 1979; KING, 1993; ROTT, 1979; Richtlinie
92/66/EWG).

In zunehmendem Masse werden molekulare Methoden auf Genomebene fiir die
Pathotypisierung genutzt. Als massgeblicher Indikator fur die Pathogenitéat eines
APMV-1 Stammes gilt die Proteinsequenz, an der das Fop-Protein in seine
funktionellen Untereinheiten F; und F, gespalten wird (GARTEN, 1980a; NAGAI,
1976; PEETERS, 1999). Die Abhéangigkeit der Pathogenitat von der Spaltung eines
Oberflachenproteins findet sich auch bei anderen Myxoviren wie Sendaivirus (Fo
Protein) (TASHIRO et al, 1992a) und schwachpathogenem aviéren Influenzavirus
(HAo-Protein) (STEINHAUER, 1999).

Daher nutzen die molekularen Untersuchungen zur Pathogenitat die Heterogenitat
der F-Protein Spaltstellensequenz, wobei Virusstdmme mit velogenen Eigenschaften
zumeist eine polybasische Aminosaurenabfolge am carboxyterminalen Ende des F,
Fragments (Positionen 112/113 und 115/116) sowie Phenylalanin (F) am
aminoterminalen Ende des F; Proteins (Position 117) aufweisen. Bei lentogenen
Stammen hingegen ist die Aminosaurenabfolge monobasisch und an der Position
117 ist Lysin (L) inkorporiert (ALDOUS, 2001; COLLINS et al, 1993; TOYODA, 1987,
WERNER et al, 1999). Die molekularbiologische Einteilung in Pathotypen lasst im
Unterschied zu der biologischen Einteilung nur eine Differenzierung von
apathogenen und lentogenen zu meso- und velogenen Pathotypen zu. Eine weitere
Feindifferenzierung innerhalb dieser Einteilungen ist auf molekularbiologischer
Ebene nicht zu treffen.

Die Pathogenitat des Virus ist jedoch nicht ausschliesslich von dieser Sequenz
abhangig. So zeigen mesogene Stamme teilweise eine hochpathogene Spaltstelle.
Auch bei lentogenen Rekombinanten mit inserierter velogener F-Protein Spaltstelle

war keine drastische Pathogenitatssteigerung festzustellen (WAKAMATSU et al,
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2006a). Als weitere die Pathogenitat beeinflussende Komponente wird die Sequenz
des HN Proteins angenommen. ROMER-OBERDORFER et al (2003) zeigten, dass
die Virulenz weitgehend unabhéngig von der Lange des HNy-Proteins ist, sondern
vielmehr vom Austausch einzelner Aminosauren in der globularen Kopfregion des
HN-Proteins abhangt. Aber auch die Abhangigkeit der Pathogenitat von der Lange
und Glykosylierung des HN-Proteins und infolge dessen seiner Interaktion mit dem
F-Protein ist beschrieben (GARTEN et al, 1980b; STONE-HULSLANDER &
MORRISON, 1997). Durch die gezielte Mutation von Aminosauren der F und HN
Proteine bzw. den Ersatz der lentogenen F- und HN-Proteingene durch die
Sequenzen velogener Viren konnte eine Virulenzsteigerung gezeigt werden
(ROMER-OBERDORFER et al, 2006; WAKAMATSU et al, 2006a).

2.7 Klinik, Pathologie und histologische Veranderun gen

Die klinischen Symptome bei einer Infektion mit APMV-1 sind abhéngig von der
Pathogenitat und dem Tropismus des Virusstammes, der Wirtsspezies, des Alters
und des Immunstatus des Wirtes sowie des Infektionsweges (ALEXANDER, 1995,
2008; BROWN et al 1999; KING, 1996). So kann eine Infektion klinisch inapparent
bleiben, es kdnnen aber unter anderen Bedingungen auch ausnehmend schwere
klinische Symptome auftreten. Die empfanglichsten Wirtschaftsgefligelspezies fur
eine klinische Manifestation der Newcastle Disease sind Huhner und Puten.
Allerdings kann sich das klinische Bild desselben Isolats tierartlich stark
unterscheiden. Dies zeigten BRUGH & BEARD (1984) anhand eines
Papageienisolats, welches bei Papageien ein velogen viszerotropes klinisches Bild,
in Hihnern jedoch sehr heterogene Krankheitsverlaufe mit wenig gastrointestinaler
Beteiligung verursachte. Die Symptomatik lentogener Viren beschrankt sich zumeist
auf milde respiratorische Beeintrdchtigungen und vereinzelt Durchfall, die zumeist
ohne weitere Folgeschaden abheilen. Zudem besteht bei einer vorangegangenen
Infektion mit schwachvirulenten APMV eine erhdhte Empfanglichkeit for
Sekundarinfektionen mit selektiv pathogenen Keimen wie Escherichia coli und
Mycoplasma gallisepticum (NAKAMURA, 1994; FICKEN, 1987).

Das klinische Bild velogen viscerotroper Stamme ist zumeist mit schweren

hamorrhagischen intestinalen Verdnderungen verbunden, insbesondere sind
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Proventriculus, Dinndarm und Zakum betroffen. Eine Infektion mit velogen
neurotropen Virusstdmmen hat hingegen in erster Linie akute respiratorische
Symptome sowie zentralnerviose Ausfalle zur Folge, die sich in Opisthotonus,
Torticollis, Ataxie und Parese der Stander aussern (ALEXANDER, 2008; CHEVILLE
et al, 1972; GALLILI & BEN-NATHAN, 1998). Bei einer Infektion mit velogenen
Pathotypen treten auch perakute Krankheitsverlaufe auf, die zum plotzlichen
schnellen Tod der Tiere ohne sichtbare klinische Erkrankungen ftihren.

Die pathologischen Veranderungen sind wie auch das klinische Bild stark von
Virusstamm, der Wirtsspezies und dem klinischen Verlauf abhangig.

Bei perakuten Krankheitsverlaufen sind haufig keine sichtbaren pathologischen
Verédnderungen evident. Bei protrahierteren Krankheitsverlaufen sind die haufigsten
pathologischen Veranderungen hamorrhagische Veranderungen der Schleimhaute
des Respirations- und Gastrointestinaltraktes. Weiterhin kommt es in einigen Féllen
zu Nekrosen der lymphoiden Gewebe in Milz, Darm und der Zakaltonsille (BROWN
et al, 1999b, 1999c).

Histologisch sind bei Infektionen mit respirotropen lentogenen Stammen
hauptsachlich Veranderungen in Lunge und Trachea sichtbar, wobei die
Veréanderungen bei einer Infektion sehr junger Tiere am deutlichsten auftreten. Diese
bestehen aus einer Hypertrophie der Becherzellen, die in vermehrter Produktion von
Mukus und einem Absterben der Zilien resultiert (MAST et al, 2005). LAM (2003)
zeigte eine Depletion der trachealen Epithelzellen und eine Schéadigung der Zilien.
Die Art der histopathologischen Veranderungen der Trachea und des
Respirationstraktes tritt auch bei der Infektion mit lentogenen Virusstdammen auf
(KOMMERS et al, 2003) und ist weitgehend unabhangig von der Pathogenitat des
eingesetzten Stammes (BEARD & EASTERDAY, 1967).

Bei der Infektion mit velogenen Virusstammen kommt es zur grossflachigen Nekrose
lymphoiden Gewebes in Milz und Gastrointestinaltrakt (BROWN et al, 1999). Auch
lymphoide Depletion kann beobachtet werden, von der vermutet wird, dass diese
durch Apoptose ausgeldst wird (KOMMERS et al, 2003). OJOK & BROWN (1996)
beobachteten ebenfalls auf makroskopischer und histologischer Ebene eine
deutliche Schadigung des lymphoiden Gewebes nach okulonasaler Infektion mit dem
velogen vicerotropen Virusstamm Fontana.

Weiterhin konnte nach experimenteller Infektion spezifisch pathogenfreier Tiere mit

velogenem Virus Apoptose in den mononuklearen Zellen des peripheren Blutstroms
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sowie eine Perforation der Erythrozyten beobachtet werden (LAM, 1996, 2003). Auch
nach der Beimpfung von Huhnereiern in die Allantoishohle sind eine Fragmentierung
von DNA nach 24 Stunden im Gehirn bzw. 36 Stunden im Herzen sowie
elektronenmikroskopisch sichtbare apoptotische Korperchen nachweisbar. Diese
weisen auf eine Zellschadigung und letztendlich den Tod des Embryos durch
Apoptose der Zellen von Herz und Gehirn hin (LAM et al, 1995).

2.8 Virustropismus

Der Virustropismus des avidren Paramyxovirus zeigt grosse stammspezifische
Unterschiede und ist stark abhangig von der Féhigkeit des Virus, die proteolytische
Spaltstelle des Fo-Proteins trypsinunabhangig zu spalten. AL-GARIB et al (2003)
wiesen mittels Untersuchungen von Hihnerembryonen das Uberschreiten der
Epithelbarriere durch einen velogenen Virusstamm, der ein Fluoreszenzprotein
exprimiert, nach. In dieser Untersuchung war velogenes Virus dazu in der Lage, eine
systemische Infektion in einer Vielzahl von Organen und Geweben, insbesondere
Herz und Milz, hervorzurufen. Eine Affinitat hochpathogener Virusstamme fir die
lymphatischen Gewebe der Milz und des Gastrointestinaltrakts wurde auch von
anderen Autoren nachgewiesen. (BROWN 1999b; KOMMERS, 2003).

Im Gegensatz zu den Untersuchungen an velogenen Stammen war lentogenes Virus
lediglich im CAM, Haut und zu spateren Embryonalstadien auch im Epithel der Lunge
nachzuweisen (AL-GARIB et al, 2003). OLDONI et al (2005) erhielten nach der
Beimpfung mit Wildtyp La Sota ahnliche Ergebnisse, hier konnte per
Immunhistochemie und in situ Hybridisierung lentogenes Virus auf der CAM, in den
Luftsacken und im Oesophagus nachgewiesen werden. Auch die von NAGAI et al
(1979) durchgefuhrten Untersuchungen zum Virusnachweis mittels direkter
Verfahren und Immunhistochemie konnten keine Ausbreitung Uber das Ektoderm der
CAM hinaus durch schwachvirulentes Virus nachweisen. OGASAWARA et al (1992)
verfolgten den Gedanken, dass eine Infektion von Zellen durch lentogene
Virusstamme zwar moglich ist, jedoch durch das Fehlen ektopisch exprimierter
endogener Proteasen keine Replikation stattfindet, so dass die Viren in einer

inaktiven zygotischen Form in der Zelle verbleiben.
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Im Gegensatz dazu stehen Untersuchungen zum Virustropismus bei geschlipften
Eintagskiken, die embryonal mit einem durch Ethylmethan Sulfonat (EMS)
attenuierten Lebendvirus eines B1-Stammes beimpft wurden. Es konnte Virus in der
Milz der Kiken nachgewiesen werden, was flir eine systemische Ausbreitung des
Virus im Huhnerembryo spricht (AHMAD & SHARMA, 1992). Auch bei
Immunisierung vierwochiger Huhner vermochten meso- und lentogene Stamme
systemische Infektionen in Myocard und Luftsackepithel zu setzen (BROWN et al,
1999Db).

Kontrovers disuktiert wird der zentralnervése Tropismus von Newcastle Disease
Virus. BROWN et al (1999b) konnten nach der konjunktivalen Infektion mit velogen
neurotropen Stammen trotz deutlicher zentralnervéser Klinik nur sehr geringe
Mengen von Virusantigen im ZNS mittels in situ Hybridisierung nachweisen. Im
Gegensatz dazu fanden LIU et al (2007) bei gleichem Infektionsweg rekombinantes,
mit grinem Fluoreszenzprotein markiertes velogenes Virus des Gansestammes ZJ1
problemlos in Gehirn, Lunge und Niere wieder.

Bei den meisten schwachvirulenten Stdmmen ist eine Praferenz fur entweder
Gastrointestinal- oder Respirationstrakt des Huhnes feststellbar. Untersuchungen an
vollstdndigen Genomsequenzen weisen bei Stammen des Genotyps Il einen
Tropismus fir den Resiprationstrakt nach, wahrend Impfstamme des Genotyps | wie
Ulster und QV4 primar eine Affinitat fir Zellen des Gastrointestinaltraktes aufweisen
(PEROZO et al, 2008b). Dies ist in Einklang mit den Beobachtungen von
ALEXANDER (2008), der eine Pradilektion fur den Respirationstrakt bei den in
Europa meistgenutzten Impfstammen LaSota und Hitchner Bl zeigte. Der in
Australien genutzte Impfstamm V4 weist wahrend der frihen Infektionsphase eine
Replikation im Darmepithel auf, wahrend der thermostabile Impfstamm [-2 bei
gleicher Applikationsart eine Affinitat zu respiratorischem Epithel zeigt (WAMBURA et
al, 2006). Untersuchungen zur Ursache der Unterschiede im Tropismus auf
molekularbiologischer Ebene wurden an dem aus Puten isolierten lentogenen Stamm
VGI/GA, der als Impfstamm genutzt wird und seinem infektioésen Klon 5 durchgefihrt.
Der Stamm VG/GA weist im Vergleich zu seinem infektiosen Klon, der primar im
respiratorischen Epithel repliziert, einen deutlichen gastrointestinalen Tropismus auf.
Bei Sequenzuntersuchungen auf der gesamten Genomlange zeigten sich drei

Sequenzabweichungen auf Aminosaureebene im Bereich des F-Proteins sowie
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sechs Aminosaureabweichungen im Bereich des HN-Proteins (PEROZO et al,
2008b).

Es wird angenommen, dass lentogene Stamme fur die Spaltung des Fo
Vorlauferproteins auf Proteasen angewiesen sind, die einen einzelnen Argininrest (R)
erkennen, wie dies bei trypsinartigen Proteasen der Fall ist. In Gegensatz dazu sind
meso- und velogene Stdmme in der Lage, ubiquitdre zellulare Endoproteasen zu
diesem Zweck nutzen zu kdonnen (ROTT et al, 1979; STEINHAUER, 1999). Dies hat
zur Folge, dass velogene Stamme trypsinunabhangig beféahigt sind, eine
systemische Infektion hervorzurufen, wahrend die Replikation lentogener Stdmme
auf epitheliale Gewebe des Respirations- und Digestionstrakts, in denen trypsinartige
Proteasen vorliegen, beschrankt ist (ALDOUS & ALEXANDER, 2001; GARTEN et al,
1980a; NAGAI et al, 1976).

Bei der Untersuchung der Replikationseigenschaften meso- und velogener Stamme
des Newcastle Disease Virus zeigte sich, dass es sich bei den ubiquitaren
endogenen Proteasen, die das Virus zur Spaltung des Fo-Proteins nutzt, um
subtilisinartige Proteasen, moglicherweise um Furin, handelt (FUJII,1999). Die
Spaltung des Fy velogener NDV Stamme findet intracellular am trans Golgi Netzwerk
statt (SAKAGUCHI, 1991; KAWAHARA, 1992).

Im Gegensatz hierzu wurde bei der Untersuchung von Sendaivirus und lentogenem
Newcastle Disease Virus (Stamm Ulster) in Allantiosflissigkeit des Hihnerembryos
eine Protease nachgewiesen, die in der Lage ist, eine 10° bis 10*-fache Steigerung
der Spaltung des Fo-Proteins zu bewirken. Inhibitionsexperimente zeigten eine
Verwandschaft, aber keine komplette Ubereinstimmung dieser Protease mit Trypsin
(MURAMATSU & HOMMA, 1980; APPLEYARD & DAVIS, 1983). Die weitergehende
Charakterisierung dieser Protease zeigte eine vollstandige Homologie zu humanem
und bovinem Faktor Xa (GOTOH et al, 1990; 1992). Bei Faktor Xa handelt es sich
um eine Ca®* und Vitamin K abhangige Serinprotease, welche bei der Blutgerinnung
zur Umsetzung von Prothrombin in Thrombin verantwortlich ist (OGASAWARA,
1992; GOTOH, 1990; 1992). Diese wird in Form von Faktor X (FX) als
Vorlauferprotein synthetisiert und im Ablauf der Blutgerinnungskaskade mittels
proteolytischer Aktivierung zu seiner aktiven Form Faktor Xa (FXa) gespalten. Auch
bei der Fo spaltenden Protease bedarf es einer proteolytischen Aktivierung des
Vorlauferproteins (GOTOH et al, 1990, 1992). Immunhistochemische Nachweise zur

Gewebslokalisation von lentogenem Newcastle Disease Virus (Stamm Ulster)
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decken sich mit analogen Untersuchungen zur Lokalisation des aktivierten Faktor Xa
(OGASAWARA et al, 1992). Das Vorlauferprotein FX ist in der Allantois-, nicht jedoch
in der Amnionflissigkeit zu finden, dort liegt die Protease ausschliesslich in ihrer
aktivierten Form vor. Weiterhin wurde FX in Leber, Milz, Niere und
Gastrointestinaltrakt nachgewiesen, allerdings lediglich in seiner inaktiven Form, so
dass angenommen wird, dass die Virusreplikation an den Epithelien des
Gastrointestinaltraktes  durch  abgeschlucktes aktiviertes Enzym aus der
Amnionflissigkeit induziert wird (OGASAWARA et al, 1992). Am Beispiel von
Sendaivirus wurde als weitere Determinante fur die Fahigkeit einer systemischen
Ausbreitung die apikale bzw. bipolare Knospung des Virus ermittelt. Eine Mutante
des Sendaivirus, der spezifische Mutationen in der Aminosaure 115 des F-Proteins
und den Aminoséduren 128 und 210 des M-Proteins aufweist, vermochte eine
bipolare Knospung des Virus und eine systemische Infektion auszulésen, wahrend
die Replikation des Wildtyps auf den Respirationstrakt beschrankt blieb (TASHIRO et
al, 1992).

Neben den Beteiligungen der F-, M- und HN-Proteine an Virulenz und Tropismus des
Virus hat auch das V-Protein eine funktionelle Bedeutung fur Virustropismus und
Pathogenitat im Huhnerembryo (MEBATSION, 2001). Es handelt sich bei der
Ausbildung von Tropismus und Virulenz also um ein komplexes Geschehen, welches

durch viele Faktoren auf Virus- und Wirtsebene beeinflusst wird.

2.9 Gesetzliche Regelung

Aufgrund ihrer grossen wirtschaftlichen Bedeutung wird die Newcastle Disease bei
der Organisation Internationale des Epizooties (O.l.LE.) als anzeigepflichtige
Tierseuche gefuhrt. Im Falle eines Ausbruchs bedarf es einer Meldung an die O.l.E.
sowie einer monatlichen Benachrichtigung der Lander Uber den aktuellen
Seuchenstatus.

Im Rahmen der Tierseuchengesetzgebung des Europaischen Wirtschaftsraums
(Richtlinie 92/66/EWG) und auf nationaler Ebene (Tierseuchengesetz in der Fassung
der Bekanntmachung vom 13. Dezember 2007; Geflugelpestverordnung in der

Fassung der Bekanntmachung  vom 20. Dezember  2005) sind
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Prophylaxemassnahmen sowie Hygienemanagement und Schutzmassregeln im
Falle eines Ausbruchs festgelegt.

Die Zulassung und Prifung von Impfstoffen unterliegen der Tierimpfstoffverordnung
in der Bekanntmachung der Fassung vom 24. Oktober 2006. Methodisch unterliegt
die Prifung von Tierimpfstoffen den Formvorgaben, die im Europaischen Arzneibuch
(6. Fassung vom 01. Januar 2008) verankert sind.

Die Impfung von Hihnern und Puten gegen das Newcastle Disease Virus ist in den
meisten europaischen Landern gesetzlich geregelt, die Gesetzeslagen der
europaischen L&nder hinsichtlich der Impfung sind jedoch sehr heterogen. In
Deutschland besteht nach der Verordnung zum Schutz gegen die Geflugelpest und
die Newcastle-Krankheit vom 20. Dezember 2005 eine Impfpflicht fir Hihner und
Puten. Als Impfstoffe sind zugelassene Impfstoffe (Bundesanzeiger-Veroffentlichung
Nr. 323 vom 08. Mai 2008) einzusetzen.

2.10 Diagnostische Mdglichkeiten

Der diagnostische Nachweis von Newcastle Disease Virus sowie spezifischen
Antikdrpern gegen diesen Erreger erfolgt in Deutschland anhand der europaischen
Richtlinie 92/66/EWG und den in deren Anhang angefihrten Methoden. Ein
weltweiter Standardisierungsvorschlag wird von der O.LLE. in Form des ,Manual of
Diagnostic Tests und Vaccines for Terrestrial Animals® (2008, Kapitel 2.3.14,

Newcastle Disease) herausgegeben.

2.10.1 Serologischer Nachweis

Der serologische Nachweis APMV-spezifischer Antikorper ist insbesondere bei der
Uberprifung des Erfolgs der gesetzlich vorgeschriebenen Impfung wichtig. Die
Nachweispflicht des Impferfolgs liegt beim Tierhalter. Nach Vorgaben der O.LE.
sowie der Richtlinie 92/66/EWG gilt der Hamagglutinationshemmungstest als
serologischer Standardtest. Als Standardantigen wird auf europaischer Ebene der
Stamm Ulster 2C vorgeschlagen (Richtlinie 92/66/EWG).

Hinzu kommen enzymverstarkte Assays (ELISA) zum Nachweis viraler Antikorper,

die vom Hersteller validiert und landerspezifisch zugelassen werden. Diese



LITERATUR 23

verwenden zur Detektion Vollvirusantigen, rekombinante Proteine oder ,subunit*
Antigen. Momentan besteht in Deutschland eine Zulassung fur vier Testkits, von
denen einer kommerziell vermarktet wird. Dieser basiert auf dem Sandwichprinzip

und nutzt ein plattengebundenes rekombinantes Virushllprotein.

2.10.2 Antigennachweis

Ein Nachweis von Virus wird per Anzucht im embryonierten spezifisch
pathogenfreien Huhnerei mit anschliessender Ernte der Allantoisflissigkeit und
Charakterisierung des Isolats gefuhrt. Die Charakterisierung schliesst sich an eine
Uberprifung auf hamagglutinierende Agenzien sowie eine Kontrolle auf bakterielle
Sterilitat an (ALEXANDER, 1989). Bei Nachweis eines hamagglutinierenden Virus
erfolgt die Typisierung des Isolats mittels Hamagglutinationshemmungtest anhand
einer standardisierten Zusammenstellung polyklonaler Seren gegen Influenza A
Viren sowie Paramyxovirus der Serotypen 1 bis 9. Eine weitere serologische
Feindifferenzierung kann mit Hilfe einer standardisierten Palette monoklonaler
Antikdrper aus der Maus erzielt werden (ALEXANDER, 1997). Anhand dieser
Bindungsmuster lassen sich sogar einzelne Stamme desselben Genotyps wie die
Impfstdmme LaSota und B1 voneinander unterscheiden (MEULEMANS et al, 1987).
Dieser Differenzierung schliest sich die Pathotypisierung mittels ICPI auf biologischer
oder Uber die Bestimmung der F-Protein Spaltstellensequenz auf molekularer Ebene

an.

2.10.3 Molekularbiologischer Nachweis und Differenz  ierung

Zu weiteren Differenzierung stehen molekularbiologische Methoden zur Verfligung,
die in Abhangigkeit von der Qualitat der Probe bzw. des Isolats das Spektrum der
klassichen Diagnostik erweitern kénnen. Die dabei am haufigsten eingesetzte
Polymerasekettenreaktion (PCR) basiert auf der Aplifikation eines von zwei
spezifischen hybridisierenden Oligonukleotiden, den Primern, eingerahmten
Fragments durch eine zyklische, enzymatische Reaktion, bei der durch eine
DNA-Polymerase sequentiell Deoxynukleotide an einen Komplementarstrang
angelagert werden. Ein Amplifikationszyklus ist untergliedert in die Abschnitte der
Denaturierung zur Trennung des doppelstrangigen DNA Strangs (>90C),
Primeranlagerung (in Abhangigkeit von der Schmelztemperatur der Primer 50-75C)

sowie Verlangerung des synthetisierten DNA Strangs (72-78<C). Die Darstellung der
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Amplifikationsprodukte erfolgt durch Agarosegelelektrophorese und Anfarbung mit
interkalierenden Farbstoffe wie Ethidiumbromid, die sich an doppelstréangige
Nukleinsdureabschnitte anlagern (GAVRILENKO, 2006).

Die quantitative oder Real Time RT-PCR entwickelte sich in den letzten Jahren zu
einer schnellen, einfach anzuwendenden und gtinstigen diagnostischen Methode und
wird deshalb zunehmend im Bereich der Diagnostik von Krankheitserregern
angewandt. Sie beruht auf der Messung von Fluoreszenz, die mit der Amplifikation
eines spezifischen DNA-Abschnitts assoziiert ist. Dies kann entweder mit
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen wie SYBR Green™, die sich in die
doppelstrangige DNA einlagern (HIGUCHI, 1993) oder mittels sequenzspezifischer
Sonden (SAMBROOK et al, 1989) erfolgen. Die Darstellung erfolgt in grafischer
Form, wobei die Fluoreszenz auf der Abszisse gegen die Zyklenzahl auf der Ordinate
aufgetragen wird.

Es wurden diverse Protokolle zum Nachweis viraler RNA des avidren Paramyxovirus
entwickelt, die unterschiedliche Ziele verfolgen. Zur Erfassung eines moglichst
grossen Virusspektrums aus Feldproben wird ein Assay bendtigt, das in der Lage ist,
mit einer maglichst breiten diagnostischen Sensitivitat virale RNA nachzuweisen, um
der Heterogenitat der Stamme Rechnung zu tragen. Im Gegensatz dazu wird fir die
Feindifferenzierung sowie fur die Pathotypisierung auf molekularer Ebene ein Assay
bendtigt, welches auch eine Abweichung einzelner Nukleotide auf Genomebene
erkennt und wiedergibt.

Eine Vielzahl von Polymerasekettenreaktions (PCR) Protokollen, die mehrheitlich
Fragmente variierender Lange auf dem F-Proteingen amplifizieren, kam bisher zur
Anwendung (BARBEZANGE & JESTIN, 2002; JESTIN & JESTIN, 1991; JESTIN &
CHERBONNEL, 1992; KANT, 1997; KHO et al, 2000). Eine tabellarische
Zusammenfassung der bis zum Jahr 2001 entwickelten Protokolle und ihrer
Anwendungen ist bei ALDOUS & ALEXANDER (2001) zu finden. Die nach dieser
Veroffentlichung entwickelten und publizierten molekularbiologischen
Nachweisverfahren sind in Tab. 4 aufgeflhrt.

Zur Differenzierung und insbesondere zur Pathotypisierung von Virusstdmmen
wurden Assays entwickelt, die als Unterscheidungsmerkmal die Heterogenitat im
Bereich der F-Proteinspaltstelle nutzen. Besonderes Interesse gilt der Abgrenzung
von lentogenen zu velogenen Stdmmen. Dies wurde Ublicherweise mittels

Polymerasekettenreaktion, Agarosegelelektrophorese und anschliessender direkter
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Sequenzierung der Amplifikationsprodukte erzielt (TOYODA et al, 1989; COLLINS et
al, 1993; SEAL et al, 1995; KING & SEAL, 1997). Mit Hilfe des Einsatzes spezifisch
bindender, markierter Sonden wurde der kostenintensive und aufwendige
Sequenzierprozess umgangen. Zunachst wurde hierfir RNA Fingerprinting
eingesetzt (McMILLAN & HANSON, 1982; PALMIERI & MITCHELL, 1991), welches
von markierten Sonden (JARECKI-BLACK & KING, 1993; ALDOUS et al 2001)
abgeldst wurde. Die in der Handhabung Entsorgung und Haltbarkeit anspruchsvollen
radioaktiv markierten Sonden wurden schliesslich von fluoreszenzmarkierten
Oligosonden abgel6st, die sich in der Diagnostik in Form von quantitativer PCR
durchsetzten. Diese bieten insbesondere fiir den Durchsatz grosser Probenmengen
Vorteile, da sie im 96-Loch Platten Format eingesetzt werden kénnen und ein
geschlossenes System ohne die Notwendigkeit einer postreaktionalen Prozessierung
nutzen, welches bei einer grossen Anzahl von Proben Kontaminationen reduziert.
Die in der vorliegenden Arbeit genutzten fluoreszeierenden 5° Nuklease Oligosonden
basieren auf dem System des fluorescence resonance energy transfer (FRET), bei
dem Energie von einem Reportermolektl (Fluorophore) auf ein nicht
fluoreszeierendes Quencher-Molekil, welches sich 10-100 Angstrom entfernt
befindet, Ubertragt (CLEGG, 1992). Bei der Amplifikation des spezifischen Fragments
wird durch die 5-3' Endonukleaseaktivitat der Taq Polymerase eine Hydrolysierung
der Oligosonde erwirkt, die eine Freisetzung des Reportermolekiils und somit eine
Fluoreszenzemission im gemessenen Wellenlangenbereich (MACKAY et al, 2002)
zur Folge hat. Die Zykluszahl, bei der die gemessene Fluoreszenz die zehnfache
Standardabweichung von der Basisfluoreszenz lberschreitet, wird als threshold
cycle (Cr) bezeichnet. Dieser ist proportional zu der Anzahl der initial vorliegenden
Kopienzahl der Zielsequenz (GIBSON, 1996; JUNG, 2000; MACKAY, 2002). Zur
diagnostischen Anwendung fur avidres Paramyxovirus kommt in Deutschland das
USDA-zertifizierte Protokoll nach WISE et al, 2004, eine weitere Sequenzierung der
F-Proteinspaltstelle ist bei Bedarf anzuschliessen (COLLINS et al, 1993; KIM et al,
2007Db).
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Abb. 4 Molekularbiologische diagnostische Assays zu

Newcastle Disease Virus, veroffentlicht seit 2001.
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Fortsetzung: Tab. 4

RODRIGUEZ- Multiplex RRT-PCR mit  F

SANCHEZ etal, acht weiteren

2008 Tierseuchen

WANG et al, 2008 Nested RT-PCR & F
magnetic-bead Sonde
(RAPID-BAP)

Da sowohl den Primern als auch der Sonde eine spezifischen Bindung an eine zu
amplifizierende Sequenz zugrunde liegt ist die Auswahl der verwendeten
Oligonukleotide fur die Leistungsfahigkeit der PCR essentiell. In Anbetracht dessen
wurde durch Modifikation der in die Sonde inkorporierten Oligonukleotide deren
Bindungseigenschaften verbessert. Dies kann beispielsweise durch das Anheften
von minor groove binders (MGB) an den Oligonukleotidstrang geschehen, welche
den Sonden-DNA Dimer durch Einfaltung in den minor groove der doppelstrangigen
DNA stabilisieren (KUTYAVIN et al, 2000, 2003). Modifikationen innerhalb des
Nukleotids sind in der Nukleobase, dem Zuckerring oder der Phosphodiesterstruktur
moglich (PETERSEN et al, 2003). Im Zuge der Verbesserung der
Bindungseigenschaften wurden Nukleotide synthetisiert, deren Furanosering eine 2'-
0O, 4'-C-Methylenbindung aufweist und der dadurch in seine C3‘-endo Konformation
gezwungen wird (SINGH et al, 1998; KOSHKIN et al, 1998). Diese werden als locked
nucleic acids (LNA) bezeichnet. Die Schmelztemperatur erhéht sich durch den
Einsatz von LNA-Basen pro Base um 1 — 8T bei der H ybridisierung mit DNA und um
2 — 10T bei der Hybridisierung mit RNA. Dieser Eff ekt tritt besonders stark beim
Einsatz kurzer Oligonukleotide, wie dies bei 5'-Nukleasesonden der Fall ist, zutage.
Der Einsatz von LNA-Nukleotiden kann auch fur die Erkennung der Abweichung
einzelner Basen (single nucleotide polymorphism, SNP) erfolgen, da die Differenz
der Schmelztemperaturen (AT.) bei einer einzelnen Nukleotidabweichung beim
Einsatz von LNA-Nukleotiden deutlich hoher ist als bei konventionellen DNA
Oligomeren (ORUM, 1999). Weitere Eigenschaften, die LNAs flr einen Einsatz in

diagnostischen Verfahren interessant machen sind ihre relativ einfache
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Synthetisierbarkeit, ihre hohe Stabilitdt und die fehlende Toxizitdt (ARORA et al,
2008).

2.11 Impfung

In Wirtschaftsgefligelbetrieben werden aufgrund der Mdglichkeit zur Herdenimpfung
zumeist Lebendimpfstoffe der Stdmme Hitchner B1 und LaSota (HANSON &
BRANDY, 1955) sowie deren Klone eingesetzt, die mittels Spray- oder
Trinkwasserverfahren appliziert werden. Auch der Klon 2C des lentogenen Stamms
chicken/Northern Ireland/Ulster/67 wird als Lebendvakzine vermarktet. Fur den
Einsatz bei Puten ist lediglich der Stamm LaSota zugelassen.

Die Erstimpfung von Wirtschaftsgefliigel mit klassischen Lebendvakzinen erfolgt
nach Empfehlungen der Hersteller zwischen dem ersten und dem 14. Lebenstag. Ein
Immunisierungsschema zum Aufbau einer ununterbrochenen protektiven Immunitat
ist in Tab 1 aufgefuihrt (BEHR et al, 2008). Bei Legehennen und Elterntieren erfolgen
demnach bis zum Eintritt in die Produktionsperiode drei Nachimmunisierungen,
wobei diese zum Teil in Kombination mit anderen Impfungen (Infektiose Bronchitis,
Infektibse Bursitis, avidres Reovirus sowie Adenovirusinfektionen bei Legehennen)
vorgenommen wird. Wahrend der Produktionsperiode ist im Abstand von zehn

Wochen zu reimmunisieren.

Tab 5 Empfohlenes Impfschema fiir Newcastle Disease  Virus (nach BEHR et al, 2008)

Lebenswoche Legeelternherden Mastelternherden Legeh  erden Broiler
2. X X X
3. X

5. X X X

12. X X X

17. X

18. X X X

Produktion Nachimmunisierung im Abstand von 10 Wochen

Des Weiteren werden Impfstoffe aus inaktiviertem Virusmaterial kommerziell
vermarktet. In Deutschland werden diese verstarkt bei der Impfung von Tauben
eingesetzt, es sind aber auch inaktivierte Impfstoffe fir Wirtschaftsgefliigel erhaltlich.

Eine Impfung mit inaktivem Antigen bringt die Notwendigkeit einer Einzeltierimpfung
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mittels Injektion sowie des Einsatzes von Adjuvanzien mit sich. Zudem findet
lediglich eine lokale Reaktion statt, aus der keine IgA Antwort hervorgeht. Allerdings
garantiert die inaktivierte Impfung eine langer andauernde Immunitat, so dass bei der
Anwendung bei Legehennen von einem protektiven Schutz Uber die gesamte
Legeperiode auszugehen ist (GALLILI & BEN-NATHAN, 1998).

Die Anwendung und Qualitatskontrolle von Impfstoffen ist sowohl auf nationaler als
auch auf europaischer Ebene durch das Europaische Arzneibuch sowie die
Entscheidung 93/152/EWG gesetzlich geregelt. Diese schreibt fir attenuierte NDV-
Lebendimpfstoffe einen intracerebralen Pathogenitatsindex von unter 0,4 pro 10’
EIDso und unter 0,5 pro 10° EIDso vor. Die Uberpriifung der Impfstoffsicherheit ist
durch eine Belastungsinfektion am 21. Lebenstag mit dem velogenen Stamm Herts
(Weybridge 33 / 56) vorgeschrieben.

Die Verantwortung des Nachweises des Impferfolges ist in der Gefliigelpest-
Verordnung in der Fassung vom 20. Dezember 2005 geregelt und liegt bei dem
Geflugelproduzenten. Er erfolgt serologisch durch Ermittlung der Antikorpertiter
mittels Hamagglutinationshemmungstest (HAH) oder enzymverstarkten Assays
(ELISA).

2.12 In-ovo Infektionen und Impfungen

In zunehmendem Masse wird bei der Impfung von Wirtschaftsgefligel der
Einzeltierimpfung im embryonierten HUhnerei Interesse entgegengebracht. Diese
sollen eine zuverlassige und gleichmassige Ubermittlung des Impfstoffes und friihen
Immunschutz gewahren (NEGASH et al, 2004). Gleichzeitig wird die Kontamination
der Umwelt durch grosse Mengen vernebelten Lebendvirus vermindert.

Der Impfzeitpunkt wird durch den Immunstatus des Embryo, dessen Empfanglichkeit
fur das Virus und wirtschaftliche Faktoren bestimmt, Ublicherweise wird der Zeitpunkt
der Umlage der Bruteier zum Schlupf am 18. Lebenstag gewabhilt.

Zur maschinellen Routineanwendung kam die in ovo Impfung bisher beim Aufbau
eines sehr frihen Immunschutzes gegen Gallines Herpesvirus 2 (Mareksche
Krankheit) (JOHNSTON et al, 1997) zum Einsatz. Im Vergleich zur Impfung gegen
die Mareksche Krankheit, die Ublicherweise am ersten Lebenstag per
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intramuskularer Applikation erfolgt, wird die Anzahl der Ausfalle bei in ovo Impfung
deutlich verringert. Nach der Anwendung bei Puten ist eine Immuntoleranz und
Generalisierung der Infektion mit persistierender Virdmie beschrieben
(RAUTENSCHLEIN et al, 1999).

Weiterhin konnte nach in ovo Immunisierung gegen das Virus der Infektibsen
Bronchitis sowie der Infektiosen Bursitis (Gumboro Krankheit) der Nachweis eines
frihen, effektiven Immunschutzes erbracht werden (AVIAKIN, 2000; COLETTI, 2001;
NEGASH, 2004; WAKENELL & SHARMA, 1986).

Auch fir die Impfung gegen Newcastle Disease wurden experimentelle Ansétze zur
embryonalen Impfung entwickelt. Bei der Vakzination von Huhner- und
Putenembyonen mit klassischen Impfstammen manifestierte sich eine Restvirulenz,
die zum Tod der Embryonen und somit zu deutlich reduzierten Schlupfraten fihrte
(AHMAD & SHARMA, 1992, 1993; DILAVERIS, 2007; MAST, 2006).

Daher wurden alternative experimentelle Protokolle entwickelt, die auf der Basis
attenuierter Lebendviren (AHMAD & SHARMA, 1992), inaktivem Virusmaterial
(STONE et al, 1997), rekombinanten Pockenviren (KARACA et al, 1998;
RAUTENSCHLEIN et al, 1999), rekombinanten Adenoviren (PEROZO et al, 2008a)
sowie Rekombinanten aus Newcastle Disease Virus und avidrem Influenzavirus
(STEEL et al, 2008) basieren. Weiterhin wurden Kklinische Untersuchungen mit
multivalenten Impfstoffen, die Newcastle Disease als eine der Komponenten
beinhalteten, durchgefiihrt (GAGIC et al, 1999; SHARMA et al, 2002). Alle bisher
gepruften in ovo Impfstoffe bewirkten entweder vermehrte Ausfélle und verminderte
Schlupfraten, lieferten eine unvollstandige protektive Immunitat, so dass es nach
einer Belastungsinfektion zu Ausfallen kam oder konnten die Ausscheidung von
Virus nach einer Belastungsinfektion nicht verhindern. Die klassische Lebendimpfung
gegen NDV in den ersten Lebenstagen konnte daher bislang nicht ersetzt werden.
Eine kommerzielle Vermarktung von in ovo Impfstoff gegen NDV wurde in Form
eines attenuierten Lebendimpfstoffes des Stammes NDW vorgenommen, der
Impfstoff wurde aber aufgrund von Restvirulenz, die sich in reduzierten Schlupfraten
niederschlug, vom Markt genommen (DILAVERIS et al, 2007).

DILAVERIS et al (2007) zeigten eine Ausscheidung des Impfvirus, welche die
zugestellten Sentineltiere zu infizieren und bei diesen eine protektive Immunitét zu

induzieren vermochte. Deshalb wird eine in ovo Impfung von wenigen Einzeltieren
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propagiert, was die Verluste durch die Restvirulenz der Impfung reduziert, jedoch
trotzdem die Immunisierung der gesamten Herde gewéhrleisten soll.

Die Manifestation einer in ovo Infektion und Beobachtungen einer substantiellen
Restvirulenz wurden nicht nur experimentell, sondern auch auf nattrlichem Weg
beobachtet. Eine vertikale Transmission avidren Paramyxovirus wird diskutiert
(LANCASTER et al, 1963), wobei vermutet wird, dass sowohl Impfstdmme als auch
velogene Stamme aus Ausbriichen auf die Hihnerembryonen Ubertragen werden
konnen (CHEN & WANG, 2002; RASZEWSKA et al, 1964). Es wird angenommen,
dass es bei einer naturlichen Infektion der Elterntiere mit Newcastle Disease Virus
zwar zu einer Infektion der Hihnerembryonen, jedoch nicht zum Schlupf infizierter
Kiken kommt (ALEXANDER, 1997). FRENCH et al (1967) berichten jedoch von der
Isolation von lentogenem Virus aus geschlipften, embryonal infizierten Tieren. Auch
POSPISIL et al (1991) zeigten mittels Virusisolierung aus Organen geschliupfter Tiere
eine Infektion mit dem NDV Impfstamm La Sota, welche auf eine embryonale
Infektion zurtickzufuhren ist. Demnach wird postuliert, dass ein Schlupf infizierter
Tiere unter bestimmten Umstdnden mdoglich ist. CAPUA et al (1993) fuhrten den
Nachweis von velogenem Virus aus priméaren Huhnerembryozellen, die von einer
nachweislich infizierten Elterntierherde stammen. Der Schlupf von mit velogenen
Stammen infizierten Kiken ist jedoch als Ausnahme anzusehen (CHEN & WANG,
2002).

2.13 Brut und Immunitatsentwicklung

Das Hihnerei hat eine Bebrutungsdauer von 21 Tagen, die sich in der kommerziellen
Kunstbrut in die Vorbrut bis zum 18. Bebritungstag und die anschliessende
Schlupfbrut untergliedert.

Nach vollstandiger Ausbildung des Chorions am 7. bis 8. Bebrutungstag und der
Allantoismembran am 10. Bebritungstag besteht eine Verwachsung der beiden
H&aute zur Chorioallantoismembran, die unmittelbar der Schalenhaut anliegt. Diese
Membran umgibt Dotter- und Eiweissack und bildet die Allantoishéhle, die die
embryonalen Ausscheidungen aufnimmt. Auch die Versorgung des Embryos mit

Sauerstoff findet durch den Gasaustausch im Bereich der Luftkammer Uber den ab
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dem 5. Bebriutungstag funktionellen Allantoiskreislauf statt (RUSSE & SINOWATZ,
1998). Der Embryo ist von der Amnionmembran umgeben, die ektodermaler Herkunft
ist und die Amnionhdhle bildet. Eine Kommunikation der Allantois- mit der
Eiweisshéhle und ein Abschlucken von Eiweiss kann ab dem 11. Bebritungstag
beobachtet werden.

Am 19. bis 20. Bebriitungstag veréden die Allantoisgefasse und der Embryo stdsst in
die Luftkammer durch, wo ab diesem Zeitpunkt die Versorgung mit Sauerstoff Gber
die Lungenatmung gewahrleistet ist (SCHWARZE, 1979) Als Besonderheiten des
Immunsystems geschieht bei Hihnern die Reifung der B-Lymphozyten von einem
eigens angelegten Organ, der Bursa fabricii, wéhrend die Reifung der T-
Lymphozyten analog zum S&ugetier vom Thymus Ubernommen wird. Wéahrend
zunachst von einer Entwicklung der Hamatopoese von Dottersack ausgehend
ausgegangen wurde, zeigten Chimarenexperimente, dass diese ab dem 5.
Bebritungstag von Anlagen der ventralen Aorta tbernommen wird. Lediglich die
frithe Hamatopoese vor dem Einsetzen der Funktion des embryonalen Herzens
unterliegt dem Dottersack. Auch die erste Generation der Makrophagen entwickelt
sich aus den hamatopoetischen Zellen des Dottersacks. Die Funktion der
Hamatopoese wird im Laufe der Embyonalentwicklung von Zellgruppen, die ventral
an die Aorta anliegen, ibernommen (FELLAH et al, 2007). Zellen aus dem ventral
der Aorta liegenden Mesenchym (paraaortische Foci) sind auch fur die erste
Besiedelung des Thymus zwischen dem sechsten und neunten Inkubationstag
verantwortlich (DUNON et al, 1998, 1999; zitiert bei FELLAH et al, 2007). Die T-Zell
Vorlaufer der beiden weiteren Besiedlungsphasen des Thymus (vom 12. bis 15.
Bebritungstag sowie vom 18. Bebriutungstag bis zum Schlupf) werden in Gegensatz
dazu aus dem Knochenmark rekrutiert. Die Besiedelung des Knochenmarks erfolgt
ebenfalls in einer ersten Welle aus den paraaortischen Foci (LeDOURAIN et al,
1984; zitiert bei FELLAH et al, 2007) fir eine weitere Besiedelungsphase ab dem
10,5. Bebritungstag werden hamatopoetische Stammzellen in der Allantois
produziert.

Die Besiedelung der Bursa findet im Gegensatz hierzu in einem kontinuierlichen
Vorgang zwischen den Bebriutungstagen acht und 14 statt. Auch die B-Zell Vorlaufer
stammen aus den paraaortischen Foci und dem Knochenmark. Eine Produktion von
Immunglobulinen beginnt am 14 Bebritungstag in der Form von IgM. Der Nachweis

von aviarem IgY produzierenden Zellen hingegen konnte erst zum Zeitpunkt des
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Schlupfs gefuhrt werden, wobei erst ab dem 4. Tag nach Schlupf IgY tragende Zellen
ausserhalb der Bursa nachgewiesen werden konnten.

Die Entwicklung des Immunsystems des Gastrointestinaltraktes lauft in zwei Phasen
ab. Direkt nach dem Schlupf ist im Vorderdarm (BAR-SHIRA & FRIEDMAN, 2006)
und im Meckelschen Divertikel (OLAH & GLICK, 1984; OLAH et al, 1984) eine
extramedullare Granulopoese zu beobachten. In den kaudalen Darmabschnitten
hingegen findet die Einwanderung von Granulozyten in einem kontinuierlichen
Anstieg vom Zeitpunkt des Schlupfs bis zum siebten Lebenstag statt. Dies lasst eine
Granulozyten-stimulierende Wirkung der bakteriellen Besiedelung des Darms
vermuten (BAR-SHIRA & FRIEDMAN, 2006).

MAST & GODDEERIS (1999) ermittelten mit ihren Untersuchungen die Entwicklung
der Immunkompetenz durch die altersabhangige Induktion von Antikdrpern gegen
bovines Serumalbumin in sehr jungen Masthihnern. Eine Immunisierung mit
bovinem Serumalbumin (BSA) in ovo und subkutan direkt nach dem Schlupf
vermochte nicht, nachweisbare Antikérper zu induzieren. Auch nach einer
zusatzlichen subkutanen Zweitimpfung im Alter von vier Wochen war Kkein
Antikérperanstieg messbar. Erst bei subkutaner Erstimmunisierung am 7. Lebenstag
wurde eine humorale Immunantwort und die Produktion spezifischer Antikorper
induziert. Daraus schliessen die Autoren eine vollstindige Reifung des
Immunsystems erst ab dem 7. Lebenstag (MAST & GODDEERIS, 1999). Auch bei
oraler Immunisierung mit bovinem Serumalbumin konnte eine Reifung des
gastrointestinaltrakt-assozierten Immunsystems (,gut-associated lymphoid tissue“ —
GALT) wahrend der ersten zwei Lebenswochen gezeigt werden. Hier waren
spezifische Antikdrper erst ab einer Immunisierung am 10. Lebenstag nachzuweisen.
(BAR-SHIRA et al, 2003). In den lymphatischen Geweben des GALT fanden sich
zum Zeitpunkt des Schlupfes ausschliesslich unreife B- und T- Lymphozyten.



LITERATUR

34




MATERIAL UND METHODEN

35

3. Material und Methoden

3.1 Medien und Puffer

Isotonische Kochsalzlésung

Natriumchlorid (Fa. Roth, Karlsruhe) 42,59
Aqua bidest Ad 5000 ml
pH 7,2-7,4

Zellkulturmedium ZB5

MEM Hanks (Fa. Sigma) 532¢g
MEM Earle (Fa. Gibco) 4,76 g
NaHCOj3; (Fa. Roth) 152 ¢
Natriumpyruvat (Fa. Fluka) 0,12 g
NEAS (Fa. Biochrom) 10 ml

FKS 10% 100 ml
Reinstwasser auf 1000 mi
pH 7,2

Begasung mit CO,: 2,5 %

Antibiotika-Stammlésung

Penizillin 10.000 IE
Streptomyzin 10 mg
Gentamicin 0,25 mg
Mycostatin 5.000 Einheiten

Aqua bidest ad 1 mi
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Trenngelpuffer

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 18 g
(Fa. Roth, Karlsruhe)
Aqua bidest. ad 100 ml

pH 8,8

Trenngel (10%)

Aqua bidest. 5ml
Acrylamid Stammlésung (Rotiphorese 4 mi
Gel 30, Fa. Roth, Karlsruhe)

Trenngelpuffer 3 ml
SDS 20% (Fa. Roth, Karlsruhe) 60 ul
Tetramethylendiamin (TEMED) 8 ul

Ammoniumpersulfat 10% (Fa. Roth, 100 pl
Karlsruhe)

Sammelgelpuffer

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 9g
(Fa. Roth, Karlsruhe)
Aqua bidest. ad 100 ml

pH 6,8
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Sammelgel

Aqua bidest. 4 ml
Acrylamid Stammlésung (Rotiphorese 1 mi
Gel 30, Fa. Roth, Karlsruhe)

Sammelgelpuffer 1ml
SDS 20% (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen) 30 pl
Tetramethylendiamin ~ (TEMED)  (Fa. 4 pl
Sigma-Aldrich, Minchen)

Ammoniumpersulfat 10% (Fa. Roth, 100 pl

Karlsruhe)

Laufpuffer

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 3,02 g
(Fa. Roth, Karlsruhe)

Glycin (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen) 1449
SDS 20% (Fa. Roth, Karlsruhe) 5ml

Aqua bidest ad 1000 ml
Coomassie

Coomassie Brilliant Blue (Fa. AppliChem, 48 mg

Darmstadt)

Methanol (Fa. Roth, Karlsruhe) 50 ml
Eisessig (Fa. Roth, Karlsruhe) 200 ml
Aqua bidest. ad 1000 ml
Entfarber

Methanol (Fa. Roth, Karlsruhe) 100 ml
Eisessig (Fa. Roth, Karlsruhe) 150 ml

Aqua bidest. ad 2000 ml
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Fixierer
Methanol (Fa. Roth, Karlsruhe) 200 ml
Glycerin (Fa. Roth, Karlsruhe) 50 ml
Eisessig (Fa. Roth, Karlsruhe) 37,5 ml
Aqua bidest. ad 500 ml
Western Blot Puffer
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 6,05 g
(Fa. Roth, Karlsruhe)
Glycin (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen) 28,13 ¢g
Methanol (Fa. Roth, Karlsruhe) 500 ml
Aqua bidest ad 2500 ml
Ponceau S
Eisessig (Fa. Roth, Karlsruhe) 1 mi
Ponceau S (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen) 0,2 ml
Aqua bidest. ad 100 ml
PBS

Natriumchlorid NaCl (Fa. Roth)
Kaliumchlorid KCI (Fa. Roth)
Natriumhydrogenphosphat
Na;HPO4-2H,0 (Fa.Roth)
Kaliumhydrogenphosphat KH2PO4
Aqua bidest (Fa. Roth)

8,006 g (1,40M)
0,201 g (0,027M)

1,424 g

0,204 g
ad 1000 ml

pH 7,4
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PBS-Tween (0,1%)

Tween 20 (Fa Sigma-Aldrich) 10 ml

PBS ad 10000 mi
Magermilch fir Western Blot

Magermilchpulver 1lg
PBS-Tween (0,1%) ad 50 ml
FACS Puffer

FKS 0,5 ml
0,25% NaN3 2,5ml
Na,EDTA 5ml

PBS ad 500 ml

TBE (Tris Borate EDTA) Buffer Disodium, Fa. Amresco

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 10,78 g (89mM)

Borat

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Reinstwasser

5,50 g (89mM)
0,58 g (2mM)
Ad 1000 ml

pH 8,2-8,4

TE (Tris EDTA) Puffer

TRIS HCI
EDTA
Aqua bidest

500 pl 1M (10mM)
100 ul 0,5M (ImM)
49,4 ml (ad 50ml)

pH 8,0
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RSB50 (RNA-Safe-Buffer) (hach HOFFMANN et al, 2006)

Carrier polyA-RNA (RNA-Homopolymer, 50 pl
Fa. Amersham Biosciences, Freiburg),

10 pug / ul

Tween 20 (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen), 100 pl
5%

Natriumazid, 5% 100 pl
RNAse freies Wasser ad 10 ml

NDV M - Mix FAM

Primer Wise M 4100Fw (100 pmol/ul) 20 pl
Primer Wise M 4200Rev (100 pmol/ul) 20 pl
Sonde Wise M 4169FAM (100 pmol/ul) 12 ul
0,1 x TE (pH 8,0) 148 ul (ad 200 pl)

Endkonzentration: Primer 1: 10 pmol/ pl
Primer 2: 10 pmol/ul
Sonde: 6 pmol/ul

Primer und Sonde NDV M (nach WISE et al, 2004)

Primer Sequenz

Tm
()

M+4100 5-AGTGATGTGCTCGGACCTC-3'
M-4220 5'-CCTGAGGAGAGGCATTGCTA-3'

M+4169 5-[FAM]TTCTCTAGCAGTGGGACAGCCTGC[TAMRA]-3'

51
54
67,98
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Primer NDV NP

Tm
Primer Sequenz (T)
NDVnp-54F 5-GY'ACGGGTAGAAGGTGTGA-3' 57,7
NDVnp-166R 5'-CTGAGCM’GCD°AGGAGCTG-3" 60,1
NDVnp-1066F 5-TGACAGYGACCAGATGAGCTT-3* 58,8
NDVnp-1119F 5-TTGCCATGGGYATGGCATC-3* 57,7
NDVnp-1231R 5-CCTGAGCCTGAGCRTACTC-3" 59,9
NDVnp-1236R 5-CTTCCCTGDGCCTGAGC-3* 58,4
NDVnp-1251R 5-TCR*TTRATGCTACTTCCCTG-3" 55,3
'CoderT, ?Aoder C, *Aoder G oder T, * Aoder G
Sonden NDV NP
Lange
Sonde Sequenz (Basen)
5'-[FAM]-ATGAGCACATCATTCTGGAGACTYG-
NDVnp-1184-FAM [BHQ1]-3’ 25
NDVnp1184- 5-[FAM]-ATGAGYACATCATTYTGGAGACTYGG-
FAMv2 [BHQ1]-3’ 26
NDVnp1184- 5-[FAM]-CCRAGTCTCCARAATGATGTRCTCAT-
FAMas [BHQ1]-3’ 26
NDVnp-LNA1-
FAM 5-[FAM]-ACA'TCATTYTGGAGACT-[BHQ1]-3’ 17
NDVnp-LNA2-
FAM 5-[FAM]-ACATCATTYTGGYGACT-[BHQ1]-3’ 17
NDVnp-LNA3-
FAM 5-[FAM]-ACATCATTYTGGMGACT-[BHQ1]-3' 17

1 die fett gedruckten Buchstaben stehen fiir den Ersatz konventioneller Nukleotide durch

LNA-Basen.
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3.2 Virus

Als Impfvirus wurde der aus dem Rickenmark eines Graupapageien isolierte
Virusstamm APMV 599 verwendet. Es handelte sich um die vierte Hilhnereipassage
aus dem Originalmaterial.

Als Challengevirus wurde der im Europaischen Arzneimittelbuch zur Uberprifung
von Lebendimpfstoffen gegen die Newcastle Disease vorgeschriebenen Stamm
Herts (Weybridge 33 / 56) verwendet. Es handelt sich um einen von der Firma
Intervet zur Verfugung gestellten und einmal auf embryonierten Hihnereiern
passagierten Stamm.

Zur Beimpfung der LaSota Kontrollgruppe (Kap. 3.4.2) wurde der Lebendimpfstamm
Clone 30 (Nobilis® ND Clone 30, Fa. Intervet), der einmalig auf embryonierten
Huhnereiern passagiert wurde, eingesetzt.

Zur Validierung der Real-Time RT-PCR wurden der Taubenstamm R151/94
(Genotyp VI), der 2006 aus Enten isolierte Stamm R2479/06 (Genoklasse 1) sowie
die Stamme Herts (Weybridge 33 / 56) und Clone 30 (Nobilis® ND Clone 30, Fa.
Intervet) verwendet.

Die betreffenden Virusstimme wurden zur Erstellung eines Virusstocks einmal
gemass der Vorgaben des Anhangs der EU-Richtlinie 92/66/EWG auf bebriteten
Huhnereiern passagiert. Hierzu wurden 9 bis 11 tadgige embryonierte Huhnereier (Fa.
Lohmann Tierzucht, Cuxhaven) Uber der Luftkammer desinfiziert und die Schale
perforiert. Mit einer 22G Kanule wurden die Schalenhaut und die
Chorioallantoismembran durchstochen und 0,2 ml Virus in die Allantoishéhle
appliziert. Die Allantoisflissigkeit wurde nach Absterben der Eier geerntet, auf seine
hamagglutinierenden Eigenschaften hin dberprift und zu einem Virusstock
zusammengefasst. Es erfolgte ebenfalls eine Uberprifung auf bakterielle
Kontamination sowie auf Kontamination durch aviére Influenzaviren.

Die Ermittlung der eiinfektiosen und eilethalen Dosis 50 (EIDsy bzw. ELDsp) wurde
durch Titration auf embryonierten Huhnereiern ermittelt. Dazu wurde infektiose
Allantoisflissigkeit in den Verdiinnungen 102 bis 10 auf 9- bis 11-tagige
embryonierte Huhnereier verimpft. Aus der Anzahl der abgestorbenen bzw.
infizierten Eier wurden EIDsy und ELDsy anhand der Methode nach REED und
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MUENCH (1938) errechnet. Der Virusstock wurde bis zur weiteren Verwendung bei -
70C gelagert und einmalig zur Verwendung aufgetaut .
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3.3 PCR (Polymerase Chain reaction)

Neben der Verwendung eines validierten und publizierten Real-Time RT-PCR
Protokolls, welches als Zielgen einen Abschnitt des Matrixproteingens nutzt wurde
ein  weiteres Protokoll neu entwickelt, welches einen Abschnitt des

Nukleoproteingens als Zielgen fur die Amplifikation nutzt.

3.3.1 Aufbereitung des Organmaterials

Es erfolgte eine automatische RNA-Extraktion des Organmaterials aus dem
durchgefiihrten Tierversuch (Kap 3.4) mittels Silicamembrantechnologie.

Zunachst wurden Organsticke von jeweils ca. 30 mg Gewicht unter sterilen
Bedingungen mit 400 pl RA1 Guanidin-Isothiocyanat Extraktionspuffer (NucleoSpin
96 RNA Kit, Fa. Macherey-Nagel, Diren) und einer Edelstahlkugel vom 5mm
Durchmesser (Werkstoffnr. 1.3541, Fa. Isometall, Pleidelsheim) versetzt,
anschliessend wurde das Gewebe 2 min bei 30r/s mechanisch zerkleinert
(QiaShredder, Fa. Qiagen, Hilden). Nach Zentrifugation wurde aus dem Uberstand
mittels eines Hamilton MICROLAB STAR® eine automatische RNA-Extraktion per
Silikamembrantechnologie durchgefiihrt. Als Kontaminationskontrolle wurde nach der
Verarbeitung der Organe jedes Individuums eine Negativkontrolle mitgefihrt.

Bei verzogerter Bearbeitung der Proben wurden die in RA1 Puffer zerkleinerten
Organe bei -70T bis zur weiteren Bearbeitung gelag ert, um eine Degradation der
RNA zu vermeiden.

Die im 96-Loch Plattenformat extrahierte RNA wurde mit AlumaSeal® Aluminiumfilm
(Fa. EXCEL Scientific, Wrightwood, CA, US) abgeklebt und bis zur weiteren
Verwendung bei -20C gelagert. Die Bearbeitung der extrahierten RNA erfolgte
parallel mit beiden PCR Protokollen, um eine durch wiederholtes Einfrieren und

Tauen verursachte Degradation der RNA zu vermeiden.
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3.3.2 Aufbereitung des Tupfermaterials

Die entnommenen Kloakentupfer zur Ermittlung der Ausscheidung wurden in 2 ml
ZB5-Zellkulturmedium verbracht. Anschliessend wurden 140 pl der Suspension in
600 pl RL Puffer (Fa. Macherey & Nagel, Diren), einem mit Trager-RNA versetzten
Guanidin Isothiocyanant Puffer, verbracht. Die RNA Extraktion erfolgte automatisch
per Silicamembrantechnologie mittels eines Hamilton MICROLAB STAR®
Extraktionsroboters.

Bei verzogerter Bearbeitung wurden das in Zellkulturmedium suspendierte
Tupfermaterial vor Zugabe des RL Puffers bis zur weiteren Bearbeitung bei -70C
gelagert, um eine Degradation der Trager-RNA durch Einfrieren und Tauen zu
vermeiden. Die im 96-Loch Platten Format extrahierte RNA wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -20C gelagert.

3.3.3 RNA Extraktion mit Viral RNA Mini Kit

Fur die manuelle RNA Extraktion aus Allantoisflissigkeit und suspendiertem

Tupfermaterial wurde der Viral RNA Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden) geméass der

Herstellerangaben verwendet:

- Versetzen von 140 pl des Probenmaterials (Allantoisflissigkeit bzw. in
Zellkulturmedium suspendiertes Tupfermaterial) mit 560 ul mit Trager-RNA
versetztem AVL-Puffer (Guanidin Thiocyanat)

- 10 min Inkubation bei Raumtemperatur.

- Zugabe von 560 ul 96% Ethanol

- Verbringen von 630 pl der Probe auf eine QiaAmp Mini Saule zur Adsorption and
die Silikamembran

- Zentrifugation 1 min bei 8000 rpm (6000 x Q).

- Waschen mit 700 pl Waschpuffer AW1, Zentrifugation 30 sec bei 8000 rpm

- Waschen mit 500 pl AW2, Zentrifugation 2 min bei 13000 rpm.

- Elution der RNA von der Membran mit 70 ul AVE Puffer, 1 min Inkubationszeit,
Zentrifugation 1 min bei 8000 rpm

Die extrahierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20C gelagert.
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Die Verdiunnung aller RNA-Praparationen erfolgte in RNA-stabilisierendem Puffer
(RSB50) (HOFFMANN et al, 2006). Allantoisflissigkeiten wurden zur Vermeidung

von Kreuzkontaminationen einzeln aufgearbeitet.

3.3.4 Analyse von PCR-Produkten im Agarosegel

Zur Analyse der PCR-Produkte aus der klassische PCR oder zur Uberpriifung
spezifischer Amplifikation und Sondenbindung in der Real-Time PCR wurden die
Produkte mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Fir kurze Fragmente von
unter 200 Basenpaaren Lange wurde ein 3,5%, fur langere Fragmente (200-1000
Basenpaare) ein 1,5% Agagrosegel verwendet. Hierfir wurden 1,75 g, bzw. 0,75 g
Agarose (Fa. Amresco, Solon, OH) eingewogen und mit TBE-Puffer auf eine Masse
von 50 g aufgefullt. Nach Losen der Agarose durch Erhitzen in der Mikrowelle (ca. 2
min) wurde die verdampfte Masse mit Aqua bidest auf 50 g aufgeflllt. Nach
Abkuhlen der Lésung auf ca. 60C wurden 5 ul Ethidiumbromid zugegeben und das
Gel fur ca. 60 min in einem Geltray mit Kamm (Fa. BioRad, Minchen) ausgehatrtet.
Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung in einer horizontalen
Elektrophoresekammer (Fa. BioRad, Miinchen) in einem TBE-Puffersystem (30 min,
100 V, 300 mA; Power Supply Power Pac Basic, Fa. BioRad, Minchen).

3.3.5 RRT-PCR nach Wise et al. (2004)

Bei der ersten eingesetzten RRT-PCR handelte sich um das validierte und USDA-
zertifizierte Protokoll nach WISE et al. (2004) wobei in Abweichung zum publizierten
Protokoll kein RNAse Inhibitor eingesetzt wurde. Die Real-Time PCR nach WISE et
al. (2004) wurde als One-Step Protokoll unter Zuhilfenahme des One-step RT-PCR
Kits (Fa. Qiagen, Hilden) angewandt. Der Mastermix mit einem Gesamtvolumen von
20 ul setzte sich aus den in Tab. 6 aufgefihrten Komponenten zusammen.

Es wurden Primer eingesetzt, die ein 184 bp grosses Fragment amplifizieren. Die
Sonde von 24 Basenpaaren Lange ist am 5° Ende mit FAM als Fluorophore und am
3' Ende mit TAMRA als Quencher markiert. Alle Primer und Sonden wurden von der
Fa. Operon, Koln synthetisiert. Es wurde ein Primer-Sonden-Gemisch aus den

Primern M+ 4100 und M- 4220 in Konzentrationen von jeweils 10 pmol / pl sowie der
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Sonde M+ 4169 in einer Konzentration von 6 pmol / pl in 0,1 x TE-Puffer hergestellt,

das in den nachfolgenden Reaktionen eingesetzt wurde (Kap 3.1 Medien und Puffer).

Tab. 6 Komponenten des Mastermix (modifiziert nach WISE et al, 2004)

Mastermix-Komponente Volumen pro Ansatz
RNAse freies H,O 10,95 pl
5 x PCR buffer 50 ul
dNTP-Mix 0,8 ul
MgCl, 1,25 pl
Enzym-Mix 1,0
NDV-M-Mix-FAM 1,0 i
Template RNA 50 ul

Der Mastermix wurde in einer 96-Loch RRT-PCR Platte (Fa. nerbe plus, Winsen) in
Aliquots von 20 pl vorgelegt, anschliessend wurden 5 pl Proben-RNA pro Ansatz
zugegeben. Als Negativkontrollen wurde in jeder zweiten Reihe eine Wasserkontrolle
mitgefuhrt, als Positivkontrolle diente RNA des APMV-Stammes 472, die auf einen
cT Wert von 30 eingestellt wurde. Dies entsprach einer Verdiinnung von 10° der aus
Allantoisflussigkeit extrahierten RNA.

Die Durchfiihrung der RRT-PCR wurde auf einem Stratagene Mx3000P Real-Time
Cycler (Fa. Stratagene, Agilent Technologies, Waldbronn) nach dem in Tab. 7

angefuhrten Temperaturprofil vorgenommen.

Tab. 7 Temperaturprofil der RRT-PCR Reaktion

Durchgefihrter Schritt Zeit Temperatur
Reverse Transkription 30 min 50C

Aktivierung der Taq Polymerase 15min 95T
Denaturierung 10sec 94T

Anlagerung 30sec 52T |40 Zyklen

Finale Elongation 10sec 72T
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Zur Fluoreszenzmessung wurde ein Filterset mit einer Exzitationswellenlange von
492 nm und einer Emissionswellenlange 516 nm (FAM-Filter set) eingesetzt. Die
Auswertung wurde mit den Einstellungen ,Amplification based threshhold®, ,Adaptive

baseline” sowie ,Moving average smoothing” vorgenommen.

3.3.6 Entwicklung einer RRT-PCR auf dem NP-Proteing en

Zusatzlich zum oben genannten PCR-Protokoll wurde eine Methode entwickelt, die
als Zielgen das fur NP-Protein kodierende Gen nutzt. Die Entwicklung setzte sich aus
den Arbeitsschritten Primersequenzauswahl, Sondensequenzauswahl, Ermittlung der

optimalen Reaktionsbedingungen sowie Sondenoptimierung zusammen.

3.3.6.1 Primerauswahl

Zunachst wurde ein Set von drei Vorwarts- (Forward) und vier Ruckwarts- (Reverse)
Primern ausgewahlt (Kap 3.1 Medien und Puffer). Ein Vorwarts- und ein Ruckwarts-
Primer nutzen als Target eine Region, die am Beginn des fur NP codierenden Gens
liegt (Position 54 bis 166) sowie zwei Forward- und drei Reverse-Primer, die am
Ende der fur NP codierenden Genregion liegen (Position 1066 bis 1251). Alle Primer
wurden von der Fa. Operon, Koln, synthetisiert.

Zunachst wurde mit einem Panel von vier reprasentativen, auf Genomebene stark
unterschiedlichen APMV-Stdmmen - Clone 30 (Impfstamm, Genotyp Il), Herts
(Weybridge 33 / 56) (velogener Stamm, Genotyp 1V), R151/94 (Taubenstamm,
Genotyp VIb) sowie R2594/06 (Entenstamm, Genoklasse 1) - die optimale
Primerkombination gewahlt. Hierfir wurde der SYBR Green RT-PCR Kit der Firma
Qiagen, Hilden eingesetzt, dessen Fluoreszenz durch Anlagerung des
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green® an doppelstrangige DNA frei
wird. Die Komponenten der PCR sind in Tab. 8 dargestellt, die
Reaktionsbedingungen sind in Tab. 9 angefiihrt. Die Exzitationswellenlange der
Fluoreszenzmessung betrug 492 nm, die Emissionswellenlange 516 nm (SYBR Filter
set). Die Auswertung wurde mit den Einstellungen ,Amplification based threshhold®,

LYAdaptive baseline” sowie ,Moving average smoothing“ vorgenommen.
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Tab. 8 Eingesetzte Komponenten des Mastermix fur die NP-PC R

Mastermix-Komponente Volumen / Ansatz ( pl)
SYBR-Mastermix 12,5 pl
Primer 1 (20pmol/ul) 1 I
Primer 2 (20pmol/ul) 1 I
RT-Mix 0,25 ul
RNAse freies H,O 5,25 ul
Template RNA 5 I

Tab. 9 Temperaturprofil der RRT-PCR auf dem NP-Proteingen

Durchgefihrter Schritt Zeit Temperatur
Reverse Transkription 30 min 50C

Aktivierung der Taq Polymerase 15min 95T
Denaturierung 30sec 95T

Annealing 30sec 55T |40 Zyklen
Finale Elongation 30sec 72T

Die Spezifitat der Fluoreszenz wurde mittels Schmelzkurvenanalyse tUberpruft.
Hierbei wurden die Schmelztemperaturen (T,) der Proben durch einen graduellen
Anstieg der Temperatur von 25C auf 95T bei gleich zeitiger Messung der
Fluoreszenz ermittelt.

Weiterhin wurden die PCR Produkte zur Ermittlung spezifischer Amplifikation und
Ausschluss von Fluoreszenz durch Bildung von Primerdimeren in einem 3,5% TBE
Agarosegel aufgetragen. Aus diesen Ergebnissen wurde die Primerkombination
ausgewahlt, die alle vier Stamme sicher erfasste und dabei den niedrigsten cT Wert
aufwies.

Anschliessend wurde durch Schachbretttitration die optimale Primerkonzentration flr
Vorwarts- und Ruckwartsprimer ermittelt. Auch hierfir wurde der SYBR Green RT-
PCR Kit (Fa. Qiagen, Hilden) verwendet. Die Primer wurden in den Verdinnungen 5

pmol bis 30 pmol pro Ansatz eingesetzt.
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3.3.6.2 Sondenauswahl und -optimierung

Nach Ermittlung der optimalen Primerkombination und —konzentration wurde eine
spezifische Sonde ausgewahlt. Die Synthetisierung der Sonden erfolgte durch die
Fa. Eurogentech, KoéIn. Zunachst wurde eine 5 Nukleasesonde (TagMan) von 25
Basen Lange (Position 1184-1209 auf dem NP-Gen) eingesetzt, die am 5’ Ende mit
FAM als Fluorophore und am 3' Ende mit BHQ1 als Quencher markiert ist. Diese
wurde mit den vier reprasentativen Stammen und den ermittelten Primern untersucht.
Anschliessend wurden die Fluoreszenzeigenschaften der Sonde mit folgenden
Modifikationen tGberpruft:

- Verlangerung der urspringlichen TagMan Sondensequenz um eine Base

- Ersetzen zweier Basen durch ein definiertes Gemisch verschiedener Basen
(Wobbles)

- Einsatz einer Sonde mit komplementarer Sequenz, die auf dem Antisense-

Strang der amplifizierten cDNA bindet.

Zur weiteren Optimierung wurde eine verkirzte Sonde von 17 Basenpaaren Lange
entwickelt, bei der sieben Basen durch locked nucleic acid (LNA) Basen ersetzt
wurden. Diese LNA-Sonde wurde im Anschluss wie in Kap 3.1 (Sonden NP-PCR)
gezeigt durch geringgradige Modifikationen verdndert, was zur Ermittlung der finalen
Primer- und Sondensequenzen fihrte. Durch Titration der Sonde (2,5 pmol bis 10
pmol / Ansatz) wurde die optimale Sondenkonzentration ermittelt.

Alle Primer wurden mit 0,1 x TE-Puffer auf eine Arbeitskonzentration von 20 pmol /

I, alle Sonden auf 5 pmol / yl verdinnt.

3.3.6.3 NP-PCR

Nach Auswahl der in Tab. 10 aufgefuhrten endguiltigen Primer und
Sondensequenzen wurde die endgultige Zusammensetzung des
Reaktionsgemisches ermittelt. Die RRT-PCR wurde als One-Step PCR unter
Zuhilfenahme des Quantitec Probe RT-PCR Kits (Fa. Qiagen) durchgefihrt (Tab.11)
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Tab. 10 Finale Auswahl der Primer und Sonde

Primer Name Sequenz

NDVnp-1066F TGACAGYGACCAGATGAGCTT

NDVnp-1231R CCTGAGCCTGAGCRTACTC
5'-[FAM]-ACA'TCATTYTGGMGACT-

NDVnp-LNA3-FAM [BHQ1]-3’

! LNA Basen

Tab. 11 Eingesetzte Komponenten des Mastermix fur die NP-PC R

Mastermix-Komponente Volumen / Ansatz
5x PCR Buffer 12,5 pl
Primer 1066F 1,0 ul
Primer 1231R 1,0 ul
Sonde NDVnp-LNA3-FAM 0,8
RT-Mix 0,25 ul
SDW 4,45 i
Template RNA 50 ul

Der Mastermix wurde in einer 96-Loch Platte (Fa. NerbePlus) in 20 yl Volumina
vorgelegt, anschliessend wurden pro well 5 yl Proben RNA hinzugefugt. Als

Negativkontrollen wurde prol5 Proben eine Wasserkontrolle mitgefihrt.

Die Amplifikation wurde uber 40 Zyklen mit dem in Tab. 12 aufgeflhrten
Temperaturprofil  durchgefihrt. Es wurde ein Filterset mit  einer
Exzitationswellenlange von 492 nm und einer Emissionswellenlange 516 nm (FAM-

Filter set) eingesetzt.
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Tab. 12 Temperaturprofil derNP RRT-PCR

Durchgefihrter Schritt Zeit Temperatur
Reverse Transkription 30 min 50C

Aktivierung der Taq Polymerase 15min 95T
Denaturierung 30sec 95T

Annealing 30sec 55T |40 Zyklen
Finale Elongation 30sec 72T

3.3.6.4 Auswertung und statistische Analyse der Erg  ebnisse

Die Ergebnisse der RRT-PCR Protokolle wurde mit den Softwareeinstellungen
~Amplification Based Threshhold“, ,Adaptive Baseline* sowie ,Moving Average
Smoothing“ vorgenommen. Ergebnisse wurden als positiv gewertet, wenn sie einen
cT-Wert von weniger als 35 aufwiesen. Die Untersuchungen galten als valide, wenn
alle Negativkontrollen unter diesem Wert lagen sowie die cT Werte der beiden PCR-
Protokolle eine Differenz von <3 cT Werten aufwiesen.

Den ermittelten Ergebnissen wurde in Abhangigkeit des cT Werts ein
semiquantitativer Index zugeordnet (Tab. 13). Anschliessend wurde der Durchschnitt
aus den Einzelwertungen der beiden PCR-Protokolle ermittelt, so dass die
semiquantitative Auswertung Index-Werte zwischen 0,5 und 3 zuliess.

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit R 2.7.0 (R Development Core Team,
2008).

Um eine Pradilektion des Virus fur bestimmte Organe Uber die ersten acht
Lebenstage festzustellen wurden zunéchst die Indexwerte aller Organe deskriptiv
verglichen. Mittels eines multiplen Vergleichs (Kruskal-Wallis-Test) wurde gepruft, ob
statistisch signifikante Unterschiede der Viruslast zwischen den Organen vorlagen.
Um zu ermitteln, zwischen welchen Organen statistisch signifikante Unterschiede
bestehen, wurden anschliessend paarweise Vergleiche mit Hilfe des exakten
Wilcoxon Rangsummentests (Mann-Whitney-Test) durchgefiihrt. Alle statistischen

Auswertungen wurden mit Hilfe von Dr. M. Ziller, FLI Wusterhausen, durchgefihrt.
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Tab. 13 Semiquantitative Wertung der PCR Ergebnisse

cT-Wert
>35
30-35
25-30
<25

Semiquantitative Wertung
0 - Negativ

1 - Schwach positiv

2 - Positiv

3 - Stark positiv




MATERIAL UND METHODEN 54

3.4 Tierversuch

3.4.1 Vorversuch

Zunachst wurde fur den Stamm APMV 599 in einem Vorversuch die optimale
Beimpfungsdosis in ovo durch Titration ermittelt. Die Orientierung erfolgte an der
Impfdosis fiir Lebendimpfstoffe des Gefliigels, die mit 10° EIDs, pro Tier angegeben
wird. In Anlehnung daran erfolgte eine Beimpfung mit einer Dosis von 10* 10° und
10° EIDsy in die Allantoishéhle. Beimpft wurden jeweils 20 Eier.

Direkt nach dem Schlupf wurde die Schlupfrate erfasst. Bei allen geschlipften und
ungeschlipften Tieren wurden die Organe CAM (bei ungeschlupften Tieren) bzw.
Haut (bei geschliipften Tieren), Leber, Drisenmagen, Duodenum mit Pankreas und
Lunge steril entnommen. Die Untersuchung auf die Prasenz viraler RNA erfolgte
parallel mittels der in Kap. 3.3.5 und 3.3.6.3 angefuhrten Real-Time RT-PCR
Protokolle. Als infiziert wurden Tiere gewertet, die in CAM / Haut und mindestens

einem weiteren Organ einen cT-Wert unter 35 aufwiesen.

3.4.2 In ovo Infektion

Alle durchgefuhrten Tierversuche waren genehmigungspflichtig und wurden unter der
Tierversuchsgenehmigung des Ministeriums fur Erndhrung, Landwirtschaft, Forsten
und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern mit dem Aktenzeichen
LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-015/07 durchgefihrt.

Zur Durchfihrung des Tierversuchs wurden spezifisch pathogenfreie (spf) Tiere der
Rasse Lohmann White Leghorn (Fa. Lohmann Tierzucht, Cuxhaven) verwendet. Die
Tiere wurden aus befruchteten Eiern erbritet.

Die Inokulation der Bruteier erfolgte am 18. Bebritungstag in die Allantoishéhle, alle
Eier wurden mit einem Volumen von 0,2 ml beimpft. 120 der Bruteier wurden mit 10°
eiinfektiosen Dosen 50 (EIDsp) des APMV-1 Stammes 599 beimpft, die geschlipften
Tiere werden im Folgetext als ,Versuchsgruppe” bezeichnet (Abb. 4).

Weitere 90 Bruteier derselben Charge, aus denen die Kontroll- (60 Eier) und
Sentinelgruppen (30 Eier) rekrutiert wurden, wurden mit 0,2 ml steriler isotonischer
Kochsalzlésung beimpft.

Zur Uberprifung der abgeschwachten Pathogenitat des APMV-Stammes 599 wurde

als Kontrolle eine Gruppe von 60 Eiern mitgefiihrt, die mit der ersten Passage eines
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kommerziellen NDV Lebendimpfstoffs (NOBILIS® ND Clone 30, Fa. Intervet) beimpft
wurden. Diese wurden mit einer Dosis von 10* EIDsy beimpft. Dies geschah zeitlich
versetzt, so dass auch hier die Schlupfrate mittels einer zeitgleich bebriteten

uninfizierten Kontrollgruppe von 40 Eiern derselben Charge ermittelt wurde.

Schlupf Belastungsinfektion

Versuchsgruppe (599)
| i —

Ausscheidungskontrollen
)

Versuchsgruppe (Clone30)
I [

ISentinels

Kontrollgruppe
[

Ausscheidungskontrollen

Bebritungstag 18

Lebenstag 0 9 21 34

[_1 Kein Viruskontakt

Infektion mit APMV Stamm 599 (Versuchsgruppe), n = 120
[ Infektion mit APMV Stamm Clone 30 (Versuchsgruppe), n = 60
[] Kontakt zu infizierten Tieren (Sentinelgruppe), n= 30

B infektion mit APMV Stamm Herts 33/56
[777] Kontakt zu infizierten Tieren nach der Belastungsinfektion (Ausscheidungskontrolle) n=3

Abb. 4 Schema der Versuchstiergruppen sowie Zeitpunkt des Viruskontaktes .

Die Beimpfung der Versuchsgruppen erfolgte am 18. Bebritungstag in die Allantoishohle.
Die in ovo Beimpfung erfolgte am 18. Bebritungstag. Die schraffierten Flachen
symbolisieren einen passiven Viruskontakt durch die Ausscheidungen der infizierten Tiere.

Am 21. Lebenstag wurden die Tiere einer Belastungsinfektion unterzogen.
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3.4.3 Brut und Haltung

Die Vorbrut erfolgte bis zum 18 Bebrutungstag bei 37,5T und 55% Luftfeuchtigkeit
(Vorbriter ,Sofie 3, Fa. Hemel Brutgerate, Verl). Die Sentinelgruppe schlipfte
gemeinsam mit der Versuchsgruppe wahrend die Kontrollgruppen bis zum Zeitpunkt
der Belastungsinfektion gesondert gehalten wurde. Direkt im Anschluss daran
erfolgte die Umlage zur Schlupfbrut, die bis zum Schlupf am 21. Bebritungstag bei
37,5C und 70-80% Luftfeuchtigkeit erfolgte.

Die Schlupfbrut sowie der Schlupf der Versuchsgruppe erfolgte getrennt von der
Kontrollgruppe in einem Isolierstallgebaude mit Unterdruck und HEPA-Luftfilterung
unter L2 Sicherheitsbedingungen. Direkt nach Abschluss des Schlupfes wurden die
96 geschlipften Tiere der Versuchsgruppe in Uberdruckisolatoren (Modell IM 1500,
Fa. Montair Andersen B.V., Kronenberg, NL) verbracht und dort bis Abschluss des
Versuchs gehalten. Die Innenmasse der Isolatoren betrugen 80 x 150cm und waren
mit einer Warmelampe von 150W sowie einer Stilp- und einer Nippeltranke
ausgestattet. Die Luftfilterung erfolgte Uber eine Umwalzpumpe mit HEPA-Luftfiltern.
Am zweiten Lebenstag wurde die Gruppe zur Vermeidung von Uberbesatz geteilt
und auf zwei Isolatoren verteilt gehalten.

Die Sentinelgruppe setzte sich zusammen aus 16 Tieren, die zusammen mit der
Versuchsgruppe schlipften, sowie 10 weiteren Tieren, die am ersten Lebenstag zu
der Gruppe gesetzt wurden. Aufgrund des einheitlichen klinischen Bilds wurden
diese zwei Gruppen im Folgenden als eine ,Sentinelgruppe” zusammengefasst.

In der ersten Lebenswoche erfolgte zur Vermeidung bakterieller Sekundarinfektionen
eine Trinkwasserbehandlung mit 0,7 ml /| (entspricht 70 mg / I) Enrofloxacin (Baytril®
10%, Fa. Bayer) gemass des Vorschlags des Tierarzneimittelkompendiums der
Schweiz (www.tierarzneimittel.ch). Die Tiere wurden bis zum Versuchsende ad
libitum mit pelletiertem Spezialfutter gefittert (ssniff Legehuhner-Aufzucht, Fa. Ssniff
Spezialdtaten, Soest).

Die Tiere wurden taglich im Sinne einer Herdenuntersuchung adspektorisch
begutachtet, tote Tiere wurden entfernt und moribunde Tiere wurden
tierschutzgerecht getttet. Die pathologisch-anatomische Untersuchung und

Probennahme aller toten Tiere erfolgte direkt im Anschluss.
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3.4.4 Belastungsinfektion

Am 21. Lebenstag wurden 20 Tiere der Versuchsgruppe, 18 Tiere der
Sentinelgruppe sowie jeweils 10 Tiere der Kotrollgruppen einer Belastungsinfektion
mit 10> eiinfektiésen Dosen 50 (EIDsy) des velogenen Newcastle Disease
Virusstamm Herts (Weybridge 33 / 56) unterzogen. Das Virus wurde intramuskul&r in
den linken M. tibiotarsalis appliziert.

Die Tierzahlen sowie die Viruslast richteten sich nach den Vorgaben fir lyophilisierte
Newcastle Disease Virus Lebendimpfstoffe (European Pharmacopoeia, 2007).
Belastet wurde mit 10° EIDso, was 0,2 ml einer 2 x 10° fachen Verdiinnung der
virushaltigen Allantoisfliissigkeit entsprach.

Zeitgleich wurden sowohl der Versuchs- als auch der Kontrollgruppe jeweils drei
ungeimpfte Tiere zugestellt, die keiner Belastung mit dem Challengevirus unterzogen
wurden. Diese Tiere dienten zur Uberprifung der Ausscheidung durch die Kontroll-
und Versuchsgruppe. Im Anschluss an die Belastungsinfektion wurden die Tiere
einer taglichen adspektorischen Kontrolle unterzogen. Tote Tiere wurden aus der
Gruppe entfernt und moribunde Tiere wurden tierschutzgerecht getotet. Alle
gestorbenen und getodteten Tiere wurden der Probennahme zugefihrt.

3.4.5 Probennahme

Es erfolgte eine regelmassige Entnahme von Organproben zur Ermittlung des
Virustropismus sowie von Blutproben zur Ermittlung des Serostatus. Geplant war die
Entnahme von Proben von jeweils finf Tieren der Versuchsgruppe an den
Lebenstagen 1, 2, 4, 7, 14 und 21 sowie drei Tieren am 23. Lebenstag. Weiterhin
war die Probennahme von zehn Tieren aus allen Gruppen am Versuchsende
geplant.

Zusatzlich wurden moribund getdtete sowie gestorbene Tiere an den Tagen 3, 5, 6
und 8 beprobt, alle zusatzlichen Entnahmen erfolgten also im Zuge des spontanen
Todes oder Totens aufgrund klinischer Symptomatik der Tiere (Tab. 14).

Als Zusammenstellung repréasentativer Organe wurden ZNS (Kleinhirn und
Stammhirn), Leber, Lunge, Drisenmagen, Duodenum, Pankreas, Zakum mit
Zakaltonsille und Kot entnommen. Zum Zeitpunkt der Beprobung wurden die

Gewichte der Tiere ermittelt.
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Mit der Gewinnung von Blutproben wurde ab dem 4. Lebenstag begonnen. Diese
wurden parallel zu den Organproben bei Téten der Tiere gewonnen (BD Vacutainer
SSII Advance, Fa. Becton-Dickinson GmbH, Plymouth, UK) Zusatzlich wurden zwei
und vier Tage nach Belastungsinfektion Tupferproben (Virocult®, Medical Wire &
Equipment, Corsham, UK) aus der Kloake entnommen, die zur Uberprifung der
Virusausscheidung mit dem Kot dienten. Die Organproben wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -70C gelagert, die Tupferproben wur den mit 2 ml Zellkulturmedium
ZB5 versetzt und anschliessend ebenfalls bis zur weiteren Verwendung bei -70C
gelagert. Die Schemata der Probennahme sind Abb. 5 zu entnehmen.

Zur Ermittlung des zellularen Immunstatus unmittelbar vor und im Anschluss an die
Belastungsinfektion wurden Heparinblutproben von finf Tieren am 19., 21., 23. und
25. Lebenstag genommen. Aus diesen wurde wie nachstehend beschrieben die
Leukozytenfraktion gewonnen und mittels FACS Analyse gemessen (Kap 3.6,

Zellulare Immunantwort).
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Abb. 5 Schematische Darstellung der Probennahme aus den dr  ei unterschiedlichen
Huhnergruppen.

Geplant war die Probennahme von Organen (¢) und Serum (/ ) von jeweils funf Tieren an
den Lebenstagen 1, 2, 4, 7, 14 und 21 sowie am Versuchsende (34. Lebenstag). Alle
weiteren Beprobungen fanden aufgrund des Todes der Tiere oder des Toétens aufgrund
ausgepragter klinischer Symptome statt. Zusatzlich wurde die Ausscheidung durch

Kloakentupferproben ( | ) 2 und 4 Tage nach Belastungsinfektion evaluiert.
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3.5 Serologie

3.5.1 Serumgewinnung

Bei den verwendeten Blutproben handelt es sich um Vollblut, das beim Toten der
Versuchstiere zur Probennahme gewonnen wurde. Die Vollblutproben wurden in
einem BD Vacutainer SSII Advance (Fa. Becton-Dickinson GmbH, Plymouth, GB)
gewonnen und laut Herstellerangaben weiter verarbeitet.

Die Blutproben wurden nach einer Inkubationszeit von 30-60min bei
Raumtemperatur 4min bei 3500rpm (2000 x g) zentrifugiert und der Uberstand in ein
Eppendorf Gefass tberfuhrt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Serumproben

bei —20C gelagert.

3.5.2 Hamagglutinationshemmungstest
Die gewonnenen Seren wurden 30 min bei 56T inaktiviert und anschliessend in
einen Hamagglutinationshemmunstest (HAH) eingesetzt. Der HAH wurde nach den
Vorgaben des ,Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals” der
Organisation Internationale des Epizooties (O.l.LE., 2008) folgendermassen
durchgefuhrt:
- Die Seren wurden mittels eines Doppelansatzes getestet.
- Vorlegen von 25 pl 0,9% Kochsalzlésung (pH 7,0 — 7,4) in eine 96-Loch
Mikrotiterplatte (Fa. Greiner).
- Vorlegen von 25 ul des zu testenden Serums in die Vertiefungen der
obersten Reihe.
- Anlegen einer Verdiunnungsreihe von von 1 log, (1:2) bis zu einer
Verdinnung von 11 log, (1:2048)
- Zugabe von 25 pl des Antigens NDV Clone 30 pro Vertiefung, eingestellt auf
vier hdmagglutinierende Einheiten.
- Inkubation der Platte fir 30 min bei Raumtemperatur.
- Zugabe von 25 pl einer 1% Huhnererythrozytensuspension pro Vertiefung.
- Inkubation der Platte fir 30 min bei Raumtemperatur.
Als Kontrollen wurden eine Erythrozytenkontrolle (ohne Serum, ohne Antigen), sowie

eine Serumkontrolle (ohne Antigen) mitgefuihrt, die eine Autoagglutination der
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Erythrozyten bzw. eine unspezifische Agglutination durch das eingesetzte Serum
ausschliessen sollen.

Das Ablesen des Tests erfolgte in einem Winkel von 45°% als Hamagglutination
wurde gewertet, wenn die Erythrozyten nicht oder nur stark verzdgert ablaufen.

Die Ergebnisse werden in log, Stufen angegeben, wobei 1 einer Serumverdinnung
von 1:2 und 11 einer Serumverdiinnung von 1:2048 entspricht.

3.5.3 ELISA

Die gewonnenen Seren wurden weiterhin mittels eines kommerziellen ELISAs fir
Wirtschaftsgefligel (Huhner) auf die Prasenz von spezifischen Antikérpern hin
untersucht. Bei dem verwendeten ELISA handelt es sich um den ELISA Kit recNDV
der Fa. Labordiagnostik Leipzig, der als plattengebundenes Antigen ein
rekombinantes Virushullprotein verwendet. Der Test wurde gemass der
Herstellerangaben mit den mitgelieferten Puffern und Sekundarantikérpern

folgendermassen durchgefihrt:

- Die Seren wurden mittels einer Doppelbestimmung getestet.

- Einsetzen von 100 pl einer 1:500 Verdunnung der Seren pro Vertiefung.

- 30 min Inkubation bei Raumtemperatur.

- Dreimaliges Waschen der Platte mit dem mitgelieferten Waschpuffer

- 30 min Inkubation mit 100 pl eines Anti-IgY-HRP Konjugats bei
Raumtemperatur

- Dreimaliges Waschen der Platte mit dem mitgelieferten Waschpuffer

- 10 min Inkubation bei Raumtemperatur mit 100 pl pro Vertiefung des TMB-
Substrates

- Abstoppen der Reaktion mit 100 pl Stoplésung

- Messen der optischen Dichte (OD) der Vertiefungen bei einer Wellenlange

von 650 nm gemessen.
Als Kontrollen dienten die mitgefihrten Positiv- und Negativkontrollen sowie eine
Konjugatkontrolle, anhand der die Hintergrundreaktivitdt ohne Serum bestimmt

wurde.

Die gemessenen OD-Werte wurden wie folgt ausgewertet:
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- Bestimmen des Mittelwerts aus den OD-Werten der Positivkontrollen und der
Negativkontrollen

- Subtrahieren des OD-Mittelwertes der Negativkontrolle vom OD-Mittelwert der
Positivkotrolle sowie den OD Werten der Proben

- Berechnung des s/p-Quotienten der Proben nach folgender Formel:

Absoption des Messwerts - Absorption der Negativkontrolle
Absoption der Positivkontrolle - Absorption der Negativkontrolle

s/p=

Proben mit OD-Werten unter 0,2 wurden als negativ, Proben mit OD-Werten
zwischen 0,2 und 0,3 als fraglich und Proben mit OD-Werten uber 0,3 als positiv

bewertet.

3.5.4 Western Blot

Die Seren, die bei der Untersuchung mittels ELISA und Western Blot eine fragliche
Reaktivitat zeigten wurden mittels Western Blot nachuntersucht. Bei dem hierfur auf
den Streifen verwendeten Antigen handelte es sich um den NDV Stamm Clone 30,
der mittels Ultrazentrifugation aus infektioser Allantoisfliissigkeit aufgereinigt wurde
und dessen Proteine anschliessend wie unten beschrieben mittels SDS-PAGE in

einem Acrylamidgel aufgetrennt wurden.

3.5.4.1 Aufreinigung von Virionen mittels Ultrazent  rifugation

Etwa 500 ml infektioser Allantoisflissigkeit aus mit NDV Clone 30 beimpften Eiern
wurde gepoolt und in einer Ultrazentrifuge (Sorvall Discovery, Fa. Thermo,
Langenselbold) 30 min bei 4000 rpm zentrifugiert (Rotor: A621). Das formierte
Zellpellet wurde verworfen und der Uberstand weitere 4 min bei 20'000 rpm und 4T
unter Vakuum zentrifugiert (Rotor: A621). Das entstandene Viruspellet wurde in ca. 3

ml PBS bis zur vollstdndigen Losung resuspendiert.
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Ein 30% bis 60% Saccharosegradient wurde in klaren Ultrazentrifugenrdéhrchen
gegossen und baute sich tUber 12 h bei 4T auf. Das resuspendierte Viruspellet
wurde 16 Stunden bei 27°‘000 rpm Uber den Gradienten aufgereinigt (Rotor: Surespin
630).

Die im Saccharosegradienten sichtbaren Banden wurden in getrennten Fraktionen
abgenommen und deren Dichte wurde densitometrisch gemessen. Zur Entfernung
des Saccharoseanteils wurde die Fraktion in einem Verhéltnis von mindestens 1:5
mit PBS verdiinnt und das Virus fir 1,5 Std bei 27'000 rpm pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in dem kleinstmdglichen Volumen (ca. 2 ml) PBS
resuspendiert. Die so gewonnenen Virusfraktionen wurde 30 min bei 56T inaktiviert
und hinsichtlich ihres Virusanteils elektronenmikroskopisch untersucht. Die Fraktion
mit dem héchsten Virus- und geringsten Zellbestandanteil wurde zur weiteren
Verwendung ausgewahlt. Anschliessend wurde deren Proteingehalt nach Bradford
(Bio-Rad Protein Assay, Fa. Bio-Rad, Minchen) geméss der Herstellerangaben

ermittelt.

3.5.4.2 SDS-PAGE

Als Antigen wurde Vollvirus des mittels Ultrazentrifugation aus infektioser
Allantoisflussigkeit aufgereinigten Stammes NDV Clone 30 eingesetzt. Dessen
Proteine wurden zunachst mittels Natriumdodecylsulfat - Polyacrylamid
Gelelekrtrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI et al (1970) aufgetrennt und
anschliessend mittels Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran geblottet.

Die Auftrennung der sieben Struktur- und Nichtstrukturproteine erfolgte unter
reduzierenden Bedingungen in einem 10% Polyacrylamid Gel von 10 x 10 cm
Grosse. In die Kammern eines vertikalen Gelelektrophoresesystems (Fa. Peglab,
Erlangen) wurden erst das Trenngel, anschliessend das Sammelgel nach der in Kap
3.1 (Medien und Puffer) angefuihrten Rezeptur gegossen. Die Polymerisationszeit
des Trenngels betrug 60 min, die des Sammelgels 30 min. Als Kamm wurde ein
praparativer Kamm verwendet.

Das eingesetzte Virus wurde mit PBS auf eine Konzentration von 500 pg / ml
verdunnt, anschliessend in einem Verhéltnis von 1:1 auf eine Endkonzentration von
250 pg / ml mit reduzierendem Laemmli-Puffer (Fa. Sigma-Aldrich, Minchen)

verdunnt. Eine Inkubation von 5 min bei 99C (eppen dorf Thermomixer compact,
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Eppendorf, Hamburg) gewahrleistete die Dissoziation und Denaturierung der
Disulfidbricken der viralen Proteine.

In die Tasche des praparativen Kamms wurden 32,5 ug Protein eingesetzt, was
einem Volumen von 130 pl bei einer Proteinkonzentration von 250 ug / ml entspricht.
Als Proteinmarker wurde der prestained Protein Marker 1V der Fa. Peqglab mitgefihrt,
der zehn vorgeféarbte Banden bei Proteingrossen zwischen 10 und 170 kDa aufweist.
Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstarke von 220 mA bei
variabler Spannung bis zum Erreichen der unteren Gelkante durch die Laufbande
(ca. 60 min) mit Hilfe eines ,Power Supply EV261” (Fa. Peglab, Erlangen)
durchgefiihrt. Die Uberprifung des gleichméassigen Laufes erfolgte anhand des

mitgeflihrten Markers.

3.5.4.3 Western Blot

Die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden anschliessend mittels
semi-dry Western Blot auf eine Nitrozellulose-Blottingmembran (Porengrésse 0,45
um, Fa. Peglab, Erlangen) geblottet.

Das Polyacrylamidgel und die Nitrozellulosemembran wurden in Blotpuffer
angefeuchtet und zwischen zwei ebenfalls in Blotpuffer befeuchtete Filterpapiere
(Whatman Gel Blotting Paper, GB003, 0,8mm, Fa. Whatman, Maidstone, UK) in der
Reihenfolge Anode — Filterpapier — Nitrocellulose — Polyacrylamidgel — Filterpapier —
Kathode in eine Blotkammer (PerfectBlue ,Semi-Dry* Elektroblotter SEDEC M, Fa.
Peglab, Erlangen) geschichtet. Anschliessend wurde fir 60 min eine konstante
Spannung von 280 V bei einer Stromstarke von 40 mA angelegt (Power Supply
Peglab EV261, Fa. Peqglab, Erlangen). Als Indikator fir erfolgreiches Blotten diente
die Ubertragung des angefarbten Proteinmarkers auf die Nitrocellulosemembran.

Die Nitrocellulosemembran wurde in 2% Ponceau S Losung verbracht, 2 min unter
Schutteln inkubiert und auf das Vorhandensein aller Proteinbanden Uberpripft. Nach
drei Waschschritten mit PBS, um den Farbstoff von der Membran zu entfernen,
wurde die Nitrocellulosemembran 60 min in 1% Magermilchpulver geblockt.
Anschliessend wurde die Membran gut abgetrocket und in Streifen geschnitten.
Diese wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20C gelagert.

Das Polyacrylamidgel wurde nach dem Blotten mittels Coomassie-Farbung auf
Proteinreste hin untersucht. Hierfir wurde das Gel Uber Nacht in einer

Coomassie-Losung (Kap. 3.1 Medien und Puffer) inkubiert, anschliessend 60 min
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oder bis zum kompletten Entfarben des Hintergrunds bei Erhaltung der
Bandenfarbung in Entfarberlosung unter Schutteln inkubiert und nach 60 min
Inkubation unter Schitteln im Trockenpuffer zwischen zwei Cellophanbléattern (Fa.

Roth, Karlsruhe) getrocknet.

Die Streifen wurden mit 3 ml eines 2% Magermilch-Puffers rehydriert, anschliessend
erfolgte die Zugabe der zu testenden Serumproben in einer Endverdinnung von
1:250. Als Positivkontrolle wurde Serum eines immunisierten Huhnes mitgeftihrt. Es
wurden folgende Arbeitsschritte durchgefihrt:
- Abkleben der Platten und Inkubation tUber Nacht bei 4C zur Bindung der
Antikorper.
- Waschen der Streifen, 3 x 5 min mit PBS - 0,1% Tween
- 30 min Inkubation bei Raumtemperatur mit peroxidasemarkiertem (POD) a-
chicken 1gG Antikorper (Antikorper aus dem Kaninchen, Fa. Sigma Aldrich,
Munchen), Verdinnung 1:10°000 (2 ml / Streifen)
- Waschen der Streifen, 3 x 5min mit PBS - 0,1% Tween
- 5 min Inkubation bei Raumtemperatur mit Super Signal West Pico
Chemoluminescense Substrate (Fa. Pierce, Rockford, IL), 70 pl / Streifen
- Streifen gut abtropfen lassen
- Entwicklung auf Amersham Hyperfim MP (Fa. Amersham Biosciences,
Piscataway, US) Rontgenfilm, Belichtungsdauer von 10 und 30 sec.
- Entwicklung von Hand, 60 sec entwickeln, waschen des Rontgenfiims in
klarem Wasser, 60 sec fixieren. Anschliessend ausgiebiges Waschen des

Rontgenfilms unter fliessendem Wasser und gut abtropfen lassen.

Die Beurteilung der Western Blot Ergebnisse erfolgte qualitativ nach vollstandigem
Trocknen des Rontgenfilms.

3.6 Zellulare Immunantwort

Zur Ermittlung der zellularen Immunitat wurde der Lymphozytenstatus zum Zeitpunkt
der Belastungsinfektion untersucht. Am Tag der Belastungsinfektion sowie zwei und
vier Tage nach Belastungsinfektion und am Versuchsende (Tag 13 nach

Belastungsinfektion) wurden jeweils fiinf Huhner individuell hinsichtlich ihrer T- und
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B-Zellantwort sowie ihrer antigenprasentierenden Zellen untersucht. Die Aufreinigung

und Markierung der Lymphozyten aus 5 ml heparinisiertem Vollblut wurde nach

folgendem Protokoll vorgenommen:

Zentrifugation des heparinisierten Vollbluts fir 10 min bei 1100 rpm
(Zentrifuge: Hettich Universal 320 R)

Abnehmen von ca. 1,5 ml Buffy coat und Verdinnung mit 3,5 ml mit EDTA
versetztem PBS

Zentrifugation fir 40 min bei 1800 rpm Uber 5 ml Ficoll

Abnehmen der Interphase und Verdinnung in 5ml PBS

Zentrifugation fir 10 min bei 1100 rpm

Zellen zahlen,

Inkubation von 1 x 10° Zellen (ca. 50 l) fir 20 min mit der in Tab. 14
aufgefuhrten fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikorpern aus der Maus,
jeweils auf 100 yl FACS Puffer (Kap. 3.1) verdinnt.

Auffullen der Réhrchen auf 2 ml mit FACS Puffer

Waschen durch Zentrifugation fiir 10 min bei 1100 rpm, Uberstand abgiessen
Pellet in 300 pl Puffer aufnehmen

Messung mittels FACS (FACSCalibur, Fa. Beckton-Dickinson,
Erembodegem, B)
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Tab. 14 Eingesetzte  monoklonale  Antikbrper  zur  Detektierung der

Lymphozytenfraktionen

Antikbrper  Markierung Verdinnung  Erkannte Zellen
a-CD4 Phycoerythrin (PE), 1:200 T-Helferzellen
a-CD8 Fluorescein 1:100 Cytotoxische Zellen
Isothicyanat (FITC),
a-BulA Fluorescein 1:200 B-Zellen
Isothicyanat (FITC),
a-MHCII Phycoerythrin (PE), 1:50 Andere
antigenprasentierende
Zellen

Die Messung und Auswertung der Lymphozytenanteile erfolgte mittels
fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie (FACS) der markierten Zellen durch Frau
Dr. U Blohm, Institut fur Infektionsmedizin, FLI Insel Riems. Die Ausgabe erfolgte in

prozentualen Anteilen an der gesamten Lymphozytenpopulation.
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4. Ergebnisse

4.1 Entwicklung eines Real-Time PCR Protokolls

4.1.1 Primer- und Sondenauswahl

Zunachst galt es, eine geeignete Primerkombination zur Amplifikation eines
Abschnitts des NP-Proteingens auszuwahlen. Hierzu wurden sieben Kombinationen
der in Kap 3.1 (Medien und Puffer) aufgefihrten NP-Primer anhand von vier
reprasentativen Stammen evaluiert. Die Wertung erfolgte anhand der Starke der
spezifischen Banden der im 3,5% Agarosegel aufgetragenen PCR-Produkte, wobei
mit der Primerkombination 1066F / 1231R eine deutliche Bande des Amplifikats
aller vier Stamme zu sehen war (Tab. 15). Die angefiihrte Beurteilung erfolgte
semiquantitativ nach folgenden Kriterien:

++  deutliche Bande im Agarosegel

+ schwache Bande im Agarosegel

- keine Bande im Agarosegel

Die optimale Primerkombination aus den sieben getesteten Kombinationen fiel auf
die Primer 1066F und 1231R, die eine Sequenz von 165 Basenpaaren von Position

1066 bis Position 1231 des Gesamtgenoms amplifizieren.

Tab. 15 Amplifikation eines spezifischen Fragments des NP-P roteingens mit den

sieben untersuchten Primerkombinationen

54F/166R 1066F/1231R 1066F/1236R 1066F/1251R 1119F/1231R 1119F/1236R 1119F/1251R

Herts 33 ++ ++ ++ ++ + +
2594/06 - ++ ++ - - +

151/94 - ++ ++ ++ - +

Clone 30 ++ ++ - ++ R R "
NTC

Im Anschluss an die Primerauswahl wurde eine 5'-Nuklease (TagMan) Sonde
eingesetzt, um die amplifizierte Sequenz spezifisch mit einem Fluoreszenzfarbstoff
zu markieren. Hierfir wurde zunachst eine Sonde mit der Sequenz NDVnp-1184-
FAM 5-[FAM]-ATGAGCACATCATTCTGGAGACTYG-[BHQ1]-3' eingesetzt.
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Dabei zeigten sich bei der Amplifikation aller Proben unregelmassige Kurvenverlaufe
und eine schwache Gesamtfluoreszenz, die auch durch die in Kap. 3.3.6.2
angefuhrten Modifikationen nicht entscheidend zu verbessern war. Zur Verbesserung
der Hybridisierungseigenschaften wurde eine verkirzte Sonde entwickelt, bei der
Basen zur verbesserten Bindungseigenschaft durch LNA-Basen ersetzt wurden.
Nach der Insertion einer zusatzlichen variablen Base (Wobble) an Position 13 der
Sonde (A-M) wurde schlussendlich eine Sonde mit der Sequenz NDVnp-LNA3
5-[FAM]-ACATCATTYTGGMGACT-[BHQ1]-3', wobei die fett gedruckten
Buchstaben fur den Ersatz konventioneller durch LNA Basen stehen, eingesetzt.

Bei der Untersuchung der beiden im Tierversuch eingesetzten Stamme 599 und
Herts (Weybridge 33 / 56) als Reprasentanten eines lentogenen und eines
velogenen Stammes unterschiedlicher Genogruppen vergleichend mit beiden
Sonden konnte eine deutliche Steigerung der Fluoreszenzh6he sowie ein

gleichmassigerer Anstieg des Kurvenverlaufs beobachtet werden (Abb 6).

et
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Abb. 6 Kurvenverlauf vergleichend mit TagMan und LNA Sonde

Die Abbildung zeigt die Amplifikationskurven der entwickelten Real-Time RT-PCR auf dem
NP-Gen der Stamme APMV 599 und Herts (Weybridge 33 / 56) in Abhangigkeit der Sonde.
Sowohl APMV 599 (A, C) als auch Herts (Weybridge 33/ 56) (B, D) zeigen beim Einsatz der
LNA Sonde (C, D) einen deutlich stabileren Kurvenverlauf bei héherer Fluoreszenz als die
TagMan Sonde (A, B).

A — APMV-1 Stamm 599, unverdinnte AAF, Sonde NDVnp-1184-FAM
B — APMV-1 Stamm Herts 33/56, unverdinnte AAF, Sonde NDVnp-1184-FAM
C — APMV-1 Stamm 599, unverdinnte AAF, Sonde NDVnp-LNA1-FAM

D — APMV-1 Stamm Herts 33/56, unverdinnte AAF, Sonde NDVnp-LNA1-FAM
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Abschliessend wurde mit den endgultig gewéhlten Primern NDV NP 1066F und NDV
NP 1231R und der Sonde NDV-NP-LNA3 FAM eine Konzentrationsoptimierung
durchgefiihrt. Die Primerkonzentrationen zwischen 10 und 30 pmol wiesen keine
deutlichen Abweichungen in ¢cT Wert und Fluoreszenzhtéhe auf, so dass die
Primerkonzentration von 20 pmol des Vorwarts- und Ruckwartsprimers pro Ansatz
gewahlt wurde, die die niedrigste Basisfluoreszenz bei erhaltenen cT und
Fluoreszenzwerten zeigte (Tab. 16).

Die Sondenkonzentration, die bei gleichbleibender Primerkonzentration von 20 pmol
pro Ansatz ermittelt wurde, zeigte bei Konzentrationen zwischen 1,5 und 5 pmol pro
Ansatz erwartungsgemass keine Differenzen der cT Werte. Deutlich war die
Abnahme der maximalen Fluoreszenzhthe ab Sondenkonzentrationen, die 4 pmol
pro Ansatz unterschritten. Daher wurde die Konzentration von 4 pmol pro Ansatz als
minimale Sondenkonzentration, die den Erhalt des Fluoreszenzplateaus
gewahrleistete, gewahlt (Abb. 7).

Tab. 16 cT Werte bei jeweils gleichbleibender Prime  r- oder Sondenkonzentration

Primerkonzentration Sondenkonzentration Ct maximale

(pmol / Ansatz) (pmol / Ansatz) Fluoreszenz
30 4 23,62 31186,109
25 4 23,78 30591,019
20 4 24,29 31673,057
15 4 24,41 31346,345
10 4 25,03 30880,428
20 1,5 23,97 16905,701
20 2 23,57 24575,398
20 25 23,94 29119,659
20 3 23,88 28070,949
20 4 24,01 31673,057
20 5 23,73 32072,962
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Abb. 7 Ermittlung der optimalen Primer- und Sondenkonzentr ation .

A — Titration der Primer bei einer gleichbleibenden Sondenkonzentration von 4 pmol pro
Ansatz. Eingesetzt wurden Primerkonzentrationen von 10 bis 30 pmol pro Ansatz. Die
Ergebnisse unterscheiden sich weder in ihrem cT Wert noch in ihrer Fluoreszenzhthe
massgeblich voneinander, so dass eine Primerkonzentration von 20 pmol gewahlt wurde, die
die niedrigste Basisfluoreszenz aufwies.

B — Titration der Sonde bei einer gleichbleibenden Primerkonzentration von 20 pmol pro
Ansatz. Bei Einsatz von 5 pmol (A) und 4 pmol (B) der Sonde pro Ansatz ist das Erreichen
eines Fluoreszenzplateaus zu beobachten, wahrend Konzentrationen von 3 (C), 2,5 (D), 2
(E) und 1,5 pmol (F) eine stetige Abnahme der Fluoreszenzhdhe zur Folge haben. Daher

wurde eine Sondenkonzentration von 4 pmol pro Ansatz gewahlt.

4.1.2 Bestimmung der Sensitivitat

Um einen Anhaltspunkt fur die Sensitivitat der entwickelten Methode zu erhalten
wurde RNA der vier reprasentativen Stamme Clone 30, R2594/06, R151/94 und
Herts (Weybridge 33 / 56) in Verdiinnungen von 10° und 10° parallel mit beiden
Protokollen untersucht. Die Sonde des neu entwickelten Protokolls war zur
spezifischen Detektion von Amplifikaten des NP-Proteingens des Entenisolats
R2594/06 imstande, wahrend mit der 5 Nukleasesonde nach WISE et al (2004)
keine Fluoreszenz messbar war (Tab.18).

Bei den Ubrigen Stammen lagen die cT Werte der beiden Untersuchungen
weitgehend im selben Bereich mit maximal einem cT Wert Abweichung voneinander.

Lediglich bei der Detektion amplifizierter cDNA, einer Verdiinnung von 10° der RNA
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des Stamms Herts (Weybridge 33 / 56), konnte mit dem Protokoll nach WISE et al
(2004) ein cT Wert von 37,19 erzielt werden, wahrend mit dem neu entwickelten

Protokoll eine Detektion nicht mehr moglich war (Tab.17).

Tab. 17 Vergleichende Detektion vier reprasentativer Stamme mit beiden fur den

Tierversuch angewandten RRT-PCR Protokollen

Verdiinnung Primer Verdiinnung Sonde

(pmol / Ansatz) (pmol / Ansatz) NP, 10 ® M, 10° NP, 10° M, 10°
Clone 30 20 4 20.79 21.67 29.57 30.47
R2594/06 20 4 33.55 nocT nocT nocT
R151/94 20 4 26.54 25.97 35.47 36.70
Herts (Weybridge 33/56) 20 4 28.76 27.62 no cT 37,19
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4.2 Tierversuch

4.2.1 Vorversuch

Der Vorversuch hatte zum Ziel, die optimale Impfdosis zur anschliessenden in ovo
Beimpfung zu ermitteln. Hierbei sollte die Dosis der héchstmdglichen Infektionsrate
ohne Reduktion der Schlupfrate erzielt werden. Die ermittelte eiinfektiose Dosis
(EIDsy) des verwendeten APMV-1 599 Virusstocks betrug 10%%% die ermittelte
eilethale Dosis 50 (ELDso) betrug 10%°. Die errechnete EIDso/ELDsq ist demnach
1,51.

Die Schlupfrate der unbeimpften Kontrolltiere betrug 45% (9 von 20 Tieren) und blieb
bei allen eingesetzten Virusdosen von 10° 10° und 10* EIDs, konstant. Allerdings
starben bei einer Beimpfungsdosis von 10° EIDs, zwei Kilken direkt nach dem
Schlupf, bei einer Beimpfungsdosis von 10° ElDso starb eines der geschliipften
Kiken. Bei allen ungeschlipften und waéahrend des Schlupfes im Ei
steckengebliebenen Tieren war Virus in CAM und einem weiteren Organ
nachzuweisen. Auch bei den geschliipften Tieren, die in ovo eine Dosis von 10°
EIDsg des Stamms APMV 599 erhalten hatten, waren alle Tiere infiziert. Die
Infektionsrate der geschliipften, in ovo mit 10° und 10* EIDs, beimpften Tiere war
dagegen auf 83% (10 von 12 Tieren infiziert) und 88,9% (8 von 9 Tieren infiziert)
reduziert (Tab. 18). Im Fall der Kiken, die nicht als infiziert gewertet wurden, war
zwar in CAM / Haut, jedoch in keinem weiteren Organ virale RNA nachweisbar. Das
Virus wurde demnach bei keinem der Tiere wahrend der drei letzten Bebritungstage
vollstandig eliminiert.

Es wurde trotz des Todes zweier Tiere direkt nach dem Schlupf eine Dosis von 10°
EIDso zur Beimpfung gewahlt, da bei dieser eine Infektion aller Kiken nachgewiesen
wurde, wahrend bei den weiteren gewahlten Dosen Kiken auftraten, die nach dem

Schlupf beprobt und nicht als infiziert gewertet wurden.

Tab. 18 Schlupfraten und Infektionsraten der mit absteigend en Beimpfungsdosen

beimpften 18-tagigen Huhnereier

Beimpfungsdosis in EID 4, 10° EIDg, 10° EIDg, 10" EIDg

(Verdiinnung des Virusstocks) (10%) (107 (10%®) Kontrolle
Schlupfrate 65% (13/20) 65% (13/20) 45% (9/20) 45% (9/20)
tot nach Schlupf (2/13) (V/13) (0/9) (0/9)
Infektionsrate geschliipfte Tiere 100% (13/13) 83% (10/12) 88,9% (8/9)

Infektionsrate ungeschliipfte Tiere 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (11/11)
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4.2.2 Versuch

4.2.2.1 Beimpfung mit APMV 599

Der Schlupf der mit dem APMV-1 Stamm 599 geimpften Versuchsgruppe erfolgte in
einem Briuter gemeinsam mit den Sentineltieren, die mit dem gleichen Volumen
isotonischer Kochsalzlésung beimpft wurden.

Aus den 120 mit APMV-1 599 beimpften Eiern der Versuchsgruppe schliupften 98
Kiken, die Schlupfrate hierbei betrug somit 81,67%. Aus den 30 parallel beimpften
Eiern, aus denen die gemeinsam mit der Versuchsgruppe geschlipften Sentineltiere
rekrutiert wurden, schlipften 18 Kiiken, somit ergab sich fur diese Gruppe eine
Schlupfrate von 60%. Die Schlupfrate der Kontrollgruppe, die raumlich von der
Versuchsgruppe getrennt schlipfte, betrug 95% (57 Kuken aus 60 beimpften Eiern)
(Tab. 19). Aus dieser rekrutierten sich auch die am ersten Lebenstag zugestellten
Sentineltiere.

Von den sechs zur Ermittlung der Infektionsrate am ersten Lebenstag beprobten
Tiere war aus funf Tieren mittels Real-Time RT-PCR in mindestens zwei Organen
virale RNA nachweisbar.

Tab. 19 Infektions-, Schlupf- und Uberlebensrate de  r verschiedenen Versuchsgruppen

Uberlebensrate  Uberlebensrate

Beimpfung Infektionsrate  Schlupfrate (Tag 1) (Tag 10)
APMV-1 599 5/6 81,7% (98/120) 80,6% 45,9%
Kontrollgruppe

(APMV-1 599) 95% (57/60) 100% 95%
Sentinels

(zu APMV-1 599) 60% (18/30) 92,3% 88,5%
APMV-1 LaSota 8/9 55% (33/60) 54,2% 0%
Kontrollen

(LaSota) 67,5% (27/40) 96,3% 96,3%

Im Anschluss an den Schlupf wurden die Tiere taglich einer adspektorischen
klinischen Untersuchung unterzogen, die im Sinne einer Herdenuntersuchung
durchgefuhrt wurde.

Die Tiere der Versuchsgruppe zeigten in den ersten acht Lebenstagen deutliche
klinische Symptome, die sich in erster Linie durch Respirationsstérungen,

insbesondere Schnabelatmung, Durchfall (kotverschmierte Kloake) und Apathie
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auszeichneten. Weiterhin traten in der Versuchsgruppe direkt im Anschluss an den
Schlupf viele Gratscher auf, so dass die Gruppe eine reduzierte Bewegungsaktivitat
und Futteraufnahme zeigte. Der Grossteil der Tiere zeigte Schlafrigkeit, die sich auch
am stehenden Tier durch eine gesenkte Kopfhaltung und geschlossene Augen sowie
ein gesteigertes Warmebedirfnis manifestierte. Zusétzlich waren bei wenigen Tieren
zentralnervose Symptome feststellbar. Diese ausserten sich in Orientierungslosigkeit
und ataktischem Gangbild.

Die Klinik der Tiere war deutlich ausgepragt, so dass es in den ersten acht
Lebenstagen regelmassig zum Tod von Tieren kam. Die Klinischen Symptome
dauerten bis zum zehnten Lebenstag an, ein Einzeltier zeigte bis zum zwodlften
Lebenstag Schnabelatmung. Durch den Tod aufgrund der klinischen
Beeintrachtigung der Versuchsgruppe ergab sich eine Uberlebensrate von 45,92%
fur die ersten zehn Lebenstage (40 von 98 Tieren). Im Gegensatz dazu steht eine
Uberlebensrate der Sentineltiere von 88,46% (23 von 26 Tieren) uber die ersten
zehn Lebenstage (Abb. 8). Die bis zum achten Lebenstag der Probennahme
zugefihrten Tiere wiesen alle massive klinische Symptome auf und wurden daher als
krankheitsbedingte Abgange gewertet. Im Anschluss an den zehnten Lebenstag
waren keine weiteren Abgange zu verzeichnen, ab diesem Zeitpunkt wurden lediglich

klinisch unauffallige Tiere zur Probennahme entnommen.

4.2.2.2 Sentinelgruppe

Sowohl die Sentinel- als auch die Kontrollgruppe wurde analog zu der
Versuchsgruppe am 18. Bebrutungstag mit 0,2 ml steriler isotonischer
Kochsalzlosung beimpft. Die 16 gemeinsam mit den Tieren der Versuchsgruppe
geschliupften sowie 10 am ersten Lebenstag zu der mit APMV-1 599 beimpften
Gruppe zugestellten uninfizierten Kiken (Sentinels) zeigten sich tUber die gesamte
Dauer des Versuchs weitgehend frei von APMV-spezifischer klinischer Symptomatik.
Zwei der 18 geschlipften Tiere der Sentinelgruppe verstarben bereits kurz nach dem
Schlupf im Bruter. Am ersten Lebenstag wurden zwei Tiere, deren Beine stark
gratschten, getotet. Ein weiteres Tier wurde am siebten Lebenstag aufgrund von
Respirationsstorungen getottet, dieses gilt als einziges Sentineltier, das APMV-

spezifischen klinischen Symptomen erlag und infolgedessen beprobt wurde.
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4.2.2.3 Ungeimpfte Kontrollgruppe

Aus den 60 mit 0,2 ml isotonischer Kochsalzldsung beimpften und parallel zu der
Versuchsgruppe in einem getrennten Briter geschlupften Eier der Kontrollgruppe
schlupften 57 Kiken, die Schlupfrate der Kontrollgruppe betrug somit 95%. Zwanzig
dieser Tiere wurden am ersten Lebenstag in einem getrennten Isolator aufgestallt,
von denen ein Tier am achten Lebenstag starb. Die Uberlebensrate fiir die ersten
zehn Tage betrug somit 95%. Die Gruppe zeigte sich ansonsten bis zur

Belastungsinfektion am 21. Lebenstag klinisch unauffallig.

4.2.2.4 Beimpfung mit APMV Clone 30

Die Brut der 60 am 18. Bebriitungstag mit 10* EIDs; APMV-1 Clone 30 in die
Allantoish6hle beimpften Eier fand zeitlich versetzt zu jener der Versuchs- und
Sentinelgruppe statt, deshalb wurde fir diese Tiere eine eigene Kontrollgruppe
mitgefuihrt. Aus den mit Clone 30 infizierten Eiern schlipften 33 Tiere, woraus sich
eine Schlupfrate von 55% ergibt. Die Schlupfrate der parallel mitgeflhrten
Kontrollgruppe betrug 67,50% (27 von 40 Tieren). Aus acht der neun sofort nach
dem Schlupf zur Ermittlung der Infektionsrate beprobten Tiere war virale RNA in
mindestens zwei Organen nachweisbar.

Ab dem dritten Lebenstag wiesen die Tiere ein hochgradig gestoértes
Allgemeinbefinden auf, das sich hauptsachlich in respiratorischen Symptomen,
insbesondere Schnabelatmung, Schwanzatmung und aufgeplustertem Gefieder
ausserte. Ausserdem zeigten die Tiere Durchfall, ein erhéhtes Warmebedurfnis und
verminderte Bewegungsaktivitdt und Futteraufnahme. Innerhalb der ersten finf Tage
erlagen 20 der 24 Tiere ihren klinischen Symptomen oder wurden moribund getoétet.
Die vier verbliebenen Tiere wurden zehn Tage nach Schlupf aufgrund ihres
anhaltend schlechten Allgemeinbefindens und starken Respirationsstérungen
(Schnabelatmung) getotet. Es kam somit nicht zur Belastungsinfektion dieser

Gruppe.
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Abb. 8 Entwicklung der Tierzahlen der verschiedenen Gruppe n wahrend der ersten
zehn Lebenstage .

Erfasst wurden die Tierzahlen wéahrend der ersten zehn Lebenstage als Indikator fir massive
klinische Beeintrachtigungen der Herde. Die Tiere der Versuchsgruppen wurden am 18.
Bebriitungstag mit 10° EIDs, APMV 599 ( & ) bzw 10* EIDs, Clone 30 ( M ) beimpft. Die
unbeimpfte Sentinelgruppe ( @ ) setzte sich aus 16 gemeinsam mit der Versuchsgruppe
geschlipften Tieren, sowie zehn am ersten Tag zugestellten Tieren zusammen. Die
Kontrollgruppe ( # ) bestand aus 20 uninfizierten Tieren, die getrennt von Versuchs- und
Sentinelgruppe gehalten wurden. Die Probennahme erfolgte aus klinisch moribunden Tieren,
so dass es nicht zu einer zusatzlichen Reduktion der Tierzahlen durch die Probennahme

kam.

4.2.2.5 Klinik nach Challenge

Sowohl die Versuchs-, als auch die Sentinel- und Kontrolltiere wurden am 21.
Lebenstag einer Belastungsinfektion mit dem hochpathogenen Newcastle-Disease
Virus Stamm Herts (Weybridge 33/56) in Anlehnung an die Vorgaben des
Europaischen Arzneimittelbuches (European Pharmacopoeia, 2007) unterzogen.
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Einen Tag nach Belastungsinfektion zeigten die Tiere aller drei Gruppen noch
ungestortes Allgemeinbefinden.

Die Tiere der Versuchsgruppe blieben bis auf eine geringgradige Reduktion der
Bewegungsaktivitdt am zweiten und dritten Tag nach Belastungsinfektion tber die
gesamte Zeitdauer bis zum Versuchsende am 13. Tag nach Belastungsinfektion
klinisch unbeeintrachtigt (Abb. 9).

Die Tiere der Sentinelgruppe wiesen lediglich schwache klinische Symptomatik auf,
die sich in leichten Respirationsstérungen bei einzelnen Tieren sowie eines
geringgradig gestorten Allgemeinbefindens am zweiten und dritten Tag nach
Belastungsinfektion ausserte. Funf Tage nach dem Challenge befand sich eines der
Sentineltiere, ohne davor klinische Symptome gezeigt zu haben, in Agonie, so dass
es getotet und der pathologischen Untersuchung zugefuhrt wurde (Abb. 11). Am
siebten Tag nach der Belastungsinfektion zeigte sich ein einzelnes Sentineltier
apathisch, erholte sich jedoch, so dass sich bei Versuchsende 13 Tage nach
Belastungsinfektion alle verbliebenen Sentineltiere klinisch unaufféallig zeigten.

Die drei der Versuchsgruppe zugestellten Tiere der Ausscheidungskontrollen wiesen
Uber die gesamte Zeitdauer des Challenge keinerlei klinische Symptomatik auf.

Zwei Tage nach Belastungsinfektion zeigten alle Tiere der Kontrollgruppe klinische
Symptome einer Newcastle Disease Infektion, die sich in Respirationsstérungen,
Durchfall und Apathie ausserten (Abb. 10). Weiterhin war bei allen Tieren der
Kontrollgruppe eine hochgradige Polyurie festzustellen. Zwei der Tiere waren 48
Stunden post infectionem bereits der Infektion erlegen, die restlichen acht infizierten
Tiere wiesen ein erheblich gestértes Allgemeinbefinden auf, so dass sie als klinisch
moribund eingestuft und aus Tierschutzgrinden getdtet wurden. Keines der
ungeimpften Kontrolltiere Gberlebte die Belastung mit velogenem Newcastle Disease
Virus (Abb. 9).

Die drei der Kontrollgruppe zugestellten Tiere blieben klinisch symptomfrei. Eines der
Tiere starb ohne vorher beobachtete klinische Symptome am achten Tag nach der
Belastungsinfektion. Die beiden verbliebenen Tiere zeigten sich bis zum 13. Tag post

challenge klinisch unauffallig.
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Abb. 9 Entwicklung der Tierzahlen Uber die gesamte Versuch  sdauer.

Die rote Markierung zeigt den Zeitpunkt der Belastungsinfektion mit 10° EIDs, des velogenen
Stamms Herts (Weybridge 33 / 56) am 21. Lebenstag an. Im Anschluss an die klinische
Phase, die bei der mit APMV 599 ( & ) beimpften Versuchsgruppe bis zum zehnten
Lebenstag andauerte, sind bis zum Versuchsende keine weiteren, auf klinische Symptome
zurickzufuhrenden Abgange mehr zu verzeichnen. Die Reduktion der Tierzahlen der mit
APMV 599 beimpften Versuchsgruppe ab diesem Zeitpunkt ist auf die Probennahme an
klinisch gesunden Tieren zurickzufuhren. Ein Tier der Sentinelgruppe (m) wurde funf Tage
nach Belastungsinfektion moribund getotet. Alle Tiere der ungeimpften Kontrollgruppe (A )
starben zwei Tage nach Belastungsinfektion oder wurden moribund getttet. Bei der mit
Clone 30 beimpften Versuchsgruppe (B ) kam es aufgrund des Todes aller Tiere vor dem

21. Lebenstag nicht zu einer Belastungsinfektion.
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Abb. 10 Klinische Symptomatik der ungeimpften Kontrolltiere am zweiten Tag post
Challenge (23. Lebenstag).

Die Abbildung zeigt zwei der mit massiven klinischen Symptomen get6teten Tiere der
ungeimpften Kontrollgruppe zwei Tage nach Belastungsinfektion mit dem velogenen Stamm
Herts (Weybridge 33 / 56). Zwei der Tiere dieser Gruppe waren zu diesem Zeitpunkt bereits
gestorben, die noch Ilebenden Tiere wurden aus Tierschutzgrinden getotet,
pathologisch-anatomisch untersucht und der Probennahme zugefihrt.

Abb. 11 Klinische Symptomatik des am fiinften Tag post Chall enge moribund
aufgefundenen Sentineltieres
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4.2.3 Pathologie

4.2.3.1 Pathologie nach Schlupf

In ovo infizierte Versuchsgruppe und Sentineltiere

Alle Tiere wurden nach ihrem Tod pathologisch-anatomisch untersucht und
Organproben fur die Untersuchung des Virustropismus entnommen. Bei den im
Anschluss an den Schlupf gestorbenen oder getdteten Tieren bis zum achten
Lebenstag war eine Dottersackretention feststellbar. Weiterhin zeigte sich der
Thymus aller dieser Tiere sehr prominent. Die inneren Organe dieser Tiere der
Versuchs- und Sentinelgruppen zeigten sich weitgehend unauffallig, insbesondere

waren keine Einblutungen in die epithelialen Schleimhaute sichtbar.

4.2.3.2 Pathologie nach Challenge

Ungeimpfte Kontrollgruppe

Die zwei verstorbenen Kontrolltiere sowie acht weitere moribund getttete Tiere der
Kontrollgruppe wurden zwei Tage nach Belastungsinfektion pathologisch-anatomisch
untersucht und der Probennahme zugefuhrt. Bei drei Tieren waren punktférmige
Einblutungen in die Duodenalschleimhaut zu sehen. Der Gastrointestinaltrakt aller
Tiere war futterleer, jedoch wiesen ebenfalls alle Tiere eine gestaute, stark mit
Harnsaure gefillte Kloake auf. Des Weiteren war bei allen Tieren ein vergrosserter
Thymus auffallig.

In der Milz zweier Tiere waren stecknadelkopfgrosse Aufhellungen sichtbar (Abb.
12A). Das Pankreas dreier Tiere wies punktférmige, glasige Herde von ca. 1 mm
Durchmesser auf (Abb. 12D). Alle weiteren Organe waren ohne besonderen Befund.
Das der Kontrollgruppe zugestellte, am achten Tag nach Challenge pl6tzlich
verstorbene Ausscheidungssentineltier wies einen dilatierten, fllissigkeitsgeftillten
Kropf sowie punktférmige Einblutungen in die Pars glandularis ventriculi und das
Duodenum auf. Weiterhin war bei ansonsten futterleerem Gastrointestinaltrakt der
Enddarm mit gelblichen, dunnflissigen Exkrementen gefullt. Alle weiteren Organe
dieses Tieres waren ohne besonderen Befund.
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Geimpfte Versuchsgruppe und Sentineltiere

Das fiuinf Tage nach Belastungsinfektion moribund getdtete Sentineltier zeigte sich
pathologisch-anatomisch weitgehend unauffallig. Lediglich im Duodenum waren
Bereiche von etwa 5 mm Durchmesser mit punktférmigen Einblutungen zu sehen.
Die dreizehn Tage nach Belastungsinfektion getdteten Tiere der Versuchsgruppe
wiesen zum Todeszeitpunkt keine Klinischen Symptome auf. Pathologisch-
anatomisch war auch diese Gruppe weitgehend unaufféllig. Drei Tiere zeigten
punktformige Einblutungen am Ubergang von Driisen- zu Muskelmagen (Abb. 12B)
sowie punktférmige Einblutungen in die Duodenalschleimhaut (Abb. 12F). In einem
dieser Falle war die Einblutung mit einer im geschlossenen Zustand sichtbaren
Ausstilpung des Darms verbunden (Abb. 12E).

Weiterhin waren bei einem Tier punktférmige Einblutungen in das Epicard sichtbar
(Abb. 12C). Auch in dieser Gruppe waren bei sieben Tieren glasige Herde von ca. 1
mm Durchmesser im Pankreas (Abb. 12D) feststellbar. Alle tbrigen Organe waren

makroskopisch unverandert.
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Abb. 12 Pathologisch-anatomische Befunde der 13 Tage nach B  elastungsinfektion
untersuchten Tiere der geimpften Versuchsgruppe

Als pathologisch-anatomische Hauptbefunde wurden multiple punktférmige Einblutungen in
unterschiedliche Organsysteme erhoben. Am ausgepragtesten waren diese in der Mukosa
des Duodenums zu beobachten (Abb. 12F), wobei in einem Fall die Ver&dnderungen bereits
von aussen als dunklere, rétlich verfarbte Ausstilpung sichtbar waren (Abb. 12E). Auch im
Epikard (Abb. 12C) und am Ubergang von Driisen- zu Muskelmagen (Abb. 12B) waren
punktférmige Einblutungen feststellbar. Weiterhin zeigten sich bei sieben von zehn
untersuchten Tieren glasige, punktférmige Veranderungen des Pankreas (Abb. 12D). Bei
der Betrachtung des Situs waren in einem Fall stecknadelkopfgrosse Aufhellungen der Milz
(Abb. 12A) feststellbar.

4.2.4 Gewichtsentwicklung

Die Ermittlung der Gewichte der zur Organentnahme beprobten Tiere vor und nach
der Belastungsinfektion diente als Indikator fir die Herdengesundheit sowie die
Beeintrachtigung der Tiere durch protrahierte Verlaufe nach Belastungsinfektion
(Abb. 13). Auch sollten verzdogertes Wachstum oder starkes Auseinanderwachsen
der Gruppe Uberprift werden. Wahrend vor der Belastungsinfektion die
Durchschnittsgewichte der Versuchsgruppe mit 204,58 g und der Sentinelgruppe von
208,57 g im Gegensatz zu der bis zu diesem Zeitpunkt getrennt gehaltenen
Kontrollgruppe (Durchschnittsgewicht: 234,85 g) etwas erniedrigt war, zeigte sich
nach der Belastungsinfektion keine Differenz der Durchschnittsgewichte der
verschiedenen Gruppen mehr. Auch ein starkes Auseinanderwachsen der infizierten

Gruppen war nicht zu beobachten.
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Abb. 13 Gewichte der Versuchs-, Sentinel- und Kontr  ollgruppen an den Lebenstagen
21 und 34.

Dargestellt ist das Mediangewicht, das maximale und das minimale Gewicht der
verschiedenen Gruppen vor (Tag 21) und nach (Tag 34) der Belastungsinfektion. Wahrend
vor der Belastungsinfektion (21. Lebenstag) eine geringgradige Gewichtsreduktion der
Versuchsgruppe zu verzeichnen ist, weisen die Gewichte der drei untersuchten Gruppen

nach der Belastungsinfektion (34. Lebenstag) keine Unterschiede mehr auf.

4.2.5 Virusnachweis und Organtropismus

4.2.5.1 Pre Challenge

In der Versuchsgruppe wurde zum Schlupfzeitpunkt aus funf von sechs Tieren RNA
des Impfvirus nachgewiesen. Bei einem der Tiere war am ersten Lebenstag in
keinem der Organe virale RNA nachweisbar, dieses Tier wurde als uninfiziert
gewertet. Aus diesem Ergebnis wurde auch die Infektionsrate berechnet. An den

Folgetagen wurde bis zum achten Tag nach dem Schlupf aus allen beprobten Tieren
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in mindestens einem der Uberpriften Organe virale RNA nachgewiesen, so dass alle
Tiere, die bis zum achten Tag getttet und beprobt wurden, als infiziert gelten (Tab.
20). Als Indikatoren einer systemischen Infektion wurden Leber und ZNS untersucht.
Hier zeigten sich bis zum achten Lebenstag vereinzelt positive Tiere, die jedoch alle
lediglich eine geringe Viruslast aufwiesen (Abb. 14 A, B).

Indikativ fur den Virustropismus des Respirationssystems wurden Proben der Lunge
gewahlt (Abb. 14 C). Bei allen 28 bis zum achten Lebenstag beprobten und als
positiv gewerteten Tieren der Versuchsgruppe war virale RNA in der Lunge
nachzuweisen. Eine Ausnahme machte ein Tier, welches am ersten Lebenstag
beprobt wurde und in keinem der Organe ein positives Ergebnis aufwies. In siebzehn
der untersuchten Tiere war eine sehr hohe Viruslast mit einem semiquantitativen
Index (im Folgenden: Index) von 3 nachzuweisen.

Bei der Untersuchung des Pankreas (Abb. 14 D) wurde ebenfalls aus einer Mehrzahl
der Tiere bis zum achten Lebenstag virale RNA nachgewiesen.

Reprasentativ fir den Gastrointestinaltrakt wurden Proben der Pars glandularis
ventriculi, des Duodenums und des Zakums inklusive Zakaltonsille gewahlt. Hier sind
die positiven Ergebnisse der Proben aus Zakum / Zakaltonsille herauszustellen, die
verglichen mit den anderen beprobten Organen des Gastrointestinaltraktes sowohl
eine hohere Viruslast zeigten als auch eine gréssere Anzahl der Tiere betrafen (Abb.
14 G).

Nach dem achten Lebenstag wurde in keinem der beprobten Tiere, die vor der
Belastungsinfektion aus der Gruppe entnommen wurden, virale RNA nachgewiesen.
In der Sentinelgruppe wurden lediglich am zweiten Lebenstag zwei Tiere, die stark
gratschten, sowie am siebten Lebenstag ein klinisch moribundes Tier beprobt. Die
Probennahme und Bewertung der Ergebnisse erfolgte analog zu den Tieren der
Versuchsgruppe.

Eines der zwei am zweiten Lebenstag beprobten Tiere wies eine hohe Viruslast im
Pankreas (Index 3) sowie eine geringe Viruslast in ZNS und Kot (Index 1) auf. In den
anderen Organen des ersten Tieres sowie allen Organen des zweiten beprobten
Tieres war keine virale RNA nachweisbar. Aus Lunge und Zakum/Zakaltonsille des
an Tag sieben beprobten Tieres war ebenfalls virale RNA nachzuweisen. Die zwel
am 14. und drei am 21. Lebenstag beprobten Tiere, die dem Vergleich mit der
Versuchsgruppe dienten, wiesen wie auch die Versuchsgruppe in allen Organen

negative Ergebnisse auf.
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Die Kontrollgruppe wurde lediglich einmal vor der Belastungsinfektion (21.
Lebenstag) beprobt, aus diesen Tieren war keine virale RNA nachweisbar.

Tab. 20 Mittels RRT-PCR positiv beprobte Tiere zu v erschiedenen Zeitpunkten,
anteilig an der Gesamtzahl beprobter Tiere.

Lebenstag 1 2 3 4 5 6 7 8 14 21 23 26 29 34
Versuchsgruppe 5/6 5/5 2/2 6/6 2/2 1/1 5/5 2/2 0/5 0/5 0/3 2/10
Sentinels 1/2 1/1 0/2 0/3 1/1 3/10
Kontrollen 0/1 0/3 10/10
Ausscheidungskontrollen

) 0/3
geimpft
Ausscheidungskontrollen 171 0/2

ungeimpft
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Abb. 14 Verteilung der viralen RNA in den untersuchten Orga  nsystemen der
Versuchsgruppe vor und nach der Belastungsinfektion

Um die Ausbreitung des Virus nach in ovo Applikation im zeitlichen Verlauf zu bestimmen
wurden Organproben mittels RRT-PCR untersucht. Hierfir wurden zwei Protokolle
angewandt, die als Bindungsstellen Abschnitte auf dem Matrix- (M) und dem Nukleoprotein-
(NP) Gen nutzen. Als Indikatoren einer systemischen Infektion wurden Leber (A) und ZNS
(Gehirn) (B) gewahlt. Der Tropismus im Respirationssystem wurde durch die Bestimmung
viraler RNA in der Lunge (C) bestimmt. Das Pankreas (D) wurde aufgrund seiner Eigenschaft
als Sekretionsorgan trypsinerger Proteasen beprobt. Die Viruslast im Gastrointestinaltrakt
wurde durch Proben aus Drisenmagen (E), Duodenum (F) und Zakum (G) ermittelt, wobei
die Probe des Zékums die Z&kaltonsille mit einschloss. Auch die Viruslast im Kot (H) wurde
ermittelt, um Aussagen zur Virusausscheidung der Tiere treffen zu kénnen. Die rote Linie
demarkiert den Zeitpunkt der Belastungsinfektion mit Herts (Weybridge 33/56).

Die Ergebnisse der RRT-PCR wurden wie in Kap. 3.3.6.3 beschrieben semiquantitativ

gewertet.

Bei der statistischen Auswertung mittels des Kruskal-Wallis rank sum Tests wurde
ein signifikanter Unterschied der Virusverteilung in den verschiedenen Organen
festgestellt.

Bei den paarweisen Vergleichen der Organe miteinander mit Hilfe des exakten
Wilkox Rangsummentests (Mann-Whitney-Tests) wurden 28 parallele Testungen
durchgefiihrt. Deshalb wurde eine Sidak-Korrektur angewandt, anhand der ein
kritischer p-Wert von 0,00183 ermittelt wurde. Demnach sind nur Ergebnisse mit
p<0,00183 signifikant. Eine signifikante Pradilektion zeigte sich nach diesen
p-Werten fur die Lunge im Vergleich zu Drisenmagen, Leber und ZNS, sowie fur
Zakum / Zakaltonsille zu Leber und ZNS. Auch das Pankreas wies eine signifikant

héhere Viruslast auf als das ZNS.

4.2.5.2 Post Challenge

Bei keinem der drei Tieren der Versuchsgruppe, die am 23. Lebenstag zeitgleich
zum Tod der Kontrolltiere beprobt wurden, konnte virale RNA nachgewiesen werden
(Abb. 15, A-H).
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Am Versuchsende dreizehn Tage nach Belastungsinfektion (34. Lebenstag)
hingegen wurden aus Lungenproben von zwei der zehn am 34. Lebenstag beprobten
Tiere der Versuchsgruppe virale RNA in geringen Mengen (mit einem Index von 0,5
und 1) nachgewiesen (Abb. 15 C). Der Nachweis von viraler RNA aus allen weiteren
Organen verlief negativ.

Ein Tier aus der Sentinelgruppe wurde aufgrund sehr schlechten Allgemeinbefindens
funf Tage nach der Belastungsinfektion (26. Lebenstag) aus der Gruppe entnommen.
Bei diesem Tier war virale RNA in Zakum/Zéakaltonsille (Index 2) sowie im Kot (Index
1) nachweisbar. Bei drei Tieren der Sentinelgruppe waren am Versuchsende
dreizehn Tage nach der Belastungsinfektion noch virale RNA in Zakum/Z&akaltonsille
(Index von 0,5, 1 und 1,5), sowie bei zwei dieser Tiere in sehr geringem Masse in der
Lunge (Index von jeweils 0,5) nachzuweisen. Bei einem weiteren Tier konnten mittels
beider PCR Protokolle geringe Mengen (Index 1) viraler RNA aus dem ZNS
nachgewiesen werden. Ansonsten verlief die Untersuchung aller weiteren Organe
negativ.

Die Virusanzucht auf bebriteten Hihnereiern verlief bei allen RRT-PCR positiven
Proben der Versuchs- und Sentinelgruppe des 34. Lebenstages negativ.

Unmittelbar vor der Belastungsinfektion war bei keinem der drei untersuchten Tiere
der Kontrollgruppe virale RNA nachweisbar. Zwei Tage nach der Belastungsinfektion
hingegen konnte in allen Tieren der Kontrollgruppe, die zu diesem Zeitpunkt
aufgrund massiver klinischer Beeintrachtigung getttet und beprobt wurden, virale
RNA nachgewiesen werden. Hierbei waren Leber (Abb. 15 A), Lunge (Abb. 15 C),
Pankreas (Abb. 15 B), Drisenmagen (Abb. 15 E) und Zékum/Zakaltonsille (Abb. 15
G) aller Tiere als positiv zu werten. In finf der zehn Zaka mit Zakaltonsillen war eine
sehr hohe Viruslast mit einem Index von 3 festzustellen. Bei vier weiteren Tieren war
immer noch eine hohe Viruslast (Index 2) nachweisbar, lediglich ein Tier zeigte eine
sehr geringe Viruslast (Index 0,5) im Zadkum. Auch in einer der Lungenproben war
nur eine sehr geringe Viruslast (Index 0,5) nachzuweisen.

In acht der zehn Proben des ZNS (Abb. 15 B) sowie in neun der zehn

Duodenumproben (Abb. 15 F) war virale RNA nachzuweisen.



93

ERGEBNISSE

xapu| JaAnemuenbiwas

xapu| JaAnemuenbiwas

™
N
(o))
©
8
n
c
()
Q0
()
|
—
N
T T T T T
™ 1 N I +H 1 O
N - o
O xopu| songelnuenbiwas
™
N
g
T
(o))
©
g8
()]
c
()
Q0
()
|
—
(qV]
(2]
@
T

2,5

O xopul Jonpeuenbiwas

23

21

23

21

Lebenstag

Lebenstag

LL

xapu| JaAnelnuenbiwas

xapu| JaAnelnuenbiwas

23

21

23

21

Lebenstag

Lebenstag

xapu| JaAnelnuenbiwas

xapu| JaAnelnuenbiwas

23

21

23

21

Lebenstag

Lebenstag



ERGEBNISSE 94

Abb. 15 Verteilung der viralen RNA in den untersuchten Orga  nsystemen der
ungeimpften Kontrollgruppe vor (Lebenstag 21) und nach (Lebenstag 23) der
Belastungsinfektion

Untersucht wurden Leber (A), ZNS (B), Lunge (C), Pankreas (D), Drisenmagen (E),
Duodenum (F) und Zakum mit Zakaltonsille (G) mittels der beiden in Kap. 3.3 beschriebenen
RRT-PCR Protokolle. Auch die kloakale Ausscheidung wurde anhand der Untersuchung von
Kot (H) erfasst. Parallel zu den moribund gettteten Tieren der Kontrollgruppe wurden drei
Tiere der Versuchsgruppe ohne klinische Symptome beprobt, bei denen in keinem der
untersuchten Organe virale RNA nachzuweisen war. Die rote Linie demarkiert den Zeitpunkt

der Belastungsinfektion mit dem velogenen Stamm Herts (Weybridge 33 / 56).

4.2.6 Ausscheidung und Ubertragung

4.2.6.1 Ausscheidung vor Belastungsinfektion

Die Entnahme der Kotproben erfolgte zusammen mit der Organprobennahme zur
Bestimmung des Virustropismus (Abb 13 H). Aufgrund zu geringen Mengen an Kot
im Enddarm konnten wahrend der ersten acht Lebenstage nicht alle Tiere auf
Ausscheidung hin untersucht werden.

Wie in Tab. 21 gezeigt konnte bei einer Mehrheit der Tiere, die zwischen dem ersten
und dem achten Lebenstag beprobt wurden, per RRT-PCR wie in Kap. 3.3 (Material
und Methoden, PCR) beschrieben, eine Virusausscheidung im Kot nachgewiesen
werden. Eine Ausnahme hiervon machte ein Tier, welches direkt nach dem Schlupf
beprobt wurde, bei dem weder in den Organen noch im Kot virale RNA nachweisbar
war. Auch am dritten Lebenstag konnte kein Virus im Kot nachgewiesen werden,
trotzdem in Organen derselben Tiere virale RNA amplifiziert werden konnte. Eine
Ausscheidung bei negativem Organbefund lag in keinem Fall vor. So wurde auch am

14. und 21. Lebenstag keine Ausscheidung von Impfvirus mehr festgestellt.
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Tab. 21 RRT-PCR Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Virus ausscheidung des

Impfvirus vor und nach Belastungsinfektion

Lebenstag 12 2° 3 4 5° 6° 7 8 14* 212 23° 25° 342
positiv 1 3 0 3 2 1 5 2 0 0 0 0 0
Versuchsgruppe  negativ 1 0 2 0 0 0 0 0 5 5 10 10 10
Durchschnitt cT 254 21,52 27,18 31,74 24,81 26,66 26,83
positiv 1 0 0 3 0
Sentinels negativ 1 1 10 10 10
Durchschnitt cT 33,3 30,83
positiv 10
Kontrollgruppe negativ 10
Durchschnitt cT 31,32

2 Kotproben, ® Tupferproben (Kloake)

Die Infektiositat des ausgeschiedenen Impfvirus und dessen Ubertragung durch die
Versuchstiere wurde durch das Zustellen von Sentineltieren tGberpruft.

Vor der Belastungsinfektion wurden die Organe von drei Tieren beprobt, von denen
zwei am zweiten Lebenstag aufgrund Gratschens und eines am siebten Lebenstag
aufgrund schwerer Respirationsstorungen tierschutzgerecht getétet wurden. In den
Organen von zwei dieser drei Tiere war mittels RRT-PCR virale RNA nachzuweisen,
wahrend eines der am zweiten Lebenstag beprobten Tiere virologisch negativ war.
Als weiterer Untersuchungsparameter wurde die Induktion einer protektiven
Immunitat durch Evaluierung des klinischen Schutzes nach Belastungsinfektion mit
dem velogenen Newcastle Disease Virusstamm Herts (Weybridge 33/ 56) ermittelt.
Funf Tage im Anschluss an die Belastungsinfektion, die analog zu den
Versuchstieren erfolgte und in die 18 Sentineltiere miteinbezogen wurden, wurde
eines der Tiere in Agonie getotet. Alle weiteren Tiere waren klinisch vor einer
Infektion mit velogenem Newcastle Disease Virus geschitzt, obwohl wie in Kap.
4.2.5 angefuhrt auch am Versuchsende dreizehn Tage nach Challenge bei einigen
Tieren noch virale RNA in den Organen nachgewiesen wurde.

Auch die Ermittlung des Serostatus der Sentineltiere wurde vor und nach der
Belastungsinfektion vorgenommen, wobei mittels ELISA bei einem der unmittelbar
vor  Belastungsinfektion (21. Lebenstag) beprobten  Tieren, mittels
Hamagglutinationshemmungstest bei allen beprobten Tiere ab dem 14. Lebenstag
eine Serokonversion festzustellen war. Die serologischen Einzelergebnisse sind Kap.

4.2.7 zu entnehmen.
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Die Infektiositdt des durch die geimpften Versuchstiere ausgeschiedenen Virus ist
demnach ausreichend, eine Ausbreitung in die Organe und eine Immunantwort bei

den untersuchten Sentineltieren auszuldsen.

4.2.6.2 Ausscheidung nach Belastungsinfektion

Die Untersuchung der Ausscheidung von Challengevirus erfolgte zwei und vier Tage
nach Belastungsinfektion. Beprobt wurden jeweils dieselben zehn Tiere jeder
Gruppe. FUr die Kontrollgruppe stehen aufgrund des Todes aller Tiere zwei Tage
nach Belastungsinfektion nur fir diesem Zeitpunkt Daten zur Verfiigung.

In den Kloakentupfern der Tiere der Versuchsgruppe war zu keinem Zeitpunkt nach
der Belastungsinfektion virale RNA nachweisbar. Auch in den am Versuchsende (34.
Lebenstag) von zehn Tieren entnommenen Kotproben wurde kein Virus
ausgeschieden.

In den Kloakentupfern der den geimpften Tieren zugestellten Sentinels war zwel
Tage nach Belastungsinfektion keine virale RNA nachweisbar, vier Tage nach
Belastungsinfektion konnte jedoch in drei der zehn Proben virale RNA nachgewiesen
werden. Der durchschnittliche cT Wert dieser Proben betrug 30,825 (Tab. 22). In den
Kotproben der zehn am 34. Lebenstag zu Versuchsende beprobten Sentineltiere
konnte keine Virusausscheidung mehr festgestellt werden.

In den Kloakentupfern der Tiere der Kontrollgruppe wurde zwei Tage nach
Belastungsinfektion in allen Proben virale RNA nachgewiesen. Der durchschnittliche
cT Wert dieser Proben betrug 31,32 (Tab. 21).

Den Versuchs- und Kontrollgruppen wurden zum Zeitpunkt der Belastungsinfektion
jeweils drei unbelastete Sentineltiere zugestellt, mit deren Hilfe die Infektiositat des
ausgeschiedenen Virus uberprift werden sollte.

Die den Versuchstieren zugestellte Gruppe wies zu keinem Zeitpunkt nach dem
Challenge klinische Besonderheiten auf. In den Organen der Tiere, die gemeinsam
mit der Versuchsgruppe am 13. Tag post challenge getttet wurden, war kein Virus
nachweisbar. Auch eine in HAH oder ELISA messbare Serokonversion erfolgte bei
diesen Tieren nicht.

Die der ungeimpften Kontrollgruppe zugestellten Tiere wirkten adspektorisch drei
Tage post challenge etwas ruhiger, zeigten aber keine spezifischen

Krankheitssymptome. Sieben Tage post challenge wies eines der Tiere ein deutlich
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gestortes Allgemeinbefinden auf, das sich durch Apathie, aufgeplustertes Gefieder
und vermehrtes Ruhe- und Warmebedirfnis ausserte. Die anderen beiden Tiere
schienen ruhiger, wiesen aber keine spezifischen Krankheitssymptome auf. Acht
Tage post challenge starb das klinisch am starksten erkrankte Tier. In allen Organen,
nicht jedoch im Kot des verstorbenen Tieres, war mittels Real-Time RT-PCR virale
RNA nachweisbar, wobei sich keine deutlichen organspezifischen Unterschiede in
der Viruslast abzeichneten.

Die beiden anderen der Kontrollgruppe zugestellten Tiere blieben bis zum
Versuchsende am 34. Lebenstag klinisch unauffallig, bei der Beprobung am
Versuchsende war in keinem der Organe virale RNA nachzuweisen. Auch die
Bildung spezifischer Antikdrper erfolgte bei diesen Tieren nicht.

Es ist demnach von einer Ausscheidung und Ubertragung des Virus durch die
infizierten Tiere der ungeimpften Kontrollgruppe auszugehen, nicht jedoch durch die
Tiere der Versuchsgruppe. Durch die Kontrolltiere wurde jedoch nicht ausreichend
velogenes Virus ausgeschieden, um alle zugestellten Tiere unter den gegebenen

Haltungsbedingungen zu infizieren.

4.2.7 Serologie und Immunologie

4.2.7.1 Hamagglutinationshemmungtest

Mittels Hamagglutinationshemmungstest wurden oberflachenepitopspezifische
Antikdrper nachgewiesen. Als Vollvirusantigen wurde hierbei APMV-1 Clone 30
(LaSota) verwendet. Mit dieser Methode konnten im Serum der Tiere der
Versuchsgruppe der Tage 4, 5 und 6 keine spezifischen Antikdrper nachgewiesen
werden (Tab.22). An Tag 7 waren erstmals schwache Seroreaktivitdten zu sehen. An
Tag 14 und an allen darauffolgenden Probennahmedaten schliesslich wiesen die
Seren aller untersuchten Tiere spezifische hamagglutinationshemmende
Eigenschaften auf. Hierbei war ein durchschnittlicher Anstieg der Seroreaktivitat der
Tiere von einer log, Stufe nach dem Challenge sichtbar (Abb. 16).

Auch in der Gruppe der Sentineltiere war das Ergebnis aller Proben ab dem 14.
Lebenstag als positiv zu werten (Tab. 23). Die Reaktivitaten der gewonnenen Proben
bis zum Zeitpunkt des Challenge blieben jedoch in ihrer H6he etwas hinter denen der

Versuchsgruppe zuriick (Abb. 16). Im Anschluss an den Challenge war bei den
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Sentineltieren ein Titeranstieg zu vermerken, so dass einzelne Tiere 13 Tage post
challenge HAH-Titer von 1:2048 (11 log,) aufwiesen, wahrend vor dem Challenge

Maximaltiter von 1:16 (4 log,) zu verzeichnen waren.
Die Proben der Tiere der Kontrollgruppe waren sowohl vor als auch nach dem

Challenge bis zum Tod der Tiere als negativ zu werten.

Tab. 22 Serologische Ergebnisse der Versuchs-, Sent inel- und Kontrollgruppen tber

den gesamten Versuchszeitraum.

Versuchsgruppe Sentinels Kontrollen
> 2 -(C—J > 2 -(C—J > 2 6
o < < o < < o < <
I 2 ) I 2 ) I <) 2
Lebenstag T m m T m m T o m
4 0/5 0/5 0/5
5 0/2 0/2 0/2
6 0/1 0/1 0/1
7 1/4 0/4 0/4 0/1 0/1 0/1
8 1/2 0/2 0/2
14 5/5 0/5 0/5 2/2 0/2 0/2
19 0/5 0/5 0/5
21 5/5 0/5 2/5 3/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3
23 3/3 1/3 1/3 0/8 0/8 0/8
26 0/1 0/1 0/1
29 0/1 0/1 0/1
34 27/27 15/27 5/27 9/9 8/9 1/9
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Abb. 16 Verlauf der Serumantwort im Hamagglutinatio = nshemmungstest.

Dargestellt sind die Medianwerte der in ovo infizierten Versuchsgruppe ( ¢ ), der
Sentinelgruppe (M) und der Kontrollgruppe ( A ) sowie die Maximal- und Minimaltiter in log,
Stufen. Die rote Linie demarkiert den Zeitpunkt der Belastungsinfektion. Der Einzelwert an
Tag 26 zeigt den HAH-Titer eines Sentineltiers, welches funf Tage nach Belastungsinfektion
ohne eine nachweisbare Bildung von Antikdrpern verstarb. Aufgrund der Tatsache, dass

Endblut untersucht wurde, fand keine zweifache Untersuchung desselben Tieres statt.

4.2.7.2 ELISA

Die gewonnenen Seren wurden in einem kommerziellen ELISA (recNDV ELISA der
Firma Labordiagnostik Leipzig) gemass Herstellerangaben getestet.

Nach Auswertung der Messergebnisse mittels der im Test implementierten Methode
konnten, wie in Tab. 23 zusammengefasst, in der Versuchsgruppe an den Tagen 4,
5, 6, 7, 8 und 14 ausschliesslich seronegative Tiere ermittelt werden. Drei Wochen
nach Schlupf der Tiere wurde erstmals eines der funf untersuchten Tiere als fraglich
eingestuft (Abb. 17 A). Zwei Tage im Anschluss an den Challenge (23. Lebenstag)
war eines von drei Tieren als seropositiv zu werten, ein weiteres wurde als fraglich
eingestuft. 13 Tage nach dem Challenge waren 15 von 27 Tieren der

Versuchsgruppe serokonvertiert und galten als seropositiv. FUnf weitere waren als
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fraglich einzustufen. Sieben der 27 Tiere waren weiterhin seronegativ (Tab. 23, Abb.
17).

Auch in der Gruppe der Sentineltiere war erst am 21. Lebenstag eine Serokonversion
eines von drei Tieren festzustellen. Ein funf Tage im Anschluss an den Challenge
gestorbenes Tier war nicht serokonvertiert, wogegen dreizehn Tage im Anschluss an
die Belastungsinfektion acht der neun untersuchten Sentineltiere als positiv und das
verbleibende Tier als fraglich eingestuft wurden.

Die Tiere der Kontrollgruppe blieben bis zu ihrem Tod zwei Tage nach
Belastungsinfektion seronegativ.

Der Korrelationskoeffiezient der Ergebnisse der serologischen Untersuchungen
mittels ELISA und Hamagglutinationshemmungstest mittels des Pearsonschen

Masskorrelationskoeffizienten betrug 0,77.
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Abb. 17 Verlaufs der Serumantwort im kommerziellen ELISA

Aufgetragen sind die s/p Werte der Tiere der Versuchs- (A) und Sentinelgruppe (B), die aus
den gemessenen optischen Dichten nach Herstellerangaben errechnet wurden, gegen den
Lebenstag. Die roten Linien markieren die Schwellenwerte fur fragliche (s/p Wert von 0,2)
und positive (s/p Wert von 0,3) Ergebnisse. Keines der Versuchstiere war vor der
Belastungsinfektion als positiv zu werten, wahrend eines der drei am 21. Lebenstag

beprobten Sentineltiere ein positives Ergebnis aufwies.
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4.2.7.3 Western Blot

Die Serumproben der Versuchsgruppe und der Sentineltiere, die bei der
Untersuchung mittels ELISA keine und mittels Hamagglutinationshemmungstest
lediglich eine schwache Reaktivitat aufwiesen, wurden weiterhin einer Untersuchung
mittels Western Blot zugefuhrt. Hierbei handelt es sich um die Serumproben des 14.
Lebenstages der Tiere. Als Antigen wurde gereinigtes Vollvirus (NDV Clone 30) auf
die Western Blot Membran aufgebracht. Vier der finf untersuchten Proben der
Versuchsgruppe der Proben vom 14. Lebenstag wiesen im Bereich der F
Proteinbande eine Reaktivitat auf, zusétzlich wies eines der Seren eine Reaktivitat im
Bereich der Doppelbande des NP und P Proteins auf (Abb. 18). Es ist keine
Reaktivitdt gegen die Ubrigen Proteine festzustellen. Von den beiden untersuchten
Seren der Sentineltiere wies eines der beiden Seren eine Reaktivitat im Bereich der
F Proteinbande auf.

A B C D E F G H
<] L (249 kD)*
170 .
130
95 . <] HN (74kD)
72
F1 (55 kD)
55 - - = = . < p (53-56 kD)
— - NP (53 kD
43 < ( )
- <] M (40kD)
34
26

! Proteingréssen nach GRUND, 2004

Abb. 18 Western Blot Ergebnisse der an Tag 14 bepro  bten Tiere.

Vier von funf der beprobten Versuchstiere (A bis E) und eines der beiden beprobten
Sentineltiere (F, G) wiesen spezifische Seroreaktivitat im Bereich der F Proteinbande (67kD)
auf. Eines der Versuchstiere wies zusatzlich dazu eine spezifische Reaktivitat im Bereich der

NP / P Proteinbande (53kD) auf. Die fehlende Hintergrundreaktivitat spricht fur eine sehr
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spezifische Reaktion. Als Positivkontrolle wurde das Serum eines am 23. Lebenstag
beprobten Tieres der Versuchsgruppe mitgefuhrt (H), welches spezifische Banden gegen
die Proteine M, NP, P, F und HN aufweist.

4.2.7.4 Zellulare Immunantwort

Die Auswertung der CD4, CD8, BulA und MHCIlI markierten Zellen wurden in
Prozent der Gesamtlymphozytenpopulation angegeben.

Bei den Tieren der Kontrollgruppe ist am zweiten Tag nach Belastungsinfektion ein
prozentualer Abfall der CD8 markierten cytotoxischen Zellen, BulA markierten
B Lymphozyten und MHCII markierten antigenprasentierenden Zellen sichtbar. Im
Gegensatz dazu ist ein prozentualer Anstieg der CD4 markierten T-Helferzellen zu
verzeichnen.

Im Gegensatz zu den Tieren der Kontrollgruppe zeigen die Tiere der Versuchs- und
der Sentinelgruppe einen schnellen Anstieg der CD4 markierten T-Helferzellen zwel
Tage nach Belastungsinfektion sowie einen etwas verzdgerten prozentualen Anstieg
der CD8 markierten cytotoxischen Zellen. Ein prozentualer Abfall der Populationen
der B-Zellen sowie der anderen antigenprasentierenden Zellen (MHCII) ist auch bei
Versuchs- und Sentineltieren zu beobachten, jedoch nicht im selben Masse wie bei
den Kontrolltieren. Vier Tage nach Belastungsinfektion ist bei Versuchs- und
Sentinelgruppe ein erneuter Anstieg der B-Lymphozyten und anderen
antigenprasentierenden Zellen zu verzeichnen, der bis zum Versuchsende 13 Tage
nach Challenge anhalt (Abb. 19).
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Abb. 19 Entwicklung der zellularen Immunantwort nac h der Belastungsinfektion

Dargestellt sind die prozentualen Anteile der T-Helferzellen (CD4), cytotoxischen Zellen
(CD8), B-Lymphozyten (BulA) und anderen antigenprasentierenden Zellen ausser den B-
Lymphozyten (MHCIl) an der Gesamtlymphozytenpopulation. Wahrend bei der
Kontrollgruppe am zweiten Tag nach Challenge ein deutlicher Abfall der CD8-markierten
cytotoxischen Zellen sowie eine Abnahme der B-Lymphozyten auf nahezu null vorliegt, ist
bei den Versuchs- und Sentineltieren ein rascher prozentualer Anstieg der T-Helferzellen
und cytotoxischen Zellen zu verzeichnen, der am vierten Tag post Challenge von einer

Antwort der B-Lymphozyten abgeldst wird.
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5. Diskussion

5.1 Etablierung einer Real-Time RT-PCR

Im Rahmen der Arbeit wurde ein neues Real Time RT-PCR Protokoll hinsichtlich
seiner Anwendbarkeit fur den Nachweis viraler RNA der Stamme APMV-1 599 und
Herts 33 / 56 evaluiert und optimiert. Dieser Test diente der Absicherung der
Ergebnisse eines Tierversuchs zu Organtropismus und Viruspersistenz nach in ovo
Infektion mit dem lentogen APMV-1 Isolat 599 sowie nach Belastungsinfektion mit
dem velogenen Isolat Herts (Weybridge 33 / 56). Parallel angewandt wurden das
publizierte und validierte Protokoll nach WISE et al. (2004), welches zum Einen die
Evaluierung des entwickelten RRT-PCR Protokolls erméglichte, zum Anderen eine
zusatzliche Uberpriifung und Bestatigung der Ergebnisse lieferte.

Das entwickelte RRT-PCR Protokoll nutzt zur Amplifikation einen konservierten
Bereich des fur das Nukleoprotein kodierenden RNA Genoms. Infolge des
Gradienten bei der Amplifikation von mRNA liegt das fur das NP Protein kodierende
MRNA Transkript in der héchsten Kopienzahl vor (TOYODA et al, 1987).

Bei einem initialen Vergleich sieben verschiedener Primerkombinationen erfassten
die auf Bereiche des fur das aminoterminale Ende des NP-Proteins kodierenden
Gens gelegten Primer vier reprasentativ gewahlte heterogene Stdmme besser als
das Primerpaar 54F / 166R, welches auf den fir das carboxyterminale Ende des
NP-Proteins kodierenden Bereich gelegt wurde. Allerdings war nur mit einem der
ausgewahlten Primerpaare die Amplifikation einer Auswahl aller vier représentativ
ausgewahlten sehr heterogenen Stammen moglich. Das final ausgewéhlten
Primerpaar, das ein Fragment von 165 Basenpaaren zwischen den Positionen 1066
und 1231 auf dem Gesamtgenom amplifiziert, liegt aufgrund der negativen Polaritat
des Paramyxovirusgenoms auf Genomebene am 5’-Ende der fur das NP-Protein
codierenden Sequenz. Demnach liegt die in der RRT-PCR amplifizierte Sequenz
also auf der fur das aminoterminale Ende kodierenden Region. Diese gilt sowohl bei
Newcastle Disease Virus als auch bei Sendaivirus auf Proteinebene als stark
konserviert im Gegensatz zum hochvariablen carboxyterminalen Ende (BUCHHOLZ
et al, 1994; PHAM, 2004). Dies zeigte sich auch bei der von den gewahlen Primern
amplifizierten Sequenz, die eine Auswahl von vier reprasentativen sehr heterogenen

Stammen zu erkennen vermochten.
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Der Konservierungsgrad der amplifizierten Sequenz war dennoch nicht ausreichend,
um mit einer konventionellen 5° Nuklease Oligosonde (TagMan Sonde) eine
vergleichbare Leistungsfahigkeit zur etablierten Methode nach WISE et al (2004) bei
der Detektion von sowohl APMV-1 599 (Genotyp 2) als auch Herts 33 / 56 (Genotyp
4) zu gewabhrleisten. Die unregelmassigen Real-Time Kurvernverlaufe bei niedriger
Gesamtfluoreszenz sind hinweisend auf ein friihzeitiges Abschmelzen der Sonde
vom Komplementarstrang ohne Degradation der Sonde durch die 5' Endonuklease
Wirkung der Taq Polymerase und somit ohne Freiwerden der Fluoreszenz. Daher
wurde eine Sonde eingesetzt, bei der sechs der konventionellen Nukleotide durch
LNA Basen ersetzt wurden (PETERSEN & WENGEL, 2003). Dies bewirkte eine
Stabilisierung des DNA-LNA Oligonukleotiddimers, durch die eine Sondenverkirzung
von 23 auf 17 Basen erwirkt werden konnte. Durch die erzwungene sterische
Konformation wird die Affinitat der Oligonukleotidsonde zu dem komplemetaren DNA
Strang und somit die Schmelztemperatur (T,) erhdht. Ein Abschmelzen der Sonde
vor dem Nukleaseverdau und somit vor der Fluoreszenzemission, welches
ungleichmassige Kurvernverlaufe zur Folge hat, wird verhindert. Der Einsatz dieser
Sonde sicherte einen gleichméssigen Kurvenverlauf und erhdhte die maximale
Fluoreszenz, so dass das Protokoll fur die vorgesehene Anwendung genutzt werden
konnte.

Der entwickelte Test erwies sich als geeignet fur die in der vorliegenden Arbeit
vorgesehene Nutzung zur Absicherung der Befunde nach Infektion mit APMV-1 599
und Herts 33 / 56. Bezuglich einer breiten diagnostischen Anwendbarkeit des
Protokolls sind jedoch weitergehende Uberprifungen notwendig.

Um den entwickelten Test universell und fur ein breites Anwendungsspektrum der
Diagnostik von avidrem Paramyxovirus 1, insbesondere zum Nachweis von Virus
aus Feldproben, zu nutzen ist es noétig, die Sensitivitdt und Spezifitat sowie die
diagnostische Sensitivitdt des Assays weiter zu tUberprifen und zu validieren. Hierflr
sollte eine Zusammenstellung von Stammen eines mdglichst breiten Spektrums von
Genotypen beider Genklassen sowie geeignete Kontrollen mittels des entwickelten
Protokolls evaluiert werden.

Die Sensitivitat wurde anhand der Ermittlung der Abweichungen von der etablierten
Methode nach WISE et al, 2004 Uberprift. Aufgrund der geringen Abweichungen ist
anzunehmen, dass die Nachweisgrenze der detektierten Kopienzahlen ahnlich ist,

welche bei dem Protokoll nach WISE et al. (2004) bei maximal 10° Genomkopien,
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beziehungsweise 10" EIDs, liegt. Die Wertung der Proben als postitiv bei einem cT
Wert von unter 35 hat einen Sensitivitatsverlust zur Folge, im Hinblick auf das
Kontamiantionsrisiko dieser hochsensitiven Methode durch stark virushaltige Proben
wurde dieser aber zugunsten der Ergebnissicherheit in Kauf genommen.

Die Untersuchung der entnommenen Organe erfolgte anhand beider RRT-PCR
Protokolle. Der Einsatz eines Protokolls, welches nicht routineméssig angewandt
wird, wie in diesem Fall die RRT-PCR auf dem NP-Gen, erlaubte eine Erkennung
methodisch bedingter Schwankungen der Fluoreszenz und lieferte eine zusatzliche
Uberprifung und Bestétigung der Ergebnisse. Durch die semiquantitative Beurteilung
der Ergebnisse der beiden Protokolle im Durchschnitt wurden auch Ergebnisse in
Grenzbereichen erfasst und als solche dargestellt. Insbesondere sind hier
Ergebnisse mit einem semiquantitativen Index von 0,5 zu erwdhnen, die in einem der
Untersuchungsprotokolle einen c¢T Wert von unter 35, in dem anderen
Untersuchungsprotokoll von tber 35 aufwiesen. Diese Organe sind als sehr schwach
positiv zu werten. Unter Berucksichtigung der Negativkontrollen sowie der Bewertung
der Proben als positiv erst ab einem cT Wert von unter 35 ist jedoch von einer

ausreichenden Ergebnissicherheit einer positiven Wertung auszugehen.

5.2 Klinik und Virustropismus

Entgegen der bisherigen Beobachtungen nach der Eiinokulation mit letogenen
Stammen, die den Tod der Embryonen und somit einen deutlichen Abfall der
Schlupfrate bewirkten (DILAVERIS et al, 2007; MAST et al, 2005) kam es in der
durchgefiihrten Studie zu tUberlebenden, infizierten und geschlupften Tieren. Dies ist
einerseits mit dem Zeitpunkt der Impfung, andererseits mit der abgeschwachten
Virulenz des verwendeten Stammes zu begrinden. Auch bei der mit dem
klassischen Impfstamm Clone 30 beimpften Kontrollgruppe kam es zu geschlipften
infizierten Tieren, die jedoch aufgrund der Restvirulenz des Impfvirus innerhalb der
ersten zehn Lebenstage starben. Dieser Vergleich legt nahe, dass die gegenuber
von Clone 30 reduzierte Virulenz des Stamms APMV-1 599 ursachlich fur das
Uberleben der in ovo mit APMV-1 599 infizierten Tiere ist. Trotz abgeschwéchter
Virulenz ist nach in ovo Infektion aber eine deutliche Restvirulenz zu verzeichnen,

was anhand der massiven klinischen Beeintrachtigung und der damit assoziierten



DISKUSSION 108

reduzierten Uberlebensrate der Versuchsgruppe von 45,9% wéahrend der ersten zehn
Lebenstage im Vergleich zu der von 95% der Kontrollgruppe ersichtlich ist. Durch die
im Vorversuch vorgenommene Titration sowie die Abklarung der Infektionsrate durch
Probennahmen am ersten Lebenstag wurde eine mdglichst vollstdndige
Infektionsrate gesichert. Weiterhin wurde aus allen gestorbenen oder moribund
getdteten Tieren Virus nachgewiesen, so dass bei den klinisch deutlich erkrankten
Tieren der Versuchsgruppe von einem virusassoziierten klinischen Bild ausgegangen
werden kann. In Eintagskiuken vermochte der lentogene Virusstamm APMV-1 599
selbst bei systemischer Applikation im Rahmen der Ermittlung des intracerebralen
Pathogenitatsindexes nicht, klinische Symptome auszulésen (GRUND et al, 2002).
Auch die Sentineltiere, die erst nach dem Schlupf Viruskontakt hatten, wiesen nur in
wenigen Fallen eine Beeintrachtigung durch das Virus auf.

Diese Parameter deuten darauf hin, dass immunologische Abwehrmechanismen, die
sich wahrend der letzten drei Tage der Embryonalentwicklung des Huhnes
ausbilden, die Empfanglichkeit geschlupfter Kiiken fur eine Virusinfektion verringern.
Diese Argumentation wird gestitzt vom Nachweis einer schnellen angeborenen
Immunantwort im Gastrointestinaltrakt, die zwar wahrend der ersten zwel
Lebenswochen einer Reifung unterliegt, trotzdem aber sofort nhach dem Schlupf in
der Lage ist, die Tiere vor den klinischen Folgen der plotzlichen bakteriellen
Besiedelung des Darms zu schiitzen (BAR-SHIRA & FRIEDMAN, 2006). Die in der
Arbeit erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Abwehrmechanismen des
Embryos noch nicht ausreichen, um lentogenes APMV-1 so wirkungsvoll zu
limitieren, dass ein Schutz der Tiere vor Spatfolgen nach dem Schlupf gewahrleistet
ist. Die dabei zum Tragen kommenden Mechanismen der Immunitatsentwicklung des
Huhnerembryos sind noch  weitgehend ungeklart, so dass weitere
Grundlagenforschung benétigt wird, um den Einfluss der embryonalen Immunitat auf

Paramyxoviruskontakt zu einem sehr frihen Zeitpunkt abschliessend zu bestimmen.

Auch hinsichtlich des Virustropismus zeigte das verwendete Impfvirus APMV-1 599
Unterschiede zu bisherigen Studien mit unterschiedlichen lentogenen Virusstammen,
die sowohl an Huhnerembryonen als auch an geschlipften Tieren durchgefihrt
wurden. Es wurde nach in ovo Infektion mit APMV-1 599 mittels RRT-PCR virale
RNA in einer Vielzahl der beprobten Organe nachgewiesen. Die maximale Viruslast

wurde mittels RRT-PCR in der Phase der klinischen Erkrankung wéahrend der ersten
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acht Tage nach dem Schlupf nachgewiesen. Insbesondere wurde wiederholt Virus
systemisch in Leber und ZNS lokalisiert, wenngleich die dort nachgewiesene
Viruslast sich signifikant geringer zeigte als in der Lunge und in Zakum /
Zakaltonsille, in denen die hdchste Viruslast auftrat.

Im Unterschied dazu konnten vorangegangene Studien, die den Virustropismus
lentogener Virusstdmme im Huhnerembryo nach Allantoish6hlenbeimpfung mittels
Immunfluoreszenz und in situ Hybridisierung untersuchten, lediglich einen
Virusnachweis auf den Epithelien des Gastrointestinaltraktes sowie auf dem
endothelialen Blatt der Eihaute nachweisen (HUANG et al, 2004; NAGAI et al, 1979;
OLDONI et al, 2005).

Nach intrakonjunktivaler Applikation von lentogenem Lebendvirus bei geschlipften
Tieren und anschliesseneder Untersuchung mittels Real-time RT-PCR war virale
RNA hingegen auch systemisch im Myocard und auf den Luftsackepithelien in
geringen Mengen nachzuweisen (BROWN, 1999), wobei dies keine oder nur eine
geringgradige klinische Symptomatik hervorrief und nicht mit verstarkten Verlusten
einherging.

Im Anschluss an die klinische Phase konnte bis zum Zeitpunkt der
Belastungsinfektion keine virale RNA mehr aus Versuchs- oder Sentinelgruppe
nachgewiesen werden. Es ist also von der Elimiation des Impfvirus nach Abklingen
der klinischen Symptome auszugehen. Hinweise flr eine Persistenz, wie sie bei
anderen Viren der Familie Paramyxoviridae, insbesondere Morbiliviren, vorkommt
(RIMA & DUPREX, 2005; STETTLER, 1997) geben die durchgefiihrten
Untersuchungen nicht.

Insbesondere bemerkenswert ist der Nachweis von geringen Virusmengen in Gehirn
und Leber, was fir eine Abweichung von der bisher propagierten ausschliesslichen
lokalen Prasenz des Virus auf dem Endothel spricht.

Es besteht die Moglichkeit, dass diese Unterschiede im Nachweis aus Organen
durch die gewahlte Methodik bedingt sind. Wéahrend bisherige in ovo Studien
Immunfluoreszenz (NAGAI et al, 1979, OLDONI et al, 2005), in situ Hybridisierung
(OLDONI et al, 2005) und die Expression von ,green fluorescent protein“ (GFP)
(AL-GARIB et al, 2003) zur Detektion des Virus nutzten bietet die Real-Time RT-PCR
die Moglichkeit eines sehr sensitiven Nachweises, der unabhangig von
Virusreplikation virale RNA detektiert. Vergleichsstudien der RRT-PCR mit den

anderen angefuhrten Methoden hinsichtlich der Sensitivitdt der Methoden wurden
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nicht durchgefuhrt. Die in der Literatur beschriebenen Untersuchungen zum
Virustropismus lentogener APMV-Stamme bei Embryonen oder geschliipften Tieren
beziehen sich jedoch alle auf die Untersuchung an klinisch unauffalligen Tieren.
Daher ist die in dieser Studie sehr ausgepragte klinische Symptomatik nach in ovo
Infektion mit 599 indikativ fur Unterschiede, die nicht ausschliesslich auf

methodischen Differerenzen basieren.

Es werden in der Literatur verschiedene Mechanismen diskutiert, die einen Einfluss
auf den Tropismus aviarerer Paramyxoviren haben konnen. Die Stdmme des
Genotyps Il, also auch der eingesetzte Stamm APMV-1 599, gelten als vorwiegend
respirotrop (PEROZO et al, 2008a). Dies entspricht auch den Ergebnissen der
Tropismusuntersuchungen im vorliegenden Versuch.

PEROZO et al. (2008a) wiesen durch Untersuchungen des respirotropen
Impfstamms VG/GA und seines Klons 5, welcher einen Tropismus fir den
Gastrointestinaltrakt aufweist, Sequenzunterschiede in den fur das HN sowie fur das
F- Protein kodierenden Bereichen nach.

Das HN Protein wird insbesondere hinsichtlich seiner Rolle im Zusammenhang mit
Neurotropismus diskutiert (HUANG et al, 2004). Auch beim Masernvirus als weiterem
Vertreter der Familie Paramyxoviridae wird das Hamagglutininprotein fur
Neurotropismus und Neurovirulenz verantwortlich gemacht (DUPREX, 1999). Die
Bindung des HN Proteins erfolgt an sialinsaurehaltige Rezeptoren der Zielzelle. Eine
durch diese Bindung bedingte Veranderung des Virustropismus ist also abhangig von
der Struktur des HN, der Struktur des Rezeptors oder der Rezeptorverteilung im
Organismus. Da weder die genaue Rezeptorstruktur noch deren Verteilung in
embryonalen Kdrpergeweben des Huhnes bisher geklart ist kann dahingehend keine
Aussage getroffen werden.

Das F-Protein vermittelt die Fusion der Virushille mit der Zellmembran der
Wirtszelle. Ursachlich fur F-proteinbedingte Tropismusunterschiede ist die Spaltung
des Proteins in seine funktionellen Untereinheiten F; und F,. Diese erfolgt bei
velogenen Stammen mit polybasischer Spaltstelle durch ubiquitar vorkommende
furinartige Proteasen. Bei lentogenen Stammen mit monobasischer Spaltstelle sind
jedoch trypsinerge kalziumabhangige Serinproteasen zur Spaltung notwendig.
Tropismusunterschiede, die auf einer veranderten Funktionalitit des F-Proteins

beruhen lassen sich also zum einen durch Sequenzunterschiede im Bereich der F-
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Proteinspaltstelle, zum anderen durch die Anwesenheit von Serinproteasen erklaren.
Die fur die Spaltung des F-Proteins verantwortlich gemachte Serinprotease ist
identisch mit dem Blutgerinnungsfaktor X, welcher in seiner inaktiven Form in einer
Vielzahl von embryonalen Geweben, hauptsachlich in Leber und Milz, vorkommt. In
seiner aktiven Form Faktor Xa liegt die Protease im Huhnerembryo nur auf den
embryonalen Eihauten und in der Allantois- und Amnionflissigkeit vor (GOTOH et al,
1992). Dies bewirkt bei lentogenen Virusstammen im Regelfall eine lokale
Replikation auf den embryonalen Einhauten, im Fruchtwasser und auf den
gastrointestinalen Epithelien, die nicht zu einer systemische Ausbreitung fihrt, erklart
aber auch einen Kontakt embryonaler Mukosae mit der aktiven Form des Virus.
TASHIRO et al (1992) wiesen hingegen auf den bronchialen Epithelien der Ratte
eine von Clarazellen sezernierte trypsinartige Protease nach, die in der Lage war, die
F Proteinspaltstelle von Sendaivirus zu spalten. Bei einer massiven Replikation in der
Lunge, von der beim durchgefuhrten Versuch aufgrund der nachgewiesenen
Viruslast ausgegangen werden muss, ist die Prasenz einer trypsinartigen Protease
im Repirationstrakt, die in der Lage ist, F-Protein mit monobasischem
Spaltstellenmotiv zu spalten, wahrscheinlich.

Durch die Sequenzierung der fur die F und HN Proteine kodierenden Gene von
Virus, welches systemisch, also in Leber oder ZNS nachgewiesen wurde liessen sich
Tropismusunterschiede aufgrund etwaiger Mutationen des Stamms APMV-1 599
oder der gezielte Selektion von furinabh&ngigen Quasispezies abkaren.

Um eine umfassende Aussage Uber den sehr komplexen Prozess des
Virustropismus in ovo und in vivo treffen zu kénnen sind weitere Studien notwendig,
die zum einen Veranderungen der F- und HN-kodierenden Sequenzen
berticksichtigen, andererseits auch die Rezeptor- und Proteaseverteilung in

Huhnerembryonen und geschlipften Tieren erfassen.

Durch die  vorgenommenen Untersuchungen ausgehend von der
Allantoish6hleninokulation wurde eine systemische Ausbreitung von Virus
nachgewiesen, der Eintragsweg des Virus in embryonale Gewebe kann mit den
vorliegenden Ergebnissen aber nicht abschliessend geklart werden. Auch Aussagen
zum Zeitpunkt der Generalisierung sind nicht mdglich, ausser dass diese wahrend

der Bruttage 18 bis 21 stattgefunden haben muss, da der Nachweis von viraler RNA
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in systemischen Organen sowohl im Vorversuch als auch im Versuch bereits am
ersten Lebenstag gefuhrt wurde.

Zum einen ist ein hamatogener Eintrag des Virus Uber die Allantoisgefasse denkbar,
der eine Viramie des Embryos und eine hamatogene systemsiche Ausbreitung zur
Folge hatte. Eine Voraussetzung fur den Eintrag in den embryonalen Blutkreislauf
wére eine Schadigung der Gefasswande, was anhand der massiven Replikation
lentogener Viren auf dem entodermalen Blatt der Chorioallantoismembran mdglich
erscheint.

Eine weitere Moglichkeit des Viruskontaktes mit den embryonalen Epithelien besteht
durch eine respiratorische Infektion beim Durchstossen des Embryos in die
Luftkammer am 19. bis 20. Bebrutungstag kurz vor dem Schlupf. Mit diesem Vorgang
beginnt der Prozess der Lungenatmung, was ein Losen der Verklebungen der
Alveolen, die im Embryonalstadium vorliegen, zur Folge hat. Weiterhin ist zu diesem
Zeitpunkt ein Kontakt des Embryos mit Allantoisflissigkeit und der
Chorioallantoismembran, die als Hauptreplikationsorte ~ fur lentogene
Paramyxovirusstamme gelten (GOTOH et al, 1990), gegeben. Es ist also vom
Einatmen von Virus ab diesem Zeitpunkt auszugehen. Fir diese
Erklarungsmadglichkeit des Eintrags sprache auch der massive Nachweis von viraler
RNA in der Lunge der Versuchstiere ab dem erstem Lebenstag.

Eine dritte Mdglichkeit des Eintrags ist das Abschlucken von Virus zusammen mit der
Amnionflissigkeit und systemischen Eintrag Uber den Gastrointestinaltrakt. In
diesem Fall ist ein zusatzlicher Eintrag von Virus aus der Allantois- in die
Amnionhoéhle notwendig.

In letzteren beiden Fallen ware zusatzlich die Uberschreitung der Epithelbarriere des
Respirations- bzw. Gastrointestinaltraktes mit anschliessender Viramie der Tiere flr
einen Eintrag in die systemischen Organe notwendig.

Dieser erscheint plausibel in Anbetracht der Schadigungen des trachealen Epithels,
die nach einer embryonalen Infektion mit Paramyxovirus histologisch sichtbar sind
(LAM, 2003; MAST et al, 2005). Hinsichtlich des Nachweises von viraler RNA in der
Leber ist auch eine moégliche aufsteigende Infektion aus dem Gastrointestinaltrakt
Uber den Gallengang zu bertcksichtigen.

Als hauptsachliche Barriere zur Uberschreitung der Epithelien wird eine mukosale
Immunantwort durch IgA auf den Epithelien des Gastrointestinal- und
Respirationstraktes diskutiert (PEROZO et al, 2008b). Aufgrund der Annahme, dass
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duch die funktionelle Unreife der B- und T- Lymphozyten des GALT noch kein
vollstandiger immunologischer Schutz durch das humorale Immunsystem im
Embryonal- und frihen Kikenstadium gewahrleistet ist, sondern die Epithelien des
Gastrointestinaltraktes hauptsachlich durch zellulare Immunantwort geschitzt sind
(BAR-SHIRA et al, 2003; BAR-SHIRA & FRIEDMAN, 2006; MAST & GODDEERIS,
1999), ist auch eine verspatete Entwicklung der Kompetenz der mukosalen
Immunantwort anzunehmen. Es sind jedoch lediglich  unzureichende
Untersuchungen zu der immunologischen  Entwicklung  wahrend der
Embryonalentwicklung vorhanden, so dass zum momentanen Zeitpunkt weder
abschliessende Aussagen Uber die mukosale IgA Antwort auf embryonalen
Epithelien noch Uber deren Barrierewirkung fur Erreger getroffen werden kann.

Die Untersuchungen der Organe mittels RRT-PCR weisen zwar virale RNA in den
betroffenen Organen nach, diese muss aber nicht notwendigerweise mit einer
aktiven Virusreplikation in den Zielorganen assoziiert sein. Die Replikationsfahigkeit
lentogener aviarer Paramyxoviren ist entscheidend von der Spaltung des
Fusionsproteins durch trypsinerge Proteasen abhéngig (GARTEN et al, 1980; ROTT
et al, 1985). Im Falle einer hamatogenen Abschwemmung replikationsfahigen Virus
kann dieses also nur einen Replikationszyklus im Zielorgan trypsinunabhangig
durchlaufen. Da die bei den Versuchstieren nachgewiesene Viruslast in den
systemischen Organen, insbesondere im ZNS, sehr gering ist, ist die Hypothese
eines einfachen Replikationszyklus, wie sie auch von OGASAWARA et al (1992)

vertreten wird, auch im vorliegenden Versuch wahrscheinlich.

5.3 Ausscheidung

Pre-challenge

Die Ausscheidung vor der Belastungsinfektion wurde durch zwei Parameter, die
Entnahme von Kotproben sowie das Zustellen von Sentineltieren, abgeklart. Uber
den Zeitraum der klinischen Infektion wahrend der ersten acht Lebenstage erfolgte
eine Virusausscheidung tber die Kloake, da beim Grossteil der beprobten Tiere tber
diesen Zeitraum Virus im Kot nachzuweisen war. Eine Ausnahme bildeten hier die
beiden am dritten Lebenstag beprobten Tiere, bei denen trotz Virusnachweis in den
Organen kein Virus im Kot nachgewiesen werden konnte. Es ist also davon

auszugehen, dass trotz eines akuten Infektionsgeschehens nicht durch alle Tiere zu
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allen Zeitpunkten Virus ausgeschieden wird. Der Nachweis der Infektiositat des
ausgeschiedenen Virus erfolgte durch das Zustellen von Sentineltieren am ersten
Lebenstag. Bei experimenteller Infektion adulter Papageienvdgel mit demselben
Stamm konnte die Infektiositat des ausgeschiedenen Virus nicht nachgewiesen
werden (MOHN, 2005).

In der vorliegenden Studie liessen sich die zugestellten Sentineltiere nahezu
vollstandig durch die Ausscheidungen der Tiere der Versuchsgruppe infizieren. Diese
Aussage basiert auf den Virusnachweis bei zwei der drei Sentineltiere, die wahrend
der ersten acht Tage beprobt wurden, auf dem Nachweis von spezifischen
Antikérpern in den Sentineltieren sowie der von diesen entwickelten nahezu
vollstdndigen protektiven Immunitat nach einer Belastung mit dem velogenen
Newcastle Disease Virusstamm Herts (Weybridge 33 / 56). Eines der zugestellten
Sentineltiere entwickelte keine protektive Immunitat und wurde aufgrund klinischer
Symptome funf Tage nach Belastungsinfektion getttet. Bei diesem Tier war Virus in
Zakaltonsille und Kot nachweisbar, was belegt, dass der Kontakt zu den infizierten
Tieren nicht ausreicht, um eine vollstdndige protektive Immunitat in ungeimpften

Tieren zu induzieren.

Post-challenge

Die Virusausscheidung nach Belastungsinfektion wurde analog zu den
Untersuchungen nach in ovo Infektion zum Einen durch die Entnahme von
Tupferproben, zum Anderen durch das Zustellen von uninfizierten, ungeimpften
Tieren (,Ausscheidungssentinels”) abgeklart.

Der Nachweis von viraler RNA in den Tupferproben aller ungeimpften Kontrolltiere
lasst auf die Ausscheidung von Virus durch diese Tiere schliessen. Fur die
Ausscheidung von infektiosem Virus spricht ebenfalls, dass eines der
Ausscheidungssentinels sich durch direkten Kontakt infizieren liess und klinisch
erkrankte. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass nicht alle Kontakttiere zur
Kontrollgruppe infiziert wurden, was durch das Ausscheiden zu geringer Mengen
infektiosen Virus bedingt sein kann. Die Haltungsbedingungen, die einen direkten
fakal-oralen Kontakt nicht zuliessen, die haltungsbedingte geringe Staubbildung in
den Isolatoren sowie das Entfernen aller infizierten Tiere beim Auftreten massiver
klinischer Symptome sind jedoch ebenfalls bei der geringen Infektionsrate der

Ausscheidungssentineltiere zu bericksichtigen.
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Im Gegensatz hierzu steht die in ovo infizierte Versuchsgruppe, bei der zu keinem
Zeitpunkt virale RNA im Tupfermaterial nachweisbar war. Auch bei den der
Versuchsgruppe zugestellten Ausscheidungssentinels waren bis zum Versuchsende
dreizehn Tage nach Belastungsinfektion weder virale RNA oder APMV-spezifische
Antikérper nachzuweisen. Dies spricht fur eine deutlich reduzierte Ausscheidung
Uber die Kloake, mdglicherweise sogar eine durch die in ovo Impfung mit APMV 599
induzierte sterile Immunitat.

Aus der Gruppe der Sentineltiere liess sich trotz fehlender klinischer Symptomatik
aus drei der zehn Tupferproben, die vier Tage post challenge genommen wurden,
virale RNA nachweisen. Die Ausscheidung der Sentineltiere verlief verzogert im
Vergleich zu den Tieren der ungeimpften Kontrollgruppe, bei der die Ausscheidung
bereits zwei Tage post Challenge nachgewiesen wurde. Die Hohe der Viruslast in
den Tupferproben unterschied sich nicht von der der Kontrollgruppe. Es wird also
von der Sentinelgruppe trotz klinischer Protektion Virus ausgeschieden, wenngleich
die ausgeschiedene Menge nicht vermochte, wunter den gegebenen
Haltungsbedingungen die ungeimpften Ausscheidungskontrolltiere zu infizieren.
Dreizehn Tage nach Belastungsinfektion wurde aus keiner der Kotproben der
beprobten Tiere mehr virale RNA nachgewiesen.

Es wurden bislang nur wenige umfassende Studien zu Ausscheidungshaufigkeit und
ausgeschiedener Virusmenge von Newcastle Disease Virus durchgefihrt. Die
ausgiebigste dahingehende Untersuchung stammt von MILLER et al. (2007), hier
wurde nach Impfung mit finf verschiedenen Stammen und anschliessender
Belastung mit dem velogen viscerotropen Stamm CAQ02 die oropharyngeale und
kloakale Ausscheidung ermittelt. Hier zeigte sich in Abhangigkeit der Homologie von
Impf- und Belastungsstamm eine deutliche oropharyngeale Ausscheidung, die von
einer lAnger andauernden kloakalen Ausscheidung mit geringerer Viruslast abgelost
wurde.

Auch KAPCZYNSKI & KING (2005) zeigten Ausscheidung des velogenen Stammes
CAO02 trotz Impfung. Auch hier wurde Virus sowohl oropharyngeal als auch kloakal
bis zum neunten Tag nach Belastungsinfektion von Einzeltieren ausgeschieden,
wenngleich die Viruslast der oropharyngealen Ausscheidung hoher war.

Im Vergleich dazu zeigten Studien zur Ausscheidung von velogenen

Huhnerstammen an anderen Spezies eine verlangerte Ausscheidung von bis zu 20
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Tagen ohne sichtbare klinische Symptome. DE OLIVEIRA TORRES CARRASCO et
al (2008) wiesen bei experimentell infizierten ungeimpften Tauben mittels RRT-PCR
eine Dauer der Virusausscheidung von 20 Tagen mit einem Ausscheidungsmaximum
an den Tagen 11-13 nach Infektion bei einem Ausbleiben von klinischen Symptomen
nach. Auch KUIKEN et al (1998) wiesen in experimentell infizierten Kormoranen eine
anhaltende Virusausscheidung von bis zu 28 Tagen nach, die nicht
notwendigerweise mit klinischen Symptomen einherging.

Maskierte Infektionsverlaufe, wie sie auch bei den Sentineltieren im durchgefihrten
Versuch zu beobachten waren, bergen die Gefahr einer Verschleppung von
velogenem Virus und somit einem Eintrag in bislang unbetroffene Bestande. In
Anbetracht des Einsatzes eines in ovo Impfstoffes gegen Newcastle Disease
betonen diese Ergebnisse die Notwendigkeit einer moglichst kompletten
Immunisierung der Tiere zum Schlupfzeitpunkt, worauf in der durchgefihrten Studie
Wert gelegt wurde.

Die von DILAVERIS et al (2007) propagierte in ovo Impfung von Einzeltieren und
anschliessende Durchseuchung der Herde durch ausgeschiedenes Virus der
Impflinge ist im Falle des Stammes 599 nicht zu empfehlen. Nicht nur muss eine
unvollstandige und unkontrollierte Immunisierung durch ausgeschiedenes Impfvirus
beflrchtet werden, die vorliegenden Ergebnisse legen auch nahe, dass Tiere, deren
Immunisierung lediglich durch Kontakt mit in ovo Impflingen erfolgte, eine erhdhte

Ausscheidungsrate von Challengevirus aufweisen.

5.4 Humorale und zelluldre Immunantwort

Die Ergebnisse des kommerziellen ELISA zeigen weder bei den Tieren der
Versuchs- noch bein denen der Sentinelgruppe eine deutliche Serokonversion vor
der Belastungsinfektion. Lediglich eines der Sentineltiere war am 21. Lebenstag als
sicher positiv zu werten, ein weiteres Tier der Versuchsgruppe wies ein fragliches
Ergebnis auf. Auch nach der Belastungsinfektion und somit dem zweiten
Viruskontakt der Tiere konnten mittels ELISA bei sieben der 27 beprobten

Versuchstiere keine spezifischen Antikorper nachgewiesen werden. Dies weicht ab
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von der Untersuchung mittels HAH, bei der vereinzelt ab dem 7. Lebenstag
serokonvertierte Tiere auftraten. An den Lebenstagen 14 und 21 wurde dann mittels
HAH in allen Serumproben spezifische hamagglutinationshemmende Antikérper
nachgewiesen. Dies enspricht den Vorgaben des européischen Rates, der nach
Impfung mit inaktivierten Impfstoffen einen HAH-Titer von 4,0 log, oder hoher fordert.
Fur die Impfung mit Lebendimpfstoffen bestehen dahingehend keine Vorgaben
(European Pharmacopoeia, 2007). Auch RAUTENSCHLEIN et al (1999) wiesen
nach in ovo Inokulation von spf-Puteneiern eine Induktion NDV-spezifischer
Antikdrper bereits am siebten Lebenstag nach. Der deutliche Unterschied zwischen
ELISA und HAH bei der Bewertung von Proben vor der Belastungsinfektion steht im
Kontrast zu Untersuchungen von DE WIT et al (1992), die eine sehr starke
Korrelation beim Vergleich von HAH und ELISA zum Nachweis von Newcastle
Disease Antikdrpern nachwiesen. Auch von ADAIR et al (1989) durchgefuhrte
vergleichende Untersuchungen zu HAH und Vollvirusantigen-ELISA zeigten eine
deuliche Korrelation der beiden Testsysteme, wobei sich der ELISA als sensitiver
erwies. Die von PIELA et al (1984) durchgefiihrten Untersuchungen zum Nachweis
von NDV Antikérpern im Dotter zeigten ebenfalls eine hohe Ubereinstimmung der
Ergebnisse von HAH und ELISA. Sowohl ELISA als auch HAH sind als validierte und
zur Diagnostik von Antikdrpern gegen die Newcastle Disease zugelassene Methoden
etabliert.

Die Uberprufung mittels Western Blot zeigte eine deutliche Seroreaktivitat bei vier
von funf Proben der Versuchstiere am 14. Lebenstag und einem von zwei
Sentineltieren, die hauptsachlich gegen das Fusionsprotein gerichtet war. Die
Reaktivitatt im Western Blot war in allen Fallen mit sehr geringer

Hintergrundsreaktivitat verbunden.

Diese Unterschiede dieser Ergebnisse sind mit grosser Wahrscheinlichkeit
methodisch bedingt. Wahrend bei enzymverstarkten Tests wie ELISA und Western
Blot gebundenes, denaturiertes Antigen erkannt werden soll basiert der
Hamagglutinationshemmungstest auf der Erkennung von Virusoberflachenantigenen
in ihrer natUrlichen Konformation. Auch eine antigenspezifische Abweichung der
Ergebnisse ist denkbar. LEUWERKE et al (2008) demonstrierten diese sehr deutlich
beim Nachweis von Antikérpern gegen das Schweineinfluenzavirus im direkten
Vergleich von ELISA und HAH.
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Weiterhin ist der genutzte ELISA ein kommerzieller Test zum Nachweis von
Antikdrpern gegen Newcastle Disease Virus beim Gefligel, der hauptséchlich zur
Uberprifung des Impferfolgs entwickelt wurde. Bei kommerziell gehaltenen Tieren ist
von einer deutlich h6heren unspezifischen Seroreaktivitat auszugehen als bei den im
vorliegenden Versuch genutzten einmalig geimpften spf-Tieren. Dies ist bedingt
durch die Prasenz von Antikdrpern gegen eine Vielzahl von Impferregern und
Umweltkeimen sowie durch die Prozessierung der Blutproben. Deshalb ist davon
auszugehen, dass der kommerzielle ELISA im Prozess seiner Validierung an die
Anwendung far Wirtschaftsgeflugel und die Nutzergruppe der
Wirtschaftsgefligelhalter angepasst wurde und die Nachweissensitivitdt zur
Vermeidung von falsch positiven Ergebnissen herabgesetzt wurde. Die
durchgefiihrte Kombinationsuntersuchung mit HAH und ELISA erscheint also
sinnvoll.

Ein Zusammenhang vom gebildeten Antikorpertiter nach kommerzieller Impfung und
ausgeschiedener Virusmenge nach Belastungsinfektion wurde von VAN BOVEN et
al (2008) nachgewiesen. Fur die wirkungsvolle Verhinderung einer Transmission ist
laut dieser Arbeitsgruppe ein hamagglutinationshemmender Antikdrpertiter von 3 log,
bei mindestens 85% der Herde notwendig, was im durchgeftihrten Versuch erreicht

wurde.

Sowohl MAST & GODDEERIS (1999) als auch BAR-SHIRA et al (2003) propagieren
eine immunologische Unreife im Embryonalstadium und kurz nach dem Schlupf.
BAR-SHIRA et al (2003) wies eine der humoralen Immunitat vorausgehende und fur
die Ausbildung dieser notwendige zellulare Immunitdt des Gastrointestinaltrakts
nach. Von NEGASH et al (2004) wird demgegnuber die Fahigkeit des 18 tagigen
Embryos zur angeborenen und erworbenen Immunantwort ohne Beeintrachtigung
der Immunkompetenz des geschlupften Kikens beschrieben. Diese gegensatzlichen
Beschreibungen lassen annehmen, dass die embryonale Immunantwort
maoglicherweise stark antigenabhangig ist.

Auch die Nachweisbarkeit von Antikérpern nach in ovo Impfung scheint
antigenabhangig zu sein. So ist nach Impfung gegen die Mareksche Krankheit eine
hohere Serokonversionsrate als bei der klassischen Impfung am ersten Lebenstag
nachgewiesen, wobei die Tiere auch hohere Anitkorpertiter erreichten (HESS et al,

2004). Auch die in ovo Impfung gegen aviares Metapneumovirus induzierte eine
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hohere Antikdrperentwicklung mit friher einsetzender Immunitét als die Impfung am
ersten Lebenstag (TARPEY & HUGGINS, 2007).

Im Gegensatz dazu stehen Beobachtungen von HAYGREEN et al (2006), der eine in
ovo Immunisierung mit einem Plasmidvektor, der das virale VP2 Protein des
Infektiosen Bursitis Virus (IBDV) exprimieren sollte. Nach Immunisierung, nach
Reimmunisierung und nach Challenge wurden zu keiner Zeit IBDV-spezifische
Antikdrper nachgewiesen. Dennoch schitzte die Immunisierung vor einer
Belastungsinfektion mit virulentem IBDV. Dies fuhrten die Autoren auf eine zellulare
statt einer humoralen Immunantwort  zurlck. Infektionsversuche  an
cyclophosphamid-behandelten Tieren wiesen eine zellulare Immunitat nach, die
antikdrperunabhangig vor einer Belastung mit IBDV schitzte (YEH et al, 2002).
REYNOLDS & MARAQA (2000) zeigten anhand der Immunisierung von Hihnern mit
SDS-behandeltem Newcastle Disease Virus, dass eine zellvermittelte Immunitat
allein nicht ausreicht, um vor der Belastungsinfektion mit velogenem Virus zu
schitzen. Zusatzlich zu der T-Lymphozytenantwort sind neutralisierende Antikorper
notwendig, um effizient vor klinischer Infektion mit dem velogenen Stamm Texas GB
zu schutzen.

Eine Immuntoleranz mit persistierender Viramie, wie sie bei der in ovo Impfung von
Huhnern in unterschiedlichen Bebrutungsstadien mit Gallinem Herpesvirus 2
(Mareksche Krankheit) beobachtet wurde (SHARMA & BURMESTER, 1982; ZHANG
& SHARMA, 2003) ist fur die Impfung mit Newcastle Disease Virus nicht
beschrieben. Mutmasslich hatte eine persistierende Viramie mit NDV auch den Tod
der Embryonen zur Folge.

Diese Studien implizieren, dass die Prasentation von Virusantigen durch MHCII
tragende Zellen und die darauffolgende Antikdrperantwort zwar eine essentielle Rolle
beim Aufbau einer protektiven Immunitat spielt, die zellulare Immunantwort jedoch
eine wichtige unterstiitzende Funktion innehalt.

Die zellulare Immunantwort wurde im durchgefihrten Versuch durch die Ermittlung
des Lymphozytenstatus vor und nach der Belastungsinfektion bertcksichtigt.
Gemessen wurden die prozentualen Anteile der T-Lymphozyten, T-Helferzellen, B-
Lymphozyten und der (brigen antigenprasentierenden Zellen an der
Gesamtlymphozytenpopulation. Demnach sind  Veréanderungen in  einer

Lymphozytenpopulation immer in Relation zu den anderen Gruppen zu sehen.
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Anhand der vorliegenden Daten scheinen die Tiere der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt
der Belastungsinfektion nicht zu einer zellularen Infektionsabwehr imstande zu sein.
Der relative Anstieg der CD4 markierten T-Lymphozyten ist sehr wahrscheinlich auf
den Abfall der restlichen Lymphozytenpopulationen zuriickzufiihren. Die Tiere hatten
damit weder humorale noch zellulare Mdglichkeiten, das Virus zu eliminieren und
starben infolge dessen schnell. Bei den Tieren der Versuchs- und Sentinelgruppe ist
ein vergleichbares Lymphozytenmuster zu beobachten. Im Gegensatz zu den
Kontrolltieren ist zwei Tage nach nach der Belastungsinfektion ein starker Anstieg
der CD4 markierten T-Helferzellen sowie der CD8 markierten cytotoxischen Zellen zu
verzeichnen, wahrend in Relation dazu die B-Lymphozyten und
antigenprasentierenden Zellen abfallen. Dies deutet auf eine mdgliche schnelle
Aktivierung der wahrend der Immunisierungsphase gebildeten T-Memoryzellen hin.
Die Antwort der gebildeten B-Memoryzellen scheint dagegen verzdgert, somit zeigt
sich zwei Tage nach Challenge ein primérer Abfall dieser Zellen. Vier Tage nach
Belastungsinfektion ist jedoch ein erneuter Anstieg der B-Lymphozyten zu
verzeichnen, der anhalt. Aus diesen Ergebnissen kann der Schluss gezogen werden,
dass wahrend der initialen Infektion mit APMV 599 sowohl T- als auch B-
Memoryzellen gebildet wurden. Die Ergebnisse zeigen, dass an der Ausbildung der
protektiven Immunitét nicht ausschliesslich die humorale Immunantwort beteiligt ist,
sondern auch zellularen Faktoren, insbesondere der Bildung von T-Memoryzellen
eine tragende Rolle bei der Infektionsabwehr zukommt.

Als weitere wichtige Komponente der Immunabwehr gegen Newcastle Disease wird
von PEROZO et al (2008) die mukosale IgA Antwort auf den Schleimhauten des
Respirations- und Gastrointestinaltrakts angefuhrt, die wahrscheinlich aufgrund
lokaler Virusreplikation und die anschliessende Prasentation viralen Antigens
gebildet werden (AL-GARIB et al, 2003).

Um die immunologischen Komponenten und ihre Rolle in der Infektionsabwehr in ovo
applizierter Erreger zu berilcksichtigen sind weitere Studien diesbeziglich notig.
Insbesondere die zellulare und mukosale Immunantwort im Anschluss an die

Erstimmunisierung ware zu ermitteln.
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5.5 Eignung als Impfstoff

Das lentogene Isolat 599 erwies sich zunachst hinsichtlich der erhaltenen
Schlupfrate bei nahezu vollstéandiger Infektion als vielversprechend.

Auch die nach europaischem Arzneimittelrecht von lyophilisierten Newcastle Disease
Lebendimpfstoffen eine protektive Immunitat gefordert, die nach Belastungsinfektion
mit 10° EIDs, des Stammes Herts (Weybridge 33 / 56) eine Abgangsrate von 10%
bei den vakzinierten Tieren nicht Uberschreitet (European Pharmacopoeia, 2007)
wurden von der einmaligen in ovo Immunisierung mit APMV-1 599 erflillt.

DarlUber hinaus bewirkte die in ovo Immunisierung die Induktion einer vollstandigen
protektiven Immunitat, die weder mit einer klinischen Symptomatik noch mit
Gewichtsverlust nach Belastungsinfektion einherging. Weiterhin wurde nach
Belastungsinfektion mit dem velogenen Stamm Herts (Weybridge 33 / 56) bei der in
ovo mit APMV-1 599 infizierten Tiergruppe im vergleich zu den Sentineltieren und
der Kontrollgruppe keine kloakale Virusausscheidung nachgewiesen.

Nach in ovo Infektion mit Clone 30 blieb in der durchgefihrten Arbeit zwar die
Schlupfrate im Vergleich zur Kontrollgruppe erhalten, die Infektion verursachte
jedoch massive klinische Symptome, die letztendlich zum Tod der Tiere in den ersten
zehn Lebenstagen fuhrte. Bei der in ovo Infektion mit APMV-1 599 zeigte sich im
Vergleich dazu zwar eine deutliche Abschwachung, wie sie auch schon im
embryonierten Hihnerei sichtbar war (GRUND et al, 2002), nach der Beimpfung in
die Allantoish6hle des embryonierten Huhnereis war jedoch ebenfalls eine
Abgangsrate von 54,1% der geschlipften Tiere wahrend der ersten zehn Lebenstage
zu verzeichnen. Als Hauptparameter gegen den Einsatz als in ovo Impfstoff spricht
daher eine inakzeptable Ausfallrate aufgrund von Restvirulenz nach dem Schlupf.

Ein weiterer beachtenswerter Nachteil hinsichtlich der Eignung von APMV-1 599 als
Impfstoff ist die schwache Bildung von Serumantikdrpern. Diese konnte nach in ovo
Impfung mit APMV-1 599 aufgrund schwacher Seroreaktivitdt Probleme beim vom
Tierhalter geforderten Nachweis des Impferfolgs bereiten. Beim Einsatz eines
kommerziellen ELISA Systems wies vor der Belastungsinfektion keines der Tiere der
Versuchsgruppe eine positive  Serumantwort auf. Beim Einsatz des
Hamagglutinationshemmungtests war dagegen auch vor der Belastungsinfektion

eine Serokonversion detektierbar. Diese Beobachtung legt Abwehrmechanismen
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nahe, die sich innerhalb der letzten drei Bebritungstage im Hilhnerembryo ausbilden
und das geschlipfte Kiken in den letzten drei Tagen der Embryonalentwicklung
zunehmend resistent fur die durch APMV-1 599 verursachten klinischen
Erscheinungen macht. Gleichzeitig scheint die durch in ovo Applikation verursachte
systemische Ausbreitung von APMV-1 599 aber auch eine besonders stabile
Immunitat zu induzieren, die nicht ausschliesslich auf der Bildung spezifischer
Antikoérper beruht.

Die sich wéhrend der Bruttage 18 bis 21 entwickelnden Mechanismen der
Infektionsabwehr sind noch weitgehend ungeklart. Zum vollstandigen Verstandnis
der embryonalen Infektionsempfanglichkeit und -abwehr des Huhnes und somit zur
gezielten und sicheren Anwendung von in ovo Impfstoffen gegen Newcastle Disease
bestent sowohl im Bereich der Immunologie als auch im Bereich der
molekularbiologischen Determinanten des Virustropismus noch Forschungsbedartf.
Dem durchgefuhrten Versuch mit dem Stamm APMV-1 599 ist also trotz der
Tatsache, dass sich das Virus in seiner nativen Form nicht als in ovo Impfstoff eignet,
durchaus Beachtung bei weiteren Ansatzen zur in ovo Impfstoffentwicklung zu

schenken.
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6. Zusammenfassung

Die klassischerweise beim Wirtschaftsgefliigel gegen das aviare Paramyxovirus vom
Serotyp 1 (APMV-1), den Erreger der anzeigepflichtigen Newcastle Disease,
durchgefiihrte Impfung mit attenuiertem Lebendvirus wird zwischen dem ersten und
dem 14. Lebenstag eingesetzt. Es wurden bisher etliche Bemihungen zur
Entwicklung einer in ovo Impfung, unternommen, die jedoch nicht zum
kommerziellen Einsatz kamen.

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, einen im Eintagskiken apathogenen APMV-1
Stamm (APMV-1 599) hinsichtlich seines Infektionsverlaufs und seiner protektiven
Wirkung nach Beimpfung in spf-HiUhnereier zu untersuchen.

Die Beimpfung embryonierter Hiihnereier am 18. Bebriitungstag mit 10° EIDsy des
Stammes APMV-1 599 bewirkte eine nahezu vollstandige Infektion aller geschlipften
Tiere bei einer Schlupfrate von 81,7% (98 geschlupfte Tiere aus 120 Eiern). Die
Schlupfrate einer im selben Briter geschlipften uninfizierten Sentinelgruppe betrug
60% (18 Tiere aus 30 Eiern), die einer uninfizierten Kontrollgruppe 95% (57 Tiere
aus 60 Eiern).

Trotz des Erhalts der Schlupfrate zeigten die in ovo APMV-1 infizierten Tiere
wahrend der ersten zehn Lebenstage jedoch sehr deutliche Kklinische
Krankheitszeichen in Form respiratorischer Symptome, Apathie, Diarrhoe und in
wenigen Fallen zentralnervoser Stérungen, die wahrend der ersten acht Lebenstage
zu einer Ausfallrate von 54,1% fuhrten. Im Gegensatz dazu zeigten die zugestellten
Sentineltiere trotz nachweislicher Ubertragung des Virus durch die Versuchsgruppe
nahezu keine klinischen Symptome und virusbedingten Abgange.

Fur die Untersuchung der Virusausbreitung wurde zur Erh6hung der
Ergebnissicherheit neben einem etablierten Real Time RT-PCR Protokoll, welches
einen Abschnitt des Matrixproteingens amplifiziert (WISE et al, 2004), ein weiteres
Protokoll zur Amplifikation und Detektion eines Abschnitts am 5 Ende des
Nukleoproteingens entwickelt. Der Einsatz von sechs konventionellen Nukleotiden
der 5’ Nukleasesonde durch ,locked nucleic acid“ (LNA) Nukleotide erlaubte eine
Sondenverkiirzung von 25 auf 17 Basen. Daraus folgte eine Verbesserung der
Sondenbindung an das spezifische Amplifikat, so dass sich die Leistungsfahigkeit
des neu entwickelten Protokolls vergleichbar mit der bereits etablierten Methode

zeigte.
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In den in ovo APMV-1 infizierten Kiken liess sich virale RNA wéhrend der ersten
acht Tage nach dem Schlupf in einer Vielzahl von Organen nachweisen, wobei eine
Préadilektion fir Lunge und Zakum / Zakaltonsille vorlag. Bei zw6lIf Tieren wurde eine
systemische Ausbreitung des Virus mit Nachweis viraler RNA in der Leber, sowie bei
neun Tieren im Gehirn beobachtet. Nach Abklingen der klinischen Erkrankung war
bei der Probennahme am 14. und 21. Lebenstag kein schwachvirulentes Virus mehr
nachzuweisen.

Spezifische Antikérper wurden mittels Hamagglutinationshemmungstest ab dem
siebten, mittels eines kommerziellen ELISA erst vereinzelt ab dem 21. Lebenstag
nachgewiesen. Die Untersuchungen zur zellularen Immunantwort geben zudem
Hinweise auf die Ausbildung von T-Memoryzellen. Die durch die einmalige
Inokulation in ovo induzierte humorale und zellulare Immunitat war ausreichend, um
nach einer Belastungsinfektion mit velogenem Newcastle Disease Virus am 21.
Lebenstag alle Tiere der Versuchsgruppe und die meisten Tiere der Sentinelgruppe
Klinisch zu schitzen. Eine Virusausscheidung nach der Belastungsinfektion wurde
bei der in ovo infizierten Gruppe nicht festgestellt, wahrend sowohl drei von zehn
Tieren der Sentinelgruppe als auch alle Tiere der ungeschutzten Kontrollgruppe nach
Belastungsinfektion noch Virus ausschieden.

Aufgrund der beobachteten Schadigung der Kuken ist eine Anwendung des APMV-1
Stammes 599 als in ovo Impfstoff in der angewandten Form auszuschliessen. Die
Untersuchungen wiesen nach in ovo Beimpfung eine Generalisierung der Infektion
und im Vergleich zu der Impfung geschlipfter Kuken eine erhebliche
Beeintrachtigung der Tiere nach. Dies deutet auf Entwicklungsprozesse im Embryo
wahrend der letzten drei Tage der Brut hin, die entscheidend fir die Infektionsabwehr
sehr junger Tiere sind. Eine weitere Klarung dieser immunologischen Ereignisse
ware nicht nur fir die Entwicklung einer in ovo Impfung fur Newcastle Disease
sondern auch im Hinblick auf potentielle Fruhinfektionen mit anderen Erregern von

grosser Bedeutung.
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7. Summary

The vaccination against avian paramyxovirus of the serotype 1 (APMV-1), the highly
contagious agent of Newcastle Disease, is usually conducted with live attenuated
vaccine strains within the first two weeks after hatch. Multiple efforts have been made
to develop an in ovo vaccine, yet none of the approaches proved suitable for an
application in commercial poultry.

The aim of the performed study was to evaluate the strain APMV-1 599, which had
proven apathogenic for day-old chicks, for its progress of infection and the induction
of protective immunity after inoculation of spf-chicken eggs.

The inoculation of embryonated chicken eggs with 10° EIDsy of the APMV-1 599
strain at incubation day 18 caused an infection in virtually all hatched chicks at a
maintained hatch rate of 81,7%, which was not substantially lower than that the 60%
hatch rate of a group of uninfected sentinel animals that hatched in the same
incubator and the hatch rate of 95% of an uninfected and separately hatched control
group.

Although the hatch rate was not reduced, the animals that were infected in ovo with
APMV-1 599 showed pronounced clinical signs during the first ten days after hatch.
These manifested themselves in the form of respiratory symptoms, apathy, diarrhea
and in sporadic cases central nervous impairments, which led to a mortality rate of
54,1% within the first eight days after hatch. Opposed to this, the affiliated sentinel
animals showed neither distinct clinical signs nor a substantially elevated mortality
rate despite the proven transmission of the virus by the animals of the in ovo infected
goup.

To determine the spread of the virus to numerous organs, a novel Real-Time RT-
PCR protocol targeting an amplificate located at the 5’ end of the nucleoprotein gene
was established in addition to the published and validated method targeting a
seguence on the matrix protein gene (WISE et al, 2004). Due to low fluorescence
levels and irregular fluorescence curves, six of the conventional nucleotides
incorporated into the 5’ nuclease probe were replaced by “locked nucleic acid” (LNA)
nucleotides. This led to a shortening of the probe from 25 to 17 bases and thus an
improvement of probe hybridization. The newly developed assay showed a
comparable performance to the previously established protocol.
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During the first eight days after hatch, viral RNA was detectable in multiple organs
with a predilection for lung and cecum / cecal tonsil. Viral RNA could also be
detected in twelve of the liver samples as well as nine of the brain samples.
Following the period of clinical impairment, no viral RNA was detectable in the
samples from days 14 and 21.

Specific antibodies could be detected by hemagglutination inhibition test from day
seven and from day 21 by commercial ELISA. Additionally, the evaluation of cellular
immune response indicates the formation of t-memory cells in the in ovo infected
group and the sentinel animals. One single inoculation of APMV-1 599 in ovo was
sufficient to induce a humoral and cellular immune response to protect all in ovo
infected and most of the sentinel animals upon challenge with velogenic NDV Herts
(Weybridge 33 / 56) at day 21. Shedding of the challenge virus was not noted in the
in ovo infected group, while three of the ten sampled sentinel animals as well as all
the animals in the control group shed virus two and four days after challenge,
respectively.

Due to the visible clinical impairment of the chicks, an in ovo vaccination with
APMV-1 599 in the applied mode is not to be considered. The performed
experiments demonstrated a generalization of the infection and servere clinical
symptoms compared to the vaccination of animals after hatch. These results are
indicative of embryonic developmental processes within the last three days before
hatch, which are essential for the immunologic defense of very young chicks. A
complete understanding of these ongoing immunological processes would not only
be of importance for the development of in ovo vaccines against Newcastle Disease,

but also in regard to potential early infections with other infectious agents.
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9. Anhang

9.1 Tabellenverzeichnis

Tab. 1 Anzahl der von Newcastle Disease Ausbriichen betroffenen Lander weltweit

in den Jahren 2005, 2006 und 2007

Tab. 2 Von Newcastle Disease betroffenen europaische Lander in den Jahren 2005,

2006 und 2007

Tab. 3 Intracerebraler Pathogenitatsindex und Pathogenitat im Huhnerei der

schwachvirulenten Papageienisolate (modifiziert nach GRUND et al, 2002)

Tab. 4 Molekularbiologische diagnostische Assays zum Nachweis von Newcastle

Disease, veroffentlicht seit 2001.

Tab. 5 Empfohlenes Impfschema fiir Newcastle Disease Virus

Tab. 6 Komponenten des Mastermix (modifiziert nach WISE et al, 2004)

Tab. 7 Temperaturprofil der NP RRT-PCR Reaktion nach WISE et al, 2004

Tab. 8 Eingesetzte Komponenten des Mastermix fur die NP-PCR

Tab. 9 Temperaturprofil der RRT-PCR auf dem NP-Proteingen

Tab. 10 Finale Auswahl der Primer und Sonde

Tab. 11 Eingesetzte Komponenten des Mastermix fir die NP-PCR

Tab. 12 Temperaturprofil der RRT-PCR

Tab. 13 Semiquantitative Wertung der PCR Ergebnisse

Tab. 14 Eingesetzte monoklonale Antikorper zur Detektierung der
Lymphozytenfraktionen

Tab. 15 Amplifikation eines spezifischen Fragments des NP-Proteingens mit den
sieben untersuchten Primerkombinationen.

Tab. 16 cT Werte bei jeweils gleichbleibender Primer- oder Sondenkonzentration.

Tab. 17 Vergleichende Detektion vier reprasentativer Stdmme mit beiden fir den
Tierversuch angewandten RRT-PCR Protokollen.

Tab. 18 Schlupfraten und Infektionsraten der mit absteigenden Beimpfungsdosen
beimpften 18-tagigen Huhnereier.

Tab. 19 Infektions-, Schlupf- und Uberlebensrate der verschiedenen
Versuchsgruppen.

Tab. 20 Mittels RRT-PCR positiv beprobte Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten,

anteilig an der Gesamtzahl beprobter Tiere..
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Tab. 21 RRT-PCR Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Virusausscheidung des
Impfvirus vor und nach Belastungsinfektion.
Tab. 22 Serologische Ergebnisse der Versuchs-, Sentinel- und Kontrollgruppen tber

den gesamten Versuchszeitraum.
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9.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Aufbau des Newcastle Disease Virus Genoms und dessen mono- und
polycistronischen Transkriptionsprodukten.

Abb. 2 Typisierung von Stammen des avidren Paramyxovirus vom Serotyp 1.

Abb. 3 In ovo Pathogenitat der isolierten Papageienstamme

Abb. 4 Schema der Versuchstiergruppen sowie Zeitpunkt des Viruskontaktes.

Abb. 5 Schematische Darstellung der Probennahme aus den drei unterschiedlichen
Huhnergruppen.

Abb. 6 Kurvenverlauf vergleichend mit TagMan und LNA Sonde

Abb. 7 Ermittlung der optimalen Primer- und Sondenkonzentration.

Abb. 8 Entwicklung der Tierzahlen der verschiedenen Gruppen wahrend der ersten
zehn Lebenstage.

Abb. 9 Entwicklung der Tierzahlen tber die gesamte Versuchsdauer.

Abb. 10 Klinische Symptomatik der ungeimpften Kontrolltiere am Tag 2 post
Challenge (23. Lebenstag).

Abb. 11 Klinische Symptomatik des am funften Tag post Challenge moribund
aufgefundenen Sentineltieres.

Abb. 12 Pathologisch-anatomische Befunde der 13 Tage nach Belastungsinfektion
untersuchten Tiere der geimpften Versuchsgruppe.

Abb. 13 Gewichtsentwicklung der Versuchs-, Sentinel- und Kontrollgruppen an den
Lebenstagen 21 und 34.

Abb. 14 Verteilung der viralen RNA in den untersuchten Organsystemen der

Versuchsgruppe vor und nach der Belastungsinfektion.

Abb. 15 Verteilung der viralen RNA in den untersuchten Organsystemen der
ungeimpften Kontrollgruppe vor (Lebenstag 21) und nach (Lebenstag 23) der
Belastungsinfektion.

Abb. 16 Verlauf der Serumantwort im Hamagglutinationshemmungstest.

Abb. 17 Verlaufs der Serumantwort im kommerziellen ELISA.

Abb. 18 Western Blot Ergebnisse der an Tag 14 beprobten Tiere

Abb. 19 Entwicklung der zellularen Immunantwort nach der Belastungsinfektion.
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Abktrzungen

a- anti

AF Allantoisflussigkeit

APMV aviares Paramyxovirus

APMV-1 aviares Paramyxovirus vom Serotyp 1

Aqua dest. destilliertes Wasser

BHK Baby Hamster Kidney

BHQ Black hole quencher

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

CAM Chorioallantoismembran

cT cycle Threshhold

DNA Deoxyribonucleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EIDso eiinfektiose Dosis 50

ELDso eilethale Dosis 50

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay (enzymverstarkter Immunassay)

EU Europaische Union

EWG Europaische Wirtschaftsgemeinschaft

EEC European Economic Community

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting (fluoreszenzbasierte
Durchflusszytometrie)

FAM 6-Carboxyfluorescein

FITC Fluorescein Isothicyanat

FLI Friedrich-Loeffler-Institut

G Gramm

GALT gut associated lymphoid tissue / gastrointestinaltrakt-assoziiertes
Lymphgewebe

GFP green fluorescent protein

ICPI intracerebraler Pathogenitatsindex

Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin G
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IgA

IgM

H+L
HEX
LAMP
mAk
MDBK
MHC
min

mi

NDV
O.l.E.
PBS
PCR

PE

POD
RNA
rpm

r/'s

RSB
RT-PCR
RRT-PCR
RT-LAMP
sec
TAMRA
TBE

TE

Twm

Tris

wWB

Immunglobulin A

Immunglobulin M

heavy + light (leichte und schwere Immunglobulinketten)
6-carboxy-hexachlorofluorescein

loop mediated isothermal amplification / isotherme Amplifikation
monoklonaler Antikérper

Madin Darby Bovine Kidney

major histocompatibility complex

Minute

Milliliter

Newcastle Disease Virus

Organisation Internationale des Epizooties

Phosphate buffered saline

polymerase chain reaction

Phycoerythrin

Peroxidase

Ribonukleinsaure

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

rounds per second

RNA Stabilizing Buffer

reverse transcription PCR

real time RT-PCR

reverse transcription loop-mediated isothermal amplification
Sekunde

6-carboxy-tetramethylrhodamine

Tris Base EDTA

Tris EDTA

Schmelztemperatur

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Western Blot

Aminosaure- und Nukleotidbezeichnungen wurden nach den Richtlinien der
International Union of Biochemistry (IUB) abgekirzt
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