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I. EINLEITUNG

Seit den Ausbriichen der Blauzungenkrankheit (BT), verursacht durch den Serotyp
8 im Jahr 2006, spielt die Krankheit auch in Deutschland eine Rolle. Der Weg der
Einschleppung dieses Serotyps, der vorher in der Europaischen Union (EU) nicht
vorgekommen war, ist unklar. Mit dem Persistieren des Virus und der
Weiterverbreitung im Jahr 2007 wurde auch das Bundesland Bayern von der

Krankheit erreicht.

Ein wichtiges Merkmal dieser Epidemie durch BTV-8 sind die deutlichen klinischen
Veranderungen nicht nur bei Schafen sondern auch bei Rindern. Die
wirtschaftlichen Folgen der BT Epidemie sind immens. Sie resultieren einerseits
aus der Krankheit selbst, dem damit verbundenen Verlust von Tieren, aber auch
den Behandlungskosten und der Reduktion der Fruchtbarkeit und Milchleistung.
Andererseits werden BekdmpfungsmaBnahmen wie Handelsbeschrankungen fir

Tiere oder Impfungen notwendig.

Die Impfung empfanglicher Tiere ist die Methode der Wahl zur Kontrolle von BT. In
nicht endemisch verseuchten Gebieten sind inaktivierte Impfstoffe attenuierten
Lebendimpfstoffen (MLV) aus Grinden der Sicherheit vorzuziehen. Da die 2008
verfligbaren inaktivierten Impfstoffe noch nicht zugelassen waren, wurde zun&chst
eine Studie zur Sicherheit der verwendeten Impfstoffe durchgeflhrt, bevor eine
befristete Ausnahme von der Zulassung erteilt und deutschlandweit die
obligatorische Impfung aller Wiederkauer durchgefiihrt wurde. Diese Studie war
limitiert auf Tiere aus einigen wenigen Betrieben, schloss jedoch die
Belastungsinfektion unter Hochsicherheitsbedingungen mit ein, was die
Schutzwirkung der Impfung beweisen konnte (Eschbaumer et al. 2009a). Mit den
hier vorgestellten Untersuchungen sollte praxisnah und verteilt Uber das
Bundesland Bayern kurz vor und wahrend der laufenden Impfkampagne in
ausgewahlten Betriecben die Wirkung der Impfung immunologisch und
diagnostisch gepruft werden.

Folgende Ziele wurden mit der vorliegenden Studie verfolgt:

1. Bestimmung der Herdenpravalenz von BTV-8 in ausgewahlten bayerischen

Rinder- und Schafbetrieben, sowie Mischbetrieben (Rind und Schaf)
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2. Untersuchung der Wirkung ausgewahlter Impfstoffe, welche in den Jahren
2008 und 2009 bei Rindern und Schafen in Bayern zum Einsatz kamen
hinsichtlich

e der Antikérperentwicklung (ELISA-Nachweis)
e der Bildung neutralisierender Antikbrper gegen BTV-8

e der Bildung neutralisierender Antikérper gegen BTV-1, -2, -4 und -16
(Kreuzneutralisation)

e der Fahigkeit zur Induktion zellularer Immunreaktionen, messbar an Hand der
Interferon-gamma Sekretion bei in vitro Restimulation von peripheren

mononukledren Blutzellen mit BTV-8 und BTV-1

3. Untersuchung der Unschéadlichkeit und des Effektes von BTV-8 Impfstoff

nach intramuskularer und intravenéser Applikation hinsichtlich Nachweisbarkeit

im Schaf und Nebenwirkungen

nach intramuskularer und subkutaner Applikation bei Schafen

nach Applikation einer erhéhten Dosis bei Rindern

4. Untersuchung der Wirkung der Wiederholung der Impfung bei Schafen

e auf die ELISA-Serum-Ak-Entwicklung
e auf die Bildung neutralisierender Antikdrper gegen BTV-8

¢ hinsichtlich ihres Einflusses auf die Interferon-gamma (IFN-y) Sekretion bei in
vitro Restimulation von peripheren mononukle&ren Blutzellen mit BTV-8 und
BTV-1

5. Untersuchung der Immunreaktionen von natlrlich infizierten Rindern

reprasentiert durch folgende Parameter:

e Antikdrpertiter im ELISA
e neutralisierende Ak im SNT

e |FN-y Sekretion bei in vitro Restimulation von peripheren mononuklearen
Blutzellen mit BTV-8 und BTV-1
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Erregercharakteristika

Die Blauzungenkrankheit (BT) ist eine nicht direkt von Wirt zu Wirt Ubertragbare
Infektionskrankheit bei Wiederkduern. Verursacht wird sie von einem durch
Arthropoden Gbertragbaren Virus aus der Familie der Reoviridae, Genus Orbivirus.
Das Bluetongue Virus (BTV) schlieBt neben 24 seit langerem bekannten auch
einen mutmasBlich neuen Serotyp, das Toggenburg Orbivirus, ein (Hofmann et al.
2008).

BT hat das Potential fir eine schnelle Ausbreitung sowie ernsthafte ékonomische
Folgen und wird somit vom Office International des Epizooties (OIE) als

meldepflichtige Tierseuche gefihrt.

1.1. Aufbau des Virus

Das BTV enthalt 10 Segmente doppelstrangiger RNA (dsRNA), die sieben
Struktur- und vier Nichtstrukturproteine kodieren (Roy 2008). Die Strukturproteine
werden ihrer abnehmenden GréBe nach als VP1 bis VP7 bezeichnet und die
Nichtstrukturproteine als NS1, NS2, NS3 und NSA3 (Roy 1992). Die innerste Hille
ist ikosaedrisch geformt und besteht aus VP3. Sie enthalt die drei Strukturproteine
VP1, VP4, VP6 und die dsRNA (Huismans und Van Dijk 1990). Umgeben wird sie
von VP7. Die auBere Hille des BTV-Virions besteht aus VP5 und VP2.

1.2. Antigene Eigenschaften des Virus

Das Strukturprotein VP7 ist spezifisch fir die Serogruppe. VP2 ist das am
wenigsten konservierte Protein und ist verantwortlich fir die Adsorption an und
das Eindringen in Wirtszellen, Hadmagglutination und Neutralisation. VP2 bestimmt
maBgeblich den Serotyp von BTV (Huismans und Erasmus 1981; Kahlon et al.
1983). Eine Neutralisation des Virus ist durch Antikdrper gegen VP2 mdoglich
(DeMaula et al. 1993).
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Es gibt Arbeiten, die darauf hindeuten, dass VP5 ebenfalls eine Rolle bei der
Neutralisation von BTV spielt (Mertens et al. 1989; Lobato et al. 1997). Die
isolierten Proteine VP2 und VP5 vom Serotyp BTV-10 kénnen in Kombination
verabreicht bei Schafen die hdchsten neutralisierenden Antikérpertiter im
Plaquereduktionsneutralisationstest hervorrufen. Andere Strukturproteine haben

keinen Einfluss auf die Bildung neutralisierender Antikérper (Roy et al. 1990).

Das BTV bindet durch das Strukturprotein VP2 an die Zellmembran von Blutzellen
und wird rasch durch Endozytose in Vesikel aufgenommen. Anders als in
kernhaltigen Zellen gelangt das Virus in Erythrozyten nicht ins Zytoplasma und
wird repliziert, sondern bleibt in den Vesikeln. Antikérper kdnnen in diese nicht
eindringen und so ist es mdglich, dass durch die Persistenz in Erythrozyten
Virusgenom trotz der Anwesenheit hoher Antikorpertiter lange Zeit im Blut
nachweisbar bleibt (Whetter et al. 1989; Brewer und MacLachlan 1992; Brewer
und MacLachlan 1994).

Bei Kalbern, die auf natlrlichem Weg mit BTV infiziert waren, war bis 160 Tage
nach dem vermuteten Zeitpunkt der Infektion mit BTV-11 und -17 noch BTV-
Genom, allerdings schon 100 Tage nach der Infektion kein infektidses Virus mehr
nachweisbar. Bei experimentell infizierten Schafen war BTV-Genom mindestens
bis zum 89. Tag nach der Inokulation nachweisbar, infektidses Virus aber schon
am 50. Tag nicht mehr. Es ist unklar, ob das Virus seine Infektiositdt durch die

Ubertragung durch den Vektor wiedererlangen kénnte (Katz et al. 1994).

Andere Autoren konnten bei Schafen 42 Tage und bei Rindern bis 56 Tage nach
der Infektion aus dem Blut Zellkultur-infektiéses Virus gewinnen (Richards et al.
1988).

Das BT Virus weist mit 24 Serotypen und unterschiedlichen Stdmmen innerhalb
der Serotypen eine betrachtliche genetische Variabilitat auf. Dies erklart sich durch
die Fehleranfélligkeit der RNA-Polymerase, die Gendrifts verursacht, und die
Méglichkeit des Reassortments der RNA Segmente. Des Weiteren wurde ein
,<arundereffekt” durch Vektoren festgestellt, die BTV Quasispezies aus dem Blut
der Wirte aufnehmen und verbreiten: Eine einzigartige Variante aus der
heterogenen Population eng verwandter Varianten, die durch ein oder mehrere

dominante Genomsequenzen charakterisiert sind (Quasispezies), wird zufallig von
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einer Culicoides-Miicke aus einem Wirt, der nur schwach virdmisch ist,
aufgenommen. Somit wird ein neuer Genotyp geschaffen (Grindereffekt)
(Bonneau et al. 2001).

2. Bluetongue in Europa

Die Vektoren der Blauzungenkrankheit, die Muicken der Spezies Culicoides
imicola, kommen normalerweise ausschlieBlich in den Tropen und gemaBigten
Klimazonen vor. Daher war die Blauzungenkrankheit lange Zeit auf diese Gebiete
beschrankt. Vermutlich durch den Eintrag von infizierten Vektoren durch Wind und
beglnstigt durch die Klimaerwarmung gab es aber in einigen sudlichen
Mitgliedsstaaten der Europdischen Union (EU) seit 1998 Epidemien der
Blauzungenkrankheit mit den Serotypen BTV-1, 2, 4, 9 und 16 (Mellor und
Wittmann 2002). Nérdlich der Alpen wurde der Serotyp 8 erstmals im August 2006
fast zeitgleich in den Niederlanden, Belgien, Deutschland und Frankreich
nachgewiesen (Toussaint et al. 2007b; Hoffmann 2008). Auch in GroBbritannien,
Danemark, der Schweiz und der Tschechischen Republik gab es 2007 erste
Ausbriiche (Saegerman et al. 2008). Der Weg der Einschleppung dieses Serotyps,
der vorher in der Europaischen Union (EU) nicht vorgekommen war, ist unklar
(Mintiens et al. 2008).

Seit 2006 hat sich ein algerischer BTV-1 Stamm nach Norden Uber die Iberische
Halbinsel und Frankreich ausgebreitet. Die weitere Verbreitung nach Deutschland

und in die Beneluxstaaten scheint bevorzustehen (Hateley 2009).

Im Jahr 2008 gab es Ausbriche von BTV-6 in den Niederlanden und
angrenzenden Regionen in Niedersachsen. BTV-11 wurde im selben Jahr bei
Rindern in 14 Betrieben in Belgien entdeckt. Sowohl der BTV-6 als auch der BTV-
11 Stamm haben groBe genetische Ahnlichkeit mit siidafrikanischen attenuierten
Lebendimpfstoffen (MLV). Daher werden die illegale Impfung von Tieren mit
diesen Impfstoffen oder der Import solcher und die Weiterverbreitung des
Impfvirus durch Vektoren als Ursache der Ausbriiche vermutet. Die Einfuhr von
infizierten Vektoren oder Wirtstieren stellt eine weitere Mdoglichkeit der
Einschleppung dar (De Clercq et al. 2009; Eschbaumer et al. 2009b).
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2.1. Bluetongue in Deutschland

In Deutschland wurde im Jahr 2006 in 885 Betrieben BTV-8 nachgewiesen (Abb.
I1.1). Entgegen aller Hoffnungen, das Virus kdnne einen mitteleuropaischen Winter
nicht Gberstehen (Gibbs und Greiner 1994), traten im darauf folgenden Jahr neue
Falle auf (Wilson et al. 2008). Im ersten Halbjahr 2007 waren 76 Betriebe
betroffen, wobei sich die Infektionen hier vermutlich gréBtenteils im Vorjahr
ereigneten und aufgrund der langen Nachweisbarkeit von BTV-Genom in der PCR
erst 2007 festgestellt wurden (Katz et al. 1994). Im zweiten Halbjahr 2007 stieg die
Zahl auf 20623 Betriebe an. Die Zahl der infizierten Tiere in diesen Betrieben lag
bei 26772 Rindern und 32116 Schafen (Conraths et al. 2009).

Abb. I1.1: Ausbriiche der Blauzungenkrankheit bei allen betroffenen Spezies in Deutschland
(Conraths et al. 2009)

A: 2006, B: 2007, C: 2008 bis 31. August

rote Punkte: Ausbruch in einem Betrieb oder Einzelfall

Im Jahr 2008 wurden in Deutschland insgesamt 5125 Ausbriiche registriert, davon
3056 Neuausbriche. Im Jahr 2009 waren noch insgesamt 142 Betriebe betroffen
(Bundesministerium fur Ern&hrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz 2006;
Bundesministerium fur Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz 2007;
Bundes-ministerium fur Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz 2008;
Bundesministerium fir Ern&hrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz 2009).

Wahrend die Mortalitat in Deutschland in beiden Jahren relativ gering blieb, war
die Letalitat bei Schafen sowohl 2006 als auch 2007 deutlich héher als bei Rindern
(2006 37.5 % bzw. 6.4 %, 2007 41.5 % bzw 13.1 %). Es muss jedoch betont
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werden, dass bei dieser Epidemie zahlreiche Kklinische Félle von
Blauzungenkrankheit bei Rindern auftraten, wahrend an anderen Serotypen
hauptsachlich Schafe erkranken (Thiry et al. 2006; Conraths et al. 2009).

Als wichtigster Vektor fir diesen Seuchenausbruch in Deutschland konnte
Culicoides obsoletus identifiziert werden (Mehlhorn et al. 2007; Clausen et al.
2009).

Neben dem Vektor sind auch der Wirt und die Virulenz des Virus wichtige
Faktoren fir die Epidemiologie der Blauzungenkrankheit. So sind z.B. alle
Schafrassen fir BTV empfanglich, aber in unterschiedlichem MaBe. Rassen, die in
endemischen Gebieten nicht vorkommen und dorthin importiert werden, oder
Schafe am Rand eines enzootischen Gebietes erkranken schwerwiegender (Ward
1994; MacLachlan et al. 2008).

3. Impfung gegen BTV

Impfkampagnen gegen die Blauzungenkrankheit sollen mehrere Zwecke erflllen.
Hauptsachlich geht es um das Verhindern einer klinischen Erkrankung beim
Individuum. Durch das Ausbleiben der Viramie wird auch die Verbreitung des Virus
verhindert und die Sicherheit beim Verbringen von empfanglichen Tieren in und

aus endemischen Gebieten gewahrleistet (Savini et al. 2008).

Der ideale Impfstoff gegen BTV wirde nach einmaliger Anwendung gegen
maoglichst viele Serotypen schitzen, kdnnte seine Virulenz nicht zurlickerlangen
und nicht mit zirkulierenden Stdmmen rekombinieren. AuBerdem wirde das
Impfvirus nicht in den Vektoren replizieren und ware von einer nattrlichen Infektion
zu unterscheiden (DIVA) (Roy et al. 2009).

3.1. Impfstoffe gegen verschiedene Serotypen von BTV

3.1.1. Impfstofftypen

Ein Schutz vor Viruserkrankungen kann durch attenuierte Lebendimpfstoffe
(modified live vaccines, MLV), inaktivierte Viren oder virale Fragmente

gewahrleistet werden. Letztere werden entweder aus infektiosem Material isoliert
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(Subunit-Impfstoffe) oder mittels gentechnischer Methoden produziert, indem
kodierende Virusgene in Bakterien, Hefen, andere Zellen oder Viren eingeschleust
werden. Trager, die z.B. BT-Virusprotein herstellen, sogenannte Vektoren, nennt
man rekombinante Impfstoffe (Roy et al. 1990). Speziell mit BTV ist es auch
gelungen, so genannte leere Partikel (empty particles) herzustellen, die keine
genetische Information mehr enthalten, also nicht infektiés sind, aber sonst alle
Partikelproteine besitzen. Das waren ideale Impfantigene. Sie sind aber nicht in
ausreichendem MaBstab herstellbar (French und Roy 1990).

MLV Impfstoffe sind gunstig in groBen Mengen herzustellen und gewahrleisten
eine gute Immunantwort nach einmaliger Applikation, da sie im geimpften Tier
begrenzt replizieren kénnen. Dadurch ist es aber mdglich, dass das Impfvirus
durch den Vektor weiterverbreitet wird, seine Virulenz wiedererlangt und sich
eventuell mit einem Feldvirus reassortiert. AuBerdem sind nach Impfungen mit
MLV Impfstoffen Fieber, Aborte, Rlickgang der Milchproduktion und Verminderung
der Spermaqualitéat bei Schafen und Rindern festgestellt worden (Savini et al.
2008).

Inaktivierte Impfstoffe sind weniger effektiv als MLV und erfordern in der Regel ein
Adjuvans (Eschbaumer et al. 2009a). lhr Nachteil besteht in den hohen
Produktionskosten, da groBe Mengen an Antigen bendtigt werden. AuBerdem
erfordern sie mehrere Immunisierungen, da sie nur eine transiente Immunitat

induzieren (Savini et al. 2008).

Rekombinante Impfstoffe wurden mehrfach experimentell beschrieben. Sie bieten
eine hohe Sicherheit, da sie nicht lbertragbar sind. AuBerdem sind sie leicht als
polyvalente Impfstoffe einzusetzen und bieten rasch eintretenden Schutz. Sie
ermdglichen die Unterscheidung geimpfter von natdrlich infizierten Tieren (DIVA).
Allerdings erfordern sie noch weitere Entwicklung, bevor sie im groBen Stil im Feld

eingesetzt werden kénnen (Roy et al. 2009).

3.1.2. Impfkampagnen

MLV Impfstoffe wurden in Europa gegen BTV-2, -4, -9 und -16 eingesetzt. Sie
wurden fir diesen Zweck mit Sondergenehmigung aus Sidafrika importiert.
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Der erste inaktivierte Impfstoff, der in Europa angewendet wurde, war der Impfstoff
gegen BTV-2 im Jahr 2005. Monovalente BTV-4 und bivalente BTV-2 und -4
Impfstoffe wurden entwickelt und in Korsika, Spanien, Portugal und Italien
angewendet (Savini et al. 2008). Sie erwiesen sich als sicher und effektiv durch
Pravention von Krankheitssymptomen und Viramie bei Belastungsinfektion von
Rindern (Savini 2009). Auch ein inaktivierter Impfstoff gegen BTV-16 wurde mit
demselben Resultat an Schafen getestet (Savini et al. 2007).

3.1.3. Impfung in Deutschland

Laut Verordnung zur Durchfihrung gemeinschaftlicher Vorschriften Gber
MaBnahmen zur Bekadmpfung, Uberwachung und Beobachtung der
Blauzungenkrankheit  (EG—Blauzungenbekdmpfungs-Durchflihrungsverordnung)
durfen ,empfangliche Tiere [..] gegen Blauzungenkrankheit des Serotyps 8 nur mit
inaktivierten Impfstoffen, bei deren Herstellung Virusstamme des Serotyps 8
verwendet worden sind, geimpft werden. Wer Rinder, Schafe oder Ziegen halt, hat

die Rinder, Schafe und Ziegen seines Bestandes [...] impfen zu lassen®.

».---] Die nachfolgend aufgefUhrten Impfstoffe [...] bedurfen keiner Zulassung fur

das Inverkehrbringen und das Anwenden:

1. BTVPUR AlSap 8 der Firma Merial
Zulvac 8 der Firma Fort Dodge

BLUEVAC-8 der Firma CZ Veterinaria

> 0D

Bovilis BTV 8 der Firma Intervet.”

(Verordnung tber bestimmte Impfstoffe zum Schutz vor der Blauzungenkrankheit;

BlauzungenImpfStV)

Impfstoff-Zulassungsverfahren auf EU-Ebene sind langwierige Unterfangen und
erfordern eine ganze Reihe von Schritten (Schwanig 2002). Deshalb sind solche
Ausnahmen von der Zulassung nétig, wenn Notsituationen angesichts neuer
Infektionskrankheiten entstehen. Eine neue Infektionskrankheit ist eine Krankheit,
deren Inzidenz in einer bestimmten Population wéhrend einer bestimmten Zeit

signifikant steigt im Vergleich zur Gblichen epidemiologischen Situation dieser
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Infektionskrankheit (Saegerman et al. 2007). Die Mdglichkeit der Ausnahme von
der Zulassung ist in Artikel 8 der EU-Richtlinie 2001/82/EC festgehalten.

Der Impfstoff BTVPUR AlSap 8 der Firma Merial ist seit Marz 2009 EU-weit
zugelassen (EMEA 2009).

Durch die Immunitadt konvaleszenter Tiere gegen eine Reinfektion und die
Durchfiihrung der Impfung ging die Zahl der BTV-Ausbrtche in Deutschland 2008
erheblich zurlck (Conraths et al. 2009).

4. Immunreaktionen

4.1. Immunreaktionen nach natiirlichen BTV-Infektionen

Sowohl humorale als auch =zellulare Mechanismen tragen abhangig vom
infektidsen Agens in unterschiedlichem MaBe zur Immunitat bei (Onions 1983).

Antikérper spielen bei BTV eine wichtige Rolle beim Schutz vor Reinfektionen,
indem sie das Virus noch vor der ersten Replikation neutralisieren. Dies konnte
durch Transfer von Immunserum auf naive Schafe (passive Immunisierung) und
anschlieBende experimentelle Infektion mit BTV belegt werden (Jeggo et al.
1984a). Die Qualitdt des Schutzes durch neutralisierende Antikdrper vor
homologer Belastungsinfektion variiert je nach Experiment. Dies liegt meist an der
Art, wie Protektion gemessen wurde. Statt der durch viele Faktoren
beeinflussbaren klinischen Reaktion sollte Entwicklung, Titer und Dauer der
Viramie als MaBstab gelten (Stott et al. 1985). Die Korrelation zwischen Titern der
neutralisierenden Antikdrper und Protektion bei Belastungsinfektion mit dem
homologen Serotyp gemessen an der Viramie ist gut (Luedke und Jochim 1968;
Lobato et al. 1997) bis nicht vorhanden (Jeggo et al. 1984b). Obwohl also ein
Serotyp-spezifischer Schutz durch Antikérper nachgewiesen wurde, Kkorreliert
dieser nicht unbedingt mit der Menge an neutralisierenden Antikérpern (Jeggo
1985).

Generell kommt es kaum zu Kreuzreaktionen zwischen Antikérpern gegen einen
Serotyp mit anderen Serotypen von BTV. Dennoch kdnnte dies bei eng

verwandten Serotypen vorkommen (Roy et al. 1994).
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Schafe, die mit BTV-5 infiziert worden waren, entwickelten einen maximalen Titer
an neutralisierenden Antikdrpern von 1:120 am flnfzehnten Tag nach der
Infektion. Es konnte im Agargelimmunodiffusionstest (AGID) keine Kreuzreaktion
mit anderen Serotypen festgestellt werden. Dasselbe gilt fir die experimentelle
Infektion mit BTV-2, -3 und -4. Jedoch waren Schafe, die nacheinander mit BTV-3
und -4 infiziert worden waren, gegen eine Infektion mit BTV-6 geschutzt. Hierbei
war jedoch nicht klar, ob dies ausschlieBlich auf neutralisierende Antikérper oder

auch auf eine zelluldre Immunantwort zurlickzufihren war (Jeggo et al. 1986).

Nach einer Infektion mit BTV konnten zytotoxische T-Lymphozyten nachgewiesen
werden, die nicht Serotyp-spezifisch waren. Dies gelang in Mausen (Jeggo und
Wardley 1982a) und in Schafen (Takamatsu und Jeggo 1989).

T-Lymphozyten, die zwei Wochen nach der Infektion mit BTV-3 von Schafen
gewonnen wurden, konnten bei deren naiven Zwillingen Fieber und Virdmie nach
einer Infektion mit dem homologen Serotyp reduzieren. Virusspezifische T-
Lymphozyten spielen also ebenfalls eine wichtige Rolle beim Schutz gegen BTV
(Jeggo et al. 1984a).

4.2. Immunreaktionen nach der Impfung gegen BTV

Bei inaktivierten Impfstoffen gegen BTV ist die Zugabe von Adjuvans entscheidend
fir die Entwicklung einer Immunantwort und ihrer Schutzwirkung gegen eine
Infektion (Stott et al. 1985).

Bei einmalig mit Bovilis BTV-8 geimpften Schafen wurde am Tag 14 nach der
Impfung mit dem sensitivsten ELISA bei 90 % der Tiere eine Serokonversion
festgestellt. 24 Tage nach einer zweiten Impfung, die vier Monate nach der ersten
erfolgte, zeigten alle verwendeten ELISA Testkits eine Serokonversion an. Von 20
geimpften Schafen hatten 16 nach der ersten Impfung Antikdrpertiter im SNT
zwischen 1 und 1,9 (logio). Nach der zweiten Impfung hatten alle Schafe
neutralisierende Antikdrper mit signifikant héheren Titern als nach der ersten
Impfung. Die Studie ergab des Weiteren, dass einmalig mit Bovilis BTV-8 geimpfte
Schafe 10 Monate nach der Impfung noch vor klinischen Symptomen und Virdmie

bei einer Belastungsinfektion geschitzt waren. Es war eine Korrelation zwischen
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den Titern der Antikérper bei der Belastungsinfektion (CELISA und SNT) und dem
Schutz gegeben (Oura et al. 2009).

In einer Studie, welche die Sicherheit der drei 2008 in Deutschland verwendeten
Impfstoffe untersucht hat, wurde der cELISA von VMRD zur Feststellung der
Serokonversion verwendet. Mit BLUEVAC-8 und BTVPUR AlSap 8 geimpfte
Rinder serokonvertierten drei Wochen nach der ersten Impfung zu 39 %, bzw.
64 %. Drei Wochen nach der zweiten Impfung hatten 98,7 % der Rinder
unabhangig vom Impfstoff serokonvertiert. Die mit den beiden oben genannten
Impfstoffen geimpften Schafe hatten drei Wochen nach der Impfung zu 71 % bis
87 % nachweisbare Antikdrper gebildet. Ein weiterer Impfstoff (Zulavac 8 Ovis,
Fort Dodge) muss laut Herstellerangaben zwei Mal appliziert werden. Drei
Wochen danach hatten 90 bis 100 % der Schafe serokonvertiert (Gethmann et al.
2009). Insgesamt drei Monate nach der ersten und neun Wochen nach der
zweiten Impfung waren bei diesen zweimal geimpften Schafen die hdchsten
Antikérpertiter im ELISA und SNT nachweisbar. Die Antikérpertiter der Schafe, die
einmalig mit BLUEVAC-8 geimpft worden waren, hatten die niedrigsten
Antikérpertiter von 1:1 im Median im cELISA, 1:4 bis 1:16 im sELISA und <1:2 bis
1:8 im SNT. Nach einer Belastungsinfektion zu diesem Zeitpunkt stiegen die
Antikérpertiter bei allen Schafen deutlich an. Auch wenn der cELISA weniger
sensitiv als der sELISA war, war der festgestellte Trend der Antikérpertiter doch
derselbe. Obwohl der Nutzen von zweifacher Impfstoffapplikation auf die H6he des
Antikérpertiters beim Schaf gezeigt wurde, waren unabhangig vom Impfstoff alle
geimpften Schafe nach einer Belastungsinfektion geschltzt und entwickelten
weder eine Virdmie noch klinische BT Symptome (Eschbaumer et al. 2009a). Eine
Arbeitsgruppe (Oura et al. 2009) konnte einen und sieben Tage nach der s.c.
Impfung von Schafen mit Bovilis BTV-8 mittels Reverse Transkriptase realtime
Polymerasekettenreaktion (RT-gPCR) keine RNA des Impfvirus nachweisen. Dies
wird durch eine weitere Untersuchung mit dem Impfstoff BTVPUR AlSap 8 fir die
s.c. Applikation des Impfstoffes bestatigt (Eschbaumer et al. 2010). Auch mit
unverdinntem Impfstoff konnten aufgrund von enthaltenen PCR-Inhibitoren keine
quantification cycle (cq) Werte erhoben werden. Jedoch wurden im verdlnnten
Impfstoff selbst und bei i.v. geimpften Schafen bis zu drei Tage nach der Impfung
BTV Genom nachgewiesen. Es wurden eine Pan- und eine BTV-8-RT-gPCR

verwendet, wovon erstere mit der in dieser Arbeit verwendeten Ubereinstimmt. Die
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vollstandige intravendse Applikation des Impfstoffes ist unwahrscheinlich, aber in
kleinen Dosen nicht auszuschlieBen. Daher spielt die Nachweisbarkeit von

Impfvirus mit der RT-qPCR eine Rolle (Eschbaumer et al. 2010).

5. Moglichkeiten der BTV-Diagnostik

5.1. Serologische Diagnostik

Zum Nachweis von Antikérpern gegen BTV wurden Agargelimmunodiffusion
(AGID), Antikérper-ELISA und Komplementbindungsreaktion (OIE), weniger h&ufig
auch Serumneutralisationstest, Hamagglutinationshemmtest, und Plaque-

neutralisationstest angewendet (Afshar 1994).

Der AGID ist zwar rasch und einfach anzuwenden, aber wenig sensitiv und wenig
spezifisch und lasst keine quantitative Aussage =zu. Kreuzreaktionen mit

Antikdrpern gegen andere Orbiviren sind dokumentiert (Afshar 1994).

Afshar beschreibt in seinem Ubersichtsartikel diverse Antikdrper-ELISAs, die als
Alternative zum AGID Test in den 1980ern entwickelt wurden. Der indirekte ELISA
erwies sich als sensitiv aber wenig spezifisch. Ein spater entwickelter blocking
ELISA war sowohl sehr spezifisch als auch sensitiv. Der gebrauchlichste und auch
als kommerzielles Kit erhéltliche ELISA war aber der kompetitive ELISA (CELISA),
der sich gegentber den damals bekannten serologischen Methoden als Uberlegen
erwies (Afshar 1994). Nicht nur Sensitivitdt und Spezifitdt spielen hierbei eine
Rolle, sondern auch rasche Durchfihrbarkeit, hoher Probendurchsatz und geringe
Kosten.

Ein kommerzielles ELISA Kit, welches in dieser Arbeit allerdings nicht verwendet
wurde, wurde wahrend der Epidemie 2006 in Belgien parallel zur Anwendung
einer RT-gPCR als Goldstandard evaluiert. Es ergab sich eine Sensitivitdt von
85,05 bei Schafen und von 88,65 bei Rindern. Dieses Ergebnis resultiert
wahrscheinlich daraus, dass am Beginn einer BTV-Infektion zwar schon
Virusgenom aber erst spater Antikdrper nachweisbar sind. Die Spezifitat lag flr
Schafe bei 98,46 und fir Rinder bei 97,80. Das heiBt, es gab keinen signifikanten
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Unterschied bei der Effizienz des Testes zwischen den beiden untersuchten

Spezies (Vandenbussche et al. 2008).

Das in dieser Arbeit verwendete Testkit der Firma VMRD wurde in Frankreich
anhand natlrlich mit BTV-2 infizierter und mit einem attenuierten Lebendimpfstoff
desselben Serotyps geimpfter Schafe evaluiert. Goldstandard fir den Nachweis
der Virusprasenz war wiederum eine RT-gPCR. Mit dem vom Hersteller
vorgeschlagenen cut-off von 50 % des Mittelwertes der optischen Dichte (OD) der
Negativkontrolle lag die Sensitivitdt des ELISA 14 Tage nach der Impfung bei
35,7 % und am Tag 28 nach der Impfung bei 100 %. Bis zur dritten Woche nach
der Impfung ist die Sensibilitdt héher bei einem cut-off unter 50 %. Die Spezifitat
lag knapp unter 100 %. Sensitivitdt und Spezifitdt lagen bei der Untersuchung
naturlich infizierter Schafe bei 78 % bzw. 85 % (Biteau-Coroller et al. 2006).

Bei einem Ringversuch in 23 Européaischen Referenzlaboren wurde zunachst die
Fahigkeit der verwendeten kommerziellen ELISA Kits untersucht, Antikdrper gegen
alle 24 bekannten Serotypen von BTV festzustellen. Der in dieser Arbeit
verwendete VMRD ELISA war dazu in der Lage, wahrend sich andere Kits als

weniger zuverlassig erwiesen.

In einem weiteren Ringversuch in 19 Referenzlaboren wurde die Kapazitat der
dort verwendeten cELISA Kits und PCRs evaluiert, den aktuell zirkulierenden
BTV-8 Stamm nachzuweisen. Dazu wurden Blutproben von experimentell
infizierten Rindern und Schafen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion
von den Laboren untersucht. Dabei konnte der VMRD ELISA wie drei weitere Kits
beim Schaf sieben und beim Rind neun Tage nach der Infektion erstmals
Antikérper nachweisen. Mit einem Kit gelang dies schon am Tag sechs bzw.
sieben und mit einem weiteren erst am 21. Tag nach der Infektion (Batten et al.
2008).

Mittlerweile gibt es neue kommerzielle Sandwich ELISA (sELISA) Kits auf dem
Markt. Bei einem direkten Vergleich mit drei cELISA Kits konnten die SELISA Kits
bei einer gréBeren Anzahl geimpfter Tiere sieben Tage nach der Impfung
Antikdrper nachweisen. Das in dieser Arbeit verwendete Testkit von VMRD konnte
14 Tage nach der Impfung bei allen untersuchten Rindern und bei 16 von 17

untersuchten Schafen Antikérper nachweisen. Bei der Untersuchung von
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Verdinnungen von Seren geimpfter und feldinfizierter Rinder und Schafe erwiesen
sich ebenfalls die sELISA als die sensitivsten und konnten die héchsten
Antikérpertiter nachweisen. Der cELISA vom VMRD erwies sich im Vergleich zu
den beiden anderen cELISA als weniger sensitiv, daflir spezifischer als das
Uberarbeitete Pourquier Bluetongue Competition Kit, welches zu Beginn der

vorliegenden Arbeit noch nicht verfigbar war (Wéackerlin et al. 2009).

Beim Nachweis von Antikdrpern bei Schafen, die mit Bovilis BTV-8 geimpft
wurden, konnten die sELISA 7, 14 und 28 Tage nach der Impfung signifikant mehr
serokonvertierte Schafe identifizieren als die cELISA, was mit der hd&heren
Sensitivitat der ersteren Tests zusammenhangt (Oura et al. 2009).

Der Goldstandard zur Feststellung Serotyp-spezifischer Antikérper ist der SNT. Er
weist nicht wie die verwendeten cELISA Kits das in allen Serotypen hoch
konservierte Strukturprotein VP7 nach, sondern direkt die Fahigkeit der gebildeten
Antikérper, das BT Virus zu neutralisieren und somit die Zellinfektion zu

verhindern.

5.2. Nachweis der zellularen Immunantwort

Die Aktivitat von T-Zellen kann entweder direkt durch Nachweis von spezifischen
Aktivierungsmarkern der Zellen selbst oder indirekt durch den Nachweis von
Zytotoxizitdt oder der Antigen-induzierten Sekretion von Zytokinen gemessen

werden.

Ein Test zur Messung der Zytotoxizitdt von T-Lymphozyten ist der *'Chrom-
Freisetzungstest. Mit radioaktivem Chrom markierte Zellen werden mit BTV
infiziert und mit PBMC von dem zu untersuchenden Tier inkubiert. Die
zytotoxische Aktivitdt der T-Lymphozyten wird anhand der Radioaktivitat im
Uberstand gemessen (Jeggo und Wardley 1982b).

Limitierende Verdinnungskulturen (limiting dilution assays, LDA) werden je nach
Versuchsaufbau zum Nachweis von Zytokinen oder Zytotoxizitat verwendet. Man
testet die Reaktion von T-Zellen auf ein Antigen in Form von Zytokinfreisetzung
oder zytotoxischer Aktivitat mit verschiedenen Anzahlen von T-Zellen Diese Tests
sind aufwandig und unzuverlassig (Doherty 1998).
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Eine Mdglichkeit, eine antigenspezifische Reaktion sowohl von T-Helferzellen als
auch durch zytotoxische T-Zellen zu Uberprifen, ist der Nachweis von Interferon-
gamma (IFN-y) (Smith et al. 2001). Die ELISPOT Technik erlaubt es, aktivierte T-
Zellen als individuelle IFN-y sekretierende Zellen nachzuweisen (Czerkinsky et al.
1988). Somit ist diese sensitiver als der Zytokin-ELISA (Cox 2006) und als LDA
(Lalvani et al. 1997).

IFN-y erflllt eine Reihe von Funktionen. Unter anderem reguliert es die
Antigenprasentation bei Makrophagen und wirkt chemotaktisch auf Leukozyten. Es
verstarkt die Aktivitdt von natdrlichen Killerzellen (NK) und reguliert die Bildung
von Immunglobulinen durch B-Lymphozyten (Schroder et al. 2004). Die T-
Lymphozyten Subpopulation der so genannten T-Effektor-Memory-Zellen stellt ein
Korrelat zu einem Schutz vor Infektionen dar, der binnen weniger Stunden
wirksam werden kann, indem zahlreiche Effektormolekile wie IFN-y sezerniert
werden (Todryk et al. 2009).

IFN-y  wurde friher als Immuninterferon bezeichnet und wird auf
antigenspezifischen Reiz gebildet. Die S&ugerspezies haben alle eigene IFN-y
Molekilstrukturen. Die Struktur von bovinem IFN-y wurde untersucht und mit der
von Hase und Mensch verglichen. Beim Schaf ist lediglich die Primarstruktur des
Proteins bekannt. Diese stimmt zu 97 % mit bovinem IFN-y Uberein (Randal und
Kossiakoff 2000).

Die Bildung von IFN-y ist starken Schwankungen unterworfen. Der interindividuelle
Unterschied nach einer polyklonalen Stimulation mit Mitogenen wie ConA lag bei
Schafen beim Faktor zehn. Auch die intraindividuellen Unterschiede zu
verschiedenen Zeitpunkten der Untersuchung waren ahnlich hoch (Wattegedera et
al. 2004).

Neben ConA eignen sich als Mitogene fir bovine und ovine PBMC auch
Phytohdmagglutinin (PHA) (Stirtzinger et al. 1986) und Pokeweed Mitogen (PWM)
(Taylor und Strickland 1998).

Der direkte Nachweis von antigenspezifisch aktivierten T-Zellen kann auch Gber
deren Proliferation erfolgen. Die Stimulierbarkeit der Lymphozyten durch ein
Antigen wird gemessen durch Inkubation mit dem Antigen unter Zugabe von

radioaktiv markiertem Thymidin und anschlieBender Messung der Inkorporation
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des Radionuklids in die zellulare DNA (Stott et al. 1985). Solche und &hnliche
(Lacetera et al. 2002) Lymphoproliferationsassays sind allerdings nicht quantitativ
und koénnen keine T-Zell Subpopulationen unterscheiden. Mithilfe der
Durchflusszytometrie kann dies mittlerweile erreicht werden. Die PBMC werden
z.B. mit Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) gefarbt. Die Farbintensitat
der Zellen nimmt von Generation zu Generation ab, somit kann die Anzahl der
Zellteilungen bestimmt werden. Des Weiteren kdénnen T-Zell Subpopulationen
mithilfe  von  spezifischen Oberflachenmarkern  unterschieden  werden
(Sathiyaseelan und Baldwin 2000). Die durchflusszytometrische Untersuchung
von CFSE-gefarbten Zellen ist momentan eine der informativsten Techniken, um
Zellproliferation zu untersuchen (Luzyanina et al. 2007).

5.3. Virologische Diagnostik

Die am raschesten durchfiihrbare und sensitivste sowie hoch spezifische Methode
ist sicherlich die PCR, die BTV-spezifische RNA detektiert.

In einem Ringversuch, an dem 19 Europaische Referenzlabore teilnahmen, wurde
die Sensitivitat der verwendeten BTV-PCRs evaluiert. Das Blut von experimentell
infizierten Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion sollte
untersucht werden. Die in Deutschland verwendete RT-qPCR fand sich in der
Gruppe der sensitivsten Methoden. BTV-Genom beim Schaf konnte von beiden
Laboren, die diese RT-gPCR angewendet haben, drei Tage nach der Infektion
nachgewiesen werden. Beim Rind gelang dies in einem der beiden Labore zwei
Tage nach der Infektion wund im anderen Labor zum néachsten
Untersuchungszeitpunkt, ndmlich finf Tage nach der Infektion (Batten et al. 2008).

Die in dieser Arbeit verwendete PanBTV RT-qPCR amplifiziert 75 Basen am
5 Ende des Gensegments 5. Dieses wurde ausgewahlt, weil es ausreichend
konservierte Sequenzen enthalt, um Primer und Sonden herzustellen, die alle 24
Serotypen von BTV erkennen (Toussaint et al. 2007a). Die spezifische BTV-8 RT-
gPCR weist eine Genomsequenz des Segments 6, das fir NS1 kodiert, nach
(Conraths et al. 2009). Die verwendeten internen Kontrollen (IC) zum Ausschluss
falsch negativer Ergebnisse entstammen einer Auswahl neuer und optimierter I1C
(Hoffmann et al. 2006).
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Eine altere und weniger sensitive, daflr zeitaufwandigere Methode, virale RNA
nachzuweisen, ist die Hybridisierung definierter und markierter Sonden mit

extrahiertem Virusgenom (Northern Blot), welches an Feststoffe gebunden ist.

Eine seit langem bekannte Methode ist die Virusisolierung. Sie gelingt bei akut
infizierten Tieren am besten aus Blut, aber auch aus Sperma und Lé&sionen an
Schleimhauten des Atmungs- und Verdauungstrakies und der GefaBe. Das
aufbereitete Probenmaterial wird bebriteten Huhnereiern i.v. injiziert. BTV
infizierte HUhnerembryonen sterben binnen 24 Stunden ab und sind durch
massive Hamorrhagien kirschrot. Organsuspensionen infizierter Embryonen
werden daraufhin auf Zellkulturen Gberflhrt und das Virus in vitro adaptiert. Bei
Kultivierung des BTV in S&ugerzellen tritt ein zytopathischer Effekt in Form von
Zytolyse auf (Afshar 1994). Typisch fur BTV-infizierte Zellen sind tubuldre
Strukturen im Zytoplasma, die aus NS1 bestehen (Eaton und Crameri 1989). Die
Isolierung des Virus mittels Zellkultur oder in Schafen ist weniger sensitiv als Gber

embryonierte Hihnereier. Alle drei Methoden sind von der OIE anerkannt (OIE).

Mittels Immunfluoreszenz kénnen BT-Viren nachgewiesen aber keine Serotypen
unterschieden werden. Anwendung findet dies in diversen Studien beim Nachweis
von BTV in infizierten Zellkulturen, embryonierten Hihnereiern und in Culicoides
spp (Ruckerbauer et al. 1967; Jennings und Boorman 1980; Jochim und Jones
1983; Afshar 1994). Eine weitere immunhistochemische Methode ist die
Peroxidase-Antiperoxidase (PAP) Technik, die eine rasch durchfihrbare, prazise
und spezifische Methode darstellt, BTV nachzuweisen (Cherrington et al. 1985).

Auch die Avidin-Biotin-Komplex (ABC) Detektion fand erfolgreich Anwendung.

Ein Antigen-ELISA erwies sich als hochsensitiver Test zum Nachweis von BTV in
Gewebesuspensionen von Culicoides spp. (Afshar 1994).

Ein Virusneutralisationstest oder Plaqueneutralisationstest kann nicht nur zum
Nachweis Serotyp-spezifischer neutralisierender Antikérper sondern auch zur
Serotypisierung von BTV angewendet werden (El Hussein et al. 1989; Afshar
1994).

Hamagglutinations- und Hamagglutinationshemmtest haben sich als nicht flr die
Diagnostik standardisierbar herausgestellt und wurden daher nicht in groBem
Umfang genutzt (Hibschle 1980; Van der Walt 1980; Afshar 1994).
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Mittels Elektronenmikroskopie kdnnen zwar Strukturen von Reoviren erkannt, aber
BTV nicht eindeutig identifiziert werden. Hierfir sind weitere immun-

elektronenmikroskopische Schritte notwendig (Afshar 1994).
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I1I. MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1. Herkunft der Tiere

Aus umfangreichem Datenmaterial wurden Betriebsleiter kontaktiert. Sofern die
Tiere noch nicht gegen BTV-8 geimpft waren und die Betriebsleiter dem Vorhaben

zustimmten, wurden die Tiere beprobt.

Abb. Ill.1: Standorte der 22 Betriebe in Bayern

In die Untersuchung wurden insgesamt 22 Betriebe aus ganz Bayern integriert.
Davon waren sechzehn Mischbetriebe, vier reine Schafbetriebe und zwei
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Rinderbetriebe. Die Gesamtanzahl der Rinder und Schafe sowie die Zahl der

davon untersuchten Tiere sind in Tab. Ill.1 angegeben.

Tab. Ill.1: Ausgewahlte Betriebe mit Angabe der Gesamtzahlen der Tiere und der davon
untersuchten Tiere.

Betriebs Nr. | nj,sq Rind Nyrob RiNd Ninsg Schaf Nprob SChaf
1 55 37 11 11
2 126 56 58 39
3 78 46 23 21
4 133 60 20 18
5 160 62 12 12
6 105 42 22 19
7 37 25 23 18
8 39 27 220 66
9 62 39 13 10
10 101 50 14 13
11 167 61 41 30
12 108 51 13 13
18] 13 13 0 0
14 95 50 24 20
15 183 60 50 20
16 0 0 19 19
17 4 4 19 19
18 0 0 19 14
19 0 0 19 19
20 0 0 19 19
21 13 13 78 78
22 18 18 0 0

Summe 1497 714 717 478

Ninsg: Gesamtzahl der Tiere im Betrieb
Nprob: Zahl der untersuchten Tiere
grau hinterlegt: Tiergruppe, aus der Rinder oder Schafe zur Impfkontrolle ausgewahlt wurden

Es wurden zwischen vier und 183 Rinder und zwischen elf und 220 Schafe in den
Betrieben gehalten. Im Durchschnitt waren das 83 Rinder pro Rinder- oder
Mischbetrieb und 38 Schafe pro Schaf- oder Mischbetrieb.
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Einige Proben aus der Routinediagnostik des LGL, bei denen BTV-8 Genom
nachgewiesen worden war, wurden im Rahmen dieser Studie mittels Bluetongue
Virus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD) und Serumneutralisationstest untersucht.
Von diesen Tieren lagen mit Ausnahme von denen aus dem Betrieb Nr. 22 keine
weiterreichenden Informationen oder weitere Proben vor. Sie sind in Tab. lll.1 nicht
aufgeflihrt, werden aber im Kapitel ,Immunreaktionen bei natdrlich infizierten
Tieren* (111.2.10) erwéahnt. Erste Proben der Rinder aus dem Betrieb Nr. 22
stammten auch aus der Routinediagnostik des LGL. Die Tiere wurden aber
mehrmals mittels Bluetongue Virus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD), IFN-y
ELISPOT und Serumneutralisationstest (SNT) untersucht. Daher wird der Betrieb
zu den ausgewahlten (Tab. I1l.1) gez&hlt.

1.2. Fragebogen

Bei allen untersuchten Betrieben wurden folgende Daten in Form eines
Fragebogens erhoben:

1. Allgemeine Informationen zum Betrieb: Adresse und Kontaktdaten

2. Tiere: Alle auf dem Hof gehaltenen Tiere und Anzahl der Rinder und Schafe

(eingeteilt in Altersgruppen), Nutzungsart und Rassen der Rinder und Schafe
Haltung der Rinder und Schafe: Haltungsform, Weidenutzung

Zukaufe und Abgéange (Grinde)

BT-&hnliche Symptome bei Rindern

I

Impfung gegen BTV-8 und Insektenbekampfung

Dieser Fragebogen ist vollstandig in Kapitel 1X.1.1 dargestellt.

1.3. Probenentnahme und Aufbereitung

Die Blutproben wurden beim Rind aus der Vena coccygea, beim Schaf aus der
Vena jugularis mittels Vacutainer System (Becton Dickinson GmbH) entnommen.
Zum Transport ins Labor wurden die Proben in einer Kihlbox und im Labor bis zur

weiteren Bearbeitung im Kihlraum bei 2-7 °C gelagert.
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Beim Nativblut wurde durch Zentrifugation (Centrifuge 5810 R, Eppendorf) das
Blutserum von zellularen Bestandteilen und Fibrin getrennt. Das Serum wurde in
ein verschlieBbares Roéhrchen dberfihrt und bei -20 °C bis zur Untersuchung

gelagert.

Das EDTA-Vollblut wurde spatestens innerhalo von 3 Tagen nach der
Blutentnahme mittels BTV-RT-qPCR untersucht.

Fir den IFN-y ELISPOT sind lebende Zellen notwendig und daher musste das
entnommene Blut noch am selben Tag verarbeitet werden. Neben EDTA-Vollblut
fir den IFN-y ELISPOT selbst wurde von gleichen Individuen auch Nativblut
entnommen, so dass der Ak-Titer bestimmt werden konnte.

1.4. Impfstoffe

Die bei den Untersuchungen verwendeten Impfstoffe sowie ihre Bestandteile,
Dosierung und Art der Anwendung sind im Folgenden aufgefiihrt. Diese

Informationen stammen aus der jeweiligen Gebrauchsinformation.

BLUEVAC-8

Hersteller:

CZ Veterinaria S.A. (Porrino, Spanien)

Zusammensetzung:
Blauzungenvirus Serotyp 8 >32 E' anti-VP7
Thiomersal 0,2 mg
Lésungsmittel Al(OH)s; und Quil A ad 2 ml
Dosierung:

Schafe: 2 ml, Rinder: 4 ml
Art der Anwendung:

Schafe: Eine Impfdosis ab einem Alter von 3 Monaten.
Rinder: Ab einem Alter von 3 Monaten sollen 2 Impfdosen im Abstand
von 3 bis 4 Wochen verabreicht werden.

' Eine Elisaeinheit: Inverse héchste Serumverdiinnung mit positiver anti-VP7 Antwort
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BTVPUR AlSap 8

Dieser Impfstoff ist von der European Medicines Agency (EMEA) zugelassen.

Hersteller:
Merial S.A.S. (Hallbergmoos)

Zusammensetzung:
Blauzungenvirus Serotyp 8 Antigen >0,72 SN.E."
Aluminiumhydroxid 2,7 mg
Saponin 30 HE 2
Lésungsmittel ad 1 ml
Dosierung:

Schafe und Rinder: 1 ml
Art der Anwendung:
Schafe: Eine Injektion ab einem Alter von einem Monat. LAmmer von
geimpften Mittern ab einem Alter von 2,5 Monaten.
Rinder: 1. Injektion ab einem Alter von einem Monat. Kalber von
geimpften Mittern ab einem Alter von 2,5 Monaten.
2. Injektion: einen Monat spéter.

' Impfdosis, um eine Serokonversion von 1 log10 (PDso) zu erreichen

2 Hamolytische Einheiten

Bovilis BTVS8

Hersteller:

Intervet (UnterschleiBheim, Deutschland)

Zusammensetzung:
BTV-8 Antigen ' 500 Einheiten
Aluminiumhydroxid (100 %) 16,7 mg
Saponin 0,31 mg
Dosierung:

Schafe und Rinder: 1 ml
Art der Anwendung:

Schafe: Schafe ab einem Alter von einem Monat sollten einmal mit einer
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Rinder:

Dosis von 1 ml s.c. geimpft werden. Der Zeitpunkt flr eine

Auffrischungsimpfung ist bis jetzt noch nicht festgelegt aber es

wird empfohlen, die Tiere spatestens 2 Wochen vor jeder

Risikoperiode zu impfen.

Rinder ab einem Alter von einem Monat sollten zweimal im

Abstand von 3 Wochen mit je einer Dosis von 1 ml s.c. geimpft

werden. Auffrischungsimpfung siehe Schafe.

' Antigen des viralen Erregers der Blauzungenkrankheit (Serotyp 8) in einer Menge, die vor der

Inaktivierung mindestens 500 Antigeneinheiten/ml entsprach

1.5. Viren

Alle Serotypen des Bluetongue Virus

(BTV),

die bei den

im folgenden

beschriebenen Tests zum Einsatz kamen, wurden dankenswerterweise von Dr. G.

Savini,

OIE Reference Laboratory for

Bluetongue,

Instituto  Zooprofilattico

Sperimentale dell’ Abruzzo e del Molise “G. Caporale®, ltalien, zur Verfligung

gestellt.

Tab. 1ll.2: Stamm und Herkunft der eingesetzten BTV Serotypen

Virus BTV1 BTV2 BTV4 BTV8 BTV16

Stamm 88703 10826/12 93036 80747/13 94280

(2006) (2005) (2003) (2008) (2002)

Herkunft ltalien Italien ltalien ltalien Italien

Charge 04707 01707 03/°06 01708 01706
1.6. Zellen

Bovine und ovine mononukledre Leukozyten aus dem Blut (peripheral blood

mononuclear cells, PBMC):

Diese Zellen wurden aus dem Blut der fir die Versuche herangezogenen

Rinder und Schafe gewonnen und direkt nach ihrer Gewinnung als
frische PBMC verwendet.

Vero-Zellinie (ATCC, Nr. CCL-81)

Diese Zellen wurden zur Vermehrung der eingesetzten Serotypen von
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BTV und als Indikatorzellen bei der BTV Titration und beim

Serumneutralisationstest verwendet.

1.7. Antikorper, Enzym und Mitogene fiir ELISPOT

a) Antikorper
Fangerantikérper (FAk): MCA2112

(Mouse Anti Bovine Interferon Gamma)

Detektorantikérper (DAk): MCA1783B

(Mouse Anti Bovine Interferon Gamma:Biotin)

b) Enzym
Streptavidin:HRP (S-HRP)

c) Mitogene
Concanavalin A (ConA)
Phytohemagglutinin (PHA)

Lection from Phytolacca americana
(pokeweed mitogen, PWM)

1.8. Chemikalien

0,5% Trypsin

Amino Acids Non Essential (NEA)
Ammoniumchlorid

Aqua destillata (Water Purification System)
DEPC-treated Water
Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat
Dulbecco’s PBS (DPBS)

Dulbecco’s PBS without Ca & Mg

Ethanol absolut zur Analyse

Ethanol absolut

AbD Serotec, Disseldorf

AbD Serotec, DUsseldorf

AbD Serotec, Disseldorf

Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Minchen

Sigma Aldrich, Minchen

Gibco, Karlsruhe

PAA, Linz, Osterreich
AppliChem, Darmstadt
Millipore, Schwalbach
Ambion, Darmstadt

Serva, Amstetten, Osterreich
Gibco, Karlsruhe

PAA, Linz, Osterreich
Merck, Darmstadt

Serva, Amstetten, Osterreich
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Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetal Bovine Serum

Foetal Bovine Serum (FBS)
Formaldehyd 35%

Gentamicin (50 mg/ml)

Gentamicin Reagent Solution (50 mg/ml)

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogencarbonat

Kristallviolett

Lymphocyte Separation Medium LSM 1070

Minimal Essential Medium + Earle’s + L-

Glutamine
Natriumchlorid

RPMI 1640

100 x TE Puffer
Trypan blue 0,5% (w/v)

Tween 20

1.9. Reagenzien

1.9.1. cELISA

NaCl-Lésung:
Natriumchlorid

Aqua dest.

Stammloésung:
Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat
Kaliumhydrogenphosphat

Aqua dest.

Natriumphosphatpuffer:
NaCl-Lésung

Stammlésung

AppliChem, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin

PAA; Linz, Osterreich

Carl Roth, Karlsruhe

PAA, Linz, Osterreich

Gibco, Karlsruhe

Serva, Amstetten, Osterreich
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

PAA, Linz, Osterreich

Gibco, Karlsruhe

Serva, Amstetten, Osterreich
PAA, Linz, Osterreich

Sigma Aldrich, Miinchen
Biochrom AG, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe

89
ad 1000 ml

79
29
ad 1000 mi

80 %
20 %
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1.9.2. Serumneutralisationstest

Kristallviolettstamml6sung:
Kristallviolett
Ethanol

Kristallviolettlosung:
Kristallviolettstammldsung
Formaldehyd

Aqua dest.

Trypsinlosung:
0,5 % Trypsin
PBS ohne Ca und Mg

Zellanzuchtsmedium (ZAM):
FBS

Gentamicin
Minimal Essential Medium (MEM)

Zellerhaltungsmedium (ZEM):
FBS

Gentamicin

Minimal Essential Medium (MEM)

1.9.3. Interferon-gamma ELISPOT

Blockingpuffer Protokoll 1:
RPMI
FBS

Blockingpuffer Protokoll 2 und Leukozytenmedium:

RPMI
FBS
NEA

Gentamicin

15 % (wW/v)
g.s.

25%
5%
70%

10 %
90 %

10 %
0,2 %
89,8 %

2%
0,2 %
97,8 %

95 %
5%

88,8 %
10 %
1%
0,2 %



I1l. Material und Methoden 29

Detektorantikérper-Verdiinnungslosung:
PBS 99,5 %
FBS 0,5 %

Erythrozytenlysispuffer:

Ammoniumchlorid 8,02 g/l
Kaliumhydrogencarbonat 0,8 g/l
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 0,37 g/l

Trypanblaulésung:
PBS 9,4 ml
Trypanblau 0,5 ml

1.10.Reverse Transkriptions real time Polymerasekettenreaktion

Kontrollen

Interne Kontrolle (IC), entspricht EGFP INTYPE IC-RNA von Labor Diagnostik

(enhanced green fluorescent protein) Leipzig,
Plasmid
Extraktionskontrolle (EK) DEPC-Wasser wird bei der Extraktion

mitgefahrt und dient als EK

No Template Control (NTC) Als NTC dient der Mastermix, der
ohne Zugabe von Probenmaterial den
Thermocycler durchlauft

Positivkontrolle (PK) BTV-8 aus eigener Vermehrung

Primer und Sonden

Die in Tab. 1ll.3 und Tab. IIl.5 dargestellten Primer und Sonden dienen der
Detektion von BTV-spezifischen Genomsequenzen. Die in Tab. 1ll.4 und Tab. II.6
genannten Primer und Sonden dienen der Detektion der Genomsequenz der

Internen Kontrolle (IC).
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Tab. lll.3: BTV-8 Primer und Sonden fiir die BTV-8 RT-gPCR

Bezeichnung Sequenz (5’-3’) Hersteller

BTV-8 for AAT GGG ATG TGT GTC AAA CAA AAT TIB

BTV-8 rev CAA CTA ATT TAT ACG CTT TCG CC Molbiol,
Berlin

BTV-8 Sonde FAM-CTC CTC CGC ATC GGT CGC CGC-

TAMRA

Tab. 111.4: Enhanced Green Fluorescent Protein Nr. 4 (EGFP) Primer und Sonden zur Detektion der
IC flr die BTV-8 RT-gPCR

Bezeichnung Sequenz (5’-3’) Hersteller

EGFP (4) for CAG CCACAACGTCTATATCATG TIB

EGFP (4)rev | CTT GTA CAG CTC GTC CAT GC Molbiol,
Berlin

EGFP (4) Sonde | HEX-AGC ACC CAG TCC GCC CTG AGC A-

BHQ1

Tab. lIl.5: PanBTV Primer und Sonden fir die PanBTV RT-gPCR

Bezeichnung Sequenz (5’-3’) Hersteller

PanBTV for GGC AAC YAC CAAACATGGA TIB

PanBTV rev AAA GTY CTC GTG GCA TTW GC Molbiol,
Berlin

PanBTV Sonde

FAM- CYC CAC TGA TRT TGT ATT TTC TCA A-
TAMRA

Tab. 111.6: Interne Kontrolle: Enhanced Green Fluorescent Protein Nr. 1(EGFP) Primer und Sonden
zur Detektion der IC flr die PanBTV RT-qPCR

Bezeichnung Sequenz (5’-3’) Hersteller

EGFP (1) for GAC CAC TAC CAG CAG AACAC TIB

EGFP (1)rev | GAA CTC CAG CAG GAC CAT G Molbiol,
Berlin

EGFP (1) Sonde

Hex-AGC ACC CAG TCC GCC CTG AGC A-
BHQ1
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Primer- und Sondenmixe

Der zur Herstellung der Mixe verwendete 100 x TE Puffer wurde 1:1000 mit
DEPC-Wasser verdiinnt, so dass ein 0,1 TE Puffer entstand.

Tab. lI.7: BTV-8 Mix fur die BTV-8 RT-gPCR

Bezeichnung Ausgangskonzentration Volumen
BTV-8 for 100 pmol/pl 20
BTV-8 rev 100 pmol/pl 20
BTV-8 Sonde 100 pmol/pl 2,5 ul

TE Puffer 0,1 157,5 ul
Gesamtmenge BTV-8 Mix 200 pl

Tab. lI1.8: EGFP Mix Nr. 4 fur die BTV-8 RT-qPCR

Bezeichnung Ausgangskonzentration Volumen
EGFP for 100 pmol/ul 5l
EGFP rev 100 pmol/ul 5ul
EGFP Sonde 100 pmol/ul 2,5 ul

TE Puffer 0,1 187,5 ul
Gesamtmenge EGFP Mix 200 pl

Tab. II1.9: PanBTV Mix fiir die PanBTV RT-qPCR

Bezeichnung Ausgangskonzentration Volumen
PanBTV for 100 pmol/ul 30 ul
PanBTV rev 100 pmol/ul 30 ul
PanBTV Sonde 100 pmol/ul 2,5 ul

TE Puffer 0,1 137,5 ul

Gesamtmenge PanBTV Mix 200 pl
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Tab. lIl.10: EGFP Mix Nr. 1 fir die PanBTV RT-qPCR

Bezeichnung Ausgangskonzentration Volumen
EGFP for 100 pmol/pl 10 ul
EGFP rev 100 pmol/pl 10 ul
EGFP Sonde 100 pmol/pl 8,46 ul
TE Puffer 0,1 171,54 pl
Gesamtmenge EGFP Mix 200 pl
Mastermixe

Tab. lll.11: Mastermix far die BTV-8 RT-qPCR

Komponente Volumen
DEPC Wasser 3l
QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix 12,5 ul
QuantiTect Reverse Transkriptase (RT) Mix 0,25 ul
BTV-8 Mix 2.ul
EGFP Mix Nr. 4 2 ul
Interne Kontrolle RNA (IC) 0,25 ul

Total Volumen Mastermix

20 pl
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Tab. lll.12: Mastermix fiir die PanBTV RT-gPCR

Komponente Volumen
DEPC Wasser 10,5 ul
QuantiTect Virus Master Mix 5ul
QuantiTect Virus Reverse Transkriptase (RT) Mix 0,25 ul
PanBTV Mix 2ul
EGFP Mix Nr. 1 2ul

IC 0,25 pl
Total Volumen Mastermix 20 ul

1.11.Kits

Bluetongue Virus Antibody Test Kit, cELISA
Peroxidase Substrat Kit Vector VIP SK-4600

ELISA Test zum Nachweis von Antikérpern

gegen das VP7 Protein des Bluetongue Virus

(Pourquier Bluetongue Kompetition)
QIAmp Viral RNA Kit

QuantiTect Probe RT-PCR Kit
QuantiTect Virus RT-PCR Kit

1.12.Verbrauchsmaterialien

Combitips plus 2,5 ml, 5 mlund 10 ml
Cellstar Gewebekulturflasche
Mikrowellplatten TC Microwell 96F

Multiscreen HTS 96-well Filtration System
(ELISPOT-Platte)

PP-Roéhrchen, steril, 15 ml und 50 ml
Safe-Lock-Tubes 2 mi

VMRD, Pullman, WA, USA
Vector Laboratories; Eching

Institut Pourquier, Montpellier,

Frankreich

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Eppendorf, Hamburg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Nunc, Darmstadt

Millipore, Schwalbach

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg
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Serologische Pipetten (steril, einzeln

verpackt), 1 ml, 2 ml, 5 mlund 10 ml

Blutentnahme:

BD Precisionglide Kanle, steril

BD Vacutainer EDTA Rdhrchen

BD Vacutainer R6hrchen fir die

Serumanalyse

1.13.Gerate

Brutschrank:
CO., Brutschrank

ELISPOT Reader:
ViruSpot Reader

Heizblocke:
Block Heater (HB-2)

Thermomixer Comfort

Mikroskope:
Diavert
CKX 41

Mikrotiterplattenschittler:

Mikroshaker
MTS 4

Mikrotiterplattenwascher:

Atlantis-washer

Pipetten:

Einkanalpipette LTS 10-100 pl

Mehrkanalpipette L8 200 pl

Reference 0,5-10/2-20/10-100 / 50-200 /

VWR International, Darmstadt

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Binder, Tuttlingen

AID, Strassberg

Wealtec Corp., Sparks, NV, USA
Eppendorf, Hamburg

Leitz, Wetzlar

Olympus, Hamburg

Dynatech, Denkendorf
IKA, Staufen

Asys-Hitech, Gédensdorf

Rainin, GieBen
Rainin, GieBen

Eppendorf, Hamburg
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100-1000 pl

Research 10-100 / 100-1000 / 500-5000 pl
Research (8-Kanal) 30-300 ul

Multipette plus

Pipettierhilfe:
Easypet

Photometer:
Expert 96

Sicherheitswerkbanke:
Laminar Air Flow Class 100
BSB 6

BH 26

Hera safe

Thermocycler:
Mx 3005P

Vortex:

V-1 plus

Waage:
PC 4400

Zahlkammer:

Fuchs-Rosenthal

Zentrifugen:

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Asys-Hitech, Gédensdorf

Gelaire, Sydney, Australien
Gelaire, Sydney, Australien
Gelaire, Sydney, Australien

Heraeus, Hanau

Stratagene, Amsterdam,

Niederlande

Peglab, Erlanngen

Mettler, GieBBen

Brand GmbH, Wertheim

Centrifuge 5415 D, Rotor FA-45-24-11
Centrifuge 5810 R, Rotor A-4-81
Cryofuge 5500i, Rotor 75006478 K
Megafuge 1.0 R, Rotor 75007570

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
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1.14.Computerprogramme

Verwendungszweck Programm
Belegungsprogramm fur Mikrotiterplatten MikroBAS 2000 Routine
Diagramme Microsoft Excel
Elispotreadersoftware AID ViruSpot Application
Laborinternes Managementsystem (LIMS) Sample Manager 2004
Literaturverwaltung Endnote
Photometersoftware MikroWin 2000
Statistikprogramm SPSS
Textverarbeitungsprogramm Microsoft Word
Thermocyclersoftware Mx Pro Application

2. Methoden

2.1. Antikorper-ELISA

Der Nachweis von Antikbrpern gegen BTV wurde zur Feststellung der
Seropravalenz mit dem Pourquier Bluetongue Kompetition ELISA (Institut
Pourquier) laut Herstellerangaben durchgefuhrt. Im Falle eines positiven oder
fraglichen Ergebnisses wurde dies mit dem Bluetongue Virus Antibody Test Kit,
cELISA (VMRD) Uberprift. Eine Probe galt als positiv, wenn sie im Pourquier
Bluetongue Kompetition ELISA (Institut Pourquier) fraglich oder positiv und bei der
Wiederholungsuntersuchung mit dem Bluetongue Virus Antibody Test Kit, CELISA
(VMRD) positiv reagierte.

Beim Pourquier Bluetongue Kompetition ELISA (Institut Pourquier) basiert die
Auswertung auf der prozentualen Inhibition der Probe in Bezug auf den Mittelwert
der Negativkontrolle. Proben mit einer prozentualen Inhibition von gréBer oder
gleich 45 % gelten als Proben von Tieren, die keine Trager von spezifischen
Antikdrpern gegen das VP7-Protein des BTV sind (negativ). Proben mit einer
prozentualen Inhibition zwischen 35 und 45 % werden als fraglich betrachtet und
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solche kleiner oder gleich 35 % gelten als Proben von Tieren, die Trager von

spezifischen Antikérpern gegen das VP7-Protein des BTV sind.

Die Prozentuale Inhibition wird wie folgt berechnet:

Inhibition % = OD' der untersuchten Probe x 100 (1)
Mittelwert der OD der Negativkontrolle

! Optische Dichte

Da kein international anerkanntes Referenzserum verflgbar ist, wird dieser Test
anhand eines franzésischen Standardserums evaluiert. Das Kit detektiert das
Standardserum bis zu einer Verdinnung von 1:4 als positiv, bei 1:8 als fraglich
oder negativ und ab 1:16 als negativ. In einem Versuch mit 161 nicht BT-infizierten
und 121 BT-infizierten Rindern betrugen Sensitivitdt und Spezifitdt 100 %

(Pourquier).

Beim Test von VMRD gibt es keinen fraglichen Bereich. Proben sind als positiv zu
bewerten, wenn ihre OD kleiner als 50 % des Mittelwertes der Negativkontrolle ist.
Proben sind als negativ zu bewerten, wenn ihre OD gréBer oder gleich 50 % des
Mittelwertes  der  Negativkontrolle ist. Der Hersteller gibt in der
Gebrauchsanweisung die Sensitivitat des Testes als 100 % und Spezifitat als 99 %

an.

Die endgultige Bestimmung der BTV-AntikOrpertiter erfolgte mittels Bluetongue
Virus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD). Die Serumproben wurden mit
Natriumphosphatpuffer in loge Stufen verdinnt und als Duplikate untersucht.
Hierbei wurden alle Proben eines Tieres aus den verschiedenen
Probeentnahmezeitpunkten auf derselben Platte untersucht, um die Variabilitat der

Ergebnisse zwischen den einzelnen Ansatzen zu minimieren.

Die héchste Verdiinnung, bei der die Antikérper im Probandenserum die Bindung
der enzymgekoppelten Konjugat-Antikérper um mehr als 50 % hemmen konnten,
wurde als Titer angegeben.



38 Ill. Material und Methoden

2.2. Serumneutralisationstest

Der Serumneutralisationstest (SNT) beruht auf der Hemmung der Zellinfektion
durch das BT-Virus. Ak-Titer im cELISA und SNT stimmen nicht unbedingt Gberein.
Der SNT misst die Fahigkeit der gebildeten Antikérper zur Neutralisierung des
Virus. Der ELISA hingegen detektiert lediglich die Bindung von Antikérpern, die
gegen ein bestimmtes Oberflachenantigen des BT-Virus gerichtet sind, namlich
das VP7 Protein.

Vero-Zellen dienten bei diesem Test als Indikator fir die zytopathogene Wirkung
des Virus. Diese zeigt sich als zytopathischer Effekt (cpE). Die Zellen wurden in
Zellanzuchtmedium (ZAM) in eine 96-Loch Mikrotiterplatte ausgeséat und Uber
Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO. inkubiert. Es folgte ein
Mediumwechsel auf Zellerhaltungsmedium (ZEM).

Virustitration

Die BTV-8-Virussuspension wurde in logso Schritten mit Zellerhaltungsmedium
(ZEM) verdiinnt. Es lagen Verdiinnungsstufen von 1x10" bis 1x10® vor. Jede
Reihe der 96-Loch Mikrotiterplatte wurde mit je 25 pl Virussuspension einer
Verdunnungsstufe versehen. Die letzten beiden Reihen der Plattenvertiefungen
erhielten keine Virussuspension sondern dienten als Zellkontrolle. Die Platte
wurde im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO: fir vier Tage inkubiert.

Der Zellrasen in den Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurde mit Kristallviolett fixiert
und gefarbt (50 ul pro Vertiefung). Mit Leitungswasser wurde die Uberschussige
Farbe entfernt, die Platte luftgetrocknet und anschlieBend mit Hilfe eines
Inversmikroskops ausgewertet. Nur intakte Zellen am Boden der Vertiefungen der

Platte binden Farbstoff, Areale mit virusbedingter Zytolyse bleiben ungefarbt.

Man berechnet den Virustiter als den Kehrwert derjenigen Verdinnung, bei der
statistisch die Halfte der Zellkulturansatze mit cpE reagiert und bezeichnet dies als
Kulturinfektiose Dosis 50 (KIDsp). Die Berechnung erfolgt nach Spearman und
Kéarber (Mayr 1974).
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Quantitative Antikorperbestimmung

In 96-Loch Mikrotiterplatten wurden Vero-Zellen in ZAM eingesat und bei 37 °C
und 5 % CO, tiber Nacht inkubiert.

Die zu testenden Seren wurden zur Inaktivierung des Komplements zunachst fir
30 Minuten bei 56 °C inkubiert und anschlieBend mit ZEM in log, Stufen verdinnt.
25 pl der Serumprobe bzw. ihrer Verdinnung wurden mit 25 pl einer BTV-
Suspension, die 100 KIDso enthielt, bei 4 °C Giber Nacht inkubiert.

Die Verdinnungsreihen aller getesteten Seren wurden in Duplikaten angesetzt.
Ein Referenzserum, das neutralisierende Antikérper gegen BTV-8 mit einem Titer
von 1:64 enthalt, wurde im Vierfachansatz als Positivkontrolle mitgefGhrt.
AuBerdem wurden eine Zellkontrolle (ZEM ohne Serum und Virus) je zu testendes
Serum, eine virusfreie Serumkontrolle und eine Rucktitration des Testvirus zur
Bestimmung der tatsachlich eingesetzten KlDsy, im Vierfachansatz mitgefhrt.
Hierbei wurde die im Test eingesetzte Virusverdinnung in loge Schritten weiter

verdinnt.

Bei den Zellkulturplatten wurde am darauf folgenden Tag ein Mediumwechsel
durchgefihrt. Die mit der Virussuspension vorinkubierten Testseren wurden auf
die permissiven Zellen pipettiert und fir vier Tage bei 37 °C und 5 % CO,

inkubiert.

Auswertung des Serumneutralisationstests

Die Auswertung erfolgte durch Fixation und Farbung des Zellrasens in den
Mikrotiterplatten mit Kristallviolett und anschlieBender Beurteilung mit Hilfe eines

Inversmikroskops.

Ein SNT wurde als auswertbar beurteilt, wenn die Positivkontrolle vom
vorausgesetzten Titer um nicht mehr als eine log-Stufe nach oben und unten
schwankte und wenn die Virusricktitration einen Wert zwischen 40 und 660 KIDsq

erreichte.

Als Positivkontrolle diente das Serum eines Rindes aus dem Betrieb Nr. 22. Bei
dem Tier wurde 2008 eine natirliche Infektion festgestellt. Es wurde im selben
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Jahr geimpft und geboostet und erhielt im Jahr 2009 eine weitere Impfung. Drei
Wochen nach dieser letzten Impfung wurde Serum als Positivkontrolle
entnommen. Darin war im Ak-ELISA ein Titer von 1:256 und im BTV-8 SNT ein
Titer von 1:54 nachweisbar.

Die héchste Verdinnung, bei der ein zu testendes Serum die eingesetzte
Virusmenge von 100 KIDsg neutralisieren konnte, wurde als Titer angegeben. Die
Berechnung erfolgt nach Spearman und Karber (Mayr 1974).

2.3. IFN-y ELISPOT

Der IFN-y ELISPOT dient dem Nachweis von erregerspezifischer zellularer
Reaktivitat. Es wurden sowohl natlrlich infizierte als auch einmal und mehrmals
geimpfte Tiere getestet um festzustellen, wie stark BTV-8, bzw. der Impfstoff, die T-

Zellen zur Bildung von IFN-y anregt.

Gewinnung von mononuklearen Leukozyten aus Blut

Zehn bis 20 ml EDTA-Vollblut wurden mit Erythrozytenlysispuffer (ELP) gemischt
und nach zehnminutiger Inkubation 10 min bei 1800 U/min zentrifugiert (Megafuge
1.0 R, Heraeus). Das so entstandene Leukozytenpellet wurde mit ELP
resuspendiert, das Réhrchen mit ebendiesem aufgefillt und wiederum auf die
gleiche Art und Weise zentrifugiert.

Die Zellen wurden gewaschen, d.h. von Plasmabestandteilen befreit, indem das
Pellet mit PBS ohne Kalzium und Magnesium (PBSo) resuspendiert wurde, das
Réhrchen mit ebendiesem aufgefullt und 10 min bei 1800 U/min zentrifugiert
wurde. Der Vorgang wurde wiederholt.

Das Leukozytenpellet wurde in ca. 5 ml PBSo aufgenommen. In einem 15 ml
Réhrchen wurde Separationsmedium zur Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll)
vorgelegt und vorsichtig mit der Leukozytensuspension Uberschichtet. Das
R&éhrchen wurde far 35 min bei 1600 U/min zentrifugiert.

Nach dem Zentrifugationsvorgang befanden sich die zu isolierenden PBMC in
einem deutlich sichtbaren grauen Ring zwischen Plasma und Ficoll. Dieser wurde

vorsichtig abgenommen und in ein neues 50 ml Réhrchen transferiert.
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Die PBMC-Suspension wurde noch zweimal mit PBSo wie bereits beschrieben
gewaschen und schlieBlich in Leukozytenmedium (LM) aufgenommen. Die PBMC
wurden einer Lebend-/Totfarbung mit Trypanblau unterzogen und in einer Fuchs-

Rosenthal-Z&dhlkammer ausgezahlt.

Beschichten und Blockieren der ELISPOT-Platte

Am Tag vor dem Ansetzen des ELISPOT wurde die ELISPOT-Platte 1 min mit
35 % Ethanol (15 pl pro Vertiefung) inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte
dreimal mit PBS (150 pl pro Vertiefung) gewaschen. Danach wurden in jede
Vertiefung 100 pl einer bereits vorbereiteten Lésung des Fangerantikérpers
(Mouse Anti Bovine Interferon Gamma) mit einer Konzentration von 5 pg/ml
gegeben und die Platte tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Zum Entfernen Uberschiissiger Antikdrperlésung wurde die Platte dreimal mit A.
dest. (150 pul pro Vertiefung) gewaschen. AnschlieBend  wurden 100 pl
Blockingpuffer in jede Vertiefung gegeben und die Platte fir 2 h in einem
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. inkubiert.

Folgende Modifikation wurde bei der Untersuchung von zwei Schafen vier Wochen
nach der zweiten Impfung (siehe Kapitel 111.2.9.2) zuséatzlich angewandt: Statt wie
bei Protokoll 1 nur mit 5 % FBS wurde auch mit 10 % FBS und 5 % und 10 %
Magermilch geblocki.

Nach Protokoll 2 wurde die Platte mit dem in Kapitel 111.1.9.3 aufgefuhrten Puffer
geblockt.

Ansetzen des ELISPOT

Nach Entfernen des Blockingpuffers wurden die PBMC-Suspensionen (Titer
1x10%ml in LM) zu je 100 pl pro Vertiefung auf die ELISPOT-Platte gegeben. Es
erfolgte eine Restimulation der PBMC mit BTV-8 und BTV-1 in der Konzentration
von MOI ~ 1 (Multiplicity Of Infection). Bei einer Untersuchung wurde die MOI
variiert zur Uberpriifung der Abhangigkeit der IFN-y spezifischen Spotzahlen von
der Konzentration der eingesetzten Stimuli. BTV-8 wurde mit MOI ~ 0,1, MOI ~ 1
und MOI ~ 10 eingesetzt, BTV-1 mit MOI ~ 1 und MOI ~ 10.
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Als Positivkontrolle wurde die Fahigkeit der gewonnenen PBMC zur IFN-y Bildung
und Sezernierung durch die Zugabe von Mitogenen Uberprift. Es wurde hierflr
100 pl ConA (Concanavalin A) in der Konzentration 5 ug/ml verwendet. Er wurde
Uberprift, ob dieses Standardmitogen in der Standardkonzentration 5 pg/ml eine
optimale Wirkung auf die PBMC von Rindern und Schafen hat. Dazu wurde als
Modifikation der Methode bei einigen Untersuchungen ConA auch in den
Konzentrationen 1, 3, 8 und 10 pg/ml angewendet sowie PHA (Phythadmagglutinin)
in den Konzentrationen 3 und 5 pg/ml und PWM (Pokeweed Mitogen) in der
Konzentration 5 pg/ml.

Die jeweilige Suspension wurde mit LM hergestellt.

Um eine eventuelle unspezifische Stimulation der PBMC zu erfassen, wurden
PBMC mit je 100 pl zellfreiem Uberstand aus Vero-Zellkulturen inkubiert
(Negativkontrolle). Die zur Restimulation verwendeten Virusstdmme wurden in

Vero-Zellkulturen vermehrt.

Die Restimulation, Positiv-und Negativkontrolle erfolgte in jeweils vier Vertiefungen
(Vierfach Ansatz).

Dieselbe Menge Zellen wurde mit denselben Stimuli in einer Mikrowellplatte
angesetzt, um die Blastenbildung der PBMC dokumentieren zu kénnen. Dieser
Ansatz wurde nach 24 Stunden im Inversmikroskop beurteilt.

Die Platten wurde in Alufolie gewickelt fir etwa 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO»
inkubiert. Die Alufolie reduziert die unspezifische Farbung des Hintergrundes und
vermindert Artefakte (Kalyuzhny und Stark 2001).

Nachweis der IFN-y Sekretion

Zur Optimierung des Testes wurde die Methode des Nachweises von IFN-y nach

der Untersuchung einiger Proben abgeandert.
Protokoll 1

Die PBMC wurden entfernt und die Platte sechsmal mit PBS mit 0,05 % Tween
(tPBS), einmal mit A. dest., nochmals sechsmal mit tPBS und abschlieBend
zweimal mit PBS gewaschen.
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Zum Nachweis des gebundenen IFN-y wurde ein biotinylierter Detektor-Ak (Mouse
Anti Bovine Interferon Gamma:Biotin) mit 100 pl pro Vertiefung in einer
Konzentration von 5 ug/ml in PBS mit 1 % FBS eingesetzt und die Platte fir 2
Stunden bei 37 °C inkubiert.

AnschlieBend wurde die Platte sechsmal mit tPBS und zweimal mit PBS
gewaschen, bevor jede Vertiefung mit 100 ul einer 1:1000 in PBSo verdiinnten
Streptavidin-Horseradishperoxidase-Lésung  (S-HRP)  befillt  wurde. Nach
einstindiger Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur wurde die Platte
zunéachst viermal mit 150 pl tPBS und anschlieBend viermal mit 150 ul PBS pro
Vertiefung gewaschen.

Die Platte wurde durch Zugabe von 100 ul Flissigsubstrat pro Vertiefung fur 20 bis
40 Minuten im Dunkeln entwickelt. Die Entwicklung wurde durch grindliches
Spulen der Platte mit Wasser gestoppt. Nachdem die Platte Uber Nacht im
Dunkeln bei Raumtemperatur getrocknet war, wurden die Spots mit Hilfe des
ViruSpot Reader (AID) quantifiziert.

Die Spotzahlen wurden dargestellt, indem zunachst der Mittelwert der Spots in
allen Vertiefungen mit demselben Stimulus errechnet und von diesem der
Mittelwert der Negativkontrollen subtrahiert wurde. Die Spotzahlen der PBMC
eines Tieres galten nur dann als auswertbar, wenn der Mittelwert der Spotzahlen
der Positivkontrolle ConA 5 pg/ml nach Abzug der Negativkontrolle tber 100 lag.
AnschlieBend wurden die Spotzahlen ins Verhéltnis zu denen der Positivkontrolle
(ConA 5 pg/ml) gesetzt und in Prozent angegeben.

Protokoll 2

Die PBMC wurden entfernt und die Platte acht Mal mit PBS mit 0,01 % Tween
(tPBS) gewaschen.

Zum Nachweis des gebundenen IFN-y wurde ein biotinylierter Detektor-Ak (Mouse
Anti Bovine Interferon Gamma:Biotin) mit 100 pl pro Vertiefung in einer
Konzentration von 5 pg/ml in PBS mit 0,5 % FBS eingesetzt und die Platte far 2
Stunden bei 37 °C inkubiert.
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AnschlieBend wurde die Platte achtmal mit tPBS gewaschen, bevor jede
Vertiefung mit 100 pl einer 1:1000 in PBSo verdinnten Streptavidin-
Meerrettichperoxidase-Lésung (S-HRP) beschickt wurde. Nach 45 mindtiger
Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur wurde die Platte zundchst viermal mit
150 ul tPBS und anschlieBend viermal mit 150 ul PBS pro Vertiefung gewaschen.

Entwicklung und Auswertung siehe Protokoll 1.

2.4. Reverse Transkriptions real time Polymerasekettenreaktion

Die Reverse Transkriptions real time Polymerasekettenreaktion (RT-gPCR,
Nomenklatur nach (Bustin et al. 2009) fand Anwendung zur Prifung evitl.
vorhandener BTV-8 Feldinfektionen und wurde zu denselben Zeitpunkien
durchgefihrt wie die Untersuchung auf BTV Antikérper (Tab. II1.13). Die hierftr
ausgewahlten Rinder wurden vor der Impfung gegen BTV-8, sowie zum Zeitpunkt
des Boostes und zwei und vier Wochen spéater mittels RT-qPCR untersucht.
Schafe wurden ebenfalls vor der Impfung und zwei und vier Wochen spater auf
das Vorkommen von BTV Genom untersucht. Somit wurde sichergestellt, dass
nachgewiesene Antikorper ausschlieBlich von der Impfung gegen BTV-8 und nicht
von einer BTV-8 Feldinfektion herrihrten.

Die Proben wurden bis 4.12.2008 mit einer BTV-8 RT-gPCR (RT-PCR 1)
(Conraths et al. 2009) und danach mit einer PanBTV RT-qPCR (RT-PCR 2)
(Toussaint et al. 2007a) untersucht. Die beiden Methoden unterschieden sich in

den verwendeten RT-PCR Kits, Primern und Sonden und im Thermalprofil.

Alle Proben von Rindern und Schafen zum Zeitpunkt der ersten Impfung wurden
mit der RT-gPCR 1 untersucht. In zwei Betrieben wurden an jeweils einem
Zeitpunkt die beprobten Rinder mit der RT-gPCR 2 untersucht. Der Rest der
Proben wurde ebenfalls mit der RT-qPCR 1 untersucht (Tab. 111.13).
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Tab. 1ll.13: Betriebe und Zeitpunkte der Probennahme

Betriebs Nr.
t 3145|6789 ]|10|11|12|13 |14 (15|16 |21 |22
4 nu nv | nu| nu
°
6 | £ nu nu nv | nu| nu
[va
8 nu nu nv|nu|nu
2| % nv nu | nv
L
Q
4| W nv nu | nv

t: Zeitpunkt nach der Impfung in Wochen
grau hinterlegt: RT-qPCR 1, weif hinterlegt: RT-gPCR 2

nu: nicht untersucht, nv: Tierart im Betrieb nicht vorhanden

Zum Zeitpunkt der Probennahme 20 Wochen nach der Erstimpfung wurde keine
RT-gPCR durchgefuhrt. Die Probennahme fand nach der vektorfreien Zeit statt.
Daher wurde angenommen, dass in der Zwischenzeit keine Feldinfektion mit BTV
stattgefunden hat und eventuell zu diesem Zeitpunkt nachgewiesene Antikérper
ausschlieBlich auf die Impfung zurickzufihren waren.

RNA-Extraktion

Die RNA wurde mit Hilfe des QIAmp Viral RNA Kit aus EDTA-Vollblut extrahiert.
Obwohl das Kit nur fur zellfreie Kérperflissigkeiten vorgesehen ist, kbnnen 140 pl
EDTA-Vollblut in dem im QIAmp Viral RNA Mini Handbook vorgegebenen Spin
Protocol aufgearbeitet werden.

Um Kreuzkontamination bei der RNA-Isolierung festzustellen, wurde bei jeder
Extraktion mindestens eine RNA-Extraktionskontrolle (EK) mitgeflhrt. Hierbei
wurde negatives Probenmaterial (DEPC-Wasser) mit den untersuchten Proben
aufgearbeitet.

Denaturierung und Reverse Transkriptions real time PCR

Die doppelstrangige BTV-RNA wurde zuné&chst durch Hitze denaturiert. Hierzu
wurden je 5 pl der extrahierten RNA-Suspension in ein 0,2 ml PCR-
Reaktionsgefa3 (PCR-Platten) tberfihrt. Die Platten wurden mit einer adhésiven
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Folie verschlossen und fir 2 Minuten bei 95 °C im Thermocycler inkubiert. Die
Platten wurden sofort danach fir 20 Sekunden in flissigem Stickstoff gekihlt
bevor sie flr die folgenden Arbeitsschritte in einen geklhlten Stédnder Uberflhrt

wurden.

Die Folie wurde entfernt und jedes PCR-ReaktionsgefaB mit 20 ul Mastermix
versehen, bevor die Platte wiederum mit einer Folie verschlossen wurde. Die

Platte wurde kurz zentrifugiert.

Die Reagenten durchliefen im Thermocycler die reverse Transkription der RNA in
komplementare DNA (cDNA), die Inaktivierung der Reversen Transkriptase (RT),
die Aktivierung der Tag-Polymerase und anschlieBend 42 Zyklen mit
Denaturierung, Annealing und Elongation. Die entsprechenden Thermalprofile sind
in Tab. 111.14 dargestellt.

Tab. lll.14: Thermalprofile der BTV-8 RT-qPCR(1) und der PanBTV RT-qPCR(2)

Temp ' Dauer' |Temp? |Dauer?

Reverse Transkription 50°C 30 min 50°C 20 min
Inaktivierung RT/ Aktivierung Taq | 95°C 15 min 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 30 sec 95°C 15 sec
Annealing 56°C 30 sec

60°C 45 sec

Elongation 72°C 30 sec

Zur Kontrolle der RNA Extraktion und zum Ausschluss einer Inhibition der PCR
wurden neben dem heterologen internen Kontrollsystem (IC) (INTYPE IC-RNA
(Labor Diagnostik Leipzig), entspricht EGFP) und entsprechenden Primern und
Sonden (siehe Tab. Ill.4 und Tab. 1l.6), RNA-Extraktions-Kontrollen (EK), No
Template Kontrollen (NTC) und mindestens eine Positivkontrolle (PK) mitgefuhrt.

Alle RT-gPCR-Ergebnisse wurden nach Angaben des Nationalen Referenzlabors
anhand der cq Werte beurteilt, wobei nur Proben mit einem signifikanten Anstieg
der Fluoreszenz Uber das Basislevel bis Zyklus 35 als positiv, solche zwischen 36
und 39 als fraglich und alle anderen c4-Werte (gréBer gleich 40) negativ bewertet

wurden. Um von einer erfolgreichen Extraktion und PCR sprechen zu kénnen,
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sollte die INTYPE IC-RNA (Labor Diagnostik Leipzig) jeweils mit cq-Werten

zwischen 26 und 34 nachweisbar sein.

2.5. Statistik

Die Pravalenz bezeichnet den Anteil vorkommender Krankheitsfalle in einer

bestimmten Risikopopulation zu einem bestimmten Zeitpunki.

Da Uber die Pravalenz von BTV-8 in Betrieben in Bayern keine Daten vorlagen,
wurde fur die Stichprobenplanung sowohl fur Rinder als auch Schafe eine BTV-8-
Pravalenz von 50 % innerhalb der Betriebe angenommen. Dies erhdht die
Sicherheit der Studie, denn die Anzahl der fir statistisch signifikante Aussagen
bendtigten Proben verhalt sich zur Pravalenz wie eine Gauss’sche
Normalverteilungskurve. Die Prazision wurde auf 10 % und das Konfidenzintervall
auf 95 % festgelegt. Fir die vorhandene Herdengr6Be wurde mit diesen
Parametern die StichprobengréBe ermittelt. Somit konnte bei der errechneten
Probenzahl mit einer Sicherheit von 95 % eine Pravalenz von 40 % bis 60 % im
Betrieb bestimmt werden.

Die Berechnung der Irrtumswahrscheinlichkeit p fur Gruppenunterschiede erfolgte
mit dem Mann-Whitney-U-Test, auch Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, U-Test oder
Wilcoxon-Rangsummentest genannt. Es  handelt sich um  einen
verteilungsunabhéngigen, nichtparametrischen Test. Er Gberprift, ob zwei
unabhangige Stichproben derselben Grundgesamtheit angehéren. In dieser Arbeit
wird von einem signifikanten Unterschied zwischen zwei Stichproben
ausgegangen, wenn p < 0,05. Von einem hochsignifikanten Unterschied wird ab p
< 0,001 gesprochen.

2.6. Ermittlung der Herdenpravalenz von BTV-8

Bei einer in der Stichprobenplanung festgelegten Anzahl an Schafen und Rindern
der Betriebe aus Tab. Ill.1 wurde kurz vor der Impfung gegen BTV-8 Nativ- und
EDTA-Vollblut entnommen. Die Seren wurden mit Hilfe des Pourquier Bluetongue
Kompetition ELISA (Institut Pourquier) auf das Vorkommen von Antikérpern gegen
BTV untersucht. Im Falle eines Nachweises wurden alle beprobten Tiere mittels
BTV-8 RT-gPCR auf BTV Genom untersucht. Falls keine BTV-Ak nachweisbar
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waren, wurden nur die Tiere, die fir die Impfwirksamkeitskontrolle (siehe nachstes

Kapitel) ausgesucht worden waren, mit der RT-gPCR untersucht.

Bei der Auswahl der Tiere innerhalb der Betriebe wurden Geschlecht, Alter und
Rasse nicht bertcksichtigt und die zu beprobenden Tiere wurden willkirlich aus

dem Gesamtbestand an Rindern bzw. Schafen ausgewahlt.

2.7. MaBnahmen zur Impfwirksamkeitskontrolle

2.7.1. Untersuchungen zur Antikorperentwicklung (ELISA)

Impfungen und Probenentnahmen in ausgewahlten Betrieben
2008

In den Betrieben Nr. 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 11, 12, 13, 14 und 16 (Tab. Ill.1) wurden je
10 Rinder und Schafe aus den vor der Impfung gegen BTV-8 bereits untersuchten
Tieren ausgewahlt. Bei diesen Tieren waren vor der Impfung keine Ak und Genom
nachweisbar. Sie wurden mit den in Bayern verwendeten Impfstoffen BLUEVAC-8
(CZ Veterinaria), BTVPUR AlSap 8 (MERIAL) und 2009 zum Teil auch mit Bovilis
BTV-8 (Intervet) immunisiert (siehe Tab. 111.15). Weitere Informationen zu den
Bestandteilen, Dosierung und Art der Anwendung der Impfstoffe sind in Kapitel
[11.1.4 aufgefihrt.

Den Tieren wurde zum Zweck einer Impfwirksamkeitskontrolle zu bestimmten
Zeitpunkten nach der Impfung Nativ- und EDTA-Vollblut entnommen (Abb. 111.2).
Mit Hilfe des Bluetongue Virus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD) wurden die
Antikdrpertiter bestimmt. Mittels BTV-8 RT-gPCR wurde sichergestellt, dass zu
den Zeitpunkten der Impfwirksamkeitskontrolle kein BTV-8 Genom nachweisbar
war und somit die Bildung von Antikérpern ausschlieBlich auf der Impfung gegen
BTV-8 beruhte.
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Tab. lll.15: In Betrieben verwendete Impfstoffe bei Schafen und Rindern in den Jahren 2008 und

2009

Betriebs-Nr. Schafe 2008 Rinder 2008 Rinder 2009
3 BLUEVAC-8 BLUEVAC-8 BTVPUR AlSap 8
4 BLUEVAC-8 BLUEVAC-8 -
5 BLUEVAC-8 BLUEVAC-8 BTVPUR AlSap 8
6 BLUEVAC-8 BLUEVAC-8 -
7 BLUEVAC-8 BLUEVAC-8 BTVPUR AlSap 8
8 BLUEVAC-8 BTVPUR AlSap 8 Bovilis BTV-8
9 BLUEVAC-8 BTVPUR AlSap 8 -
10 BLUEVAC-8 - -
11 BLUEVAC-8 BLUEVAC-8 Bovilis BTV-8
12 BLUEVAC-8 BLUEVAC-8 -
13 - BLUEVAC-8 -
14 BLUEVAC-8 BLUEVAC-8 -
15 BLUEVAC-8 BLUEVAC-8 -
16 BLUEVAC-8 - -
21 BLUEVAC-8 BTVPUR AlSap 8 Bovilis BTV-8
22 - BLUEVAC-8 BLUEVAC-8

- Tierart im Betrieb nicht vorhanden oder Untersuchung nicht durchgefihrt

Rind ¥ v i
Schaf‘f ﬂ ﬂ
0

J
J

t [Wochen]

Abb. 111.2: Zeitpunkte der Impfungen ( =) und Probennahmen ( =>>) zur Impfwirksamkeits-
kontrolle bei Rind und Schaf in ausgewéhlten Betrieben 2008.
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Die Zahl der tatsachlich untersuchten Tiere und die tatsdchlichen Abstande der

Probennahmen far die Untersuchungen sind in Tab. .16 und Tab. [Il.17

angegeben. Rinder wurden 14 bis 16 Tage nach dem Boost untersucht und

nochmals 13 bis 15 Tage spéter. Der Abstand zwischen der ersten Impfung und

der vierten Untersuchung betrug 136 bis 141 Tage.

Tab. lll.16: Untersuchungen zur Impfwirksamkeitskontrolle beim Rind: Abstdnde zwischen

den Probennahmen in den Betrieben und Anzahl der zu den Zeitpunkten der Probennahmen im

Betrieb noch vorhandenen Tiere.

Anzahl der Tiere beim Boost (n)

Abstand zwischen Boost und dem

trebten Probenentnahmetermin

sechs Wochen nach der Impfung

sechs Wochen nach der Impfung (n)

Probenentnahmeterminen sechs und

Abstand zwischen den angestrebten
acht Wochen nach der Impfung

Abstand zwischen der Impfung und
Probenentnahmetermin 20 Wochen

Anzahl der Tiere bei der Probennahme
20 Wochen nach der Impfung (n)

w |Abstand zwischen Impfung und Boost

_. |Anzahl der Tiere bei der Probennahme

—. |Anzahl der Tiere bei der Probennahme
© lacht Wochen nach der Impfung (n)

g2

o S
_ °5 5
= ® %
21268 g2
[} o) (/)] ®©
= © Q <
5 (2 2 g2 8
[va] S © o) c
3 1 11 14 1 14 140 9
4 28 10 keine weitere Probennahme
5 28 11 14 11 14 11 139 11
6 28 11 14 11 14 11 141 10
7 28 10 14 10 14 10 139 9
8 28 10 15 10 15 10 140 7
9 29 11 16 10 13 10 140 10
11 31 11 14 10 15 9 178 10
12 | 28 10 14 10 13 10 136 9
13 | 31 9 15 9 14 9 141 9
14 | 28 11 14 11 14 11 139 10
15 | 28 10 14 10 14 10 138 10
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Schafe wurden 13 bis 17 Tage nach der Impfung das erste Mal und 14 bis 16 Tage
spater ein weiteres Mal untersucht. Die letzte Untersuchung erfolgte 139 bis 141

Tage nach der Erstimpfung.

Tab. lll.17: Untersuchungen zur Impfwirksamkeitskontrolle beim Schaf: Abstédnde zwischen

den Probennahmen in den Betrieben und Anzahl der zu den Zeitpunkten der Probennahmen im

Betrieb noch vorhandenen Tiere.

© c
o <
c EE’ g% g < 2
= c 3 c C c O =
O = = c = c - @© (2]
ESES| B e ES - ® EC =
_""LE o] fe ) ko] o E
cg L= = c 25 'S c 2o Q=
c20 % o & & ®o o O o o< &
S92 ET = O S E= = O S E8 55
S| 2=c PR QL <= o2
. ._mﬁo |—° -—owmm |—° -—m“ ol |_Q-
= ;CE“ = C = ;-:—E;: = ©C = ;-—-EO: » £
Z | NOEC ocE (N2E~5 ocg [N2EQ S o —
9 |2ESc| ScF 22885 ScF 22228
2| s58e| €25 s@eSE £25 |s0eSE £°T
S| 2588 NCE 65883 NSE @58 =+ NS
2| oacf9| c8F |82235 c£8f |82285% c£&
0|l <50 <=Lt Ko NT < E KsaSs < c
3 14 10 14 10 139 10
4 14 10 14 10 139 9
5 14 10 14 10 141 5
6 14 11 14 11 141 8
7 13 10 14 10 140 6
8 14 10 14 10 140 10
9 14 9 15 9 140 6
10 13 11 15 11 139 8
11 14 11 16 11 141 10
12 17 9 14 9 141 9
14 14 11 14 11 139 9
15 14 9 14 9 138 4
16 14 10 14 10 137 7

Die Abstande der Probennahmen wichen von den angestrebten Abstdnden um +
drei Tage ab. Die Zahl der untersuchten Tiere verminderte sich wéahrend der
Gesamtdauer der Untersuchung. Die im Abschnitt IV. (Ergebnisse) dargestellten
Diagramme zeigen jedoch die angestrebten Abstande der Untersuchung und
berlcksichtigen die Abnahme der Tierzahl nicht. Die untersuchten Proben der
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Tiere aus je einem Betrieb wurden zum Zweck einer Ubersichtlicheren Darstellung
als Einheit betrachtet und ihre Antikérpertiter als Median dargestellt. Dabei wurde
der Median oder Mittelwert jeweils mit den Ergebnissen aus den Untersuchungen

der vorhandenen Tiere gebildet.

Impfungen und Probenentnahmen bei Rindern im zweiten Jahr
der Impfung (2009)

In einigen Betrieben wurden die Tiere bald nach der Lieferung des Impfstoffes im
Juni (Tab. 111.18) und in anderen erst spat im Jahr 2008 zwischen September und
November geimpft (Tab. I11.19). Die Impfung im Jahr 2009 fand bei allen Betrieben
innerhalb von wenigen Wochen, zwischen dem 19.3. und dem 6.4.2009, statt.
Somit gab es eine Gruppe von Betrieben mit geringerem zeitlichem Abstand
zwischen den Impfungen und eine Gruppe mit gréBerem Abstand. Es wurde ein
Vergleich zwischen frih und spéat im Jahr 2008 geimpften Rindern hinsichtlich
deren AntikOrperentwicklung nach der Impfung 2009 durchgefthrt. Hierzu wurden
Tiere aus drei Betrieben mit groBem zeitlichem Abstand und Tiere aus zwei
Betrieben mit geringem zeitlichem Abstand zwischen den Impfungen ausgewahilt.
Den zehn Rindern im jeweiligen Betrieb aus dem oben beschriebenen Versuch
wurde, sofern sie sich noch im Betrieb befanden, kurz vor der Impfung 2009 und
vier Wochen danach Nativblut entnommen. Bereits im Vorjahr geimpfte Rinder
mussen im Folgejahr laut Angaben der Impfstoffhersteller nur einmal geimpft
werden. Die Antikdrpertiter der Tiere wurde zum Zeitpunkt des Boostes, zwei, vier
und 20 Wochen danach, vor der Impfung 2009 und vier Wochen danach bestimmt.
Hierzu wurden das Bluetongue Virus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD)

verwendet.

Tab. 11l.18: Betriebe, deren Tiere friih im Jahr 2008 geimpft wurden und Anzahl der untersuchten
Rinder.

Betrieb Nr. Impfung ’08' | Impfung’ 09 Abstand Zahl Tiere
5 25.6. 19.3. 38 Wochen 8
7 12.6. 19.3. 40 Wochen 9
8 23.6. 9.3. 37 Wochen 6

' Datum der ersten Impfung 2008




I1l. Material und Methoden

53

Tab. 111.19: Betriebe, deren Tiere spat im Jahr 2008 geimpft wurden und Anzahl der untersuchten

Rinder.
Betrieb Nr. Impfung ’08' | Impfung 09 Abstand Zahl Tiere
3 8.9. 25.3. 28 Wochen 9
11 10.10. 6.4. 26 Wochen 8

' Datum der ersten Impfung 2008

Impfungen und Probenentnahmen bei Schafen im zweiten Jahr
der Impfung (2009)

Die Entwicklung der Antikdrpertiter bei Schafen im zweiten Jahr der Impfung
wurde anhand der Gruppe 2 der Herde aus dem Betrieb Nr. 21 untersucht (siehe
Abb. [I.2). Die Tiere wurden 2008 (BLUEVAC-8) und 2009 (Bovilis BTV-8) mit
einem Abstand von 37 Wochen geimpft. Serumantikérpertiter von allen 20 Schafen
wurden zwei und vier Wochen nach der ersten Impfung, kurz vor der zweiten
Impfung und zwei, vier und acht Wochen danach mittels Bluetongue Virus
Antibody Test Kit, cELISA (VMRD) bestimmt.

2.7.2. Proben zur Bestimmung neutralisierender Antikorper

Einige der fur die oben genannten Untersuchungen entnommenen Serumproben
wurden mittels SNT auf neutralisierende Ak untersucht. Es handelt sich um Seren
von Rindern und Schafen nach der Grundimmunisierung und im zweiten Jahr der
Impfung (Tab. 111.20).

Tab. 11.20: Proben, die zur Impfwirksamkeitskontrolle auf neutralisierende Antikdrper untersucht

wurden

Schafe nach der Grundimmunisierung

Tiere Zehn Schafe, bei denen eine Impfkontrolle durchgefiihrt wurde, je
fiinf Tiere mit hohem und finf mit niedrigem' Ak-Titer im ELISA

BTV-Status  Vor Impfung keine Ak und Genom nachweisbar

Impfstatus Impfung mit BLUEVAC-8

Zeitpunkt Zwei, vier und 20 Wochen nach der Impfung
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Rinder nach der Grundimmunisierung

Tiere Zehn Rinder, bei denen eine Impfkontrolle durchgeflhrt wurde, je

fiinf Tiere mit hohem und finf mit niedrigem’ Ak-Titer im ELISA
BTV-Status  Vor Impfung keine Ak und Genom nachweisbar
Impfstatus Impfung mit BLUEVAC-8 und BTVPUR AlSap

Zeitpunkt Zum Zeitpunkt des Boostes, zwei, vier und 20 Wochen danach

Schafe im ersten und zweiten Jahr der Impfung

Tiere Zehn Schafe aus dem Betrieb Nr. 21
BTV-Status  Vor Impfung keine Ak und Genom nachweisbar
Impfstatus Impfung 2008 mit BLUEVAC-8, Impfung 2009 mit Bovilis BTV8

Zeitpunkt Zwei und vier Wochen nach der ersten Impfung, kurz vor der

zweiten Impfung und zwei, vier und acht Wochen danach

Rinder im ersten und zweiten Jahr der Impfung

Tiere Alle Rinder, bei denen eine Impfkontrolle durchgefiihrt wurde und
die nach der Impfung 2009 nochmals untersucht wurden

BTV-Status  Vor Impfung keine Ak und Genom nachweisbar
Impfstatus Impfung mit BLUEVAC-8 und BTVPUR AlSap

Zeitpunkt Zum Zeitpunkt des Boostes, zwei, vier und 20 Wochen danach,

vor der Impfung 2009 und vier Wochen danach

! Hoher bzw. niedriger Titer bedeutet hier, dass die Tiere ausgewahlt wurden, die die héchsten,
bzw. niedrigsten Werte am gemessenen Hochstwert der ELISA-Serum-Ak-Titer im Blut aufwiesen.
Dieser Hochstwert war beim Rind zwei Wochen nach dem Boost und beim Schaf zwei Wochen
nach der Impfung messbar.

2.7.3. Untersuchungen zur BTV Serotyp Kreuzneutralisation

Weiterhin sollte Gberprtft werden, ob Serumproben, die nach der Impfung gegen
BTV-8 in der Lage sind, diesen Serotyp zu neutralisieren, auch andere
BTV-Serotypen neutralisieren kdénnen. Hierflr standen die in Kapitel I11.1.5
genannten BTV-Serotypen BTV-1, BTV-2, BTV-4 und BTV-16 zur Verfligung.
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Untersucht wurden Seren von sechs Rindern aus dem Betrieb Nr. 8 vier Wochen
nach der Impfung 2009 und von finf Schafen aus dem Betrieb Nr. 21 vier Wochen

nach der vierten Impfung.

Die Durchfihrung des SNT flur diesen Zweck unterschied sich nicht von der
Durchflihrung des BTV-8 SNT wie sie im Kapitel 111.2.2 beschrieben ist.

2.7.4. Bestimmung der IFN-y Sekretion

EDTA-Blutproben einiger Tiere wurden zur Messung der zellularen
Immunreaktionen gegen BTV-8 und BTV-1 mittels IFN-y ELISPOT untersucht.

PBMC von vier Rindern aus dem Betrieb Nr. 3 wurden zwei und vier Wochen
sowie funfeinhalb Monate nach dem Boost untersucht. Diese Zeitpunkte
entsprechen, mit Ausnahme des letzten, denen der Impferfolgskontrolle. Der IFN-y
Test wurde nach Protokoll 2 durchgeftihrt und finfeinhalb Monate nach dem Boost
als Positivkontrollen sowohl ConA als auch PWM in der Konzentration 5 pg/ml

verwendet.

Vier Schafe aus dem Betrieb Nr. 21 wurden zwei und vier Wochen sowie flnf
Monate nach einmaliger Impfung auf zelluldre Immunreaktionen gegen BTV-8 und
BTV-1 mittels IFN-y ELISPOT untersucht. Diese Zeitpunkte entsprechen ebenfalls,
mit Ausnahme des letzten, denen der Impferfolgskontrolle. Der Test wurde
wiederum gemaB Protokoll 2 durchgeflihrt und als Positivkontrollen wurden ConA

in den Konzentrationen 5 und 10 pg/ml und PHA 5 pug/ml verwendet.

Weitere zehn Schafe aus dem Betrieb Nr. 21 wurden finf Wochen nach der
Impfung mittels ELISPOT gemaB Protokoll 1 untersucht.

2.8. Untersuchungen zur Wirkung fehlerhafter
Impfstoffapplikation

Intramuskulire und intravenése Applikation bei Schafen

Vor der Applikation des Impfstoffes BLUEVAC-8 beim Schaf wurde untersucht, ob
im Impfstoff BTV-Genom nachweisbar ist. Dazu wurde der Impfstoff unverdinnt
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sowie in einer Verdiinnung von 1:10 und 1:100 mit dem QIAmp Viral RNA Kit
extrahiert. AnschlieBend wurde eine PanBTV RT-qPCR durchgefihrt.

Sechs Schafe aus dem Betrieb Nr. 21 wurden klinisch sowie auf das Vorkommen
von BTV Genom und von Antikérpern gegen BTV untersucht. Die Tiere wurden in
zwei gleich groBe Gruppen aufgeteilt. Tiere der Gruppe 1 wurden im Bereich der
Schulter (M. triceps) und solche der Gruppe 2 im Bereich der V. jugularis
geschoren. AnschlieBend wurde den Tieren der Gruppe 1 je 2 ml BLUEVAC-8 i.m.
und den Tieren der Gruppe 2 i.v. injiziert. Dieser Versuch war im Vorfeld bei der

zustandigen Behdrde, der Regierung von Oberbayern, angezeigt worden.

Das EDTA-Blut aller Tiere wurde eine, vier und 24 Stunden nach der
Impfstoffapplikation mittels PanBTV RT-qgPCR untersucht. Ebenfalls 24 Stunden
nach Impfung wurden die Tiere nochmals klinisch untersucht.

Subkutane und intramuskuldre Applikation bei Schafen

Alle in diesem Versuch untersuchten Proben von Schafen aus dem Betrieb Nr. 21
hatten zum Zeitpunkt der Applikation des Impfstoffes keine nachweisbaren
Antikérper gegen BTV oder BTV-Genom. Zwanzig Schafen wurde je 2 ml
BLUEVAC-8 i.m. und 55 Schafen s.c. verabreicht (siehe Abb. 111.3). Die Schafe, die
den Impfstoff i.m. erhielten, wurden vorher im Bereich der Injektionsstelle an der
Schulter geschoren und klinisch vor und 24 Stunden nach Applikation des
Impfstoffes untersucht.

Es erfolgte eine Untersuchung aller Serumproben aus beiden Gruppen auf BTV-

Antikérper mittels BTV-ELISA zwei, vier und acht Wochen nach der Impfung.

Applikation einer erhohten Impfstoffdosis bei Rindern

Die Rinder aus dem Betrieb Nr. 21 erhielten 2008 als Impfung und Boost eine
vierfache Dosis des Impfstoffes BTVPUR AlSap. 2009 wurden sie wie
vorgeschrieben mit einer Dosis Bovilis BTV8 immunisiert. Die Serumantikérpertiter
der Tiere wurden zum Zeitpunkt des Boostes, zwei und vier Wochen danach,
sowie vor der Impfung 2009 und zwei, vier und acht Wochen danach mittels
Bluetongue Virus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD) bestimmt.
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Zu den eben genannten Zeitpunkten wurden die Seren von sechs Rindern auch
mittels SNT auf neutralisierende Antikdrper untersucht.

PBMC von acht der Rinder wurden drei und funf Wochen nach der Impfung 2009
auf eine zellulare Immunreaktion gegen BTV-8 und BTV-1 im IFN-y ELISPOT
untersucht. Der Test wurde gemaB Protokoll 2 durchgefthrt. Als Positivkontrolle
bei der Untersuchung finf Wochen nach der Impfung 2009 diente zusétzlich zu
ConA noch PWM in der Konzentration 5 pug/ml.

2.9. Wiederholte Applikation des Impfstoffes bei Schafen

Alle in diesem Versuch geimpften Schafe aus dem Betrieb Nr. 21 (n=35) wiesen
zum Zeitpunkt der ersten Impfung keine nachweisbaren Antikérper gegen BTV
oder BTV-Genom auf. Die Tiere wurden zum Zeitpunkt null, acht und 24 Wochen
mit je 2 ml BLUEVAC-8 s.c. geimpft. SiebenunddreiBig Wochen nach der ersten
Impfung wurde den Tieren im Rahmen der Pflichtimpfung 2009 je 1 ml des
Impfstoffes Bovilis BTV-8 verabreicht.

Die Entnahme von Blutproben zum Nachweis von BTV-Antikdrpern erfolgte je zwei
und vier Wochen nach der jeweiligen Impfung, dann im Abstand von vier Wochen
bis zum Zeitpunkt der nachsten Impfung (Abb. 111.3). Es wurde jeweils die gesamt
Herde beprobt, also auch die Tiere, die nur einmalig s.c. und i.m. geimpft worden

waren.



58 Ill. Material und Methoden

Gruppe 1 (n=20): Impfung i.m.
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Gruppe 3 (n=35): Impfung s.c., Boost
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Abb. 1IL.3: Zeitpunkte der Impfung (=) und der Entnahme von Blut (==>) zur Bestimmung der
Ak-Titer bei insgesamt 75 Schafen aus dem Betrieb Nr. 21

2.9.1. Antikorperbestimmung

ELISA

Bei allen Blutproben der wiederholt immunisierten Schafe wurde mittels
Bluetongue Virus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD) der Antikérpertiter bestimmt.

Bestimmung neutralisierender Antikorper

Serumproben von zehn Schafen zu den Zeitpunkten zwei und vier Wochen nach
der ersten, zweiten und dritten Impfung, kurz vor der vierten Impfung und zwei,
vier und acht Wochen danach wurden auf neutralisierende Antikbrper gegen
BTV-8 im SNT untersucht.

Es wurde auBerdem Uberprift, ob Serumproben, die nach der Impfung gegen
BTV-8 in der Lage sind, diesen Serotyp zu neutralisieren, auch andere Serotypen
neutralisieren kénnen. Hierfir standen die in Kapitel 111.1.5 genannten BTV-
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Serotypen BTV-1, BTV-2, BTV-4 und BTV-16 zur Verfligung. Untersucht wurden
neben flnf Schafseren aus dem Betrieb Nr. 21 zwei Wochen nach der vierten
Impfung auch Seren von sechs Rindern aus dem Betrieb Nr. 8 vier Wochen nach
der Impfung 2009. Die Durchfiihrung des SNT fir diesen Zweck unterschied sich
nicht von der Durchfihrung des BTV-8 SNT und wird im Kapitel 111.2.2
beschrieben.

2.9.2. Bestimmung der zellulairen Immunreaktion

Zur Messung der zellularen Immunreaktion gegen BTV-8 und BTV-1 wurden
PBMC von zwei Schafen vier Wochen nach der zweiten Impfung mit Protokoll 1
untersucht. Dabei wurden die Blockingpuffer modifiziert. Statt nur mit 5 % FBS
wurde auch mit 10 % FBS und 5 % und 10 % Magermilch geblockt. Als
Positivkontrollen wurden ConA, PHA und PWM jeweils in der Konzentration
5 pg/ml eingesetzt.

Weiterhin wurden Blutproben von drei Schafen eine Woche nach der dritten
Impfung im IFN-y ELISPOT anhand des Protokolls 2 untersucht. Als
Positivkontrollen dienten ConA in den Konzentrationen 5, 8 und 10 pg/ml, und
PHA in den Konzentrationen 3 und 5 pg/ml.

2.10.Untersuchung der Immunreaktionen bei natiirlich

infizierten Rindern

Aus der Routinediagnostik des LGL standen einige Proben von Tieren zur
Verfligung, bei denen BTV-8 Genom nachweisbar war (siche Tab. 1I.21). Uber
diese Tiere lagen, mit Ausnahme von denen aus dem Betrieb Nr. 22, keine

weiterreichenden Informationen oder weitere Proben vor.

Proben von Tieren aus dem Betrieb Nr. 22 wurden zum Teil an mehreren

Zeitpunkten mit den im Folgenden genannten Tests untersucht.

Bei der Bestimmung der Herdenpravalenz wurden bei Seren einiger Tiere schon
vor der Impfung Antikérper gegen BTV im ELISA nachgewiesen. Diese zahlen

ebenfalls zu den natirlich infizierten Tieren.
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Tab. 111.21: Betriebe mit Tieren aus der Routinediagnostik des LGL, bei denen mittels BTV-PCR
BTV-8 Genom nachweisbar war

Betrieb Beschreibung

Betrieb Nr. 22 Mutterkuhherde (n=18), wurde untersucht wegen BT-
Symptomen einer Kuh, gleichzeitige Impfung

Lkr. Dachau Rinder sind geimpft und geboostet, Nachweis von BTV-8
Genom zwei Monate nach dem Boost.

Lkr. Miltenberg | Mutterkuhherde, Rinder sind geimpft und geboostet, ein Tier fallt
zwei Monate nach dem Boost klinisch auf

Bei allen oben genannten Proben wurden mittels Bluetongue Virus Antibody Test
Kit, cELISA (VMRD) der Antikérpertiter bestimmt und sie wurden auf

neutralisierende Antikérper untersucht.

Zellulare Immunreaktion

Vier Rinder aus dem Betrieb Nr. 22, in deren Blut bei der ersten Probennahme
BTV-8-Genom nachweisbar war, wurden ausgewahlt. Alle Tiere waren zum
Zeitpunkt der Probennahme gegen BTV-8 geimpft worden. Die Blutproben der vier
Tiere wurden vier Wochen nach der Impfung im IFN-y ELISPOT auf eine zellulare
Immunreaktion untersucht. Es wurde das Protokoll 1 angewendet und ConA in den

Konzentrationen 5, 3 und 1 pg/ml als Positivkontrolle eingesetzt.

Alle Tiere in dem Betrieb wurden 2008 grundimmunisiert und 2009 nochmals
geimpft. Drei Wochen nach der Impfung 2009 wurden EDTA-Blutproben von drei
Rindern auf ihre zellulare Immunreaktion im IFN-y ELISPOT untersucht. Bei einem
der Rinder war im Vorjahr BTV-8 Genom nachgewiesen worden. Es kam Protokoll
2 zum Einsatz. Als Positivkontrollen dienten ConA und PHA in der Konzentration
von je 5 pug/ml. AuBerdem wurde die Multiplicity of Infection (MOI) der Viren zur
Restimulation variiert. BTV-8 wurde als MOI ~ 0,1, ~ 1 und ~ 10 eingesetzt; BTV-1
als MOl ~ 1 und ~ 10.




IV. Ergebnisse 61

IV. ERGEBNISSE

1. Fragebogen

Informationen zu den Standorten der Betriebe und der Anzahl der gehaltenen
Tiere sind im Kapitel 111.1.1 aufgefihrt. Weitere Informationen zu Rassen, Nutzung

und Haltung sind im Anhang Kapitel IX.2.1 zu finden.

Die Art der Aufstallung und der Weidegang von Tieren, bei denen vor der Impfung
gegen BTV-8 Antikdrper gegen ebendieses nachgewiesen werden konnten, sind in
Tab. IV.1 aufgefahrt.

Tab. IV.1: Im Fragebogen erhobene Daten von Betrieben mit Ak-positiven Tieren vor der Impfung

Betrieb Nr 6 11 13 22

Weidegang | ganzjdhrig kein saisonal ganztags
Rind saisonal

Stall Laufstall Laufstall Anbindestall | Anbindestall
Schaf | Weidegang saisonal saisonal / /

1.1. Zukdufe und Abginge

Detaillierte Angaben tber Zukaufe und Tierverluste in den letzten zwei Jahren vor
der Befragung (2006-2008) sind im Anhang in Kapitel 1X.2.1 zu finden.

1.2. Symptome

Bei zwei der untersuchten Betriebe (Nr. 14 und Nr. 22) wurde bereits vor Beginn
der Studie bei je einem Tier klinisch BT festgestellt und labordiagnostisch
bestéatigt. Beide Tiere hatten die Krankheit Uberlebt. Uber klinische Befunde wie
sie bei BT auftreten kdnnen berichteten nur die zwei Leiter der oben genannten
Betriebe. Diese Symptome waren geschwollene Lippen, Zunge, und Augenlider,
Blaschen im Maul, Speicheln, Nasenausfluss, Augenausfluss, Klauenlasionen,

Zitzenlasionen und Fieber.
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Angaben Uber Reproduktionsstérungen und sonstige Symptome sind im Anhang
in Kapitel IX.2.1 aufgefahrt.

2. Herdenpravalenz von BTV-8

In den 22 ausgewahlten Betrieben wurden insgesamt 714 Rinder und 478 Schafe
untersucht (siehe dazu Tab. Ill.1). In Serumproben von neun Rindern und einem
Schaf wurden Antikérper gegen BTV bereits vor der Impfung gegen BTV-8
nachgewiesen. Diese Rinder sowie diejenigen aus der Routinediagnostik des LGL
werden eingehender im Kapitel 1V.6: ,Untersuchung der Immunreaktionen bei

natdrlich infizierten Rindern* besprochen.

BTV Genom konnte nur in einigen Diagnostikproben des LGL nachgewiesen
werden. Dazu gehdren auch Proben aus dem Betrieb Nr. 22. Diese Ergebnisse
werden ebenfalls im Kapitel IV.6: ,Immunreaktionen bei natirlich infizierten
Rindern“ besprochen.

3. Impfwirksamkeitskontrolle

Far die Impfwirksamkeitskontrolle wurden Proben von je zehn Tieren pro Tierart im

jeweiligen Betrieb zu mehreren Zeitpunkten nach der Impfung untersucht.

3.1. Antikorperentwicklung (ELISA)

In keiner der EDTA-Blutproben der Tiere war vor der Impfung gegen BTV-8 BTV
Genom nachweisbar. Dasselbe gilt fur die darauf folgenden Zeitpunkte der
Untersuchung mittels RT-qPCR. Das heiBt, dass die Antikdrper, die nachgewiesen
wurden, ausschlieBlich auf der Wirkung der Impfung beruhten. Die
Untersuchungszeitpunkte von Rindern und Schafen sind im Abschnitt Material und
Methoden in Tab. 111.13 dargestellt.

In keiner Serumprobe der dargestellten Tiere wurden zum Zeitpunkt der Impfung
BTV-8 Antikdrper nachgewiesen.
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3.1.1. Antikorpertiter von Schafen und Rindern nach der

Grundimmunisierung

Die Mediane der Ak-Titer der Rinderseren in den jeweiligen Betrieben lagen zum
Zeitpunkt des Boostes zwischen 1:1 (d.h. Ak sind nur im unverdinnten Serum
nachweisbar) und 1:8. Der Mittelwert der Mediane, also der Median aller
untersuchten Rinderseren unabhangig von der Aufteilung in Betriebe (Medges), lag
bei 1:2. Zwei Wochen nach dem Boost stieg der Medges auf 1:16. Dies stellt auch
das Maximum der gemessenen Werte dar. Vier Wochen nach dem Boost fiel der
Medges auf 1:8 und lag 20 Wochen nach der ersten Impfung bei 1:2.
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0 (e & T Betrieb 14

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Betrieb 15
Zeitpunkt der Probennahme in Wochen &— Gesamt

Abb. IV.1: Mediane der ELISA-Serum-Ak-Titer von Rindern nach der Impfung gegen BTV-8;
Applikation des Impfstoffes bei Zeitpunkt 0 und 4 (Boost);
Gesamt (groBer Kreis): Mittelwert der Mediane

Die Mediane der Rinderseren der einzelnen Betriebe folgten diesem Trend mit
Ausnahme von denen aus Betrieb Nr. 7. Hier lag der Median der Ak-Titer zum
Zeitpunkt des Boostes und auch zwei Wochen danach bei 1:8 und fiel dann auf
1:4 und schlieBlich auf 1:2.

Bei den untersuchten Schafseren waren zwei Wochen nach der Impfung
Antikorpertiter im Median von 1:1 bis 1:3, im Mittel (Medges) 1:2 nachweisbar. Der
Medges lag vier und auch 20 Wochen nach der Impfung bei 1:1. Die Proben von

Schafen aus den Betrieben Nr. 5, 6 und 18 folgten diesem Trend nicht. Hier waren
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zwei Wochen nach der Impfung lediglich im unverdinnten Serum Antikérper

nachweisbar.
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Abb. IV.2: Mediane der ELISA-Serum-Ak-Titer von Schafen zu bestimmten Zeitpunkten nach der
Impfung gegen BTV-8;
Gesamt (groBer Kreis): Mittelwert der Mediane

3.1.2. Antikoérperentwicklung bei Rindern im zweiten Jahr der
Impfung

Proben von Rindern aus flnf Betrieben, die zum Zeitpunkt der Impfung 2009 und
vier Wochen danach untersucht wurden wiesen vier Wochen nach der Impfung
2009 Ak-Titer von 1:16 bis 1:64 im Median bezogen auf den jeweiligen Betrieb auf.
Diese waren deutlich hoher als vier Wochen und auch als zwei Wochen nach dem
Boost 2008. Hier lagen die Mediane der Titer bei 1:8 bis 1:16 (zwei Wochen), bzw.
1:4 bis 1:11 (vier Wochen nach dem Boost).
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Abb. IV.3: Mediane der ELISA-Ak-Titer von Rinderseren nach der Impfung 2008 und 2009;
Applikation des Impfstoffes bei 0, 4 (Boost) und 0’ (entspricht der Impfung 2009);
4’: Probennahme vier Wochen nach der Impfung bei 0’

Die untersuchten Tiere wurden in zwei Gruppen zusammengefasst: In eine mit
einem kleineren zeitlichen Abstand (26 bis 28 Wochen) zwischen den Impfungen
2008 und 2009 und eine mit groBerem Abstand (37 bis 40 Wochen). Zum
Zeitpunkt der Impfung 2009 betrug die Irrtumswahrscheinlichkeit des
Unterschiedes der beiden Gruppen p = 0,077. Dieser Unterschied war also nicht

signifikant. Vier Wochen nach der Impfung 2009 lag p bei 0,8230.

Rinder aus dem Betrieb Nr. 21 wurden 2008 mit der jeweils vierfachen Dosis
BTVPUR AlSap geimpft und geboostet (siehe Kapitel 1V.4.3). Die Ergebnisse der
Untersuchung der Seren dieser Rinder werden in die folgenden Vergleiche mit

einbezogen.

Die Rinder aus den Betrieben 3, 5 und 7 wurden in einer Gruppe
zusammengefasst, da sie mit denselben Impfstoffen immunisiert wurden. Die
Betriebe Nr. 8, 11 und 21 konnten nicht zusammengefasst werden, da die Tiere
mit jeweils anderen Impfstoffen in Kombination geimpft wurden. Die eingesetzten
Impfstoffkombinationen in den Betrieben sind in Tab. V.2 angegeben.
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Tab. IV.2: Betriebe und Impfstoffkombinationen in den Jahren 2008 und 2009

Betr.Nr. | 3 5 7 8 11 21
2008 BLUEVAC-8 BTVPUR BLUEVAC-8 BTVPUR'
2009 BTVPUR AlSap | Bovilis BTV-8 Bovilis BTV-8 Bovilis BTV-8

! Vierfache Dosis

In Tab. IV.3 sind die Signifikanzwerte der Unterschiede im Vergleich der
Antikérpertiter der Rinderseren aus den Betrieben Nr. 3, 5, 7, sowie 8 und 11 mit
Betrieb Nr. 21 dargestellt. Nur die ELISA-Serum-Ak-Titer der hyperimmunisierten
Rinder aus dem Betrieb Nr. 21 hatten beim Vergleich mit den Titern der Rinder aus
den anderen Betrieben bei einem bis drei Zeitpunkten der Probennahme p-Werte
unter 0,05, d.h. diese Unterschiede der Antikorpertiter waren signifikant. Die
Unterschiede zwischen den Serumantikérpertitern der Tiere aus den Betrieben Nr.
3, 5, 7 und den Betrieben Nr. 8 und 11 ergaben zu allen untersuchten Zeitpunkten
nicht signifikante p-Werte tber 0,05. Diese sind daher nicht dargestellt.

Tab. IV.3: p-Werte der Vergleiche von ELISA-Ak-Titern von Rinderseren aus den genannten
Betrieben nach Impfungen verschiedenen Impfstoffkombinationen

Bezugsbetrieb 21 Vergleichsbetriebe
3,57 8 11
Boost 0,166 0,049 < 0,001
2 Wochen nach dem Boost 0,007 0,001 0,036
4 Wochen nach dem Boost < 0,001 0,030 0,007
Impfung 2009 < 0,001 < 0,001 < 0,001
4 Wochen nach der Impfung 09 < 0,001 0,270 < 0,001

3.1.3. Antikorperentwicklung bei Schafen im zweiten Jahr der

Impfung

Die Bildung der ELISA-Antikérpertiter bei Schafen der Gruppe 2 der Herde aus
dem Betrieb Nr. 21 verlief nach der ersten Impfung mit BLUEVAC-8 mit einem Titer
von 1:2 im Median zwei Wochen nach der Impfung deutlich schwacher als nach
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der Impfung 2009 mit Bovilis BTV-8. Hier lag der mediane Antikdrpertiter zwei
Wochen nach der Impfung bei 1:23 (Abb. 1V.4).
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Abb. 1V.4: Medianer Antikdrpertiter von 20 Schafen aus dem Betrieb Nr. 21 nach der
Grundimmunisierung 2008 (0) und der Impfung 2009 (0’);
2’, usw.: Wochen nach der Impfung 0’

3.2. Entwicklung der neutralisierenden Antikorper

3.2.1. Neutralisierende Antikorper bei Rindern und Schafen

nach der Grundimmunisierung

Es wurden funf Schafe ausgewahlt, die zwei Wochen nach der Impfung (héchster
Ak-Titer aus den untersuchten Zeitpunkten) im ELISA die niedrigsten
Antikérpertiter aus allen untersuchten Schafen aufwiesen. Diese lagen zwischen
1:1 und 1:2. Kein Serum der Schafe konnte zu den untersuchten Zeitpunkten das

BT-Virus im SNT neutralisieren.

Auch die Seren der flinf Schafe mit den hochsten ELISA-Serum-Ak-Titern

zwischen 1:4 und 1:16 konnten das BT-Virus im SNT zu keiner Zeit neutralisieren.

Es wurden funf Rinder mit den niedrigsten ELISA-Serum-Ak-Titern zwei Wochen
nach dem Boost (Zeitpunkt hoéchster gemessener ELISA-Serum-Ak-Titer)
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ausgewahlt. Die Serumproben hatten zu dem Zeitpunkt Titer zwischen 1:4 und
1:8. Proben von vier dieser Rinder konnten das BT-Virus im SNT zu keinem
untersuchten Zeitpunkt neutralisieren. Bei Serumproben von Rind Nr. 6 aus dem
Betrieb Nr. 9 konnten als einziges neutralisierende Antikérper festgestellt werden
(Tab. 1V.4). Die Antikérpertiter der Seren dieses Rindes lagen im ELISA unter dem
Mittelwert der Mediane aller untersuchten Rinder und auch unter dem Median der
Rinderseren des eigenen Betriebes Nr. 9 (siehe dazu Abb. IV.1). Die
Antikdrpertiter im SNT lagen zum Zeitpunkt des Boostes und zwei Wochen danach
leicht Uber den Titern im ELISA. Zu den spéateren Untersuchungszeitpunkten

waren die Titer gleich.

Tab. IV.4: Antikérpertiter des Rindes Nr. 6 aus dem Betrieb Nr. 9 im ELISA und SNT zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Impfung gegen BTV-8

Impfung Boost 6 Wochen 8 Wochen | 20 Wochen
ELISA nn 1:1 1:4 14 1:2
SNT nn 1:3 1:6 1:4 1:2

Boost = 4 Wochen nach der Erstimpfung; nn: nicht nachweisbar

Dieses Rind wurde nicht wie die anderen vier in diesem und weitere funf im
nachsten Versuch untersuchten Tiere mit dem Impfstoff BLUEVAC-8, sondern mit
BTVPUR geimpft und geboostet (siehe dazu im Abschnitt Material und Methoden
Tab. 111.15).

Die Werte der funf Rinderseren mit den hdchsten ELISA-Serum-Ak-Titern zwei
Wochen nach dem Boost (Zeitpunkt héchster gemessener ELISA-Serum-Ak-Titer)
lagen zwischen 1:64 und 1:128. Keine dieser Serumproben zeigte eine

Neutralisierung von BTV-8.

3.2.2. Neutralisierende Antikorper bei Rindern im zweiten Jahr
der Impfung

Es wurden Rinderseren aus vier Betrieben nach den Impfungen 2008 und 2009
auf neutralisierende Antikérper untersucht. Die Tiere wurden mit unterschiedlichen
Impfstoffkombinationen immunisiert. Tiere aus den Betrieben Nr. 3 und 5 wurden
2008 mit BLUEVAC-8 grundimmunisiert und 2009 einmalig mit BTVPUR AlSap8
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geimpft. Tiere aus dem Betrieb Nr. 8 erhielten 2008 zur Grundimmunisierung
BTVPUR AlSap 8 und 2009 einmalig Bovilis BTV-8. Im Betrieb Nr. 11 fand der
Impfstoff BLUEVAC-8 2008 Anwendung und im darauf folgenden Jahr wurde
einmalig Bovilis BTV-8 eingesetzt (siehe auch Tab. IV.2).

Es wurden nicht alle Rinderseren, die im Ak-ELISA untersucht wurden, auch im
SNT untersucht. Daher unterscheiden sich die hier angegebenen Ak-ELISA-Titer
zum Teil von denen aus dem Kapitel 1V.3.1.2.

Bei den untersuchten Rinderseren aus dem Betrieb Nr. 3 lag der Median der
ELISA-Serum-Ak-Titer beim Boost bei 1:1, zwei Wochen spéter bei 1:16 und vier
Wochen spater bei 1:12. Nach der Impfung 2009 stieg er von 1:4 auf 1:64 an
(siehe Abb. 1V.6).

Im SNT waren erst vier Wochen nach der letzten Impfung 2009 neutralisierende
Ak nachweisbar. Die Hohe der Titer ist mit 1:1 bis 1:11 deutlich niedriger als im Ak-
ELISA (Tab. IV.5).

Tab. IV.5: Antikérpertiter im ELISA und SNT von sieben Rindern aus dem Betrieb Nr. 3 vier
Wochen nach der Impfung 2009

Rinder 3-1 3-2 3-3 3-5 3-6 3-8 3-11 | Median

ELISA | 1:64 1:16 1:16 1:64 1:128 | 1:128 1:8 1:64

SNT 1:8 1:6 1:8 1:8 1:11 1:6 1:1 1:8

Bei Rinderseren aus dem Betrieb Nr. 5 lag der Median der ELISA-Ak-Titer beim
Boost bei 1:1, zwei Wochen spater bei 1:11 und vier Wochen spéter bei 1:6. Nach
der Impfung 2009 stieg er von 1:2 auf 1:32 an (siehe Abb. 1V.6).

Im SNT waren wiederum erst vier Wochen nach der letzten Impfung 2009
neutralisierende Ak nachweisbar. Die Hohe der Titer ist Tab. IV.6 zu entnehmen.
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Tab. IV.6: Antikérpertiter im ELISA und SNT von sieben Rindern aus dem Betrieb Nr. 5 vier
Wochen nach der Impfung 2009

Rinder 5-2 5-3 5-4 5-5 5-6 5-10 Median
ELISA 1:16 1:64 1:32 1:32 1:8 1:64 1:32
SNT 1:1 1:6 1:2 1:3 nn 1:11 1:3

nn: nicht nachweisbar

Bei den Seren von Rindern im Betrieb Nr. 8 lag der Median der ELISA-Serum-Ak-
Titer beim Boost (BTVPUR AlSap 8) bei 1:1, zwei und vier Wochen spéter bei 1:8.
Nach der Impfung 2009 mit Bovilis BTV 8 stieg er von 1:2 auf 1:64 an (siehe Abb.
IV.6).
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Abb. IV.5: SNT Titer von Seren von sieben Rindern aus dem Betrieb Nr. 8 und deren Median
(Med); Impfungen bei 0, 4 und 0’; 2’, 4’.: Wochen nach der Impfung 0'.

Im SNT waren bereits zwei Wochen nach dem Boost neutralisierende Ak mit
einem Titer von 1:23 im Median nachweisbar. Dieser Wert und auch derjenige von
1:16 vier Wochen nach dem Boost lagen hdher als die Titer im Ak-ELISA. Vier
Wochen nach der Impfung 2009 stieg der SNT-Ak-Titer von 1:4 auf 1:64 im
Median an. Dies entspricht dem Median im Ak-ELISA.
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Bei Tieren aus dem Betrieb Nr. 11 lag der Median der ELISA-Serum-Ak Titer beim
Boost bei 1:1, zwei und vier Wochen spéater bei 1:16 und 1:8. Nach der Impfung
2009 stieg er von 1:1 auf 1:32 an (siehe Abb. 1V.6).

70 |
()
60 /
50
/ Betrieb 3
8 40 —m— Betrieb 5
5 30 —e— Betrieb 8
- =% - Betrieb 11
20
10 ,, ) = ~a /
Z 2 \k \rw/
0 H T T T _L* T
0 2 4 6 8 0 2 4
Zeitpunkt der Probennahme in Wochen

Abb. IV.6: ELISA-Serum-Ak-Titer der Rinderseren nach den Impfungen 2008 und 2009, die auch
im SNT untersucht wurden; Impfung bei 0, 4 (Boost) und 0’ (Impfung 2009);
2’, usw.: Wochen nach der Impfung 0’.

Im SNT konnten zwei Wochen nach dem Boost die unverdinnten Seren der
Rinder Nr. 2 und 3 BTV-8 neutralisieren. Bei sieben von acht Rindern waren vier
Wochen nach der Impfung 2009 neutralisierende Ak nachweisbar. Die H6he der
Titer ist Tab. IV.7 zu entnehmen. Sie sind mit 1:2 bis 1:32 mindestens eine log-
Stufe niedriger als die ELISA-Serum-AK-Titer.

Tab. IV.7: Antikdrpertiter im ELISA und SNT von acht Rindern aus dem Betrieb Nr. 11 vier Wochen
nach der Impfung 2009

Rinder | 11-1 | 11-2 | 11-3 | 11-4 | 11-5 | 11-7 | 11-8 | 11-10 | Median

ELISA 1:4 1:16 1:32 1:32 1:32 1:64 1:32 nu 1:32

SNT nn 1:3 1:8 1:3 1:11 1:32 1:11 1:2 1:7

nn: nicht nachweisbar; nu: nicht untersucht

Die Unterschiede in den Ergebnissen der unterschiedlich geimpften Tiere im SNT
wurden auf ihre Signifikanz Gberprift (Abb. 1V.7). Tiere aus den Betrieben Nr. 3
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und 5 wurden einer Gruppe zugeordnet, da dieselben Impfstoffe verwendet
wurden. Die Betriebe Nr. 8, 11 und 21 (Kapitel IV.4.3) konnten nicht
zusammengefasst werden, da die Tiere mit jeweils anderen Impfstoffen in
Kombination geimpft wurden. Es wurden in Abb. IV.7 nur Beziehungen als Pfeile

dargestellt, wenn p < 0,05 war.

Die SNT-Ak-Titer sind bei Seren von Rindern aus dem Betrieb Nr. 3 und Nr. 5 vier
Wochen nach der Impfung 2009 niedriger als bei Seren von Rindern aus dem
Betrieb Nr. 21 und Nr. 8. Die Ak-Titer der Rinderseren aus dem Betrieb Nr. 11 sind
ebenfalls niedriger als die Titer der Rinderseren aus Betrieb Nr. 21 und Nr. 8.

Betrieb Nr. 3 J— Betrieb Nr. 8
Betrieb Nr. 5 p =0,002
1 p = 0,004
p < 0,001
p = 0,002
Betrieb Nr. 21 = | Betrieb Nr. 11

Abb. 1V.7: Signifikanz der Unterschiede zwischen den SNT-Ak-Titern vier Wochen nach der
Impfung 2009 bei flinf Betrieben;
Impfstoffe: Betrieb Nr. 3 und Nr. 5: 2008 BLUEVAC-8, 2009 BTVPUR AlSap 8

Betrieb Nr. 8: 2008 BTVPUR AlSap 8, 2009 Bovilis BTV-8

Betrieb Nr. 11: 2008 BLUEVAC-8, 2009 Bovilis BTV-8

Betrieb Nr. 21: 2008 BTVPUR AlSap 8 (4-fache Dosis), 2009 Bovilis BTV-8
Pfeile weisen von héheren zu niedrigeren SNT-Ak-Titern
Grauer Pfeil: p < 0,05; Schwarzer Pfeil: p < 0,001

3.2.3. Neutralisierende Antikorper bei Schafen im zweiten Jahr

der Impfung

Die Mediane der ELISA-Serum-Ak-Titer der Schafseren lagen zwei Wochen nach

der ersten Impfung bei 1:2 und zwei Wochen nach der zweiten Impfung bei 1:64.

Im SNT waren erstmals zwei Wochen nach der zweiten Impfung neutralisierende
Antikérper messbar. Serumproben von neun von zehn Tieren konnten das Virus

zu diesem Zeitpunkt mit einem Titer zwischen 1:1 und 1:16 neutralisieren (Abb.
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IV.8). Der Median der Ak-Titer betrug hier 1:2, sank vier Wochen nach der Impfung

auf 1:1 ab um dann nochmals vier Wochen spéater auf 1:3 anzusteigen.
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Abb. IV.8: SNT-Ak-Titer von zehn Schafen nach zwei Impfungen gegen BTV-8;
Impfung bei 0 und 0’; 2’, usw.: Wochen nach der Impfung 0’

Das Ergebnis der Untersuchung der Seren von sechs Rindern aus dem Betrieb Nr.
8 auf Kreuzneutralisation wird in Kapitel 0, ,Wiederholte Applikation des

Impfstoffes” dargestellt.

3.3. Zellulare Immunreaktion

Die PBMC bei allen IFN-y ELISPOTs wurden auch auf eine Blastenbildung im
Inversmikroskop beurteilt. Von den Mitogenen rief PHA die starksten Reaktionen
hervor, gefolgt von ConA. Mit PWM stimulierte Zellen bildeten kaum Blasten. Nach
der Restimulation mit BTV-8 und BTV-1 war keine, oder allenfalls eine schwache
Blastenbildung zu sehen.
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Abb. IV.9: Positivkontrolle: IFN-y spezifische Spots nach der ConA Stimulation der PBMC eines
Rindes

Es wurden PBMC aus EDTA-Blutproben von vier geimpften Rindern zwei und vier
Wochen sowie flnfeinhalb Monate nach dem Boost im IFN-y ELISPOT auf
Spotbildung untersucht. Es lieB sich bei allen vier Rindern ein prozentualer Anstieg
der IFN-y spezifischen Spotzahlen im Verhaltnis zur ConA Stimulation (100 %)
zwischen zwei und vier Wochen nach dem Boost nachweisen. Im sechsten Monat

nach dem Boost waren die Werte wieder abgefallen (siehe Abb. 1V.10).
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Abb. IV.10: IFN-y spezifische Spotzahlen nach BTV-8 und BTV-1 (MOI~1) Restimulation von
PBMC von vier Rindern aus dem Betrieb Nr. 3 zwei und vier Wochen sowie flinfeinhalb Monate
nach dem Boost gegen BTV-8;

A = nicht auswertbar, da ConA 5ug/ml < 100 Spots

Die Stimulation mit ConA war flinfeinhalb Monate nach dem Boost bei den PBMC
von Rind Nr. 2 nicht erfolgreich. Es konnten weniger als 100 IFN-y spezifische
Spots gezahlt werden. Dieses Rind reagierte jedoch als einziges auf die
Stimulation mit PWM mit der Bildung von mehr als 100 IFN-y spezifischen Spots.
Im Verhaltnis zu PWM (100 %) erzielte die BTV-8 Restimulation 29 % und die
BTV-1 Restimulation 34 % mehr Spots als die Negativkontrolle.

Die in Seren der vier Rinder gemessenen ELISA-Ak-Titer folgen demselben Trend.
Sie waren zwei und vier Wochen nach dem Boost am hdchsten und lagen beim

letzten Beprobungszeitpunkt deutlich niedriger.

Tab. IV.8: ELISA-Serum-Ak-Titer von vier Rindern zu den angegebenen Zeitpunkten nach dem
Boost gegen BTV-8

Rind 1 Rind 2 Rind 3 Rind 4
2 Wochen 1:32 1:64 1:64 1:64
4 Wochen 1:32 1:32 1:32 1:32

5,5 Monate 14 1:8 1:8 1:8
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Zwei der vier im IFN-y ELISPOT untersuchten PBMC Proben von Schafen
konnten weder zwei noch vier Wochen nach der Impfung gegen BTV-8 auf die
Stimulation mit ConA hin mehr als 100 IFN-y spezifische Spots pro Vertiefung
bilden. Somit wurden die Ergebnisse als nicht auswertbar beurteilt. Auch die
Stimulation mit ConA 10 pg/ml und PHA 5 pg/ml fihrte nicht zu den erwarteten
und fur die Auswertbarkeit entscheidenden Spotzahlen (= 100 Spots).

Somit lieB sich nur mit PBMC von Schaf Nr. 4 die Restimulation mit BTV-8 und -1
auswerten. Mit BTV-8 als Restimulus konnte zwei Wochen nach der Impfung im
Verhéltnis zu ConA die meisten IFN-y spezifischen Spots gez&hlt werden. Bei der
Restimulation mit BTV-1 war dies vier Wochen nach der Impfung der Fall.

140
120
100

80 oBTV-8
60 mBTV-1
40 -

e s Il
A A A A
0 [

2Wo | 4Wo | 2Wo | 4Wo|2Wo  4Wo | 2Wo| 4 Wo

Verhéltnis zu ConA = 100 %

Zahl der Spots in % im

Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4

Abb. IV.11: IFN-y spezifische Spotzahlen nach BTV-8 und BTV-1 (MOI~1) Restimulation von
PBMC von vier Schafen aus dem Betrieb Nr. 21 zwei und vier Wochen nach der Impfung gegen
BTV-8; A = nicht auswertbar, da ConA 5ug/ml < 100 Spots

Auf die Stimulation mit 10 pg/ml ConA und 5 pg/ml PHA als Positivkontrollen
reagierte zu beiden untersuchten Zeitpunkten nur die PBMC von Schaf Nr. 4 mit
der Bildung von mehr als 100 IFN-y spezifischen Spots. Die Erhéhung der ConA

Konzentration fUhrte nicht zu einer erhdhten IFN-y Ausschiittung der PBMC.

Nur bei Serumproben von Schaf Nr. 1 und 4 waren nach der Impfung im
Antikérper-ELISA nachweisbare Antikérpertiter vorhanden.
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Tab. IV.9: ELISA-Serum-Ak-Titer von vier Schafen zu den angegebenen Zeitpunkten nach der
Impfung gegen BTV-8

Schaf 1 Schaf 2 Schaf 3 Schaf 4
2 Wochen 1:4 nn nn 1:4
4 Wochen 1:2 nn nn 1:2

nn: nicht nachweisbar

Von den PBMC Proben von zehn Schafen finf Wochen nach der Impfung gegen
BTV-8 reagierten nur acht auf die Positivkontrolle und bildeten mehr als 100 IFN-y
spezifische Spots pro Vertiefung auf die Stimulation mit ConA. PBMC Proben von
funf Schafen reagierten stéarker auf die Restimulation mit BTV-8, zwei starker auf
BTV-1 und bei Schaf Nr. 10 war die Reaktion auf beide BTV Serotyp Restimuli
gleich stark.
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Abb. IV.12: IFN-y spezifische Spotzahlen nach BTV-8 und BTV-1 (MOI~1) Restimulation von
PBMC von zehn Schafen aus dem Betrieb Nr. 21 fiinf Wochen nach der Impfung geben BTV-8;
A = nicht auswertbar, da ConA 5pg/ml < 100 Spots

Die Antikorpertiter der Schafseren lagen zum Zeitpunkt der Untersuchung der
PBMC im IFN-y ELISPOT zwischen dem nicht nachweisbaren Bereich und 1:4
(siehe Tab. IV.10).
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Tab. IV.10: ELISA-Serum-Ak-Titer von zehn Schafen aus dem Betrieb Nr. 21 fiinf Wochen nach
der Impfung gegen BTV-8.

Schaf Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Titer 1:1 nn 1:1 1:2 nn 1:2 1:2 1:4 1:1 1:1

4, Unschadlichkeit und Wirkung fehlerhafter
Impfstoffapplikation

4.1. Intramuskulare und intravendse Impfstoffapplikation bei

Schafen

Die Untersuchung des Impfstoffes mit der PanBTV RT-gPCR in unverdiinntem
Zustand sowie 1:10 und 1:100 verdinnt ergab fur alle Verdinnungsstufen einen
cq-Wert von Gber 40 und wurde somit als negativ gewertet. Im inaktivierten
Impfstoff selbst war also kein BTV-Genom nachweisbar.

Auch im Blut der Schafe war weder eine, vier noch 24 Stunden nach der

Applikation des Impfstoffes i.v. BTV-Genom nachweisbar.

Die Ergebnisse der klinischen Untersuchung der sechs Schafe wichen nur in
wenigen Punkten von den Normalbefunden ab. Dabei handelte es sich 24 h nach
der Applikation des Impfstoffes um Befunde, die auch schon vor der Applikation
abweichend waren. Somit kam es nach der fehlerhaften Applikation zu keinen
klinischen Nebenwirkungen. Die Befunde sind ausfihrlich im Anhang in Kapitel
IX.2.2 dargestellt.

4.2. Subkutane und intramuskulare Impfstoffapplikation bei

Schafen

Die Antikérpertiter bewegten sich nach einmaliger Impfung gegen BTV-8 bei allen
Seren von Schafen im Betrieb Nr. 21 im Bereich von nicht nachweisbar bis 1:16.
Der Median der Antikdrpertiter von Serumproben der s.c. geimpften Schafe lag
zwei, vier und acht Wochen nach der Impfung bei 1:1. Der Median der Proben i.m.
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geimpfter Schafe lag zwei Wochen nach der Impfung bei 1:2, ansonsten ebenfalls
bei 1:1.

Aufgrund der niedrigen Titer wurden die folgenden Diagramme nicht mit dem
Antikérpertiter selbst erstellt und entsprechende Berechnungen durchgeflhrt,
sondern mit der gemessenen optischen Dichte, die bereits in Bezug auf die
Negativkontrolle korrigiert war (OD corr). Dies ergab ein genaueres Bild der feinen
Unterschiede zwischen den Proben als der ELISA-Serum-Ak-Titer.

Der ,cut-off* liegt beim hier verwendeten Bluetongue Virus Antibody Test Kit,
cELISA (VMRD) bei 50 % OD corr. Werte darlber sind als positiv und darunter als

negativ zu werten.

Der Median der OD corr. lag bei den Serumproben der i.m. geimpften Schafe zwei
Wochen nach der Impfung bei 90 und damit deutlich im positiven Bereich. Weitere
zwei Wochen spater lag der OD corr. bei 74 und acht Wochen nach der Impfung
bei 63. Somit ist ein Abfall der ELISA-Serum-Ak deutlich nachzuvollziehen.
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Abb. IV.13: Korrigierte Optische Dichte (OD corr) von Seren von 20 i.m. geimpften Schafen nach
der Impfung; Whiskers reichen vom Maximum zum Minimum.

Der Median der korrigierten optischen Dichte lag bei den Seren der s.c. geimpften

Schafe zwei Wochen nach der Impfung bei 58, weitere zwei Wochen spater bei 60
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und acht Wochen nach der Impfung bei 57. Alle drei Werte sind nur schwach

positiv.
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Abb. 1V.14: Korrigierte Optische Dichte von Seren von 58 s.c. geimpften Schafen nach der
Impfung; Whiskers reichen vom Maximum zum Minimum.

Zwei Wochen nach der Impfung lagen die Werte der Seren von s.c. geimpften
Schafen hochsignifikant unter denen der i.m. geimpften Schafe. Auch zwei
Wochen spater war der Unterschied noch signifikant. Acht Wochen nach der

Impfung gab es keinen signifikanten Unterschied mehr.

Tab. IV.11: Irrtumswahrscheinlichkeiten der Unterschiede der ELISA-Serum-Ak-Titer von i.m. und
s.c. geimpften Schafen nach der Impfung

Zeitpunkt 2 Wochen 4 Wochen 20 Wochen

o] < 0,001 0,024 0,083

4.3. Applikation einer erhohten Impfstoffdosis bei Rindern

Rinder aus dem Betrieb Nr. 21 wurden 2008 mit der jeweils vierfachen Dosis
BTVPUR AlSap geimpft und geboostet. Sie entwickelten danach und auch nach
der Impfung 2009 deutlich hodhere Antikorpertiter als Rinder aus anderen

Betrieben, die mit anderen Impfstoffkombinationen in der vorgesehenen Dosis
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geimpft wurden. Vergleiche zwischen den Ak-Titern der Tiere aus den Betrieben
werden in den Kapiteln 1V.3.1.2 und 1V.3.2.2 dargestellt.

Die ELISA-Antikérpertiter der sechs Rinderseren aus Betrieb Nr. 21, die auch auf
neutralisierende Antikdrper untersucht wurden, lag beim Boost bei 1:3, zwei und
vier Wochen spater bei 1:64 und 1:32. Nach der Impfung 2009 stieg er von 1:8 auf
1:181 zwei und auf 1:128 vier Wochen nach der Impfung an. Acht Wochen nach
der Impfung lag der Median der ELISA-Serum-Ak-Titer bei 1:48. Die Seren von
drei Tieren hatten als héchsten gemessenen Wert einen Titer von 1:512 (siehe
dazu Abb. IV.15).
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Abb. IV.15: ELISA-Antikérpertiter von sechs Rindern aus dem Betrieb Nr. 21 nach zwei Impfungen
gegen BTV-8, Impfungen bei 0, 4 (Boost) und 0’
2’, etc.: Wochen nach der Impfung 0’

Alle dargestellten Rinder folgen diesem Trend und zeigen die hdchsten
gemessenen ELISA-Serum-Ak-Titer zwei bis vier Wochen nach dem Boost und
zwei bis vier Wochen nach der Impfung 2009.

Der Median der SNT-Ak-Titer der sechs untersuchten Rinderseren (Abb. IV.16) lag
beim Boost bei 1:10 und somit Gber dem ELISA-Serum-Ak-Titer. Zwei und vier
Wochen nach dem Boost lag der Median der SNT-Ak-Titer mit 1:54 und 1:27
geringfligig unter dem medianen ELISA-Serum-Ak-Titer. Nach der Impfung 2009
stieg er innerhalb von zwei Wochen von 1:16 auf 1:96 und lag vier Wochen nach



82 IV. Ergebnisse

der Impfung bei 1:128. Der héchste gemessene Wert war 1:356 im Serum des
Rindes Nr. 21-9 zwei Wochen nach der Impfung 2009. Acht Wochen nach der
Impfung lag der Median aller SNT-Ak-Titer bei 1:64. Auch im SNT folgten die Ak-
Titer aller dargestellten Rinder diesem Trend und zeigen die gemessenen
Hochstwerte zwei Wochen nach dem Boost und zwei bis vier Wochen nach der
Impfung 2009.
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Abb. IV.16: SNT-Antikérpertiter von sechs Rindern aus dem Betrieb Nr. 21 nach zwei Impfungen
gegen BTV-8, Impfung bei 0, 4 (Boost) und 0’ (Impfung 2009)
2', usw.: Wochen nach der Impfung 2009

PBMC von acht der hyperimmunisierten Rinder aus dem Betrieb Nr. 21 wurden
drei und funf Wochen nach der Impfung 2009 im IFN-y ELISPOT untersucht. Die
PBMC von vier Rindern zeigten einen Abfall der relativen Zahl messbarer IFN-y
spezifischer Spots zwischen den zwei untersuchten Zeitpunkten. Bei den PBMC
Proben von Tier Nr. 3 und 7 gab es einen Anstieg der Bildung IFN-y spezifischer
Spots.
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Abb. IV.17: IFN-y spezifische Spotzahlen nach BTV-8 und BTV-1 (MOI~1) Restimulation von
PBMC von acht Rindern drei und finf Wochen nach der dritten Impfung gegen BTV-8

¢ = Vertiefungen nicht auswertbar

Im Vergleich dazu sind die ELISA-Serum-Ak-Titer (Tab.
Zeitabstand abfallend oder bei Rind Nr. 2 gleich.

IV.12)

in diesem

Tab. IV.12: ELISA-Serum-Ak-Titer von acht Rindern drei und fiinf Wochen nach der dritten Impfung

gegen BTV-8

Rind 1 2 3 4 5 6 7 8
3 Wochen | 1:256 | 1:64 | 1:512 | 1:256 | 1:32 | 1:512 | 1:256 | 1:128
5 Wochen | 1:128 | 1:64 1:64 1:64 1:16 1:64 1:32 1:32

5. Auswirkung einer Wiederholung der

Impfstoffapplikation bei Schafen

5.1. Antikorperentwicklung (ELISA)

Bei 38 Schafen im Betrieb Nr. 21 wurde der Impfstoff BLUEVAC-8 drei Mal

eingesetzt. Ein viertes Mal wurde mit Bovilis BTV-8 geimpft.
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Abb. 1V.18: ELISA-Serum-Ak-Titer von 28 Schafen nach vier Impfungen ( = )
Whiskers reichen vom 10. bis zum 90. Perzentil

Der Median der gemessenen Ak-Titer lag im ELISA zwei Wochen nach der ersten
Impfung bei 1:1. Zwei Wochen nach der zweiten und dritten Impfung lag der Ak-
Titer bei 1:4. 50 % der gemessenen Titer befanden sich zwischen 1:2 und 1:16,
bzw. 1:1 und 1:16. Zwei Wochen nach der vierten Impfung (Woche 39) befanden
sich 50 % der gemessenen Werte zwischen 1:8 und 1:32. Der Median lag bei

1:32. Das Maximum (nicht dargestellt) lag zu diesem Zeitpunkt bei 1:256.

5.2. Neutralisierende Antikorper

Zum direkten Vergleich zu den SNT Ak-Titern (Abb. IV.20) sind die Titer der Seren
der zehn Schafe im Ak-ELISA nochmals dargestellt (Abb. IV.19).
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Abb. 1V.20: SNT-Ak-Titer von zehn Schafen nach vier Impfungen gegen BTV-8. Zeitpunkte der Impfung: =)
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Der Median der ELISA-Serum-Ak Titer lag zwei Wochen nach der ersten Impfung
bei 1:1 und zwei Wochen nach der zweiten und dritten Impfung bei 1:8. Nach der

vierten Impfung stieg er von 1:2 auf 1:45 zwei Wochen nach der Impfung an.

Im SNT waren erst vier Wochen nach der dritten Impfung in der 26. Woche der
Untersuchung bei Seren von Schaf Nr. 8, 9 und 10 Ak-Titer von 1:1 und 1:2
nachweisbar. Zwei Wochen nach der vierten Impfung in Woche 39 konnten die
Seren von neun von zehn Tieren das Virus mit Titern zwischen 1:1 und 1:64

neutralisieren. Der mediane Ak-Titer lag hier bei 1:12.

5.2.1. Kreuzneutralisation

Fur die Uberpriifung auf Kreuzreaktivitat mit anderen BTV-Serotypen wurden
Serumproben ausgewahlt, die im BTV-8 SNT hohe Titer aufwiesen. Das waren
Seren von Rindern aus dem Betrieb Nr. 8 vier Wochen nach der Impfung 2009 und

von Schafen aus dem Betrieb Nr. 21 zwei Wochen nach der vierten Impfung.

Tab. IV.13: Antikorpertiter im ELISA und Reaktivitdt gegen BTV-1, -2, -4, -8, und BTV-16 im SNT
von fiinf Schafen und sechs Rindern.

Tier ELISA BTV-1 BTV-2 BTV-4 BTV-8 BTV-16

Pos-K 1:256 1:11 nn nn 1:54 nn
Schaf 21-48 1:256 1:3 nn nn 1:22 nn
Schaf 21-55 1:64 1:3 1:1 nn 1:16 nn
Schaf 21-68 1:32 1:2 nn nn 1:32 nn
Schaf 21-72 1:64 1:4 nn nn 1:32 nn
Schaf 21-78 1:64 1:4 nn nn 1:64 nn
Rind 8-1 1:64 1:16 nn 1:3 1:64 nn
Rind 8-4 1:64 1:8 nn 1:1 1:64 nn
Rind 8-5 1:32 1:16 1:1 1:1 1:64 nn
Rind 8-7 1:128 1:11 1:2 nn 1:64 nn
Rind 8-9 1:256 1:22 1:1 1:1 1:90 1:1
Rind 8-10 1:64 1:16 1:1 nn 1:64 nn

nn: nicht nachweisbar
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Wie in Tab. IV.13 zu sehen ist, fand nur gegen BTV-1 eine nennenswerte
Neutralisation des Virus statt. Gegen BTV-2, -4 und -16 zeigen hauptsachlich
Rinderseren einen schwache Kreuzneutralisation mit Titern von 1:1 bis 1:3. Die
BTV-8 Immunserum-Positivkontrolle blieb bei diesen Serotypen ebenfalls ohne
neutralisierenden Effekt auf das Virus.

5.3. Zellulare Immunreaktion

Es gab Unterschiede beim Nachweis von IFN-y spezifischen Spots in Abhangigkeit
von der gewahlten Lésung zum Blockieren der Platte nach dem Beschichten mit
IFN-y Fanger-Ak. Dies wurde bei der Untersuchung der PBMC von zwei Schafen
aus dem Betrieb Nr. 21 vier Wochen nach der zweiten Impfung gegen BTV-8
festgestellt. Mit den PBMC von Schaf Nr. 1 waren beim Blockieren mit 10 %
Magermilch im Blockingpuffer am meisten IFN-y spezifische Spots im Verhéltnis
zur Positivkontrolle vorhanden. Beim Tier Nr. 2 war dies bei 5 % FBS im
Blockingpuffer der Fall.
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Abb. IV.21: IFN-y spezifische Spotzahlen nach BTV-8 und BTV-1 (MOI~1) Restimulation der
PBMC von zwei Schafen nach Einsatz unterschiedlicher Blockingpuffer.
MM: Magermilch, FBS: Fetales Bovine Serum

Wie in Tab IV.14 zu sehen ist, schwankt die gemessene IFN-y spezifische
Spotzahl in Abhangigkeit vom eingesetzten Mitogen und vom Blockingpuffer
zwischen den PBMC der Tiere betrachtlich.
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Tab. 1V.14: IFN-y spezifische absolute Spotzahlen bei Mitogenstimulation der PBMC von zwei
Schafen nach Einsatz verschiedener Blockingpuffer und Mitogene als Positivkontrolle
Tier | Blocking | ConA' PWM' PHA' BTV-12 BTV-8?
5 % FBS 169 229 135 0 9
10% FBS 281 195 108 0 0
1 5% MM 179 168 97 6 0
10% MM 127 106 105 10 15
Mittelwert 189 175 111 4 4
5 % FBS 100 134 161 27 14
10% FBS 123 147 102 7 0
2 | 5%MM 179 186 220 0 7
10% MM 190 187 170 0 9
Mittelwert 148 164 163 6 8

' Konzentration 5 pg/ml
? Restimulation fir 24 h mit MOI ~ 1

Die PBMC des Schafes Nr. 2 bilden bei Einsatz von 5 % FBS oder MM im
Blockingpuffer mit PWM und PHA mehr IFN-y spezifische Spots als mit ConA.

In Tab.

IV.15 sind die Spotzahlen nach

Inkubation der PBMC mit zwei

verschiedenen Mitogenen und Anwendung verschiedener Blockingpuffer im

prozentualen Verhéltnis zum 100 % ConA-Wert dargestellt.

Tab. IV.15: IFN-y spezifische Spotzahlen in % nach Stimulation mit PHA und PWM und Einsatz
verschiedener Blockingpuffer im Verhaltnis zu ConA = 100 %

Stimulus 5 % FBS 10 % FBS 5 % MM 10 % MM
Tier 1 PWM 5 pg/ml 136 % 69 % 94 % 83 %
PHA 5 pg/ml 80 % 38 % 54 % 83 %
Tier 2 PWM 5 pg/ml 135 % 120 % 104 % 98 %
PHA 5 pg/ml 163 % 83 % 123 % 89 %

Die ELISA-Serum-Ak-Titer der beiden Schafe waren zu diesem Zeitpunkt mit 1:1

und 1:2 sehr niedrig.
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Die PBMC von drei Schafen wurden eine Woche nach der dritten Impfung auf
IFN-y Seketion im IFN-y ELISPOT untersucht. Die PBMC von zwei der drei Schafe
bildeten mehr Spots nach der Stimulation mit BTV-8 als mit BTV-1.
Interessanterweise sezernieren die Zellen von Tier Nr. 2 auf die Stimulation mit
BTV-1 4 % mehr Spots als auf die Stimulation mit BTV-8.
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Abb. 1V.22: IFN-y spezifische Spotzahlen nach Restimulation der PBMC von drei Schafen mit
BTV-8 und BTV-1 (MOI~1) eine Woche nach der dritten Impfung.

Nur die PBMC von Tier Nr. 2 reagiert mit einer erhdhten Anzahl an IFN-y
spezifischen Spots auf die Erhéhung der ConA Konzentration (Tab 1V.16).

Tab. IV.16: IFN-y spezifische Spotzahlen der PBMC von drei Schafen nach Inkubation mit erhdhter
Mitogenkonzentration in % im Verhaltnis zur Standardkonzentration ConA 5 pug/ml (= 100 %)

Stimulus Tier 1 Tier 2 Tier 3
ConA 8 pg/ml 84 % 103 % 83 %
ConA 10 pg/ml 77 % 123 % 98 %
PHA 3 pg/mi 16 % 46 % 11 %
PHA 5 pg/mi 20 % 45 % 16 %

PHA konnte die PBMC bei keiner der eingesetzten Konzentrationen zu einer

erhdhten Sekretion von IFN-y anregen.
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Die ELISA-Ak-Titer der drei Schafseren lagen bei 1:16 bei Schaf 1, 1:4 bei Schaf 2

und 1:64 bei Schaf 3.

6. Immunreaktionen bei natiirlich infizierten

Rindern

6.1. Antikorper-ELISA

Bei Seren von neun Rindern und einem Schaf aus den ausgewahlten Betrieben

waren vor der Impfung Antikérper gegen BTV-8 im ELISA nachweisbar.

Ergebnisse aus dem Betrieb Nr. 22 stammen zwar aus der Routinediagnostik des

LGL, werden aber zu den ausgewahlten Betrieben gezahlt, da hier weitere

Untersuchungen durchgeftihrt werden konnten.

Tab. IV.17: Tiere mit im Serum nachweisbaren BTV-8-ELISA-Antikérpern vor der Impfung

Betriebs-Nr. Tier Ak-Titer
6 Rind Nr. 22, 27 Monate alt 1:64
6 Rind Nr. 24, 7 Jahre alt 1:64
13 Rind Nr. 1, war Kklinisch krank 1:16
13 Rind Nr. 9 1:32
22 Rind Nr. 4, Mutterkuh, war klinisch krank 1:256
22 Rind Nr. 5, ca. 6 Monate alt 1:64
22 Rind Nr. 7, Mutterkuh 1:8
22 Rind Nr. 9, Mutterkuh 1:64
22 Rind Nr. 12, ca. 6 Monate alt 1:8
11 Schaf Nr. 9 1:1

BTV-8 Genom war ausschlieBlich im Blut von Tieren aus Einsendungen fir die

Routinediagnostik des LGL nachweisbar.
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Tab. IV.18: Betriebe mit Tieren, bei denen in der Routinediagnostik des LGL mittels BTV-RT-gPCR
BTV-8 Genom nachweisbar war

Betrieb Beschreibung

Betrieb Nr. 22 Ein klinisch krankes Tier, Nachweis von BTV-Genom bei diesem

und sechs weiteren Tieren.

Lkr. Dachau Nachweis von BTV-8 Genom zwei Monate nach Abschluss der

Grundimmunisierung bei sechs Rindern.

Lkr. Miltenberg | Ein Tier fallt zwei Monate nach Abschluss der
Grundimmunisierung klinisch als krank auf, Nachweis von BTV-

Genom.

Die Tiere aus den ausgewahlten Betrieben wurden zum Teil mehrmals beprobt
und die zu diesen Zeitpunkten entnommenen Serumproben auch mittels
Bluetongue Virus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD) untersucht. Ebenso wurden
auch die Proben aus der Routinediagnostik mittels Bluetongue Virus Antibody Test
Kit, cELISA (VMRD) untersucht. Diese Ergebnisse sind im n&chsten Kapitel
zusammen mit den Ergebnissen der Untersuchung auf neutralisierende Antikdrper

dargestellt.

6.2. Neutralisierende Antikorper

Die Ak-Titer in ELISA und SNT von Proben von Rindern, die eine BTV-8 Infektion
durchlaufen hatten oder durchliefen, sind in den folgenden Tabellen dargestellt.
Bei den Rindern wurden entweder vor der Impfung gegen BTV-8 Antikérper gegen
BTV oder mit der RT-gPCR BTV-8 Genom nachgewiesen oder es war nach der

Impfung BTV-8 Genom nachweisbar.

Bei den Rindern aus dem Landkreis Dachau und Miltenberg (Tab. IV.19 und Tab.
IV.20) handelt es sich um Tiere, deren Grundimmunisierung zwei Monate vor dem
Nachweis von BTV-8 Genom abgeschlossen war. Das Rind aus dem Landkreis
Miltenberg wurde wegen BT-typischer klinischer Symptome untersucht (keine
naheren Angaben zur Art der Symptome); die Tiere aus dem Landkreis Dachau
waren Kklinisch unauffallig.
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Von den Rindern aus dem Landkreis Dachau stand flr die Untersuchungen nur
Blutplasma zur Verfligung. Dies erwies sich bei niedrigerer Verdiinnung im SNT
als toxisch far die Testzellen, konnte in héherer Verdinnung das Virus jedoch

neutralisieren. Daher war es moglich, fir diese Proben einen SNT-Ak-Titer

anzugeben.
Tab. IV.19: Reziproke Ak-Titer von sechs Tab. 1V.20: Reziproke Ak-Titer von einem
Rindern aus dem Lkr. Dachau Rind aus dem Lkr. Miltenberg
Tier | ELISA | SNT Tier | ELISA | SNT

1 128 64 1 128 46

2 128 64

3 16 22

4 128 181

5 32 64

6 256 90

Bei den Rindern aus den Betrieben Nr. 6 und 14 wurden vor der Impfung gegen
BTV-8 Antikdrper gegen BTV, jedoch kein Genom, nachgewiesen. Das Rind Nr. 24
aus dem Betrieb Nr. 6 verlie3 diesen nach der ersten Untersuchung. Tier Nr. 1 aus

dem Betrieb Nr. 14 war klinisch krank.

Tab. IV.21: Reziproke Ak-Titer von Seren zweier Rinder aus dem Betrieb Nr. 6 mit Nachweis von
BTV-Ak vor der Impfung und zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Impfung.

Tier Impfung Boost 6 Wo nach | 8 Wo nach | 20 Wo nach
Impfung Impfung Impfung

6-22 | 64 32 128 46 256 64 128 32 64 32

6-24 | 64 22 nu nu nu nu nu nu nu nu

grau hinterlegt: ELISA-Serum-Ak-Titer; weiB hinterlegt: SNT-Ak-Titer; nu: nicht untersucht

Tab. 1V.22: Reziproke Ak-Titer von Seren von zwei Rindern aus dem Betrieb Nr. 6 mit Nachweis
von BTV-Ak vor der Impfung zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Impfung.

Tier Impfung Boost 6 Wo nach | 8 Wo nach | 20 Wo nach
Impfung Impfung Impfung

14-1 | 16 22 128 8 128 32 128 22 32 22

14-9 | 32 16 64 32 128 22 64 11 32 11

grau hinterlegt: ELISA-Serum-Ak-Titer; weif3 hinterlegt: SNT-Ak-Titer
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Bei EDTA-Blutproben von sieben Rindern aus dem Betrieb Nr. 22 wurde vor der
Impfung gegen BTV-8 virales Genom nachgewiesen. Bei einem weiteren Tier war

dies vier Wochen nach der Impfung zum Zeitpunkt des Boostes der Fall.

Zu den mit * markierten Zeitpunkten der Untersuchung stand nur Blutplasma zur
Verfugung. In drei Féllen konnte nach ausreichender Verdinnung des Plasmas
und somit der zelltoxischen Bestandteile keine Neutralisierung des BT-Virus im
SNT festgestellt werden. Bei Tier Nr. 4, 5 und 9 gelang dies jedoch (siehe Tab.
IV.23).

Bei den Tieren, die zum Zeitpunkt des Boostes nachuntersucht wurden, kam es
seit dem Zeitpunkt der ersten Impfung sowohl im ELISA als auch im SNT zu einem
Anstieg der Ak-Titer. Bei Tier Nr. 7 und 9 ist ein Titeranstieg zwischen der ersten
Impfung und vier Wochen nach dem Boost (8 Wochen) deutlich feststellbar. Tier
Nr. 4 hat zu diesem Zeitpunkt denselben ELISA-Serum-Ak-Titer wie bei der ersten
Impfung und einen niedrigeren SNT-Titer von 1:64. Der ELISA-Serum-Ak-Titer lag
auch zum Zeitpunkt der Impfung 2009 (0’) und drei Wochen spater bei 1:256. Der
SNT-Ak-Titer stieg von 1:16 zum Zeitpunkt der Impfung 2009 auf 1:54 drei
Wochen spater an.

Tab. IV.23: Reziproke Ak-Titer von acht Rindern aus dem Betrieb Nr. 22 zu den angegebenen
Zeiten nach der Impfung.

Tier | Impfung Boost 8 WI?:: SfunngaCh Impfung 3 WI(::: Sfunn;a(:h
22-4 | 256" | 90" | nu | nu | 256 64 | 256 | 16 256 54
22-5 | 64" | 32" | 256 | 64 nu nu nu | nu nu nu
22-7 | 8 | x* |nu|nu| 128 46 nu | nu nu nu
22-9 | 64" | 8 | nu| nu| 512 32 nu | nu nu nu
22-12| 8" | x' | 32 | 64 nu nu nu | nu nu nu
22-14| nn | nu | 32 | 32 nu nu nu nu nu nu
22-15| nu | nu | 64" Xx* nu nu nu | nu nu nu
22-18| nn | nu | 8 1 nu nu nu nu nu nu

nu: nicht untersucht; grau hinterlegt: ELISA-Serum-Ak-Titer, weiB hinterlegt: SNT-Ak-Titer
#: Untersuchungsmaterial Blutplasma; x: Plasma toxisch
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6.3. Zellulare Immunreaktion

Vier Rinder aus dem Betrieb Nr. 22 wurden vier Wochen nach dem Nachweis von
BTV-8 Genom und gleichzeitig erfolgter Impfung mittels IFN-y ELISPOT
untersucht. Es handelt sich um die Rinder 22-14 (Tier 1 im IFN-y ELISPOT), 22-12
(Tier 2 im IFN-y ELISPQOT), 22-18 (Tier 3 im IFN-y ELISPOT) und 22-5 (Tier 4 im
IFN-y ELISPOT) (siehe Tab. IV.23). Die PBMC der Rinder Nr. 1 bis 3 bildeten
mehr als die doppelte Anzahl IFN-y spezifischer Spots auf die Stimulation mit
BTV-1 im Vergleich zu BTV-8. Nur die PBMC von Tier Nr. 4 reagierten auf die
Restimulation mit BTV-8 mit einer stérkeren IFN-y Sekretion.

40
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mBTV-1

Verhéltnis zu ConA = 100 %

Zahl der Spots in % im

Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4

Abb. IV.23: IFN-y spezifische Spotzahlen nach Restimulation der PBMC mit BTV-8 und BTV-1
(MOI~1) von vier Rindern aus dem Betrieb Nr. 22 vier Wochen nach dem Nachweis von BTV-
Genom und der Impfung gegen BTV-8

Tab. 1V.24 zeigt die IFN-y spezifischen Spotzahlen der PBMC bei niedriger
gewdahlten ConA-Konzentrationen im Verhaltnis zur Standardkonzentration von
5 pg/ml. Sie lagen mit einer Ausnahme alle deutlich unter den Spotzahlen nach
Standard ConA Stimulation.
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Tab. IV.24: IFN-y spezifische Spotzahlen nach der Stimulation von PBMC von vier Rindern mit
ConA 1 und 3 pg/ml im Verhéltnis zu ConA 5 pg/ml = 100 %

Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4
ConA 3 pg/ml 78 % 99 % 114 % 78 %
ConA 1 pg/ml 40 % 63 % 67 % 30 %

Tab. IV.25 zeigt die ELISA-Serum-Ak-Titer der Rinderseren zum Zeitpunkt der
Untersuchung mittels IFN-y ELISPOT.

Tab. IV.25: ELISA-Ak-Titer von Seren von vier Rindern aus dem Betrieb Nr. 22 vier Wochen nach
dem Nachweis von BTV-Genom und der Impfung gegen BTV-8.

Rind 1 Rind 2 Rind 3 Rind 4

Titer 1:32 1:32 1:8 1:256

Die EDTA-Blutprobe eines weiteren Rindes, bei dem BTV-8 Genom nachgewiesen
worden war, wurde zusammen mit den Proben von zwei Tieren, bei denen dies
nicht der Fall war, drei Wochen nach der Impfung 2009 im IFN-y ELISPOT
untersucht. PBMC von Rind Nr. 1, welches eine natlrliche Infektion mit BTV-8
durchlaufen hatte, reagierten verhaltnismaBig starker auf die Stimulation mit BTV-1
als mit BTV-8. Die PBMC von Rind Nr. 2 reagierten starker auf beide Stimuli als
PBMC von Rind Nr. 1. Das Tier Nr. 3 bildete in der Negativkontrolle mehr Spots als
in den Vertiefungen mit den Stimuli BTV-8 und BTV-1.

Durch eine Verminderung und Erhéhung der MOI der beiden Stimuli BTV-1 und
BTV-8 wurde untersucht, inwieweit sich dies auf die Bildung IFN-y spezifischer
Spots auswirkt. Es konnte keine konsistente Erhéhung der IFN-y spezifischen
Spots durch eine Erhéhung der MOI von BTV-1 und BTV-8 erreicht werden (Tab.
IV.26). Bei Tier Nr. 1 und 2 fuhrte eine Verminderung der MOI von BTV-1 und -8

auf 0,1 zu einer geringeren Anzahl auswertbarer Spots (Tab. 1V.26).
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Abb. 1V.24: IFN-y spezifische Spotzahlen nach BTV-8 und BTV-1 (MOI~1) Restimulation der
PBMC von drei Rindern aus dem Betrieb Nr. 22 drei Wochen nach der dritten Impfung gegen

BTV-8. + = die Spotzahl der Negativkontrolle war gréBer als die Spotzahl nach Restimulation
mit BTV-8 und BTV-1

Tab. 1V.26: IFN-y spezifische Spotzahlen nach der Stimulation der PBMC von drei Rindern mit PHA
5 pg/ml im Verhaltnis zu ConA = 100 % und verschiedenen MOI bei BTV-1 und -8 Restimulation.

Stimulus Tier 1 Tier 2 Tier 3
PHA 5ug/ml 41 % 23 % 21 %
BTV-8 MOI 0,1 2% 23 % 0%
BTV-8 MOI 1 6 % 36 % 0%
BTV-8 MOI 10 7% 26 % 0%
BTV-1 MOI 1 31 % 44 % 0%
BTV-1 MOI 10 26 % 43 % 17 %

Der ELISA-Serum-Ak-Titer war zu diesem Zeitpunkt bei Serum von Rind Nr. 1

deutlich hoher als bei Seren von den beiden anderen Rindern.

Tab. 1V.27: ELISA-Serum-Ak-Titer der Rinder drei Wochen nach der Impfung 2009

Rind 1

Rind 2

Rind 3

Titer

1:256

1:16

1:1
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V. DISKUSSION

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden Rinder und Schafe aus 22 ausgewahlten
Betrieben, sowie Proben von Rindern aus zwei Betrieben, die zur Diagnostik ans
LGL geschickt wurden, untersucht. Gegenstand der Untersuchung war der
Nachweis von BTV-Genom, BTV-Antikérpern im ELISA und neutralisierenden Ak
im SNT sowie von IFN-y Bildung im IFN-y ELISPOT.

1. Fragebogen

Es konnten nicht mehr als 22 Betriebe in die Untersuchung integriert werden, da
das Projekt erst kurz vor Beginn der BTV-8 Impfkampagne begann und bald die
meisten Tiere geimpft waren. Fur die Frage nach der Herdenpravalenz war aber

eine Untersuchung der Blutproben vor der BTV-Impfung erforderlich.

Im Fragebogen wurden verschiedene Daten erhoben (siehe Anhang IX.1.1), wobei
sich nach der Untersuchung der Tiere herausstellte, dass keine der Daten in
signifikantem Zusammenhang mit dem Auftreten von BTV-Infektionen standen: Es
waren zu wenige BTV-infizierte Tiere gefunden worden, um eine statistisch
signifikante Aussage Uber die Einflisse von Haltung, Rasse, etc. auf die

Herdenpravalenz machen zu kénnen.

Ein wichtiger Punkt war allerdings, dass alle infizierten Tiere aus den untersuchten
Betrieben, incl. Betrieb Nr. 22, Weidegang hatten (Tab. 1V.1). Somit haben sich die
Tiere vermutlich nicht im Stall infiziert. Es gibt zwar Hinweise, dass Culicoides
Micken Uber die Wintermonate in Gebauden Uberleben kénnen, in der Regel
meiden sie diese aber (Wilson et al. 2008).

2. Herdenpravalenz

Bei den wenigen Tieren, die eine BTV-Infektion durchlaufen hatten, wurden keine
BTV-RNA sondern lediglich BTV-Antikérper gefunden. Davon ausgenommen sind
Tiere des Betriebes Nr. 22 und Tiere aus der Routinediagnostik des LGL. Diese

Tiere wurden groBtenteils zu Beginn der Vektorsaison im Juni und Juli untersucht.
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Das heiBt, dass in Anbetracht der langen Nachweisbarkeit von BTV-Genom in
Erythrozyten infizierter Wiederkduer (Whetter et al. 1989; Brewer und MacLachlan
1992; Brewer und MacLachlan 1994), sich die Infektionen vermutlich im Vorjahr,
also 2007, ereigneten. Nur je ein Rind aus Betrieb Nr. 14 und 22 waren klinisch
auffallig. Bei den anderen verlief die Infektion subklinisch (Tab. IV.18). Diese hohe
Quote an subklinisch infizierten Rindern legt die Vermutung nahe, dass in Bayern
mehr Tiere mit BTV-8 infiziert waren als diagnostiziert wurden. Der Nachweis von
BTV-Genom erfolgte in den Jahren 2007 bis 2009 lediglich bei Tieren in 301
Betrieben (Bundesministerium fir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucher-
schutz 2007; 2008; 2009).

3. Impfwirksamkeitskontrolle

3.1. Antikorperentwicklung

Die Bildung von ELISA-Antikdrpertitern bei geimpften Rindern von im Median
héchstens 1:32 und bei Schafen von nur knapp 1:3 am hdchsten gemessenen
Punkt (Abb. IV.1 und Abb. IV.2) waren in Anbetracht der Tatsache, dass ein
Impfstoff aus inaktiviertem BTV verwendet wurde, nicht weiter verwunderlich. Die
verhéltnism&Big schwache immunogene Wirkung inaktivierter Impfstoffe ist aus
der Literatur bekannt (Savini et al. 2008). Auch eine andere Untersuchung von
Tieren, die mit inaktivierten Impfstoffen gegen BTV-8 in Deutschland geimpft
worden waren, bestétigte die schwache Wirkung der verwendeten Impfstoffe
gemessen an der Bildung von Ak. Hier war drei Wochen nach der Impfung sogar
nur bei einem Teil der untersuchten Rinder (49 %) und Schafe (81 und 96 %) eine
Serokonversion in Abhangigkeit vom Alter der Tiere und dem eingesetzten
Impfstoff nachweisbar (Gethmann et al. 2009). Eine andere Erklarung fir den
Nachweis von niedrigen Ak-Titern im ELISA ist die geringere Sensitivitat des
verwendeten cELISA im Vergleich zu neu entwickelten sELISAs (Oura et al. 2009;
Wéckerlin et al. 2009).

In der hier vorliegenden Arbeit war der Medges vier Wochen nach der Erstimpfung
beim Rind mit 1:2 nicht wesentlich héher als die Ak-Titer bei den Schafen zu
diesem Zeitpunkt. Mit Sicherheit flihrte beim Rind der Boost zu einem weiteren
Anstieg des Ak-Titers. Dies wurde durch die Untersuchungen nach wiederholter
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Applikation des Impfstoffes (Kapitel 1V.4.3) auch flr das Schaf bestatigt. Auch in
der schon erwahnten Untersuchung (Gethmann et al. 2009) erhdhte ein Boost bei

Rind und Schaf den Anteil serokonvertierter Tiere.

Antikorperentwicklung bei Rindern im zweiten Jahr der Impfung

Im zweiten Jahr lagen vier Wochen nach der letzten Impfung die Mediane der
ELISA-Serum-Ak-Titer der Rinder in den finf untersuchten Betrieben mit 1:32 im
Median allesamt Uber den gemessenen Hoéchstwerten nach  der
Grundimmunisierung im Jahr zuvor (Abb. IV.3). Vorhandene B-Gedachtniszellen
haben hierbei sicher eine Rolle bei der Verstarkung der humoralen Immunantwort
gespielt. Es darf jedoch nicht vergessen werden, dass bei der Impfung 2009
andere Impfstoffe als zur Grundimmunisierung verwendet wurden (Tab. IV.2). Im
Durchschnitt bildeten Rinder aus dem Betrieb Nr. 8 mit der Kombination BTVPUR
AlSap 8 und Bovilis BTV-8 die hdchsten ELISA-Serum-Ak-Titer vier Wochen nach
der Impfung 2009, namlich 1:64. Dass der Unterschied zwischen den zwei
Gruppen (groBer und kleiner zeitlicher Abstand zwischen Grundimmunisierung
und Impfung 2009, siehe Tab 111.18 und Tab. 111.19) nicht signifikant war, ist im
Nachhinein nicht verwunderlich, wenn man sich die Faktoren, die den Ak-Titer
beeinflussen, vor Augen flhrt. Es spielten die interindividuellen Unterschiede bei
der Immunreaktion auf ein Antigen genauso eine Rolle wie die Sensitivitat des
verwendeten Bluetongue Virus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD). AuBerdem ist
es mdoglich, dass die eingesetzten Impfstoffe unterschiedlich starke humorale
Immunreaktionen hervorrufen. Auch in anderen Untersuchungen werden
unterschiedliche Anteile serokonvertierter Tiere in Anhangigkeit vom verwendeten

Impfstoff beschrieben (Gethmann et al. 2009).

Allerdings waren in der hier vorliegenden Untersuchung die ELISA-Serum-Ak-Titer
bei Tieren der Gruppen, wenn sie nach den verwendeten Impfstoffen aufgeteilt
wurden, nicht signifikant unterschiedlich, auBer im Vergleich mit Seren der

hyperimmunisierten Rinder aus dem Betrieb Nr. 21 (Tab. IV.3).

Seren von Rindern aus dem Betrieb Nr. 21, die im ersten Jahr der Impfung mit je
der vierfachen Dosis Impfstoff grundimmunisiert wurden, wiesen zu allen
Untersuchungszeitpunkten die hdéchsten ELISA-Ak-Titer auf. Vier Wochen nach
der Impfung 2009 lagen diese im Median bei 1:112 (Abb. 1V.15), also doppelt so
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hoch wie der mediane ELISA-Ak-Titer der Rinder aus Betrieb Nr. 8. Seren der
Rinder aus dem Betrieb Nr. 8 hatten wie bereits erwdhnt vier Wochen nach der
Impfung 2009 im Median die héchsten ELISA-Serum-Ak-Titer im Vergleich zu den
Seren der Tiere aus den anderen vier Betrieben (Abb. IV.3).

Seren von drei Rindern aus dem Betrieb Nr. 21 hatten als gemessenen hdchsten
Wert einen ELISA-Serum-Ak-Titer von 1:512 nach der Impfung 2009 (Abb. 1V.15).
Es muss darauf hingewiesen werden, dass diese Rinder nie mittels RT-gPCR
untersucht wurden, und somit eine Feldvirusinfektion nicht ausgeschlossen
werden kann. Gegen eine naturliche Infektion spricht hingegen die geringe Zahl
der BT-Falle in Bayern in den Jahren 2007 und 2008 (2007; 2008) sowie die
Kontinuitdt der ELISA-Serum-Ak-Titer: Die Rinder wurden zu denselben
Zeitpunkten im ELISA untersucht wie die Schafe aus dem Betrieb Nr. 21 (Abb.
3.2), also mindestens alle vier Wochen. Zu keinem Zeitpunkt kam es zu einem
Anstieg der ELISA-Serum-Ak-Titer auBer nach einer Impfung.

Im Vergleich mit den ELISA-Serum-Ak-Titern von Rinderproben aus den Betrieben
3, 5 und 7 sowie Nr. 12 sind die Titer der Rinderseren aus dem Betrieb Nr. 21 an
drei Zeitpunkten der Probennahme hochsignifikant héher, im Vergleich mit Betrieb
Nr. 8 an einem Zeitpunkt der Probennahme, nadmlich zum Zeitpunkt der Impfung
2009 (Tab. IV.3).

Diese Verstarkung der immunogenen Wirkung durch Dosiserh6hung konnte
sowohl auf die Erhéhung der Antigenabgabe als auch auf die Erhéhung der
Adjuvansmenge zurltickzufiihren sein. Adjuvantien erwiesen sich auch schon in
friheren Untersuchungen als Inhaltsstoffe, die flir das Hervorrufen einer guten
humoralen Immunreaktion durch Impfstoffe aus inaktivierten Erregern
entscheidend sind (Stott et al. 1985).

Antikorperentwicklung bei Schafen im zweiten Jahr der Impfung

Auch bei der Untersuchung der Schafseren im zweiten Jahr der Impfung war ein
deutlicherer Anstieg der ELISA-Serum-Ak-Titer im Vergleich zum ersten Jahr der
Impfung zu messen (Abb. 1V.4). Zwei Wochen nach der Grundimmunisierung mit
BLUEVAC-8 betrug der ELISA-Serum-Ak-Titer 1:2 und zwei Wochen nach der
Impfung 2009 mit Bovilis BTV-8 1:23. Dies mag wiederum an der rascheren Ak-
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Bildung durch B-Gedachtniszellen liegen oder auch an der Anwendung eines
anderen Impfstoffes (vgl. auch die Untersuchung von Gethmann et al. 2009). Eine
Untersuchung legt nahe, dass die Bildung von Ak mit der Schutzwirkung eines
Impfstoffes zusammenhangt und konnte zeigen, dass Schafe zehn Monate nach
der Impfung mit Bovilis BTV-8 gegen eine Belastungsinfektion geschitzt waren
(Savini 2009).

3.2. Nachweis neutralisierender Antikorper

Nachdem die Titer im Ak-ELISA nach der Grundimmunisierung bei Seren von
Rindern und Schafen verhaltnismaBig niedrig waren, konnten auch mit einer
Ausnahme keine neutralisierenden Antikérper in den Proben festgestellt werden.
Es ist zu vermuten, dass die Ausnahme, also der Nachweis neutralisierender Ak
bei Rind Nr. 6 aus dem Betrieb Nr. 9 (Tab. IV.4), auf der Applikation des
Impfstoffes BTVPUR AlSap 8, statt wie bei den anderen Tieren BLUEVAC-8,
zurlckzufihren war. Die Annahme wird durch die Untersuchung der Proben der
Rinder aus dem Betrieb Nr. 8 belegt, die zwei Wochen nach der
Grundimmunisierung mit BTVPUR AlSap 8 SNT-Ak-Titer von 1:23 im Median
aufwiesen (siehe Kapitel 1V.3.2.2). Bei Seren von diesen Tieren war der SNT-Ak-
Titer z.T. h6her als der ELISA-Ak-Titer. Weiterhin bestatigt wird die Annahme von
einer anderen Untersuchung (Eschbaumer et al. 2009a), in der bei Schafen nach
der Impfung mit BTVPUR AlSap 8 hdéhere Titer neutralisierender Antikdrper
nachgewiesen wurden als nach der Impfung mit BLUEVAC-8.

Proben von Rindern aus dem Betrieb Nr. 21, die mit der vierfachen Dosis
BTVPUR AlSap 8 grundimmunisiert worden waren, zeigten schon zum Zeitpunkt
des Boostes, also vier Wochen nach der ersten Applikation der erhdhten Dosis,
einen SNT-Ak-Titer von 1:9 im Median (Abb. IV.15). Der héchste gemessene SNT-
Titer von 1:54 im Median zwei Wochen nach der Grundimmunisierung ist durchaus
mit SNT-Titern von nattrlich infizierten Rindern zu vergleichen (siehe Kapitel V.6).
Der SNT-Ak-Titer vom Serum von Rind Nr. 2 ist mit 1:362 zwei Wochen nach der
Impfung 2009 der héchste Titer neutralisierender Antikérper unter allen geimpften
Rindern (Abb. IV.16). Es wird nochmals darauf hingewiesen, dass keine RT-gPCR
durchgefiihrt wurde und daher eine Feldvirusinfektion der Rinder nicht

auszuschlieBen war, dies aus den oben genannten Griinden aber
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unwahrscheinlich ist. AuBerdem erfolgten Impfung und Probennahme im Mai

2009, also kurz nach der vektorfreien Zeit.

Die Bildung von SNT-Antikérpern durch die Applikation einer vierfach erhéhten
Impfstoffdosis weist auch darauf hin, dass der Antigengehalt der vorgeschriebenen
Dosis nicht zur Induktion von SNT-Antikérpern ausreicht. Eine Studie bestatigt
hingegen, dass eine negative Korrelation nach der Impfung gegen BTV-8 besteht
zwischen dem Nachweis neutralisierender Antikérper zum Zeitpunkt einer
Belastungsinfektion und dem Auftreten klinischer Symptome oder Viramie (Oura et
al. 2009). Bei der Untersuchung inaktivierter Impfstoffe gegen andere BTV-
Serotypen wurde dieser Zusammenhang nicht bestétigt (Savini 2009). Es besteht
dennoch die Mdglichkeit, dass der Nachweis neutralisierender Ak nach der
Impfung entscheidend mit der Schutzwirkung der Impfung zusammenhangt.

Da Tiere aus den Betriecben Nr. 3 und 5 erst nach der Impfung 2009
neutralisierende Antikdrper bildeten, wurden auch nur die Unterschiede zwischen
den SNT-Titern der Seren aller Tiere aus den Betrieben zu diesem Zeitpunkt auf
ihre Signifikanz Uberpruft (Abb. IV.7). Es ist kaum verwunderlich, dass die SNT-
Titer der Rinderseren aus dem Betrieb Nr. 21 hochsignifikant héher sind als die
Titer der Seren aus den Betrieben Nr. 3 und 5 (Tab. IV.5 und Tab. IV.6) sowie
signifikant héher als die aus dem Betrieb Nr. 11 (Tab. IV.7). Es waren ja schon die
ELISA-Serum-AK-Titer signifikant héher (Tab. IV.3). Die Grundimmunisierung war
bei den Rindern in den drei Betrieben Nr. 3, 5 und 11 mit BLUEVAC-8 erfolgt.
Vermutlich induzierte dieser Impfstoff in dieser Untersuchung weniger
antigenspezifische B-Gedachtniszellen, die in der Lage waren, neutralisierende
Antikérper zu sezernieren, als der Impfstoff BTVPUR AlSap 8. Somit war die
Impfung 2009 bei den Tieren aus den Betrieben Nr. 8 und 21 in dieser Hinsicht
effektiver. Es besteht auch im Unterschied der beiden Betriebe Nr. 8 und 21 keine
Signifikanz hinsichtlich des Nachweises neutralisierender Antikdrper in den Seren
der Rinder. In beiden Betrieben wurde dieselbe Kombination an Impfstoffen
verwendet, mit dem Unterschied, dass Rinder aus dem Betrieb Nr. 21 mit einer
vierfachen Dosis grundimmunisiert wurden. Rinderseren aus dem Betrieb Nr. 8
hatten auch signifikant héhere neutralisierende Ak-Titer als Rinderseren aus den

Betrieben Nr. 3 und 5 sowie Nr. 11.
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Schafe im zweiten Jahr der Impfung

Bei den Schafen ergibt sich ein ahnliches Bild wie bei den Rindern. Seren konnten
BTV-8 erst nach der zweiten Impfung mit Bovilis BTV-8 neutralisieren (Abb. 1V.8).
Auch hier scheint dieser Impfstoff entweder eine bessere immunogene Wirkung zu
haben als BLUEVAC-8 oder die vorhergegangene Impfung hat B-Gedéachtniszellen
fir neutralisierende Antikérper gebildet, die nach der Impfung 2009 zur einer

starkeren Reaktion flhrten.

3.3. Nachweis der IFN-y Sekretion

Die groBen inter- und intraindividuellen Schwankungen bei der Stimulierbarkeit
von PBMC mit Mitogenen wie ConA (Wattegedera et al. 2004) haben einen
groBen Einfluss auf die Beurteilung des IFN-y ELISPOT. Aufgrund dieser
Schwankungen, der geringen Zahl der untersuchten Tiere, ihrer Heterogenitéat
bezuglich BTV-8 Impf- und Infektionsstatus und der Optimierung des Protokolls
kénnen die nach dem hier angelegten AuswertbarkeitsmaBstab erhaltenen
Untersuchungs-ergebnisse keinen allgemeinglltigen Trend wiedergeben. Sie
stellen aber im Zusammenhang mit einer Impfkampagne erstmals einen
experimentellen  Ansatz  zur  weiteren  Evaluation von  schitzenden
Immunreaktionen nach einer Impfung dar. Zellulare Immunreaktionen werden
allgemein im Rahmen praxisnaher Untersuchungen mit Feldproben wegen der
geforderten Frische der Proben und der Notwendigkeit sofortiger Verarbeitung und

Testdurchflhrung selten untersucht.

Ursache der intraindividuellen Schwankungen bei der Stimulierbarkeit von PBMC
mit Mitogenen wie ConA kdnnten z.B. Unterschiede in der T-Zell-Rezeptorendichte
auf den einzelnen PBMC sein. So bilden PBMC mit einer geringeren
Rezeptorendichte weniger IFN-y. Eine weitere Ursache kdnnte die Blastenbildung
sein. Wenn sich viele Zellen zu Blasten zusammenfinden, liegen Zellmembranen
direkt aneinander und die relative Oberflaiche der PBMC und somit die
Zuganglichkeit far Mitogenstimulierbarkeit sinkt. Oder die IFN-y Sekretion aller
PBMC aus Zellkonglomeraten erscheint auf der IFN-y ELISPOT Platte als ein
einziger Spot, und somit wird die Gesamtzahl der gez&hlten Spots der wahren
Anzahl IFN-y sezernierender Einzelzellen nicht gerecht. All diese Faktoren
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kdnnten die starken intraindividuellen Schwankungen bei der IFN-y Bildung durch
PBMC erklaren.

Wie in Abb. IV.10 zu sehen ist, reagieren PBMC von den vier untersuchten
Rindern unterschiedlich stark auf die Restimulation mit BTV-8 und BTV-1 mit IFN-y
Sekretion. Die IFN-y Bildung der PBMC von Rind Nr. 2 war zu allen Zeitpunkten
der Untersuchung starker als die der PBMC von Tier 1, namlich in Relation zur
ConA Stimulation zwischen 35 % und knapp 60 % im Gegensatz zu unter 10 %.
Am starksten erfolgt die IFN-y spezifische Spotbildung bei allen vier Tieren vier
Wochen nach der Grundimmunisierung. Das steht im Gegensatz zur humoralen
Immunantwort, da die ELISA-Serum-Ak-Titer zwei Wochen nach der
Grundimmunisierung am hdchsten sind (Tab. 1V.8). Intraindividuell variiert auch die
IFN-y spezifische Spotbildung auf Restimulation mit BTV-8 oder BTV-1.
Bemerkenswert ist jedenfalls die Tatsache, dass die PBMC von drei Rindern an
mindestens einem Zeitpunkt der Untersuchung starker auf die Restimulation mit
BTV-1 reagieren. Dies kénnte daran liegen, dass die durch die Impfung gebildeten
T-Effektorzellen durch konservierte virale Proteine restimuliert werden, wobei die
Restimulation mit Zellkulturvirus im Gegensatz zu definierten Virusproteinen oder
Peptiden einen groBen Unsicherheitsfaktor im Hinblick auf die Zuganglichkeit von
T-Zellepitopen birgt. Der hier eingesetzte BTV-1 Stamm verursacht einen stérker
lytischen zytopathogenen Effekt als BTV-8, was eine bessere Zuganglichkeit von
BTV Protein fur IFN-y produzierende T-Zellen bedeuten kann. Der Kontakt von
BTV-sensibilisierten PBMC mit T-Zellepitopen kdnnte somit zu besserer
Stimulation fuhren. Eine Kreuzreaktivitdt von IFN-y produzierenden Zellen mit
BTV-1 nach BTV-8 Impfung wurde in dieser Arbeit nachgewiesen. Wie sich dies in
vivo bei einer heterologen BTV-1 Serotyp Belastung auswirken kénnte, ist
unbekannt.

PBMC von Rind Nr. 2 reagierten sechs Monate nach der Grundimmunisierung in
nicht auswertbarer Weise auf die Mitogenstimulation mit ConA, d.h. es wurden
durchschnittlich  weniger als 100 IFN-y spezifische Spots gez&hlt. Dies
unterstreicht wiederum die starken intraindividuellen Schwankungen, hatte die
Stimulation doch in den beiden vorangegangenen Tests funktioniert.

Bei der Untersuchung von PBMC von vier Schafen im IFN-y ELISPOT (Abb. IV.11)
konnte die Spotbildung bei PBMC von zwei Schafen zu keinen Zeitpunkt
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ausgewertet werden, da die Zahl der IFN-y spezifischen Spots nach

Mitogenstimulation im Durchschnitt unter 100 lag.

Dies kdnnte einerseits an einer Verminderung der Reaktivitat der PBMC der Tiere
liegen, andererseits aber am IFN-y ELISPOT selbst. IFN-y Fanger- und
Detektorantikérper sind spezifisch flr bovines IFN-y und nicht flr ovines IFN-y.
Zwar stimmen die Aminosauresequenz von bovinem und ovinem IFN-y zu 97 %
Uberein (Randal und Kossiakoff 2000), jedoch ist die Quartarstruktur von ovinem
IFN-y nicht erforscht. Es kdnnte durchaus sein, dass sich die entscheidenden
Epitope, die von den Antikérpern erkannt werden, zumindest geringflgig
unterscheiden und so keine optimale Aviditat zwischen ovinem IFN-y und den
Antikérpern herrscht. Somit kdme es zu einer Verminderung des Gradienten
zwischen der Hintergrundférbung der Vertiefungen der ELISPOT-Platte und der
Farbintensitadt der IFN-y spezifischen Spots. Der ViruSpot Reader (AID)
unterscheidet Spots vom Hintergrund durch den Gradienten, die Intensitat, den
Farbton und die GréBe der Spots. Bei der Einstellung des Geréats diirfen Intensitat,
Gradient und GrdBe aber nicht zu niedrig gewéahlt werden, sonst werden Spots
nicht mehr von Artefakten unterschieden. Einmal gewahlte Einstellungen wurden
fir die Auswertung aller IFN-y ELISPOT Platten beibehalten. Somit ist es mdglich,
dass eventuell gebildete IFN-y spezifische Spots durch Einschrankungen seitens
der Bindung der monoklonalen IFN-y Antikérper und der Lesetechnik nicht

detektiert werden konnten.

Zum Zeitpunkt zwei Wochen nach der Impfung reagierten die PBMC von Schaf Nr.
3 auf die Restimulation mit BTV-1 mit der Bildung von fast 130% IFN-y
spezifischen Spots im Verhaltnis zur Mitogenstimulation mit ConA. Dagegen waren
nach der Restimulation mit BTV-8 und Abzug der Negativkontrolle keine Spots zu

zahlen. Dies kdnnte ahnliche Grinde haben wie oben diskutiert.

Bei der Untersuchung von PBMC von zehn Schafen finf Wochen nach der
Impfung gegen BTV-8 (Abb. 1V.12) reagierten nur acht der zehn PBMC Proben
adaquat auf die Mitogenstimulation mit ConA. Zwischen den Reagenten waren
wiederum die bereits besprochenen interindividuellen Unterschiede bezuglich der
Bildung IFN-y spezifischer Spots zu sehen, wobei hier finf der PBMC der Schafe
starker auf BTV-8 reagieren.
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Bei Untersuchungen zur Impfkampagne gegen BTV-8 mit einem inaktivierten
Impfstoff wurde bisher der zellularen Immunitat keine Beachtung geschenkt. In
alteren Untersuchungen wurde zytotoxischen T-Lymphozyten eine Bedeutung
beim nicht Serotyp-spezifischen Schutz vor Reinfektionen mit BTV beigemessen
(Jeggo und Wardley 1982a; Jeggo und Wardley 1982b; Jeggo et al. 1984a;
Takamatsu und Jeggo 1989).

4, Unschadlichkeit und Wirkung fehlerhafter
Impfstoffapplikation

4.1. Intramuskuldre und intravendose Impfstoffapplikation beim
Schaf

Nachdem im Impfstoff selbst mittels RT-gPCR kein BTV-Genom nachgewiesen
werden konnte, kann vermutet werden, dass dies entweder von PCR-
inhibitorischen Substanzen oder der chemischen Inaktivierung des BTV im
Impfstoff herrlhren kénnte. Daher wurde sechs Schafen Impfstoff i.v. und i.m.
appliziert, um ex vivo die Nachweisbarkeit von Impfvirusgenom zu prufen. In
dieser Untersuchung konnte eine, vier und 24 Stunden nach der Applikation des
Impfstoffes kein BTV-spezifisches Genom in EDTA-Blutproben der Schafe
nachgewiesen werden. In einer anderen Untersuchung gelang dies allerdings
(Eschbaumer et al. 2010). Das kann nicht an der Sensitivitat der verwendeten
PCR oder am verwendeten Impfstoff liegen, da beides in der genannten
Untersuchung und der vorliegenden Arbeit Ubereinstimmt. Es wird in der
Untersuchung allerdings von einer ungleichmaBigen Verteilung des Impfstoffes im
Blut ausgegangen, was zu einem Nachweis des Genoms mit einem niedrigeren
cq—Wert als angenommen fiihrte. Vermutlich ist die UngleichmaBigkeit der
Verteilung die Ursache fur das Ausbleiben des Nachweises des Impfvirusgenoms

in der vorliegenden Untersuchung.

Es kam bei keinem der Schafe zu klinischen Veranderungen, die auf den Impfstoff
zurtckzufihren waren (IX.2.2). Zu erwartende klinische Befunde waren vor allem
Lymphknotenschwellung, Fieber und eine lokale Schwellung am Ort der i.m.

Applikation. Die meisten Schafe hatten zwar eine Erhdhung der inneren



108 V. Diskussion

Kérpertemperatur, sowie der Herz- und Atemfrequenz und eine Verminderung des
Erndhrungszustandes verbunden mit Verminderung der Verdauungstatigkeit.
Diese Befunde bestanden aber zum Zeitpunkt der Untersuchung vor Applikation
des Impfstoffes bereits und sind, bis auf den Ernahrungszustand, mit Sicherheit
darauf zurlickzufihren, dass die Untersuchung bei AuBentemperaturen tber 30 °C

durchgefihrt wurde.

Somit hat sich der Impfstoff bei dieser Applikation als unbedenklich herausgestellt.
Die Zahl der untersuchten Tiere ist mit drei pro Applikationsart sehr gering, daher
treten nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 39,6 % bei weiteren Tieren ebenfalls
keine Nebenwirkungen auf. Allerdings ist die Gefahr von Nebenwirkungen durch
fehlerhafte Applikation des Impfstoffes in praxi sicherlich geringer als im hier
durchgeflhrten Experiment, da eine vollstédndige i.v. oder i.m. Applikation des
Impfstoffes nicht wahrscheinlich ist.

4.2. Subkutane und intramuskuldare Impfstoffapplikation

Die ELISA-Serum-Ak-Titer geimpfter Schafe waren nach einmaliger Applikation
des Impfstoffes sehr niedrig. So waren auch die Unterschiede der ELISA-Serum-
Ak-Titer zwischen den Gruppen der s.c. und i.m. geimpften Schafe anhand der
Titer selbst kaum nachvollziehbar. An der OD corr gemessen ergab sich jedoch ein
hochsignifikanter Unterschied zwei Wochen nach der Impfung und ein signifikanter
Unterschied zwei Wochen spater (Tab. 1V.11). Die s.c. geimpften Schafe hatten
weniger im ELISA nachweisbare Ak gebildet (Abb. 1V.13 und Abb. IV.14). Dies
mag an den unterschiedlichen Zielzellen liegen, die mit Impfantigen konfrontiert
werden. Letztlich spielen die Mikroumgebung und die Antigen prasentierenden
Zellen am Injektionsort die entscheidende Rolle bei der Induktion der adaptiven

Immunreaktionen.

4.3. Applikation einer erhohten Impfstoffdosis beim Rind

Die Ergebnisse der Untersuchungen der Rinderseren mittels Bluetongue Virus
Antibody Test Kit, cELISA und SNT sind in den vorhergehenden Kapiteln V.3.1 und
V.3.2 zusammen mit den Ergebnissen der Seren von Rindern aus den Betrieben
Nr. 3, 5, 8 und 11 diskutiert worden.
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Die mit vierfacher Dosis grundimmunisierten Rinder (Abb. IV.17) zeigen keine
einheitlich stérkere IFN-y spezifische Spotbildung nach der letzten Impfung 2008
als die mit normaler Dosis grundimmunisierten Rinder. Die Auswirkung der
Erhdhung des Antigen- und Adjuvanseinsatzes ist auf der humoralen Seite nach
der Impfung 2009 eindeutig durch héhere ELISA-Serum-Ak-Titer und SNT-Ak Titer
nachzuvollziehen (siehe auch Kapitel IV.4.3). Auf der zellularen Ebene, gemessen
an der IFN-y spezifischen Spotbildung, war dies nicht der Fall. Relative Spotzahlen
zwischen 2 % bei PBMC von Tier Nr. 8 funf Wochen nach der Impfung nach
Restimulation mit BTV-1 und knapp 100 % wie bei PBMC von Rind Nr. 4 nach der
Impfung und Restimulation mit BTV-8 wichen nicht von anderen untersuchten

Rindern mit unterschiedlichem Immunstatus ab.

5. Auswirkungen der Wiederholung der
subkutanen Applikation des Impfstoffes

bei Schafen

5.1. Antikoérperentwicklung

Wie in Abb. IV.18 zu sehen ist, wirkte sich wie bei vorangegangenen
Untersuchungen auch (Eschbaumer et al. 2009a) bei den hier untersuchten
Schafen ein Boost positiv auf die Héhe des ELISA-Serum-Ak-Titers aus. So lagen
zwei Wochen nach der ersten Impfung mit BLUEVAC-8 90 % der Serum-Ak-Titer
zwischen 0 und 1:2. Der Median lag bei 1:1. Zwei und vier Wochen nach der
zweiten Impfung mit BLUEVAC-8 lagen 50 % der ELISA-Serum-Ak-Titer zwischen
1:2, bzw. 1:1 und 1:16. An beiden Zeitpunkten lag der Median bei 1:4. Vier
Wochen nach der dritten Impfung waren die ELISA-Serum-Ak-Titer noch ahnlich
hoch wie zwei Wochen zuvor. Es waren also langer héhere Ak-Titer im ELISA

nachweisbar.

Nach der vierten Impfung mit dem Impfstoff Bovilis BTV-8 lag der Median zwei
Wochen nach der Impfung bei 1:32. Es ist mdglich, dass nachdem die humorale
Immunantwort mit jeder Impfung zunachst stérker war und nach der dritten
Impfung die hohen Ak-Titer auch langer messbar waren, nach der vierten Impfung
dies ebenfalls und unverhéltnisméaBig starker der Fall war. Viel wahrscheinlicher ist
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jedoch, dass die starke Reaktion auf der Verwendung eines anderen Impfstoffes
zurlickzufihren ist (siehe auch die Untersuchung von Gethmann et al. 2009). Es
beruhte also vermutlich ein Teil der Reaktion auf bereits gebildeten B-
Gedachtniszellen und ein anderer auf der starkeren Immunogenitat des
Impfstoffes Bovilis BTV-8.

Die ELISA-Serum-AK-Titer der zehn fir die Untersuchung im SNT ausgewahlten
Schafseren (Abb. 1V.19) lag an allen Zeitpunkten der Untersuchung etwas uUber
dem Median aller Schafseren dieser Untersuchung (Abb. 1V.18). Dennoch konnten
im SNT erst nach der dritten Impfung bei drei Schafen neutralisierende Ak-Titer
von 1:1 und 1:2 nachgewiesen werden. Erst nach der vierten Impfung mit dem
Impfstoff, nach dessen Applikation auch schon im ELISA Uberproportional hohe
Ak-Titer detektiert wurden, wurden neutralisierende Ak nachgewiesen. Der Titer
lag im Median bei 1:12 (Abb. 1V.20). Die Grinde hierfir decken sich mit denen, die
fir den ELISA-Serum-AK-Titer im vorhergehenden Abschnitt diskutiert wurden.

Kreuzneutralisation

Wie in der Literatur beschrieben, ist das Virusprotein VP2 die Hauptdeterminante
fir die Induktion neutralisierender Antikdrper (Huismans und Erasmus 1981;
Kahlon et al. 1983). Es kam je nach Experiment kaum oder zu keiner vollstandigen
Kreuzneutralisation der Serotypen. Bei genetisch eng verwandten Serotypen
wurde dies jedoch nicht ausgeschlossen (Roy et al. 1994). Auch in dieser
Untersuchung wird dies bestatigt. Einzig gegen BTV-1 kam es zu einer
nennenswerten Neutralisation durch Seren von gegen BTV-8 geimpften Tieren
(Tab. 1V.13). Dies kdnnte also an einer engeren Verwandtschaft der verwendeten
Serotypen BTV-1 und BTV-8 liegen als mit den anderen getesteten Serotypen.
Dies ist eventuell bedeutsam, weil BTV-1 in Sidwesteuropa (Frankreich, Spanien)
endemisch vorhanden ist und die Gefahr eines Ubergreifens dieses Serotyps auf
Deutschland beflrchtet wird (Hateley 2009).

5.2. Zellulare Immunreaktionen

Der Versuch der Variation der Blockingpuffer bei der Untersuchung der PBMC
zweier Schafe aus dem Betrieb Nr. 21 vier Wochen nach der zweiten Impfung
gegen BTV-8 mittels IFN-y ELISPOT (Abb. IV.21) zeigt die groBe inter- und
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intraindividuelle Schwankungsbreite der Reaktion von PBMC auf einen Stimulus.
Weder bei den absoluten IFN-y spezifischen Spotzahlen (Tab. 1V.14) noch bei den
in Relation zu ConA dargestellten Spotzahlen (Tab. 1V.15) ist eine Variante des
Blockings besser als eine andere. Auch bei der Wahl der Mitogenstimulation war
keine eindeutig bessere Positivkontrolle als ConA ersichtlich. In diesem Ansatz
erwies sich PWM als gleich gut wie ConA bei der Stimulation IFN-y spezifischer
Spots als Positivkontrolle und PHA schnitt am schlechtesten ab (Tab. IV.15).

Eine Erhéhung der IFN-y spezifischer Spotzahlen in der Positivkontrolle durch
Erhéhung der Konzentration von ConA auf 8 und 10 pg/ml war nur bei Schaf Nr. 2
erfolgreich (Tab. IV.16). Die IFN-y spezifischen Spotzahlen nach Stimulation mit
PHA blieben unabhangig von der Konzentration hinter der Stimulation mit ConA
zurlick. Somit ist die Konzentration von 5 pg/ml fir ConA als die Ideale bestéatigt.

Die PBMC der Schafe bilden solitér fur sich betrachtet eine sehr inkonsistente
Anzahl IFN-y spezifischer Spots nach Restimulation mit BTV-8 und BTV-1. Je
nach Blockingpuffer lagen die absoluten Spotzahlen bei beiden Restimuli
zwischen Null und 14 (BTV-8) oder 27 IFN-y spezifischen Spots (BTV-1) (Tab.
IV.14).

Bei der Untersuchung der PBMC von drei Schafen eine Wochen nach der dritten
Impfung (Abb. 1V.22) waren bei PBMC von zwei Tieren mehr IFN-y spezifische
Spots nach der Restimulation mit BTV-8 und bei einem Tier nach der
Restimulation mit BTV-1 nachweisbar. Insgesamt wurden in Relation zu ConA
zwischen 3 und 13 % (BTV-8) und zwischen 3 % und 11 % (BTV-1) nachgewiesen.
Diese Werte lagen weder eindeutig Uber noch unter denen einmalig (Abb. 1V.11)
oder zweimal geimpfter Schafe (Abb. 1V.21). Ein direkter Vergleich ist nicht
mdglich, da nicht dieselben Tiere untersucht werden konnten und die Zahl der

untersuchten individuellen PBMC zu gering war, um einen Trend zu erkennen.
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6. Untersuchung der Immunreaktionen von

natiirlich infizierten Rindern

6.1. Antikorpertiter im ELISA

Bei neun von insgesamt 714 untersuchten Rindern und einem von 478
untersuchten Schafen waren zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung Antikdrper
gegen BTV nachweisbar (Tab. IV.17). Angesichts der geringen Verbreitung von
BTV-8 in Bayern zu dem Zeitpunkt der Untersuchung (Bundesministerium flr
Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz 2008) ist dies zunachst nicht
verwunderlich. Von diesen zehn Tieren waren acht subklinisch infiziert oder die
klinischen Symptome wurden von den Besitzern nicht erkannt. Dies ware
durchaus nachvollziehbar, da die Infektionen der Tiere vermutlich im Jahr 2007
stattgefunden haben, wo das Bewusstsein fir BTV in Bayern sicher noch nicht
allzu stark vorhanden war. Die Betriecbe Nr. 6 und Nr. 14 liegen in Ober- und
Mittelfranken, also im Norden Bayerns, wo 2007 die ersten BT-Félle gemeldet
wurden (Bundesministerium fir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz
2007). Die Betriebe Nr. 11 und 22 liegen in Oberbayern, welches von der BT-Welle
nie erreicht wurde. Die Infektion der Rinder aus dem Betrieb Nr. 22 ist dennoch
plausibel, da die Diagnose mittels RT-qPCR erst im Herbst 2008 gestellt wurde.
So haben sich vermutlich infizierte Vektoren Uber Bayern verbreitet und nur dort
Infektionen ausgelést, wo noch keine Impfung durchgefihrt worden war. Es
handelte sich bei der Herde um Mutterkiihe mit Nachwuchs, die im Sommer Tag
und Nacht auf einer Weide waren, die sich neben einem bevorzugten Habitat fur
Miicken der Gattung Culicoides befand.

Die Infektion des Schafes aus dem Betrieb Nr. 11 hingegen ist wenig plausibel, da
die Diagnose bereits im Jahr 2008 gestellt wurde, wo es im weiten Umkreis um
den betreffenden Betrieb zu keinen BT-Ausbrichen gekommen war. AuBerdem
war das Schaf das Einzige mit Ak gegen BTV in dem Betrieb. Die BTV-Ak waren
nur im unverdlinnten Serum nachweisbar, und daher ist es wahrscheinlich, dass
es sich um eine unspezifische Reaktion im ELISA handelt, die evil. von

Antikdrpern gegen eine andere Infektionskrankheit herrihrt. Dies wird dadurch
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untermauert, dass das Tier kurz nach der ersten Untersuchung aus ungeklarten
Griinden verstarb.

Der ELISA-Serum-Ak-Titer des ,frisch” infizierten, da anhand klinischer Symptome
verdachtigten Rindes Nr. 4 aus dem Betrieb Nr. 22 betrug 1:256. Der ELISA-
Serum-Ak-Titer des Rindes Nr. 1 aus dem Betrieb Nr. 14, dessen klinische
Infektion schon etwas weiter zurticklag, betrug 1:16. Ein derartiger ELISA-Serum-

Ak-Titer unterscheidet sich nicht von dem grundimmunisierter Rinder (Abb. IV.1).

Die ELISA-Serum-Ak-Titer der anderen Rinder aus dem Betrieb Nr. 22 lagen bei
zwei Tieren bei 1:64, bei zwei weiteren bei 1:8 und bei zwei Tieren war zwar BTV-
Genom aber noch keine Ak nachweisbar. Diese niedrigen oder nicht
nachweisbaren ELISA-Serum-Ak-Titer wiesen auf ein akutes Infektionsgeschehen
hin.

Die Rinder aus den Landkreisen Dachau und Miltenberg sollen zwei Monate vor
der Diagnose der BTV-Infektion mittels RT-qPCR grundimmunisiert worden sein.
Ihre ELISA-Serum-Ak-Titer lagen zum Zeitpunkt der Diagnose zwischen 1:16 und
1:128. Das Tier aus dem Landkreis Miltenberg war klinisch erkrankt. Wenn die
Tiere tatsachlich vorschriftsmaBig grundimmunisiert worden sind, weist dies darauf
hin, dass eine BTV-Impfung bei Rindern in Einzelféllen unter Umstadnden weder
eine BTV-Virdmie noch die klinische Erkrankung verhindern kann.

In dieser Untersuchung waren in Seren von einzelnen grundimmunisierten
Rindern abhangig vom Impfstoff genauso hohe ELISA-Serum-Ak-Titer
nachweisbar wie bei Seren von natirlich infizierten Rindern. Somit ist eine
Unterscheidung infizierter von geimpften Rindern anhand des ELISA-Serum-Ak-
Titers zumindest mit dem hier angewandten Bluetongue Virus Antibody Test Kit,
cELISA (VMRD) nicht méglich.

6.2. Nachweis neutralisierender Antikorper

Die Rinder aus den Betrieben Nr. 6 und Nr. 14 hatten vor der Impfung nicht nur im
ELISA nachweisbare Serum-Ak im Blut, sondern auch neutralisierende Antikérper
(Tab. IV.21 und Tab. IV.22). Die Impfung hatte auch hierauf einen positiven

Einfluss und konnte in den Seren von drei von vier Rindern den Titer verdoppeln.
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Die Impfung im Vorfeld kombiniert mit der Feldvirusinfektion fihrte bei den Rindern
aus den Landkreisen Dachau und Miltenberg zu neutralisierenden Ak-Titern von
1:22 bis 1:181. In anderen Untersuchungen wurde eine Steigerung des Titers
neutralisierender Ak nach einer Belastungsinfektion bei geimpften Schafen
nachgewiesen (Eschbaumer et al. 2009a).

Auch bei den Rindern aus dem Betrieb Nr. 22 waren schon vor der Impfung
neutralisierende Ak nachweisbar.

Uber die Titer im SNT in dieser Untersuchung lasst sich abschlieBend sagen, dass
sie in der Regel unter den ELISA-Serum-Ak-Titern lagen und nicht parallel
verliefen, d.h. eine Verdopplung im ELISA fuhrte nicht unbedingt zu einer
Verdopplung im SNT und der Zeitpunkt des héchsten gemessenen Titers im
ELISA war nicht unbedingt der Zeitpunkt des héchsten gemessenen Titers im SNT
(Bsp. Schafe Abb. 1V.19 und Abb. 1V.20, Bsp. Rinder Abb. V.15 und Abb. 1V.16).
Die wiederholte Impfung gegen BTV-8 erhéhte nicht nur die ELISA-Serum-Ak-Titer
sondern auch die SNT-Titer.

6.3. Zellulare Immunreaktion

Die Untersuchung der PBMC von vier Rindern, bei denen vier Wochen vorher
BTV-Genom mittels RT-gPCR nachgewiesen worden war (Abb. 1V.21), ergab
keine hdheren Spotzahlen im Verhaltnis zu ConA als bei nur geimpften Rindern
(Abb. 1V.10). Es wére zu erwarten gewesen, dass in natlrlich infizierten Rindern
durch die Replikation des Feldvirus im Tier mehr spezifische T-Effektorzellen
gebildet werden als nach der Impfung mit einem inaktivierten Impfstoff. Es waren
bei den PBMC von drei Rindern mehr IFN-y spezifischen Spotzahlen auf die
Restimulation mit BTV-1 als mit BTV-8 nachzuweisen. Dies mag wiederum an der
bereits diskutierten besseren Zuganglichkeit von T-Zellepitopen des BTV-1 bzw.
dem Erkennen konservierter, T-zellstimulierender Proteine von BTV-1 durch die
PBMC liegen.

Bei Experimenten mit verminderter ConA Konzentration (Tab. 1V.24) wurde
wiederum die Konzentration von 5 pg/ml als ideal bestétigt.
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Im direkten Vergleich eines Rindes, das eine natirliche BTV-8 Infektion
durchlaufen hatte und zusétzlich geimpft worden war, mit zwei Tieren, die nur
grundimmunisiert und 2009 nochmals geimpft wurden (Abb. IV.24), bildeten PBMC
von dem Rind mit der zurlckliegenden naturlichen BTV-8 Infektion weniger IFN-y
spezifischen Spots als PBMC von einem der geimpften Rinder. Das dritte Rind
bildete in der Negativkontrolle zu viele Spots, so dass bei den Ansatzen mit den
Stimuli BTV-8 und BTV-1 nach Abzug der Negativkontrolle null IFN-y spezifische
Spots Ubrig blieben.

Nachdem nur Momentuntersuchungen an einigen wenigen Tieren durchgefihrt
werden konnten, sind vergleichende Schlussfolgerungen zu zellularen

Immunreaktionen nach Impfung und natdrlicher Infektion hier nicht méglich.

Es ist denkbar, dass die IFN-y produzierenden T-Effektorzellen, die nach der BTV-
Infektion bei Rind Nr. 1 gebildet worden waren, zum Zeitpunkt der Untersuchung
im strdbmenden Blut nicht mehr existierten. Die in vivo Kinetik IFN-y produzierender
BTV antigenspezifischer T-Zellen und T-Gedachtniszellen ist beim Rind nicht
bekannt.

Beim Versuch, durch Vermindern und Erhéhen der MOI fir die in vitro BTV-
Restimulation das ideale MaB fir die Bildung der IFN-y spezifischen Spots zu
finden, wurde MOI 1 als beste Konzentration bestatigt.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Humorale und zellulare Immunreaktionen nach der Impfung
gegen BTV-8 bei Schafen und Rindern in ausgewahlten

Betrieben in Bayern
Alexandra Hund

Ziele dieser Studie waren die Feststellung der Herdenpravalenz von BTV-8
Infektionen in ausgewahlten bayerischen Schaf- und Rinderbestadnden und die
Prifung der humoralen und zellularen Immunantwort von Schaf und Rind nach
Impfung mit den Impfstoffen BLUEVAC-8, BTVPUR AlSap 8 und Bovilis BTV-8 im
Rahmen der gesetzlich angeordneten Impfungen 2008 und 2009. Des Weiteren
wurde die Unschéadlichkeit des Impfstoffes BLUEVAC-8 bei nicht durch den
Hersteller vorgesehenen Applikationsarten beim Schaf (i.v. und i.m.) getestet. Die
Nachweisbarkeit des Impfvirusgenoms im Tier wurde im Blut der i.v. und i.m.
geimpften Schafen untersucht. Zudem wurde der Effekt der Erhéhung der
vorgeschriebenen Impfstoffdosis von BTVPUR AlSap 8 auf die Immunantwort des
Rindes gepruft. Die Wirkung der Wiederholung der Impfung bei Schafen wurde
wahrend insgesamt viermaliger Impfstoffapplikation untersucht. Zusatzlich wurden
Immunreaktionen von Tieren, welche vor der Impfung bereits nattrlich mit BTV-8

infiziert worden waren, evaluiert.

Material und Methoden

Die Herdenpravalenz von BTV-8 bei Schafen und Rindern wurde anhand eines
CELISA Testkits und einer RT-gPCR untersucht. Nach der Impfung der Tiere
gegen BTV-8 wurde die Wirkung derselben anhand der ELISA-Antikérper-Titer
und der Bildung neutralisierender Antikérper gegen BTV-8, sowie gegen BTV-1,
-2, -4 und -16 (Kreuzneutralisation) gemessen. AuBerdem wurde die Fahigkeit zur
Induktion zellularer Immunreaktionen, messbar an Hand der Interferon-y Sekretion
bei in vitro Restimulation von peripheren mononuklearen Blutzellen mit BTV-8 und
BTV-1 (IFN-y ELISPOT), untersucht. Die Prifung zur Unschadlichkeit bei
Fehlapplikation wurde anhand klinischer Symptome durchgefihrt und die
Antikorpertiter der Tiere mittels cELISA und SNT verfolgt. Der Nachweis des
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Impfvirusgenoms im Blut der Schafe, denen der Impfstoff i.v. und i.m. appliziert
wurde, wurde anhand einer RT-gPCR gefiihrt. Die Auswirkung von
Wiederholungen der Impfstoffapplikation bei Schafen wurde ebenfalls anhand
CELISA, SNT wund IFN-y ELISPOT untersucht. Dieselben Tests fanden
Anwendung bei der Untersuchung der Immunreaktionen von naturlich infizierten

Rindern.

Ergebnisse

Bei neun Tieren aus den ausgewahlten Betrieben konnten BTV-spezifische
Antikérper und bei 15 Rindern aus der Routinediagnostik des LGL konnte BTV-8

Genom nachgewiesen werden.

Die Impfwirksamkeitskontrolle ergab hdchste gemessene ELISA-Ak-Titer im
Median von 1:16 bei Rindern und von 1:2 bei Schafen im ersten Jahr der Impfung.
Im zweiten Jahr der Impfung lagen die Titer deutlich héher, ndmlich bei Rindern im
Median bei 1:32 und bei Schafen bei 1:23. Neutralisierende Antikdrper konnten bei
Rindern und Schafen in den meisten untersuchten Betrieben erst nach der
Impfung im zweiten Jahr nachgewiesen werden. Ausnahmen bildeten einige
wenige Rinder, die nach dem Boost im Median einen SNT-Titer von 1:23
aufwiesen. Eine Kreuzneutralisation der Serotypen BTV-1, -2, -4 und -16 durch
Serumantikdérper der Tiere mit den héchsten ELISA-Ak-Titern erfolgte nur gegen

BTV-1 bei allen Tieren mit Titern zwischen 1:2 und 1:22.

PBMC der untersuchten Tiere reagierten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Probennahme verschieden stark auf eine Lektinstimulation (Con A,
Positivkontrolle), auf die Restimulation mit BTV-8 und die heterologe Stimulation
mit BTV-1. Im ELISPOT bilden PBMC einiger Tiere mehr IFN-y spezifische Spots
nach der homologen Restimulation mit BTV-8, andere reagierten stérker auf den
BTV-1 Stimulus. Eine BTV Serotyp Ubergreifende zellulare Reaktion konnte mit

diesen beiden Serotypen nachgewiesen werden.

Die intramuskulare und intravendse Fehlapplikation des Impfstoffes beim Schaf
fuhrte weder zu einem Nachweis von Impfvirusgenom im Blut noch zu
Nebenwirkungen. Nach intramuskulérer Applikation war eine signifikant héhere
optische Dichte im Ak-ELISA messbar als nach subkutaner Applikation.
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Bei den Rindern, denen eine vierfache Impfdosis BTVPUR AlSap 8 verabreicht
wurde, konnten sowohl im Ak-ELISA als auch im SNT signifikant héhere Titer
nachgewiesen werden als bei Rindern, die die vorgeschriebene einfache

Impfdosis erhalten hatten.

Die Wiederholung der Impfung bei Schafen wirkte sich durch héhere Serum-Ak-
Titer im ELISA aus, die langer auf dem hdéheren Niveau bestehen blieben. Nach
der vierten Impfstoffapplikation mit einem neu hinzugekommenen Impfstoff war
der Titer mit 1:32 im Median am hdchsten. Neutralisierende Antikdrper gegen
BTV-8 waren wiederum erst nach der vierten Impfung bei allen Schafen

nachweisbar.

Naturlich infizierte Rinder, die entweder durch vorhandene ELISA-Ak oder BTV-8
Genomnachweis im Blut identifiziert wurden, wiesen Antikdrpertiter zwischen 1:1
und 1:256 vor der Impfung auf. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Impfung
lagen die Titer bei diesen Tieren zwischen 1:16 und 1:256. Virus neutralisierende
Serumantikdrper waren bei allen natrlich infizierten Tieren nachweisbar mit Titern
zwischen 1:8 und 1:512.

Schlussfolgerungen

Die Grundimmunisierung flhrt bei Schafen und Rindern zu vergleichsweise
niedrigen Antikérpertitern im cELISA, und nicht nachweisbaren Titern im SNT. Die
Applikation des Impfstoffes i.m. oder auch die Erhéhung der Dosis fuhrten zu einer
Erhdhung der ELISA-Ak-Titer; Nebenwirkungen waren bei den entsprechend
geimpften Tieren nicht feststellbar. Auch die Wiederholung der Impfung beim
Schaf flhrte zu einer Erhéhung der ELISA-Ak-Titer. Neutralisierende Ak wurden
bei den meisten Tieren erst nach der Impfung im zweiten Jahr mit dem Impfstoff
BTV PUR AlSap 8 nachgewiesen.

Eine zellulare Immunreaktion, gemessen an der Interferon gamma (IFN-y)
Sekretion nach in vitro Virusrestimulation von mononuklearen Blutzellen (PBMC),
wurde in dieser Arbeit erstmals bei Tieren im Feld bestimmt. Die
Untersuchungsergebnisse zur zellularen Immunreaktion gegen BTV mit

selektierten und limitierten Blutproben sind ein erster experimenteller Ansatz zur
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weiteren Evaluation von zellularen Immunreaktionen nach der BTV-Impfung von
Rind und Schaf.
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VII. SUMMARY

Humoral and Cellular Immune Responses after Vaccination

against BTV-8 in Sheep and Cattle in Selected Farms in Bavaria
Alexandra Hund

The objectives of this study were the determination of the prevalence of BTV-8
infections in selected Bavarian cattle and sheep farms and the evaluation of
humoral and cellular immune responses of cattle and sheep after compulsory
vaccination with the vaccines BLUEVAC-8, BTVPUR AlSap 8 and Bovilis BTV-8 in
the years 2008 and 2009. The safety of the vaccine when not applied according to
the producers’ instructions (i.v., i.m.) and the detectability of the genome of the
vaccinevirus in the blood of sheep vaccinated i.v. and i.m. were tested as well. The
effect of an increase of the BTV PUR AlSap-8-dose in cattle and of repeated
vaccination of sheep (four vaccinations) was tested. Immune reactions of animals,
which had been diagnosed to be naturally infected before the vaccinations were

evaluated.

Material and Methods

The prevalence of BTV-8 in sheep and cattle farms was measured using a cELISA
and a RT-gPCR. After vaccination of the animals against BTV-8 the effect of the
vaccination was assessed by the determination ELISA-antibody titer and of
neutralising antibodies against BTV-8, as well as BTV-1, -2, -4 and -16 (cross
neutralisation). Furthermore the ability of the vaccine to induce a cellular immune
response was measured by determination of the secretion of interferon-gamma
after in vitro restimulation of peripheral blood mononuclear cells with BTV-8 and
BTV 1 (IFN-y ELISPOT).

The safety after wrongful application was evaluated using the clinical symptoms
and the antibody titers in ELISA and SNT. The detection of the genome of the
vaccine-virus in the blood of animals vaccinated i.v. and i.m. was attempted using
a RT gPCR.
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The effect of the repetition of the application of the vaccine was examined using
CELISA, SNT and IFN-y ELISPOT. These tests were used as well to examine

naturally infected animals.

Results

BTV antibodies were detected in nine animals from the selected farms; BTV
genome was detected in 15 samples that had been submitted for routine

screening to the Bavarian Health and Food Safety Authority.

Following vaccination cattle developed a median ELISA-antibody titer of 1:16 and
sheep of 1:2 at its peak in the first year of the vaccination campaign. In the second
year the median titers were higher: 1:32 in cattle and 1:23 in sheep. Neutralising
antibodies were detected in most cases for the first time after this second
vaccination, except for cattle in one farm, which developed a titer of neutralising
antibodies of 1:23 after the boost.

Cross neutralisation of the serotypes BTV-1, -2, -4 and -16 by serum of the
animals with the highest ELISA-antibody titers could only be detected against
BTV-1 in all animals with titers between 1:2 and 1:22.

PBMC of the tested animals reacted at different times of sampling with different
intensity to the stimulation with lectines (ConA, positive control), to the
restimulation with BTV-8 and the heterologous stimulation with BTV-1. In the
ELISPOT assay more IFN-y specific spots were often formed after the stimulation
with BTV-8, but at other times after the stimulation with BTV-1. This is considered

to be a non-serotype-specific cellular reaction with BTV-8 and BTV-1.

No clinical signs occurred and vaccine virus genome could not be detected
following i.m. or i.v. application of the vaccine BLUEVAC-8. Following the i.m.
application the optical density was significantly higher in the cELISA than after s.c.

application.

Cattle given a four times higher dose of BTVPUR AlSap 8 developed higher titers

in cELISA and SNT than cattle vaccinated with the dose according to the label.



122 VII. Summary

The repetition of the vaccination of sheep led to higher ELISA-antibody titers,
which remained longer on a higher level. After the fourth vaccination with a new

vaccine the titer was the highest with 1:32.

Neutralising antibodies against BTV-8 were first detectable after the fourth

vaccination.

Naturally infected cattle identified by the presence of antibodies or BTV-8 genome
in their blood prior to the vaccination had ELISA-antibody titers between 1:1 and

1:256 at that time. After the vaccination the titers ranged from 1:16 to 1:256.

Neutralising antibodies were detected in all naturally infected animals with titers
between 1:8 and 1:512.

Conclusions

The basic vaccination led to low titers (ELISA) or not detectable ones (SNT) in
blood samples of cattle and sheep. The i.m. application of the vaccine or the
increase of dose led to higher ELISA titers; side effects did not occur in these
animals. The repetition of the vaccination in sheep led to an increase in ELISA-
titers. Neutralising antibodies first occurred in most animals after the vaccination in
the second year.

The cellular immune response measured as secretion of IFN-y after in vitro
restimulation of PBMC with BTV was evaluated in this study for the first time in the
field. The results are a first experimental approach for further evaluation of cellular
immune response after the BTV vaccination in cattle and sheep.
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IX. ANHANG

1. Material und Methoden

1.1. Fragebogen

LUDWIG-

MAXIMILIANS-
UNIVERSITAT
MUNCHEN

BAYERISCHES LANDESAMT FUR
GESUNDHEIT UND LEBENSMITTELSICHERHEIT
- DIENSTSTELLE OBERSCHLEIBHEIM -

Fragebogen flr Landwirte

im Zusammenhang mit der Probennahme fur
das BT-/ BKF- und BVD-Projekt
des LGL OberschleiBheim und der LMU Munchen

Datum der Probennahme:

Betriebs-ID:

Regierungsbezirk: LJUFR L1OFR
LINBY COoBy

Landkreis:

Betrieb

Name:

StraBe / Haus-Nr.:

PLZ / Ort:

Telefon-Nr.:

Betriebs-Nr.:

LIMFR L1OPF

LIswB
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Tiere
O Rinder O Schafe L1 Ziegen

[J andere Nutztiere (Welche?):

Zahl der Rinder insgesamt:
davon Kalber (bis 6 Monate)

Jungtiere (uber 6 bis 24 Monate bzw. weibl. bis zur 1. Kalbung)

Kihe
Bullen
Nutzungsart: [ Milchvieh 1 Mutterkuhhaltung
[ Mastvieh [ Aufzuchtbetrieb

Welche Nutzungsart hauptséachlich:
Rasse(n): hauptsachlich gehalten:

andere Rassen gehalten:

Zahl der Schafe insgesamt:
davon Lammer (bis 9 Monate)
Jungschafe (iiber 9 bis 18 Monate bzw. weibl. bis zum 1. Ablammen)

Mutterschafe (ab 19 Monate)

Bocke
[J Haupterwerb [ Nebenerwerb ] Hobbyhaltung
Nutzungsart: [1Zucht I Milch [ Mast

Welche Nutzungsart hauptséachlich:
Rasse(n): hauptsachlich gehalten:

andere Rassen gehalten:
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Haltung
Rinder:

[0 Weidehaltung [ Stallhaltung [ Stall- und Weidehaltung
Bei Stall und Weide kombiniert: [ saisonal [ asaisonal

Welche Tiergruppen haben Weidegang?

Haltungsform: [ Laufstall [ Anbindestall
Aufstallungstyp: (z.B. Tiefstreu, Hoch-/Tiefboxen, Gitterrost, Iglu, ...)

Welche Tiergruppen sind wie aufgestallt?

Schafe:
[J Weidehaltung [ Stallhaltung [] Stall- und Weidehaltung
Bei Stall und Weide kombiniert: [] saisonal [l asaisonal

Welche Tiergruppen haben Weidegang?

Haltungsform:

Kontakt der Tiere im Betrieb
(1 direkt: L1 direkt auf der Weide [1 direkt im Stall
Welche Tierarten/Altersgruppen haben direkten Kontakt miteinander?
ja/moéglich/nein
L1 indirekt: Gber Gerate (z.B. Schubkarren, Gabel, etc.): O 0O o
Uber Personen: 0o o
durch den Weidewechsel: ooo

Welche Tierarten/Altersgruppen haben indirekten Kontakt miteinander?

Kontakt zu anderen Tieren/Herden:
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Pensionstiere ] ja nein

Tierklinik nein
Austellungen/Méarkte/Hoffest etc. O ja nein

Wanderschéfer auf Weide/Wiese [ ja nein

O 0O 0O Ood

Kontakt zu Tieren im Ort/Umgebung ja nein

Sonstiges

Zukéaufe (im letzten Jahr): L] nein Ul ja
Welche Tierart (Rd./Schf./Zg.)?
Woher?

Wie viele/ welche (Ohrmarken-Nr.)?

Tierverluste: ] nein  ja
Welche Tierart (Rd./Schf./Zg.)?
Wie viele?
Wodurch?

Seit 2007 vermehrt?

BT- Falle: L1 nein/unbekannt U ja

Falls ,ja“: Wann? Wie viele? Welche Tierarten/ -gruppen?

Symptome

Sind im Jahr 2007 oder 2008 folgende Symptome aufgetreten:
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Rind | Schaf | Ziege

Symptom

Lasionen an Flotzmaul / Lippen / Nasenéffnungen

Lasionen in der Maulh6hle

Nasenausfluss (klar / getrtibt)

Augenveranderungen (Ausfluss / Konjunktiven / Hornhaut /
Skleren)

Odeme am Kopf / um die Augen

Lasionen an den Klauen / im Zwischenklauenspalt (mit/ohne
Lahmheit)

Fieber

Durchfall

Haut-/ Fellveranderungen (rund / flachig, schuppig / nassend,
Krusten)

Reproduktionsstérungen:

Gehauftes Umrindern/ Umbocken (Anderungen: z.B. neuer
Stier, Besamungstechniker, Management ...)

Aborte, Mumifikation, Friihgeburten, Totgeburten

Geburt lebensschwacher Kalber/ Lammer?

Missbildungen?

Sonstiges

Impfungen

BTV8-Impfung: [Jja [Jnein

Welcher Impfstoff?

Wann wurde geimpft?

O Merial [ CzZV

Wourden alle(!!) Tiere geimpft? (Nicht geimpfte, z.B. wegen Krankheit, vermerken!)

andere Impfungen:

Insektenbekampfung

Anwendung von Ektoparasitika O ja [] nein

Wenn ja: Was, wie oft und welche Tiere?
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2. Ergebnisse

2.1. Ergebnisse der Auswertung der Fragebdgen

Siehe dazu Tab. I1X.1, Tab. IX.2 und Tab. I1X.3.

2.2. Ergebnisse der klinischen Untersuchung der Schafe mit i.v.

und i.m. Applikation des Impfstoffes

Siehe dazu Tab. IX.4.



Tab. IX.1: Daten aus den untersuchten Betrieben Uber Tiere, deren Nutzung und Rassen

. Zahl der | Zahl der . Nutzun eigene | Rinder | Haupterwerb | Nutzun Schaf- Haupterwerb
Betrieb Nr. | "pinder | Schafe | 2ndere Tiere 1 Rind > Aufgzucht rassen ® II)Rind Schafg rassen’ gchaf

1 55 11 P, H, K 1 X 1 X 1,2 2

2 126 58 Nein 1 1,6 X 2 3

3 78 23 G, K 1 X 1,6 X 1,2 11

4 133 20 K 1 X 1 X 1,2 11

5 160 12 Nein 1 X 1,6 X 1,2 5, 4, 11

6 105 22 G, K H 1 X X 1,2 11

7 37 23 K,H 1 X 1 X 1,2 1

8 39 220 G, H, K 1 X 1,4 X 1,2 4,11 X

9 62 13 G, P 1 X 1 X 1 1

10 101 14 Nein 1 X 4 X 1 2

12 167 41 S, H 1 X 1,2 X 1 3,10, 2

13 108 13 Nein 1 X 1 1

14 13 0 Nein 1 2,3 / / /

15 0 300 Nein / / / / k.A. k.A. k.A.

16 95 24 S, H, K 1 X 1 X 1 1

17 183 50 S, G,Ha, H, K 1,3 1,2 X 1 6,7

18 0 19 H / / / / 1 1,10

19 4 35 Nein 3 1,6 1 3,4,8

20 0 19 S / / / / 1 11

23 0 19 Nein / / / / 1 4,3

25 0 19 G / / / / 1 11

28 15 100 S 4 1,2 4,2 2,11

22 18 0 Nein 2 5, 1 / / /

1) P: Pferde, Ha: Hasen, S: Schweine, G: Geflligel, H: Hunde, K: Katzen; 2) 1: Milchvieh, 2: Mutterkuhhaltung, 3: Mastvieh, 4: Ausbildung von Studenten der
Tiermedizin. Das Erstgenannte stellt die hauptsachliche Nutzungsart dar; 3) 1: Deutsches Fleckvieh, 2: Deutsche Schwarzbunte/ Holstein Friesian, 3: Deutsche

Rotbunte, 4: Braunvieh, 5: Pinzgauer, 6: Kreuzungen. Der erstgenannten Rasse gehdren die meisten Tiere an; 4) 1: Mast, 2: Zucht. Das Erstgenannte stellt die

hauptsachliche Nutzungsart dar; 5) 1: Coburger Fuchs, 2: Bergschaf, 3: Schwarzkopfschaf, 4: Merino, 5: Rhénschaf, 6: Texel, 7: Kamerunschaf, 8:

Blaukopfschaf, 9: Heidschnucken, 10: Milchschafe, 11: Kreuzungen; k.a.: keine Angabe; /: Tierart im Betrieb nicht vorhanden

Bueyuy “X|

A48



Tab. I1X.2: Daten aus den untersuchten Betrieben Uber Haltung und Weidegang der Tiere. Legende siehe 1X.2.1.

. Haltun : 1| a2 | Gruppenhaltun Weidegan Weidegang Tiergruppen | Weidegan Weidegan
Betrieb Nr. | "y 'P | Jungvieh | Kalber Pkatber Ring S ing PP Schafe Tiergr. Sehaf
1 A A B X alle X alle
2 L L I X alle
3 A L B X X ganzjahrig alle
4 L L I X X Jungvieh X ganzjahrig alle
5 L L I X X alle
6 L L B X X ganzjahrig Kihe X alle
7 A A B X X alle
8 A A B X alle X alle
9 A A B X X ganzjahrig alle
10 L L B X X alle
12 L L B X X alle
13 L L I X ganzjahrig alle
14 A / / X alle / /
15 / / / / / / X alle
16 L L B X X alle
17 L L B X X alle
18 / / / / / x ganzjahrig alle
19 / A keine
20 / / / / / x ganzjahrig alle
23 / / / / / X ganzjahrig alle
25 / / / / / X ganzjahrig alle
28 A / X ganzjahrig alle
22 A A X alle / /

1) A: Anbindestall, L: Laufstall; 2) B: Kalberbox, |: Kélberiglu; / Tierart im Betrieb nicht vorhanden

cvl

Bueyuy x|



Tab. IX.3: Daten aus den untersuchten Betrieben lber Kontakt der Tiere und Krankheitssymptome. Legende siehe 1X.2.1.

- |5 [0} [0) 0 N o
>|5|E| 2, ER8 B |3 | 8| 8% 2g 58 e
ozl EJE_ £ |2| s 28|, 25 S5 02|83
5|65 6|55 650908506 §9<5(896 =5 Eg a £
m| X | ¥ INOCINDXECHEXEDOM|OC®OK |[CODND N @ <E |Ex
1 x | 1 X 3 ZNS- Stoérungen bei trdchtigen Schafen R, S
2 X 1M R/C |R,S
3 X X 1M 1L R/C | R
4 | x| x X 1 2AK L Limax beim Rind, Moderhinke (MH) bei Schafen R, S
5 | x | X 1 X 1M Euter-Schenkel-Dermatitis R
6 | X | X 2A
7 X 2A, 2L RC | R
8 | x | x 2 Lammer: Lippengrind R, S
9 X K
10 x | x X 2 A Rind: Dermatitis digitalis (DD), Flechte R/C | R

5A,5L,
12 X 1 10 X 1 2 R, K 5L Schaf: NA, Moderhinke, Rind: DD, Flechten, Kryptosporidien R
13 10 | alle 2 2A Limax R
14 alle 1 1 R
16 X G
17 1 1 Kalber mit eitrigem NA R, S
18 1 X
19 ] x | x 4 | alle X 2 3T
20 2 2 S
23 2 3L Durchfall S
25 1T,2M Schaf Lungenentziindung S
28 X X X X 2 L, T,M
29 X 2

Angaben beziehen sich auf die letzten zwei Jahre vor der Befragung; 1) 1: Andere, 2: unbekannt, 3: BKF; 2) 1: ein Rind 2007 klinisch erkrankt, 2: ein Rind 2008
klinisch erkrankt, bei sechs weiteren wurde BTV-8 Genom nachgewiesen; 3) A: Abort, K: niedrige Konzeptionsrate, L: Lebensschwache Nachkommen M:
Missbildungen, R: retentio secundinarium, T: Totgeburt; 4) R/C: Rota-Corona-Impfung, G: Rindergrippe; 5) R: Insektenbekdmpfung beim Rind, S: beim Schaf; NA:

Nasenausfluss

Bueyuy “X|

vl
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Tab. 1X.4: Klinische Untersuchung von sechs Schafen vor und 24 h nach der Impfung mit BLUEVAC-8, Nr. 53,56, 61 wurden i.v., Nr. 51, 57, 62 i.m. geimpft
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Tabellenverzeichnis
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davon UNtersuChteNn TIErE. .......coii i 21
[11.2: Stamm und Herkunft der eingesetzten BTV Serotypen ..........cccccovvuinnee. 25
[11.3: BTV-8 Primer und Sonden fur die BTV-8 RT-gPCR.........cccciiiiiiiiie. 30
[1l.4: Enhanced Green Fluorescent Protein Nr. 4 (EGFP) Primer und Sonden
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[11.14: Thermalprofile der BTV-8 RT-qPCR(1) und der PanBTV RT-qPCR(2) .. 46

. 111115 In Betrieben verwendete Impfstoffe bei Schafen und Rindern in den
Jahren 2008 uNnd 2009 ........ccceeiiiiiii s 49
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