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1. Einleitung und Aufgabenstellung

Fur gewdhnlich beginnen Dissertationen unserer tiermesithan Fakultat formal richtig mit
einem kurzen Kapitel mit dem Titel ,Einleitung und Aubgastellung®. In einem solchen
Kapitel gibt der Kandidat einen knappen Uberblick tiber elbss oder von einem Dozenten
ausgewahltes Teilgebiet der modernen Tiermedizin. Auf wenigeiten wird dann das
Augenmerk auf die Lickenhaftigkeit unseres Wissens in diddemich gelenkt und eine
wissenschatftliche Fragestellung herausgearbeitet, derarbdting lohnenswert erscheint
und die Anfertigung der Dissertation begrindet. Das Aufspiman Wissenslicken, die
Formulierung von Fragestellungen, die Auswahl geeigretperimenteller Methoden, die
Planung und Durchfihrung von Experimenten, sowie deren Atigwge und kritische

Bewertung stellen die allgemein anerkannte, und somit likerréorgehensweise fir jeden
Wissenschatftler dar und die Anfertigung der Dissertasbder Nachweis fiir die Befahigung

zu wissenschaftlicher Arbeit.

Die vorliegende Arbeit ist insofern anders, als sidtnimit einem Kandidaten, einem Plan
und einem vorgefertigten Dissertationsthema beginntsgigalmehr ein Beispiel dafur, dass
die Natur selbst — in Kombination mit der zufalligen Enkidexy von Phdnomenen — offene
Fragen von wissenschaftlichem Interesse stelltb&ieeist, dass der einfache, vielleicht sogar
zunachst wissenschatftlich naive, spielerische UmgandNatur, begrindet auf die klassisch
naive menschliche Neugier, der Ausgangspunkt fur wissenkchedt Arbeiten sein kann
und (sofern einem Promotionskandidaten an dieser eStadlreits eine wissenschafts-
theoretische Bewertung erlaubt ist) vielleicht sogar aeih sollte. Neugier, die durch das
positive Erlebnis von Entdeckung belohnt wird, weckt weitéeegier und stellt vermutlich

das wichtigste Grundnahrungsmittel fir wissenschatftlicdvedhung dar.

Der Grundstein fir diese Arbeit war zundchst keinelagep, gezielte Untersuchung eines
bekannten Phanomens, sondern schlicht ein klassischiallsBafund. Der Verfasser
versuchte sich seinen Lebensunterhalt im Zweitstudiigemrmedizin mit seinem Wissen aus
dem Erststudium, als Elektronenmikroskopiker und Entomologeemlienen. Er fand eine
solche Mdglichkeit in einem Labor, das sich mit der Vigowechselwarmer Wirbeltiere
beschéftigte und arbeitete fortan als entomologischagégr, auf morphologische Methoden

ausgerichteter Dienstleister zwischen gestandenen Moiblalegen und Virologen mit
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tiermedizinischen Fragestellungen. Der Zufall wolke @ass die Liebe zur Entomologie und
seine Neugier ihn zuweilen auf scheinbare Abwege aus demetiézinischen Relevanz
fuhrte. So fixierte er eines Tages verschiedene Gewebe Mittelmeergrillen Gryllus
bimaculatu¥, die er in einem nahen Geschéaft als Tiernahrung (lebeReesilienfutter)
gekauft hatte und die seiner Meinung nach verhaltensagftaitl zeitweise ataktisch in ihren
Bewegungen waren. So entstand der Zufallsbefund: eine, ensch wenig perfekte,
elektronenmikroskopische Aufnahme von icosaedrischen Virtispla in einer Fettzelle

einer Grille (Abb. 1):

Abb.1. Gryllus bimaculatustransmissions-elektronenmikroskopische Aufnahme, Ausschsiteiaar Fettzelle, Fettkérper
des Kopfes. Ansammlungen von icosaedrischen Viruspartikel@yitoplasma. F — praparationsbedingt herausgeltste

Fettropfchen. PrimarvergroRerung: x 4 400

Dieser Befund schien interessant, doch veterindrmmesiiti ohne Belang. Dennoch verlangte
die Klarheit des Befundes nach einer wissenschatftlickekten Ausarbeitung. Nachdem aber
alle gekauften Grillen fur die Elektronenmikroskopie aufgemet worden waren, stand kein
Material fir die Virusisolierung zur Verfigung. Es begameenehrere Monate dauernde
Suche nach einem schon verloren geglaubten Pathogeresbschliel3lich gelang, den
Zufallsbefund in weiteren Exemplaren v@ryllus bimaculatusaus dem freien Futtertier-

handel zu reproduzieren. Die weitere Aufgabenstellung ksbstan darin, das Virus zu

isolieren und zu charakterisieren. Die Ergebnisse dlgstarsuchungen, die den ersten Tell
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der hier vorliegenden Arbeit bilden, fuhrten zu einer Merifichung Uber ein Insekten-
Iridovirus (Just und Essbauer, 2001), die fur sich alleine gemmywermutlich immer noch
keine Dissertation an einer Tiermedizinischen Fakwit gewesen wére. Handelte sie doch
von Tieren und Pathogenen, die in der tierarztlidheaxis eine vollig untergeordnete Rolle
spielen. Im gleichen Zeitraum wurden jedoch vom Stdeh Veterinaruntersuchungsamt
Detmold vier neue Virusisolate aus insectivoren Reptiti@nnaheren Charakterisierung an
unser Labor geschickt, deren Charakteristika auf den nerddéck erstaunliche
Ubereinstimmungen mit dem aus den Mittelmeergrillen gewoen Isolat aufwiesen. Der
zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich deshalbemem Vergleich dieser Isolate mit dem

ursprunglichen Isolat auSryllus bimaculatugJust et al., 2001).
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2. Einfihrung (Schrifttum)

2.1 Taxonomie der FamilielRIDOVIRIDAE

Die Familie Iridoviridae umfasst in vier etablierten Genera sog. ,grof3e* (120-380 nm)
icosaedrische Viren mit linearer, doppelstrangiger DNA&eN der Gattungefridovirus und
Chloriridovirus haben nach bisheriger Auffassung ausschliel3lich Inveteriwirte, wahrend
Iridoviren der GattungeRanavirusund Lymphocystivirusausschlie3lich aus poikilothermen
Vertebraten (Fischen, Amphibien und Reptilien) isolerdrden (Willams et al., 2000).
Neben einer vergleichsweise tberschaubaren Anzahltabliezten Virusspezies enthalt die
Familie eine Vielzahl von vorlaufig zugeordneten Isolatait unklarer systematischer
Stellung, die insbesondere die taxonomische Struktur iateder Gattungehidovirus und

Ranaviruserheblich kompliziert.

Die meisten der Isolate der Gattundgedovirus und Chloriridovirus wurden in den 70er
Jahren des letzten Jahrhunderts entdeckt und leider nuistérdig charakterisiert, weil die
heute hierzu verwendeten molekularbiologischen Technikan ¢gch nicht zur Verfiigung
standen. Viele Isolate wurden nicht in allgemein zugéhgficSammlungen hinterlegt und
gelten als verschollen, so dass fehlende molekularbsdbgi Untersuchungen zu den
Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Gattungen nidint ma&hzuholen sind. Bereits
die Namensgebung fir die einzelnen lIsolate gibt bis heuteer wieder Grund zur
Verwirrung. Verschiedene Systeme zur Benennung haben siobneieander gehalten,
wodurch es zur Einfihrung einer grol3en Zahl von Synonymen ukidrAingen fir einzelne
Isolate kam. Ursprunglich wurden alle Isolate mit dent@aisnamen des Invertebratenwirts,
gefolgt von der Bezeichnungrigescent viru$ - wie z. B. in ,Aedes iridescent virus*-
benannt. Schon bald jedoch nahm die Zahl der bekanntenelstéak zu und aus ein und
derselben Wirtsgattung wurden mehrere Isolate gewonnerigivis] 1996). So waren im
obigen Beispiel bereits 1970 fumidescent virusesausAedes spedekannt und die glltigen

Nomenklaturregeln mussten tberarbeitet werden.

Nach einem Vorschlag von Tinsley & Kelly (1970) ging manlén Folgezeit dazu uber, die
Isolate nach der chronologischen Reihenfolge ihrer Ektde zu nummerieren, und als
»invertebrate Iridescent Virus - Nr. (IIV-Nr.)2zu benennen. Bei der grof3en Zahl der Isolate

war es jedoch nur fir den Spezialisten offensichtlices @gach hinter resultierenden Kirzeln
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wie beispielsweise ,|IV-3“ einridescent virusausAedes taeniorhynchugerbarg. Deshalb
hielten sich bis heute auch die Urspringlichen Bezeichmungéer. Verwirrender war noch,
dass man die Nummerierung der Isolate Uber Gattungsgrénaeeg verwendete (vgl. Tab.
4, S. 16). So gehoren die Isolate 11V-1 und 1IV-2 zur Gattimagvirus, 11V-3 bis 1IV-5 zur

GattungChloriridovirus, [IV-6 dagegen wieder zuidovirus, usw.

Nachdem die Invertebraten-Iridoviren zum Teil ein sekites Wirtsspektrum haben und
gleichzeitig mehrere verschiedene Iridoviren die gleMhesspezies befallen kdnnen, wurde
in neuerer Zeit von Williams & Cory (1994) der Vorschlageubteitet, die Benennung von
Iridoviren vollkommen von dem Namen der jeweils betnodfe Wirtsspezies zu trennen.
Stattdessen sollten die Isolate mit dem Namen ihregrgpbischen Ursprungs benannt
werden, wie es auch fiur die Taxonomie anderer VirusiamiReoviridae, Bunyaviridae,

Rhabdoviridae, usw.) vorgeschrieben ist (Williams, 1996). Dass aus unserem Beispiel
mit den bisherigen Namennyertebrate iridescent virus 3 (lIV-3)“,Mosquito iridescent

virus (MIV)*, und ,Aedes taeniorhynchus iridescent virus* wickamnach als ,Vero Beach
iridescent virus® eindeutig zu bezeichnen sein. Dieserstéfdag hat sich bis heute jedoch

nicht allgemein durchgesetzt, so dass weiterhin alle Naggbnsgen im Gebrauch sind.

Die Benennung und Einteilung von Iridoviren wird heute dem ,International Committee
on Taxonomy of Viruses* (ICTV) festgelegt und veroffeitt (Williams et al.,, 2000).
Allgemein gultig ist, dass die offiziellen Namen anerkanntirus-Spezies — wie Gattungs-
und Familiennamen - stets kursiv zu schreiben sind (in ems&eispiel ist dies also der
Name ,Invertebrate iridescent virus 3. Mit dem Begriff jridescent virus|; werden
Iridoviren der Invertebraten bezeichnet. Der Begriff Ividos, in der nicht kursiv

geschriebenen Form, bezeichnet allgemeiner alle AngehddgreFamilidridoviridae.

Zur Speziesdifferenzierung innerhalb der Gattimdovirus werden nach den Regeln des

ICTV vor allem molekularbiologische Kriterien heranggen:

- Die Gensequenz des Haupt-Kapsid-Proteins (major capsid prigt€in) oder dessen
Aminosaurensequenz. Die Aminosaurensequenzen des gesamtemsPmweier
distinkter Virusspezies dirfen nicht mehr als 90 % |derditéveisen.
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- Standardisierte DNA-DNA dot-blot Hybridisierungen. DNA zweier distinkter
Virusspezies durfen Hybridisierungswerte von 50 % nichtddbeeiten (Williams and
Cory, 1994).

- DNA-Restriktionsfragment-Langenprofile. Die Profile nvalistinkten Virusspezies
missen fur vier ausgewahlte Restriktions-Endonukleasen g volbbneinander
verschieden sein.

Bislang ist nur von einer der beiden Spezies der Gattungihvertebrate iridescent virus 6
(Ilv-6), das gesamte Genom sequenziert worden (Jakob et al., E0@D)ie Nutzung dieser
Daten zur Abgrenzung moglicher neuer Virusspezies odeloerarbeitung der Systems in
Bezug auf ,alte” Isolate, liegen bis heute noch keine alige akzeptierten Richtlinien vor,

sind in der Zukunft aber zu erwarten.

Innerhalb der Gattung Ranavirus werden zur Speziesdifferenzierung bislang
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen (RFLP), Viralerotein-Profile, DNA
Sequenzanalysen (insbesondere des MCP-Gens), serolodisebereaktivitdt und die

Wirtsspezies herangezogen.

Eine Ubersicht iber die derzeit giiltige systematischekitr der Familidridoviridae geben

die Tabellen 1 bis 3, die dem 7. Taxonomiebericht des IEMviommen sind (Williams et
al., 2000). Es ist zu berucksichtigen, dass in dem derziigaeyu System, aus Mangel an
Daten uber verschollene oder unzureichend charakterigefége, nicht alle aus der Literatur

bekannten Iridoviren aufgenommen wurden.

Das derzeit gultige System erwédhnt demnach folgende, moohWilliams (1996) der

Gattunglridovirus zugeordneten Isolate nicht mehr:

Pterostrictus madidus iridescent virus (Iv-17) (Robertsmpublished)
Odontria striata iridescent virus (1v-19) (Kalmakaffypublished)
Simocephalus expinosus iridescent virus  (l1V-20) (Fedé&ridazard, 1975)
Tipula spec. iridescent virus (1v-25) (Elliott, dt,d977)
Ephemopteran iridescent virus (1V-26) (Federici, unpiniei§

Nereis diversicolor iridescent virus (IIv-27) (Devaulbdnel977)
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Tabelle 1.
Ubersicht Uber die Gattunglridovirus (Williams et al., 2000)

GENUS IRIDOVIRUS

Spezies
Invertebrate iridescent virus 1 (1v-1)
(Tipula iridescent virus)
Invertebrate iridescent virus 6 (1v-6)
(Chilo iridescent virus)

Virusisolate mit unsicherem taxonomischen Status

Anticarsia gemmatalis iridescent virus (AGIV)

Invertebrate iridescent virus 2 (nv-2)
(Sericesthis iridescent virus)

Invertebrate iridescent virus 9 (1v-9)
(Invertebrate iridescent virus 10) (IIv-10)
(Invertebrate iridescent virus 18) (Iv-18)

(Opogonia iridescent virus)
(Wiseana iridescent virus)
(Witlesia iridescent virus)
Invertebrate iridescent virus 16 (Iv-16)
(Costelytra zealandica iridescent virus)
(Invertebrate iridescent virus 21) (lv-21)
(Heliothis armigera iridescent virus)
(Insect iridescent virus 28) (1vV-28)
(Lethocerus columbinae iridescent virus)
Invertebrate iridescent virus 22 (Iv-22)
(Simulium sp. iridescent virus)
Invertebrate iridescent virus 23 (1v-23)
(Black beetle iridescent virus)
(Heteronychus arator iridescent virus)
Invertebrate iridescent virus 24 (lv-24)
(Apis iridescent virus)
(Bee iridescent virus)

Invertebrate iridescent virus 29 (1v-29)
(Tenebrio molitor iridescent virus)

Invertebrate iridescent virus 30 (1vV-30)
(Heliothis/Helicoverpa zea iridescent virus)

Invertebrate iridescent virus 31 (1v-31)

(Armadillidium vulgare iridescent virus)

(Isopod iridescent virus)

(Porcellio dilatatus iridescent virus)

(Invertebrate iridescent virus 32) (1v-32)

Namen der anerkannten Virus-Spezies kursiv
Synonyme und Abkirzungen in Klammern
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Ebenso werden innerhalb der Gatt@igoriridovirus nicht mehr bertcksichtigt:

Aedes cantans iridescent virus (1v-4)
Aedes annulipes iridescent virus (IIv-5)
Simulium ornatum iridescent virus (IVv-7)
Culicoides sp. iridescent virus (1Iv-8)
Aedes stimulans iridescent virus (Iv-11)
Aedes cantans iridescent virus (Iv-12)
Corethrella brakeleyi iridescent virus (1v-13)
Aedes detritus iridescent virus (1v-14)
Aedes detritus iridescent virus (Iv-15)

Chironomus plumosus iridescent virus

(Weiser, 1965)
(Weiser, 1965)
(Weiser, 1968)
(Chapmanlet1®68)
(Anderson, 1970)
(Tinsley etE971)
(Chapnediral., 1971)
(Hasan et1&70)
(Vago et al., 1969)

Tabelle 2.

Ubersicht tiber die GattungChloriridovirus (Williams et al., 2000)

GENUS CHLORIRIDOVIRUS

Spezies
Invertebrate iridescent virus 3

(IIV-3)

(Aedes taeniorhynchus iridescent virus)

(Mosquito iridescent virus)

Virusisolate mit unsicherem taxonomischen Status
Keine

Namen der anerkannten Virus-Spezies kursiv
Synonyme und Abkirzungen in Klammern
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Tabelle 3.
Ubersicht Uiber die GattungenRanavirusund Lymphocystivirus(Williams et al., 2000)

GENUS RANAVIRUS
Spezies
Frog virus 3 (FV-3)
(Box turtle virus 3) (TV-3)
(Luckeé triturus virus 1) (LT-1)
(Tadpole edema virus) (TEV)
(Tortoise virus 5) (TV-5)

Virusisolate mit unsicherem taxonomischen Status

Bohle iridovirus (BIV)
Epizootic haematopoietic necrosis virus (EHNV)
(Rainbow trout virus) (RTV)
(Redfin perch virus) (RFPV)
Redwood Park virus (RPV)
(Tadpole virus 2)
(Stickleback virus) (SBV)
Regina ranavirus (RRV)

(Tiger salamander virus)
(Ambystoma tigrinum stebbensi virus) (ATV)

Santee-Cooper ranavirus (SCRYV)
(Largemouth bass virus) (LMBV)
(Doctor fish virus) (DFV)
(Guppy virus 6) (GV-6)
GENUSLYMPHOCYSTIVIRUS
Spezies
Lymphocystis disease virus 1 (LCDV-1)

(Flounder lymphocystis disease virus) (FDLV)
(Flounder virus)

Virusisolate mit unsicherem taxonomischen Status

Lymphocystis disease virus 2 (LCDV-2)
(Dab lymphocystis disease virus)

Namen der anerkannten Virus-Spezies kursiv
Synonyme und Abkirzungen in Klammern
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2.2 Morphologie, Zusammensetzung und physikalisch-chemischggenschaften von

Iridoviren

Die Virionen der Iridoviren sind Icosaeder mit einem Durebkser von 120 bis 380 nm. Das
Nucleocapsid besteht aus einem langen, aufgewundenen Nukksosirang, der sich im
Elektronenmikroskop als homogenes elektronendichtes Mhtenistellt. Er ist umgeben von
einer Lipidmembran, die von ,Transmembranpartikeln“ waloeter Funktion durchzogen
wird (Williams et al., 2000). Die Lipidmembran legt sichndécosaedrischen Capsid auf
seiner Innenseite an (Stoltz, 1971; Kelly und Vance, 19733. Capsid selbst besteht aus
identischen Capsomeren von 6-7 nm Durchmesser und 7-13 nm Hdles. Gapsomer
besteht seinerseits aus einem inneren und einem auffetemHrimer. Von dem Capsid
gehen meist kurze Fibrillen aus. Eine Umhullung reiferuspartikel mit einer auf3eren
Lipidhdlle findet offenbar nicht zwingend statt. Sie wurtd@egelmaliig bei Iridoviren mit
Wirbeltierwirten und bei in Zellkultur geziichteten Inversbn-Iridoviren beobachtet
(Williams et al., 2000). Die Behillung ist fir die Infeldit@t der Partikel nicht erforderlich.

Abb. 2 illustriert schematisch den Aufbau von Iridoviren:

Intramembranous proteins

Inner
membrane

=t
“Nucleo
protein

complex

Intramembranous
proteins

Abb.2 (nach Williams et al., 2000):inks: AuRere Hiille von Invertebrate iridescent virus 2 @Vmit 1562 Capsomeren;
Mitte: Capsid-Symmetrie voRrog Virus 3(FV-3); Rechts: Der schematische Querschnitt durch einnirom Frog Virus 3
(FV-3) zeigt den filamentdsen Nukleoprotein-Kern umgeben voar diipiddoppelmembran mit Transmembranproteinen
und den Capsomeren, die dem Capsid die Form eines dessaerleihen.

Die Virionen sind in Wasser uber lange Zeit stabil (Ma&ziret al., 2003). Epizootic
haematopoietic necrosis virus (EHNV) bleibt bei 15 iGestilliertem Wasser Uber 97 Tage
infektids (Langdon 1989). Die Sensitivitat der Virionen gegenisleen pH-Wert und UV-
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Bestrahlung variiert innerhalb der Famillerog Virus 3(FV-3) wird durch UV-Bestrahlung
von 150 mJ inaktiviert. Alle Iridoviren werden bei einer Terapar von 55°C innerhalb von

15 bis 30 min inaktiviert.

Die lineare, doppelstrangigeNA besitzt eine LAnge von 140-303 kbp und hat einen Anteil
von 12-16 % am Molekulargewicht der Viruspartikel. Der GC-&tehetragt 28 bis 54 %.
Die DNA ist circular permutiert und besitzt terminal redante Anteile, die 5-50 % des
Gesamtgenoms ausmachen kénnen (Goorha und Murti, 1982; Widtaats 2000; Jakob et
al., 2001). Ahnliche Verhéiltnisse finden sich auch bei Baktesipph, wie z.B.
Enterobacteria phage T4zw. Enterobacteria phage P22Bei Viren der Gattungen
Ranavirusund Lymphocystivirusliegt die DNA in stark methylierter Form vor, wéahrend
Viren der Gattungetridovirus und Chloriridovirus unmethylierte DNA aufweisen (Williams
et al.,, 2000). Fur die Methylierung der DNA an Cytosin-Gudhmikleotiden wird eine
Virus-codierte Methyl-Transferase verantwortlich gemaé¢Willis und Granoff, 1980;
Goorha und Murti, 1982; Wagner et al., 1985).

Mit Hilfe der zweidimensionalen Polyacrylamid-Geleleigghorese (PAGE) kénnen bis zu 36
verschiedene iridoviraleProteine mit Molekulargewichten von 10-250 kDa aufgetrennt
werden. Darunter befinden sich Virion-assoziierte Eragtmitaten wie eine Proteinkinase,
eine Nukleotid-Phospho-Hydrolase, Ribonuklease (RNas=oXyribonuklease (DNase) und
eine Protein-Phosphatase. Bevertebrate iridescent virus @1V-6) wurden dartber hinaus
bislang 6 DNA assoziierte Polypeptide identifiziert. &ntden viralen Strukturproteinen
dominiert das major capsid protein (MCP) mit einem Antedn 40-50% am
Gesamtproteingehalt der Partikel (Mao et al.,, 1996) und einefekhlargewicht zwischen
48 und 50 kDa. Die gesamte Aminosaurensequenz des Proteifis ®ihige Iridoviren
bekannt und MCP-spezifische Primer und Protokolle fir Pedgise-Kettenreaktions-
Experimente (PCR) werden zur Identifizierung und Abgrenzung katoviren aller
Gattungen eingesetzt (Mao et al, 1997; 1999; Webby und Kalmak®&88). Die
Aminosaurensequenz des MCP der Iridoviren ist innerhalb deili€ahoch konserviert und
zeigt zudem Homologien zu Strukturproteinen VAfrican swine fever virugAsfarviridag
und Paramecium bursaria Chlorella virus (Phycodnaviridag (Tidona et al., 1998; Pringle,
1999; Williams et al., 2000).
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Durch die komplette Sequenzierung von Genomen einzelidviusspezies (LCDV-1,
V-6, ATV, FV-3, ...) und dem Vergleich der abgeleiteten iApsauresequenzen mit
Protein-Datenbanken wurden in neuerer Zeit eine ganze Reiteravd?roteine identifiziert.
Hierzu gehoren z. B. zwei Untereinheiten der DNAabhamyiRBA-Polymerase 1I, DNA-
Polymerase, Zinkfinger-Proteine, eine Helikase, eine Ghé&spho-Hydrolase, Thymidin-
Kinase, Cytosin DNA Methyl-Transferase, u. a. (Williaetsal., 2000; Jakob et al., 2001).
Das Genom voinvertebrate iridescent virus 6 (IIV-@&nthalt 468 offene Leserahmen (open
reading frames, ORF) mit viralen Genprodukten von 40 bis 243mhdsd@uren. Ungefahr
50 % der Leserahmen sind nicht tberlappend, so dass die Kagikapazitat des Genoms
bei mehr als 200 Proteinen liegt (Jakob et al., 2001).

Unbehdullite Viruspartikel haben eindnpidgehalt von 5 bis 17 %, wobei Phospholipide
Uberwiegen. Die Zusammensetzung der Lipide unterscheidat ssgnifikant von der

Lipidzusammensetzung der Wirtszellmembranen, woraus gesehlagird, dass die viralen
Lipide wahrend der Virusvermehrunge novo synthetisiert werden und nicht aus der

Zytoplasmamembran des Wirts stammen (Kelly und Vance, Willlams et al., 2000).
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2.3 Virusreplikation

Der Replikationszyklus von Iridoviren wurde hauptsachlichaadhder Typspezies der
GattungRanavirus Frog virus 3(FV-3), untersucht (Goorha, 1982; Goorha und Murti, 1982).
Die Virionen gelangen entweder Uber rezeptorvermittetidozytose oder durch Penetration
der Zytoplasmamembran in die Wirtszelle. Im erster fiadlen sich kurzzeitig behllte
Partikel im Zytoplasma, im zweiten Fall unbehtlitecdN dem Verlust aller die Nukleinsaure
umhuillenden Elemente (engl.: ,uncoating®, Rolle undyiM&002) erfolgt der Transport der
viralen DNA in den Zellkern. Ein Virion-assoziiertesoBain bewirkt direkt nach der
Infektion der Zelle die Abschaltung der wirtseigenen Bmbkgse von Makromolekulen.
Weitere Virion-assoziierte Proteine aktivieren in einkislang kaum verstandenen Prozess
die wirtseigene RNA-Polymerase Il und fiuhren zur Syntvesesog. ,immediate early (IE)*
bzw. ,delayed early (DE)“ Transkripten, wobei das vir@enom als Matrize fungiert.
Genprodukte dieser Transkripte sind sowohl regulatorischaads katalytisch wirksame
Proteine. Eines dieser Proteine ist die virale DNA-Pel@se, die den ersten Schritt der
viralen DNA-Synthese katalysiert. Dabei dient das gir@ltern-Genom* als Matrize und es
wird virale Vorlaufer-DNA von ein bis zwei Genomlangemthetisiert. (Chinchar et al., in
Vorb.) Diese neuen DNA-Molekile dienen als Vorlagen i@itere Synthesezyklen oder
gelangen direkt in das Zytoplasma, wo der zweite Scligtt DNA-Synthese erfolgt
(Williams et al., 2000).

Im zweiten Schritt bilden sich in Analogie zur Replikatlmei , T-even“-Bakteriophagen sog.
~,DNA-Konkatamere®, also lange DNA-Moleklile mit meheer aufeinander folgenden
vollstandigen Virus-Genomen, die in der Folge zu Genoomdiineren prozessiert werden,
die ,terminal redundant” und ,circular permutiert® sind (lauet al., 1978; Goorha, 1982;
Goorha und Murti, 1982; Delius et al., 1984; Williams et al., 20B8) der Verbindung von
einzelnen DNA-Molekilen zu langeren Ketten sind stark recited&Bndabschnitte (engl.:
JLerminal redundancy”) des Genoms beteiligt, bei denen gawisser Prozentsatz des
Virusgenoms als Wiederholung vorausgehender Genomabschuoitiegt (Luria et al.,
1978). Einen schematischen Uberblick tiber die Bildung vonk#&m@meren bei der
Replikation von Bakteriophagen gibt Abb. 3.
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Abb.3 (nach Luria et al., 1978) Bildungsmechanismus von Konkatanheieser Replikation von Bakteriophagen-DNA mit
redundanten Endabschnitten. (a) Primarer Replikationszyklubidiiektionaler Synthese von einem Ursprung aus. Die
Enden der beiden Tochtermolekiile A und B sind in (b) detailliegigezet; (c) Zwei DNA-Molekile bilden ein Dimer. Die
liickenhaften Ubergiange werden durch DNA-Polymerasen und DN#séig geschlossen; (d) Die langen Konkatamere
werden durch Endonukleasen in Monomere mit redundanten Endimigies

Ebenfalls im Zytoplasma erfolgt die Synthese von ,|ét& Transkripten, deren Genprodukte
an der Bildung der Viruspartikel beteiligt sind. Die DNAN Iridoviren der Gattungen
RanavirusundLymphocystivirusvird im Zytoplasma mit Hilfe einer Virus-codierten Mgl-
Transferase methyliert und schlief3lich in die Capsidpackt. Wahrend des Verpackungs-
Prozesses werden in Analogie zu den Verhaltnissen beieisgphagen Enterobacterio
phageT4, bzw. P22) die Konkatamere zu reifen Virusgenomen zugéssh(ioorha, 1982)

und im Sinne des sog. ,headful-mechanism” verpackt. Diendagteiligten DNA-Nukleasen
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schneiden die DNA-Strange dabei nicht an einer spezifis8ofinittstelle, sondern zuféallig,
nach Erreichen einer bestimmten DNA-Molekillange. sDiéhrt dazu, dass jedes zu
verpackende DNA-Molekll einen anderen Satz von Gensequergderminal redundancy

enthalt. Dieses Phdnomen wird als ,circular permomtétbezeichnet (Luria et al., 1978).

Die Freisetzung von reifen Viruspartikeln erfolgt sdBlieh durch Knospung (engl.:
.oudding“) an der Zellmembran oder durch Lyse der Wirtszdladurch kénnen sowohl

behullte, als auch unbehdulite Viruspartikel auftreten.

2.4 Zur Biologie der Iridoviren

2.4.1 Bei Invertebraten vorkommende Iridoviren

2.4.1.1 Die Gattungridovirus

Der Gattunglridovirus werden heute mehr als 30 Virusisolate mit natUrlicharteww aus
sieben verschiedenen Invertebratenklassen zugeordnet.dvésker Isolate wurden jedoch nie
ausreichend charakterisiert und gelten als verschatedass von einigen Isolaten aul3er der
bloRen Beschreibung ihrer Isolierung und der Angabe das$iezies keine weiteren Daten
vorliegen (Williams, 1996). Eine Ubersicht (iber die Viglzeon Isolaten gibt Tabelle 4. Die
Mehrzahl der Viren wurde in den 70er und 80er Jahren desnelabehunderts aus Insekten
gewonnen. Weitere Isolate fanden sich bei Schneckest(@oda, O: Basommatophora
[Wasserlungenschnecken]), Muscheln (Bivalvia, O: Filibrariahj&adenkiemer]), Wasser-
flohen (Crustacea, O: Diplostraca), Asseln (Crustade: Isopoda), parasitisch in Asseln
lebenden Nematoden (Nematoda, O: Trichosyringida), rbeéheKrebsen (Crustacea,
O: Decapoda), parasitischen Milben (Arachnida, O: Acarijl schlieRlich bei marinen
Wirmern (Polychaeta, O: Phyllodocida). Allgemein lassh €ine Affinitat zu Wirten aus

aquatischen oder zumindest feuchten Habitaten feststéidlra(ns et al., 2000).

Der Gattungsnamelrjdovirus®, geht auf die charakteristische, blaulich-violette odgin
schillernde Farbung systemisch infizierter Wirte zuribkirch Ultrazentrifugation hoch-
angereicherte Virus-Pellets zeigen bei schragem Lidfadei die gleiche irisierende”

Farbung. Allerdings ist dieses Phanomen nicht bei &lidavirus-Isolaten gleich gut erkenn-
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Tabelle 4.

Ubersicht iber Virusisolate der Gattungenliridovirus und Chloriridovirus (nach Kelly, 1985)

Isolat

v-1

-2

[v-3

-4

V-5

V-6

-7

[v-8

V-9

[IV-10
v-11
v-12
[vV-13
Iv-14
IvV-15
[IV-16
v-17
[vV-18
[v-19
[1vV-20
v-21
[v-22
[vV-23
vV-24
[IvV-25
[IV-26
v-27
[vV-28
[v-29
[IV-30
[v-31
[v-31
[v-32

Wirtsspezies

Tipula paludosa
Sericesthis paludosa
Aedes taeniorhynchus
Aedes cantans
Aedes annulipes
Chilo suppressalis
Simulium ornatum
Culicoides sp.
Wiseana cervinata
Witlesia sabulosella
Aedes stimulans
Aedes cantans
Corethrella brakeleyi
Aedes detritus
Aedes detritus
Costelytra zealandica
Pterostichus madidus
Opogonia spec.
Odontria striata

Ordnung

Diptera
Coleoptera
Diptera
Diptera
Diptera
Lepidoptera
Diptera
Diptera
Lepidoptera
Lepidoptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Diptera
Coleoptera
Coleoptera
Lepidoptera
Coleoptera

Simocephalus expinosu®iplostraca

Heliothis armigera
Simulium spec.
Heteronychus arator
Apis cerana

Tipula spec.

“Mayfly”

Nereis diversicolor
Lethocerus columbiae
Tenebrio molitor
Heliothis zea
Armadillidium vulgare
Thaumamermisosgrovei
Porcellio dilatatus
Crassostraea gigas
Lymnaea truncatula
Scapteriscus vicinus

Lepidoptera
Diptera
Coleoptera

Hymenoptera

Diptera

Ephemeroptera

Phyllodocida
Heteroptera
Coleoptera
Lepidoptera
Isopoda

Trichosyringida

Isopoda
Filibranchiata

Klasse

Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Crustacea
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Polychaeta
Insecta
Insecta
Insecta
Crustacea
Nematoda
Crustacea
Bivalvia

BasommatophoraGastropoda

Orthoptera

Protrachypene precipuaDecapoda

Macropipus depurator
Popillia japonica
Anticarsia gemmatalis
Varroa jacobsoni
Gryllus campestris
Acheta domesticus
Culicoides variipennis
Ecdyonurus torrentis
Gryllus bimaculatus

Decapoda
Coleoptera
Lepidoptera
Acari
Orthoptera
Orthoptera
Diptera

Ephemeroptera

Orthoptera

Insecta

Crustacea

Crustacea
Insecta
Insecta

Arachnida

Insecta
Insecta
Insecta
Insecta
Insecta

Fundort

UK
Australien
Florida, USA

Japan

Tschechoslowakei

Louisiana, USA
Neuseeland
Neuseeland
USA

Kent, UK
Louisiana, USA
Frankreich
Afrika
Neuseeland

Florida, USA
Afrika

Wales, UK
Afrika

Kashmir, Indien
Surrey, UK

Afrika

Colorado, USA
Kalifornien, USA
Kalifornien, USA
Kalifornien, USA

Brasilien
Equador
Frankreich
Portugal, Azoren
Argentinien

USA

Holland

Holland
Kalifornien, USA

Tschechoslowakei

Deutschland

(Refgrenz

(Xeros, 1954)
(Steinh. & Leutenegger, 1963)

(Clark et al., 1995
(Weiser, 1965)

(Weiser, 1965)
(Fukaya & Nasu, 1966)
(Weiser, 1968)
(Chapman et al., 1968)

(Fowler & Robertson, 1972)

(Fowler & Robertson, 1972)
(Anderson, 1970)

(Tinsley et al., 1971)

(Chapman et al., 1971)
(Hasan et al., 1970)

(Vago et al., 1969)

(Kalmakoff, 1972)
(Robertson, unpublished)
(Kelly & Avery, 1974)
(Kalmakoff, unpublished)
(Federici & Hazard, 1975)
(Carey etal., 1978)
(Batson & Johnston, 1976)
(Carey et al., 1978)

(Bailey et al., 1976)

(Elliott, et al., 1977)
(Federici, unpublished)
(Devauchelle, 1977)
(Carey et al., 1978)

(Kelly et al., 1979)
(Sikorowski, unpublished)
(Federici, 1980)

(Poinar et al., 1980)
(Federici, 1980)

(Comps & Bonami, 1977)
(Barthe et al., 1984)

(Boucias et al., 1987)
(Lightner & Redman, 1993)
(Montanie et al., 1993)

(Lacey & Adams, 1994)
(Kinard et al., 1995)
(Camazine & Liu, 1998)
(Kleespies et al., 1999)
(Kleespies et al., 1999)
(Mullens et al., 1999)

(Tonka & Weiser, 2000)

(Just & Essbhauer, 2001)

Isolatnamen (soweit mdglich) nach dem Nomenklaturvorgolda Tinsley & Kelly (1970)
AGIV: Anticarsia gemmatalis iridescent virus; CrlV:icket iridescent Virus; GblIV: Gryllus bimaculatus
iridescent virus; IIV: Invertebrate Iridescent VirusdMV: Macropipus depurator irido-like virus
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bar (Williams & Smith, 1957; Kelly, 1985; Williams et &000).

Neben letalen, teilweise epidemisch auftretenden Ekkiagen in einzelnen Wirtsspezies
(Fowler, 1989; Hernandez et al., 2000) lésen ridescent \sfumse Freiland haufig auch
nicht-letale und Klinisch inapparente Infektionen aus (Wfils et al., 2000; Lépez et al.,
2002; Martinez et al., 2003). Die Virusubertragung (bislang nurlnsskten und Asseln
untersucht) erfolgt nach bisherigen Erkenntnissen nicht tvansti, sondern horizontal,
I.d.R. durch Kannibalismus oder das Fressen von infizi&eerite (Williams et al., 2000).
Daneben sind auch Ubertragungen durch Endo- und Ektoparasitgichm@ess & Poinar,
1985; Lopez et al., 2002). Iridoviren sind weltweit verbreigilliams et al., 2000).

2.4.1.1.1nvertebrate iridescent virus UIV-1)

1954 fihrte Claude Rivers in Cambridge Feldstudien Uber das kumr datdeckte
~-Hamozyten-Polyhedrosisvirus* bei Schnak@inp(la paludosaDiptera, F: Tipulidae) durch
und entdeckte dabei in Kleingewassern Fliegenlarven, die éhnelEpidermis hindurch eine
merkwdurdig blaulich irisierende Farbung zeigten (Williarh896). Die Untersuchung dieser
Larven im Labor fiihrte zur Erstbeschreibung eines Iridevidurch Xeros (1954) in der

Zeitschrift Nature” und I6ste einen Boom in der Invertebratenvirus-Forschusg

Das zunéchst als Tipula iridescent virus (TIV) bezeithirus (zur Nomenklatur, siehe S.4)
befiel vor allem den Fettkoérper der Fliegenlarven undel@ort das im Detail bei Xeros
(1954) wie folgt beschriebene Farbphdnomen gulike intact infected animal may be
recognized in strong sunlight, when the fat body appears purple through the vikattelh s
the course of the disease the lobules of the fat body distend enorraodsiye tissue
becomes nodular. The nodules are orange in transmitted light and iridescent, i,
green, etc., in reflected light. The animals, when moribund, becorpéspewnhite in colour
with the disruption of diseased fat cells and the liberation of their ntsiato the blood.
Death occurs two to four weeks or more after the disease beceteetatde.” Die Pravalenz
fur diese letale Erkrankung bei FliegenlarvenpopulationeBngland bezifferte Xeros mit
15 %. Die Virulenz des neuen Erregers lag damit unter der Ridyhedrosevirus der
Schmetterlinge (Xeros, 1954).
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In der folgenden Zeit wurddV-1 eingehender charakterisiert und sein breites Wirtsspektrum
innerhalb der Insekten in Infektionsexperimenten nachgewiéddhams & Smith, 1957,
Hukuhara, 1964, Xeros, 1964a, H)V/-1 wurde bis heute in verschiedenen Labors erhalten
und neuere, molekularbiologische Daten liegen vor, wadder Speziesstatus begrindet

werden kann (Williams et al., 2000).

2.4.1.1.2nvertebrate iridescent virus 6 (l1V-6)

[IV-6 (Syn.: Chilo iridescent virus) ist wohl das am bestetensachte Iridovirus bei
Invertebraten und stellt die Typspezies der Gattung dalligivs et al., 2000). Das Virus
wurde 1964 aus Larven des Pflanzenschadl®igigo suppressalisVALKER (Lepidoptera,

F: Pyralidae[Zunsler]) in Japan isoliert. Bereits bei der ersterzdcht des Virus in im Labor
aufgezogenen Schmetterlingslarven, machte man von dewomhiaizn Ubertragung durch
Verflitterung von virushaltigem Material Gebrauch (Fukaya &W&l966). 16 % der so
behandelten Larven zeigten innerhalb von 20 Tagen die figlovirusinfektionen
charakteristische, irisierende Verfarbung. Elektronenmsikopische Untersuchungen zeigten,
dass wie beillV-1 das Fettgewebe der Insekten der Hauptmanifestationsort der

Virusvermehrung war.

Zur Untersuchung des Wirtsspektrums W6 wurde neben der Virusiibertragung per os,
vor allem die direkte Verimpfung von Virusmaterial das Haemocoel von Insekten
experimentell genutzt. Auf diese Weise liel3en sich bisldiey 100 Insektenspezies, darunter
auch eine Vielzahl landwirtschaftlich bedeutender Pflarctéidlinge, mit dem Virus
infizieren (Devauchelle et al., 1985). Eine Reihe von ¢toesn beschéftigt sich seither mit
der (nicht unumstrittenen) Frage, in wiewdi¥/-6 im Rahmen biologischer Schadlings-
Bekampfung eingesetzt werden kann (Kleespies et al., 1998; dtuad., 2000; Jakob et al.,
2002). Neuere Untersuchungen hierzu belegen beispielswegsel[\d® unter Labor- und
Freilandbedingungen durch Schlupfwespen (Hymenoptera, Ideineumonidae auf
verschiedene Wirte tibertragen und damit in Okosystemémeitat werden kann (Lopez et
al., 2002). Neben der hohen Tenazitdt der Iridoviren im FFciland dem breiten
Wirtsspektrum vonllV-6, spricht auch diese Beobachtung gegen einen vorschnellen und
unuberlegten Einsatz des Virus zur biologischen Schadlikgei@ung, da hierbei ein nicht
unbedeutendes Risiko fiir Nutzinsekten eines Okosystems angemomwerden muss.

Experimentell lasst sicHV-6 nicht nur in Insekten, sondern auch in anderen Arthropoden,
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wie Asseln (Crustacea, O: Isopoda) und HundertfuRern (Cli@poermehren (Ohba &
Aizawa, 1979). Infektionsversuche bei Wirbeltieren verliefdagegen bislang erfolglos
(Devauchelle et al., 1985).

In vitro lasst sichllV-6 auf einer Vielzahl von Insekten-Zellinien, bei einer Oyaii
temperatur von 21 °C, vermehren. Ebenfalls empfangitheine Reptilienzellinie (Viper
spleen cells, VSW) bei 28 °C (Mcintosh & Kimura, 1974).i B¥°C findet keine
Virusreplikation in Wirbeltierzellinien statt (Ceruttk Devauchelle, 1980; Kelly &
Robertson, 1973). Saugetierzellinien sind nach bisherigen Erkssen unempfanglich
gegenllV-6 (Devauchelle et al., 1985).

In neuerer Zeit wurdélV-6 als Modellorganismus fir die Gruppe der ,ridescent viruses”
ausgiebig mit molekularbiologischen Techniken untersucht.ilBeatas Replikationszyklus,
wie die Unterdriickung der wirtszelleigenen Biosynthese Makromolekulen (Cerutti and
Devauchelle, 1980) oder der zeitliche Verlauf der Trans&rptiraler Gene (D"Costa et al.,
2001), wurden intensiver untersucht. Demnach sind bei ddikRigpn vonllV-6 mindestens
38 immediate-early (IE), 34 delayed-early (DE), und 65 (A)eTranskripte beteiligt (vgl.
Kap. 2.3, S. 13). Eine virale Helicase und eine RNA-Polgsergehdren zu den IE-
Transkripten, wahrend das major capsid protein (MCP) zu ld&mnanskripten gehort
(D"Costa et al., 2001). Die Identifizierung verschiedenansassoziierter Enzymaktivitaten
und Strukturproteine (Monnier & Devauchelle, 1976) in den 80eredalles letzten
Jahrhunderts ging Untersuchungen zur GenomorganisationosvfBahr et al., 1997; Delius
et al.,, 1984), die die nahe Verwandtschaft zwischen denvirgoder Invertebraten und der

Vertebraten belegten.

Der bedeutendste Fortschritt in der molekularbiologisctErforschung der iridescent
viruses* gelang im Jahr 2001 durch die Sequenzierung des gesasmemssvonllV-6
(Jakob et al., 2001). Die Untersuchung verdeutlichte di3ditopen reading frames (ORFs),
im Vergleich mit anderen Virusfamilien, grof3e Kodierdrasazitat der Invertebraten-
Iridoviren (vgl. auch S. 12). Mit Hilfe der zur Verfiigung let@aden Datenbanken wurde bis
heute eine Vielzahl von Proteinen identifiziert und danmieewichtige Vorraussetzung fur
zukinftige Untersuchungen zur Biologie der Iridovirus-Replikati;md zur virologischen

Grundlagenforschung geschaffen. Durch die detaillierte Kénrder Genomorganisation
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erdffnen sich wichtige Moglichkeiten fur die taxononhiscEingruppierung neuer und noch
zur Verfugung stehender alterfridovirus-lsolate. AbschlieBend muss jedoch bemerkt
werden, dass neben der heute stadndig wachsenden Zahl laddetagischer Daten, unsere

Kenntnisse Uber Okologische und epidemiologische Aspédkte von I1V-6 induzierten

Erkrankungen in der Natur und in Insektenzuchten noch weitgetiekehhatft sind.

2.4.1.2 Die GattungChloriridovirus - Invertebrate iridescent virus 3 (lIV-3)

Die GattungChloriridovirus vereinigte friither mehr als ein halbes Dutzend Virusiedpeg!.
S. 8), die alle aus Dipterenspezies mit aquatischen Lardegstaor allem aus Micken,
gewonnen wurden (Clark et al., 1965; Weiser, 1965; 1968; Vago, dt98D; Hasan et al.,
1970; Chapman et al., 1971; Tinsley et al., 1971; Williams £2@00). Das Wirtsspektrum
der Chloriridoviren erscheint damit erheblich schmélerdals anderer ,iridescent viruses”
(Williams et al., 2000). Nur eins der zahlreichen Isolategrtebrate iridescent virus Byn.:
Mosquito iridescent virus, Aedes taeniorhynchus iridescent )yirasirde ausreichend
charakterisiert um als Spezies eingestuft werden zu kdnnam.avideren Isolaten liegen
entweder keine molekularbiologischen Daten vor oder sigesen sich als Stamme von
lV-3.

Chloriridoviren sind mit ca. 180 nm (gemessen in Ultradinnschhitteutlich groRer als die
Vertreter der Gattungridovirus, die 120 - 130 nm (150 nm) erreichen; der taxonomische
Wert dieses Merkmals ist jedoch unsicher (Williamslet 2000). Die Virionen haben mit
2.49 — 2.75 x 10Da in etwa das doppelte Molekulargewicht, und mit 4440 — 4460 &Sdsw
doppelten Sedimentationskoeffizienten von Iridoviren der uagtt Iridovirus. Die
GenomgrofRe vohlV-3 wird mit 135 kbp angegeben, die Kodierungskapazitat liegich.

100 Proteinen. Das Genom vdlV-3 ist bislang nur unvollstandig sequenziert worden.
Identifiziert wurden bislang eine Untereinheit der DNA-Padyase und das major capsid
protein. Serologisch lasst sithy-3 deutlich von anderen Iridoviren abgrenzen (Williams et
al., 2000).

Im Gegensatz zu den Verhéaltnissen bei anderen Invertebiddemen wird furllV-3 eine
transovarielle Ubertragung angenommen. Daneben kommen abeh horizontale

Ubertragungen durch Kannibalismus oder rauberische Nahrungseéfrizei Miickenlarven



2. Einfahrung (Schrifttum) Seite 21

vor. Eier experimentell (per os) infizierter Muckenweichkdnnen zu nahezu 100 %
infiziert sein und die schlipfenden Larven sterben foerivierten Hautung ab (Linley &
Nielsen, 1968 a; b). Die gleiche Studie ergab, dass pefipierte Junglarven in der Regel
schnell Anzeichen einer Erkrankung zeigten (irisierendeur@pbund vor ihrer Verpuppung
starben. Je spéter in der Larvalentwicklung die exparialle Infektion erfolgte, desto langer
war die Inkubationszeit. Unabhangig vom Zeitpunkt der Inbekstarben die Larven immer
im 4. Larvalstadium. Die Infektionsraten per os infitger_arven waren von der applizierten

Virusdosis abhangig, lagen aber meist deutlich unter 10 tte{L& Nielsen, 1968 a; b).

Okologische und Epidemiologische Aspekte \@hloriridovirus-Infektionen bei Inverte-

braten sind nur unzureichend untersucht.

2.4.2 Bei Vertebraten vorkommende Iridoviren

Bislang sind die Vertebrateniridoviren nur aus sog. ,nied¥entebraten”, also aus Fischen,
Amphibien und Reptilien, isoliert worden. Als Hauptunt®esdungsmerkmal zwischen
Invertebraten- und Vertebrateniridoviren gilt, neben dent3afsektrum, der Methylierungs-
grad viraler DNA. Wahrend die DNA von Vertretern der tGiagen Iridovirus und
Chloriridovirus nicht oder nur schwach methyliert ist, sind bei Verdtdmiridoviren fast alle
,CpG* Dinukleotide viraler DNA methyliert (Williams et.a2000).

Wie fur die Invertebrateniridoviren gilt auch fur die Ind@n der Vertebraten, dass die
meisten Isolate noch unzureichend charakterisiert sidddientaxonomische Eingruppierung
etliche Unsicherheiten enthéalt. Das Internationain@attee on Taxonomy of Viruses (ICTV)

beriicksichtigt deshalb in seinem Taxonomiereport viele deshibebenen Isolate gar nicht
oder bezeichnet sie als ,tentative species, also@éufig zuzuordnende Virenspezies mit
unsicherem taxonomischen Status (Williams et al.,, 200@. fBigenden Ausfiihrungen

beschranken sich (bis auf Ausnahmen) auf die von d&i i€ seinem 7. Taxonomiereport
aufgefiihrten Iridoviren. Darlber hinausgehende Informatidimelen sich bei Essbauer &

Ahne (2001).
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2.4.2.1 Die GattungRanavirus

2.4.2.1.1Frog virus 3 (FV-3)

Frog virus 3(Syn.: Box turtle virus 3; Lucké triturus virus 1; Tadpelema virus; Tortoise
virus 5) ist das einzige Virusisolat mit gesichertem Spe8iatus innerhalb der Gattung
Ranavirus FV-3 wurde 1965 in Nordamerika aus FroscheRarfa pipiens mit
Nierencarcinomen isoliert (Granoff et al., 1965). Diesg. ,Lucké-Tumore* werden durch
das Ranid Herpesvirus-1 (RaHV-1) hervorgerufen und sind haufigtziok zu RaHV-1, mit
anderen Viren vergesellschaftet (Lunger et al., 196%)}3 ist nicht fir adulte Frosche und
Kroten, aber fur deren schlupfreife Embryos und Kaulquappehogan (Tweedell &
Granoff, 1968; Granoff, 1989). Symptome der Erkrankungen singedabnte Odeme und
Hamorrhagien der Haut. Experimentell infizierte jungetén Bufo fowler) zeigten nach
intraperitonealer Injektion von 5 x 4®FU FV-3 eine Mortalitat von 62.5 % (Came et al.,
1968). Im Labor liel3 sickV-3 bislang bei Temperaturen von 12 bis 30 °C in insgesamt vier
verschiedenen Fischzelllinien, 21 Reptilienzelllinien, @rem Hihnerembryozellen und neun
Saugetierzelllinien vermehren (Darlington et al., 1966;vElia& Granoff, 1970; Essani &
Granoff, 1989a; b).

Mehrere anderRanaviruslsolate, wie Frog virus 1, Frog virus 2, Lucké triturus sify und
Tadpole edema virus sind serologisch nah verwandt=mi8 und werden heute aufgrund
molekularbiologischer Merkmale (MCP-Gensequenz, Regtnsfragment-Analysen) als
Stamme vorFV-3 aufgefasst (Williams et al., 2000). Alle diese Virassine verursachen
Odeme bei Kaulgquappen von Froschen und Kroten mit meiseet Krankheitsverlauf.
Tadpole edema virus ist dartber hinaus auch fir adulte Fraadh€roten pathogen (Wolf et
al., 1968).

Aus der Griechischen Landschildkrotdegtudo hermanpi der Vierzehenschildkrote
(Testudo horsfieldlj der Carolina-DosenschildkroteTdrrapene carolinpg und anderen
Reptilien, wurden in den letzten Jahren weitere Iridoviaa, Tortoise virus 5, turtle virus 3
oder Testudo iridovirus, isoliert. Diese Viren verursachaterschiedliche Krankheitsbilder
mit  vorwiegend respiratorischen  Stérungen, nekrotisceridender  Tracheitis,
Lebernekrosen oder systemische Infektionen mit todlicersgang (Muller et al., 1988;

Westhouse et al., 1996; Marschang et al.,, 1999). Auch diesen Werden aufgrund
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molekularbiologischer Daten als Stdamme vBW-3 angesehen (Willams et al., 2000;
Essbauer & Ahne, 2001).

2.4.2.1.2Virusisolate mit unsicherem taxonomischen Status

Bohle iridovirus (BIV)

BIV wurde 1992 aus australischen Sumpffroschemifodynastes ornatussoliert, die eine

hohe Sterblichkeit wahrend der Metamorphose aufwieseeaf® & Smith, 1992). Das Virus
ist hochpathogen fur Kaulquappen und juvenile Stadien verssteedAmphibienspezies
(Limnodynastes ornatus. terrareginag Bufo marinusLitoria latopalmatg und verursacht
Nekrosen des haematopoetischen Gewebes und neurolo&goipome wie Apathie und
motorische Dysfunktionen (Speare & Smith, 1992, Mutschmann 1898176). Es ist

ebenfalls pathogen fir Fische, wie Barramundisit€s calcarifey und Mosambik-

Buntbarsche@reochromignossambicygMoody & Owens, 1994; Cullen et al., 1995).

Epizootic haematopoietic necrosis virus (EHNV)

Unter der Bezeichnung ,Epizootic haematopoietic necrasis” werden eine Gruppe von
Iridoviren zusammengefasst, die Nekrosen des haemateguati Gewebes bei Fischen
verursachen. Nach dem 7. Taxonomiereport des ICTV @iilliet al., 2000) geht EHNV auf
zwei australische Virusisolate zurick, auf das ,Redfercp virus (RFPV)* aus dem
Rotflossen-FlussbarscPérca fluviatilig, und auf das ,Rainbow trout virus (RTV)“ aus der
RegenbogenforelleQncorhynchus mykisgLangdon et al., 1986; Langdon & Humphrey,
1987; Whittington & Reddacliff, 1995). Nah verwandte VirusisolgEssbauer & Ahne,
2001) sind das ,European sheatfish virus (ESV)* aus dem eucbp@idVels $ilurus glani$

in Deutschland (Ahne et al., 1997) und das ,European catfish E@/)“ aus dem
schwarzen Katzenweldctalurus melaky in Frankreich und Italien (Pozet et al., 1992). Alle
diese Isolate sind fur Fische hochpathogen und fuheR.izu schweren systemischen
Infektionen mit Nekrosen des haematopoetischen GewdhesMortalitat bei EHNV ist
wirtsabhangig. Sie ist hoch bei Flussbarschen und niediigRbgenbogenforellen. Bei

einigen anderen Fischarten verlauft die Infektion klimis@pparent (Mao et al., 1999).

Die Viren der EHN-Gruppe lassen sich bei 15 bis 28°C in afidzahl von Fischzelllinien

vermehren. Sie zeigen morphologische und serologisdbereihstimmungen miFV-3,
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lassen sich aber von der Typspezies der Gattung durchoteidprofil mit SDS-PAGE und
durch Restriktionsfragment-Langen-Vergleiche (RFLP-Arglysibgrenzen (Essbauer &
Ahne, 2001).

Redwood park virus (RPV)
Das Redwood park virus (Syn.: Tadpole virus 2; SticklebacksyiRedwood creek virus
RCV) wurde aus nordamerikanischen Stichling&agterosteus aculeafusnd unabhangig

davon auch aus nordamerikanischen FroscRang aurora isoliert (Mao et al., 1997).

Regina Ranavirus (RRV)

Das Regina Ranavirus wurde 1999 im Zusammenhang mit Massemstezi kanadischen
QuerzahnmolchenAMmbystoma tigrinum diabgliisoliert (Bollinger et al., 1999). RRV st
hoch kontagits und verursacht systemische InfektioneiNektosen des haematopoetischen
Gewebes. Experimentell infizierte Larven und Aduldisterben innerhalb von 13 Tagen. Ein
weiteres Virusisolat, das ,Ambystoma tigrinum virus QAT aus ,Tigersalamandern®
(Ambystoma tigrinum stebbifsn den USA (Jancovich et al., 1997) wird von dem ICTV als
Stamm von RRYV gefiihrt. Mit ATV infizierte Querzahnmolcheigen im Gegensatz zu mit
RRV infizierten Tieren vor allem Hautveranderungen. téligyisch finden sich
zytoplasmatische Einschlu3korper in Haut und Leber. ATV istRIRRV fur Querzahnmolche
hoch kontagités und fiihrte wiederholt zu Massensterleemdittrlichen Populationen. Der
nordamerikanische TigersalamandeAmpystoma tigrinum stebbifsiist die grofte

Landsalamanderart der Welt und gilt in Nordamerika als &xossterben bedroht.

Santee-Cooper Ranavirus (SCRV)

Unter Santee-Cooper Ranavirus werden drei sehr ahnlictevien zusammengefasst, das
“Largemouth bass iridovirus (LMBV)“ aus dem nordamerikareschForellenbarsch
(Micropterus salmoidggPlumb et al., 1996; 1999; Mao et al., 1999), das ,Doctbr\isus
(DFV-16)" aus Putzerlippfischeh.ébroides dimidatysund das ,,Guppy virus 6 (GV-6)" aus
dem Zahnkarpfling GuppyP@ecilia reticulatd (Mao et al., 1997). DFV-16 und GV-6

wurden aus in die USA importierten stidostasiatischermé&rsssoliert.

Fur LMBV-Infektionen sind vor allem juvenile Forellenbdrsaund Streifenbarschiorone

saxatilig empfanglich. Einziges Symptom der Erkrankung ist eirtghagisch vergrofRerte
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und entzindete Schwimmblase bei infizierten Individuene Borizontale Virusibertragung
wurde experimentell nachgewiesen. Dariber hinaus wird aadWl@ylichkeit von vertikalen
Virustibertragungen diskutiert, da hohe Viruskonzentrationeden Gonaden geschlechts-
reifer Fische nachgewiesen wurden (Plumb et al., 1998)DMV-16 und GV-6 lie3en sich
experimentell auch Regenbogenforellen und Konigslacklecqrhynchus tschawytscha
infizieren. Die Pathogenitat der beiden Viren war besdn Wirten jedoch gering (Hedrick &
McDowell, 1995).

2.4.2.2 Die Gattung_ymphocystivirus
2.4.2.2.1L ymphocystis disease virus 1 (LCDV-1)

Die Lymphocystis disease (LCD) ist eine seit beinhb@ Jahren bekannte Erkrankung der
Schollen Pleuronectes platessaund Flundern PRlatichthys flesys die mit Haut-
veranderungen in Form von benignen Tumoren aus hypertroghi&indegewebszellen
einhergeht. Das verursachende, infektiose Agewsiphocystis disease virus (Syn.:
Flounder lymphocystis disease virus; Flounder virus) konmmmehreren, morphologisch
(aufgrund sehr variabler Partikelgrézen von 200 bis 380 nm)schedbaren Stammen vor
(Essbauer & Ahne, 2001). Die Virusfreisetzung erfolgt durih Degeneration und den
Zerfall von Hautlasionen erkrankter Tiere. Die Ubertraganf gesunde Tiere erfolgt durch
direkten Kontakt. Haupteintrittspforte fir die Infektiandsdie Kiemen der Fische. Eine hohe
Wirtsdichte, das Vorhandensein von Ektoparasiten, und é@ufartverletzungen fordern die
Ubertragung (Williams et al., 2000). Die 6konomische BedeutungEdamankung ist bei
Freilandfangen relativ gering, da sie in betroffenen éfiemeist von selbst ausheilt. In

Fischzuchtbetrieben kénnen allerdings 6konomisch bedeufarsfélle auftreten.

LCDV-1 kann im Labor nur mit Schwierigkeiten kultiviert werdeno Scheitern
beispielsweise Untersuchungen zum Replikationszyklua kE&DV-1 bislang an der
Verfligbarkeit eines geeigneten Zellkultursystems (Wiliagh al., 2000). Das Genom wurde
dagegen volistdndig sequenziert und enthalt 195 potentielless QR#ona & Darai, 1997).
Die Abgrenzung der Gatturiggmphocystivirusron der Gattundranaviruserfolgt aufgrund
der geringen DNA-Homologie zwisch&V-3 undLCDV-1
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2.4.2.2.2Virusisolate mit unsicherem taxonomischen Status

Lymphocystis disease virus 2 (LCDV-2)

LCDV-2 ist der Erreger der Lymphocystis disease der Elies Limanda limanda Die
Erkrankung verlauft analog zur LCD bei Schollen und Flumdé€die Abgrenzung von
LCDV-1 erfolgt aufgrund der unterschiedlichen Wirtsspezifitdt,d uaufgrund histo-
pathologischer und molekularbiologischer Merkmale wigdtnprofilen, und dem Vergleich
bekannter DNA Sequenzen mittels PCR-Techniken (Chinchar, @ &orb.). Die bisher zur
Verfligung stehenden Daten tGber LCDV-2 reichen nicht aus uiidasals eigene Spezies

innerhalb der Gattungymphocystiviruzu fihren.
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We have isolated an iridescent virus from commer-
cially produced colonies of Gryllus bimaculatus in Ger-
many, which showed apparent mortality. Transmission
electron microscopy studies on adult cricket specimens
revealed the paracrystalline assembly of icosahedral vi-
rus particles in the cytoplasm of hypertrophied abdom-
inal fat body cells. The infecting agent could be culti-
vated in the lepidopteran cell line sf-9, where it caused
cytopathogenic effects such as cell hypertrophy, cyto-
plasmic vacuolization, and cell death within 8 days
postinfection. Infection titers of the first virus passage
reached 10”° TCID;/ml. Negatively stained virus parti-
cles (n = 100) had dimensions of 172 + 6 nm (apex to
apex) and 148 *+ 5 nm (side to side). SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis of virus proteins showed more than
20 distinct polypeptides with a major species of approx-
imately 50 kDa. Analysis of the restriction fragment
length profiles from digestion of purified viral DNA with
the endonucleases EcoRI, BamHI, and HindIIl showed
marked differences from the profiles of iridoviruses of
lower vertebrates (genus Ranavirus), e.g., Rana escu-
lenta Iridovirus and Frog virus 3. Restriction enzyme
digests with the endonucleases Mspl and Hpall indi-
cated the lack of methylation of viral DNA. Polymerase
chain reaction led to the amplification of a 420-bp gene
fragment with 97% sequence homology to the major cap-
sid protein gene of Chilo iridescent virus. These data
indicate that this new isolate, which we propose to be
termed Gryllus bimaculatus iridescent virus, belongs to
the genus Iridovirus of the family Iridoviridae.
Academic Press

Key Words: Iridoviridae; insect virus; Gryllus bi-
maculatus iridescent virus (GbIV); Chilo iridescent vi-
rus (CIV); virus characterization; major capsid protein
(MCP); Gryllus bimaculatus.
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INTRODUCTION

The family Iridoviridae, which is divided into the
four genera Ranavirus, Lymphocystivirus, Iridovirus,

and Chloriridovirus, comprises large (120- to 300-nm)
icosahedral viruses of lower vertebrates and inverte-
brates. The members of the genus Ranavirus have
been reported to cause systemic infections in fishes,
amphibians, and reptiles, whereas Lymphocystivirus
species cause benign chronic epidermal infections in
fishes (Ahne et al., 1997; Mao et al., 1997). The genome
of these vertebrate iridoviruses consists of one mole-
cule of linear double-stranded DNA (Williams et al.,
2000), which is characterized by the methylation of
some 20% of its cytosine residues; this apparently pro-
tects the viral DNA from degradation by vertebrate
endonucleases (Goorha et al., 1984). In contrast, the
genera Iridovirus and Chloriridovirus represent irides-
cent viruses that lack DNA methylation and that cause
fatal diseases in a number of invertebrates, especially
insects. To date, more than 30 iridescent virus isolates
have been reported from isopods (Federici, 1980; Cole
and Morris, 1980), lepidopterans (Fukaya and Nasu,
1966; Carey et al., 1978), hymenopterans (Bailey et al.,
1976), dipterans (Xeros, 1954), coleopterans (Stein-
house and Leuteneggar, 1963; Kalmakoff et al., 1972;
Carey et al., 1978; Black et al., 1981; Lacey and Adams,
1994), and orthopterans (Kleespies et al., 1999). The
assembly of invertebrate iridovirus particles takes
place in the cytoplasm of the host cell where they form
extensive paracrystalline arrays resulting in a charac-
teristic blue-green opalescence of the infected tissue
(Ward and Kalmakoff, 1991). This phenomenon has
been the major tool for the diagnosis of iridovirus in-
fections of invertebrates in the past. However, not all
iridovirus isolates exhibit this characteristic, and
therefore, the value of this characteristic to virus de-
termination is limited (Kelly, 1985).

The members of the genus Iridovirus are commonly
able to infect a wide variety of insect hosts (Williams
and Cory, 1994; Webby and Kalmakoff, 1998). There-
fore, the formerly used classification system based
mostly on the host species has often resulted in the
description of identical isolates as different virus spe-
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cies and has led to the introduction of numerous spe-
cies-name synonyms into the genus Iridovirus.

Recent investigations have shown that one useful
approach to a new classification system of iridoviruses
is the comparison of the gene sequence of the major
capsid protein (MCP) by polymerase chain reaction
(PCR) techniques (for a review, see Tidona et al., 1998).
Here, we report some characteristics of a putative new
iridovirus isolated from crickets (Gryllus bimaculatus)
commercially produced in Germany. On the basis of a
420-bp sequence of the MCP gene, we present the phy-
logenetic relationship of this iridovirus isolate to pre-
viously characterized iridoviruses.

MATERIALS AND METHODS

Insects

A colony of a commercially produced stock of Gryllus
bimaculatus (Orthoptera, Gryllidae) was obtained
from a local petshop in Bavaria, Germany, which in
turn had bought the insects from a Bavarian breeder.
For laboratory use, groups of 20 adult individuals were
reared at 20°C in 70—80% relative humidity, with nat-
ural light, and with unrestricted access to food and
water. Under these conditions, all individuals died
within 14 days, showing clinically apparent behavior
such as apathy, ataxia, and disorientation. One half of
the dead individuals of both sexes was screened for the
presence of virus particles by transmission electron
microscopy. The remaining half was frozen at —20°C
and subsequently used for virus isolation and charac-
terization.

Transmission Electron Microscopy

The heads, flight muscles, testes, ovaries, salivary
glands, Malpighian tubules, samples from various
locations in the gut, and abdominal fat bodies from
adults of both sexes were dissected in a fixative con-
taining 5% glutaraldehyde, 4% formaldehyde, buff-
ered with 0.1 M Na-phosphate, pH 7.4. The isolated
tissues were prefixed in the same solution for 2 h at
4°C, washed with 0.1 M Na—phosphate buffer, and
postfixed in 1% OsO, in 0.1 M Na—phosphate buffer.
All specimens were stained for 90 min in 2% aqueous
uranyl acetate, dehydrated in graded ethanol, and
embedded in ERL 4206. The blocks were sectioned on
an Ultracut microtome (Reichert-Jung, Nussloch,
Germany). Sections were stained with KMnO, and
lead citrate and examined with a transmission elec-
tron microscope EM 109 (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) at 80 kV.

Virus Isolation and Propagation

The fat body of frozen individuals was suspended in
300 wl protein-free insect cell culture medium “Ba-

culoGold” (Pharmingen, San Diego, CA), containing 50
pg/ml gentamycin. The suspension was homogenized
with a glass pipette, followed by ultrasonic treatment
for 3 X 30 s, with periods of 1 min on ice. After incu-
bation of the mixture for 2 h at 4°C in 500 ug/ml
gentamycin, the preparation was clarified for 10 min at
20,800g at 4°C. The lepidopteran cell line sf-9, derived
from Spodoptera frugiperda ovarian cells (Invitrogen,
Groningen, The Netherlands), was propagated at 28°C
in “TNM-FH Insect Medium” (Pharmingen), supple-
mented with 50 ug/ml gentamycin. Confluent cell cul-
tures (75 cm®) were inoculated either with 100 wl ho-
mogenized cricket tissue or 100 ul cell culture medium
as a control. After 1 h adsorption, 20 ml medium was
added, and the cultures were incubated at 28°C for 7 to
10 days. Cytopathogenic effects were observed by
phase contrast microscopy (Olympus IMT-2 inverse
light microscope).

Passaging of the virus was carried out by repeated
freezing and thawing of infected sf-9 cell cultures 8
days p.i., followed by ultrasonic treatment and centrif-
ugation for 30 min at 5000g at 4°C. Titration of the
virus was carried out using adherent sf-9 monolayers
in 24-well cell culture plates and 10-fold dilutions of
virus ranging from 10" to 10 .

Subsequently, the infected sf-9 cultures and the cor-
responding controls were examined for the presence of
virus particles by electron microscopy.

Purification of Virus

For virus purification, the infectious cell-free su-
pernatant of sf-9 cell cultures was layered over 35%
sucrose and centrifuged for 90 min at 35,000g at 4°C
in a Beckmann L5-50B ultracentrifuge (SW 28 ro-
tor). The resulting virus pellet, showing the charac-
teristic blue opalescence of insect iridoviruses, was
resuspended in 400 ul distilled water at 4°C and
centrifuged for 5 min at 3800g at 4°C; the superna-
tant was stored at —20°C.

Negative Staining

A 5-ul aliquot of the purified virus solution was
stained for 5 s with the same volume of 2% phospho-
tungstic acid on pioloform-coated copper grids. The
dried grids were examined with a transmission elec-
tron microscope EM 109 (Carl Zeiss) at 80 kV.

Viral Protein Gel Electrophoresis

Aliquots of the purified virus were diluted in Lae-
mmli’s dissociation buffer. The samples were dena-
tured for 5 min at 95°C and loaded onto a 10% SDS
polyacrylamide gel. The proteins were separated at 35
mA constant current and revealed by Coomassie blue
staining.
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Extraction of Viral DNA

Aliquots of 100 pl purified virus solution were di-
gested overnight in 1% SDS, 100 ug/ml proteinase K
(ROTH, Karlsruhe, Germany) 40 pg/ml ribonuclease A
(ROTH) at 37°C. The DNA was extracted by successive
treatment with phenol, phenol/chloroform, and chloro-
form/isoamyl alcohol (24:1). After ethanol precipita-
tion, the DNA pellet was resuspended in 30 ul distilled
water.

Restriction Enzyme Digests

Restriction endonucleases EcoRI, BamHI, HindIII,
Mspl, and Hpall were obtained from AGS (Heidelberg,
Germany). The digestion reaction was carried out over-
night at 37°C, corresponding to the manufacturer’s
protocols. Restriction fragments were separated on
0.7% agarose gels at 20-V constant voltage in 0.5X
TAE buffer and stained with 1 pg/ml ethidium bro-
mide.

Polymerase Chain Reaction and Sequencing of PCR
Products

For the amplification of a 500-bp region of the major
capsid protein gene of the isolate, we used the primers
PCRFOR (5’ACCATTACATTTAATGATTTGG) and
PCRREV (5'TTTTGACGTGGTGCAGTTTGAAC), cor-
responding to Chilo iridescent virus MCP gene posi-
tions 349-370 and 835-857, respectively (Webby and
Kalmakoff, 1998). The primers were synthesized by
MWG Biotech (Ebersberg, Germany).

An aliquot of 1 ul purified virus solution was added
to 99 ul PCR solution, containing 10 mM Tris/HCI, 50
mM KCI, pH 8.3, 0.75 mM MgCl,, 0.3 mM dNTP, 2
pmol/ul of each primer solution, and 0.025 U/ul Taq
polymerase (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe,
Germany). The amplification was carried out in a
“Mini-cycler” (MdJ Research, Watertown, MA) accord-
ing to the protocol given by Webby and Kalmakoff
(1998). Thus, 1 cycle of 94°C for 2 min, 45°C for 2 min,
and 72°C for 5 min was followed by 28 cycles of 94°C for
30 s, 45°C for 30 s, 72°C for 1 min and by one terminal
cycle of 94°C for 1 min, 45°C for 1 min, and 72°C for 5
min.

PCR products were purified with the QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany), corre-
sponding to the manufacturer’s instructions. The qual-
ity of the products was determined on 1.5% agarose
gels, and the products were sequenced by the GATC
Sequencing Service (Konstanz, Germany), resulting in
a 420-bp nucleotide sequence.

Computer Analysis

The 420-bp PCR product sequence, together with the
reported MCP partial gene sequences of 14 other iri-
descent viruses and the corresponding sequence of

Lymphocystis disease virus 1 (LCDV-1), were aligned
by the program CLUSTAL W (EMBL; Heidelberg, Ger-
many), which is available on the Internet. Table 1
summarizes information about the hosts, GenBank ac-
cession numbers, and references for the selected vi-
ruses. Phylogenetic analyses were performed by
SEQBOOT, DNAPARS, and CONSENSE (Phylogeny
Inference Package, Version 3.5¢, 1995; Felsenstein J.,
Seattle, WA). A phylogenetic tree was generated by
maximum-parsimony (bootstrap 100 times) with the
LCDV-1 MCP-gene (GenBank Accession No. L 63545)
as an outgroup.

RESULTS

Cytopathology in Cell Cultures

Adherent cultures of the lepidopteran cell line sf-9
inoculated with the supernatant of cricket fat body
homogenate showed progressing cytopathogenic effects
within 8 days of incubation at 28°C. The reduced cell
density of infected cultures in comparison with the
controls is illustrated in Fig. 1. After infection, an
initial cell hypertrophy with an approximately three-
fold increase in cell diameter was followed by detach-
ment of the cells from the culture flask surface, vacu-
olization of single cells, and cell lysis (Fig. 1b). The
electron microscopical investigation of these cultures
(see below) revealed that the observed cytopathogenic
effects were attributable to virus replication. Titration
of the virus from sf-9 cultures resulted in virus titers of
10™ TCID;/ml.

Electron Microscopy

The ultrastructural investigation of selected cricket
organs revealed that the GbIV particles were restricted
to fatty tissues. Whereas testes, ovaries, salivary
glands, and Malpighian tubules were free of virus par-
ticles, a few particles were observed in the flight mus-
cles and the fat body surrounding the hypopharynx of
the animals (data not shown). Numerous intracellular
virus particles were seen in the abdominal fat body.
Figure 2 illustrates the morphology of the GbIV in both
Gryllus abdominal fat body cells and lepidopteran sf-9
cell cultures. Virus particles were abundant in the
cytoplasm, forming paracrystalline structures (Figs. 2a
and 2b). Ultrathin-sectioned intracellular virus parti-
cles and negatively stained isolated material expressed
a sixfold symmetry indicating an icosahedral geometry
(Figs. 2c and 2d). The mean size of negatively stained
virus particles (n = 100) was 172 + 6 nm (apex to apex)
and 148 + 5 nm (side to side) in comparison with 159 +
4 nm (apex to apex) and 139 + 5 nm (side to side) in
thin-sectioned material. Transverse sections through
single particles illustrated that the virus consisted of
an electron-dense core surrounded by a two-part shell
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TABLE 1

List of Invertebrate Iridescent Virus Species Names, Abbreviations, and References Used
for the Phylogenetic Tree in This Study

Virus name abbreviation, synonyms, and full name

Host of isolation

Accession No.

References (origin, MCP sequence)

GbIV

Gryllus bimaculatus iridescent virus Gryllus bimaculatus AF 247641 This study
IIV1 (TIV) Invertebrate iridescent virus 1 Tipula paludosa M 33542 Xeros, 1954

(Tipula iridescent virus) Tajbakhsh et al., 1990
1IV2 (SIV) Invertebrate iridescent virus 2 Sericesthis pruinosa AF 042335 Steinhouse and Leuteneggar, 1963

(Sericesthis iridescent virus) Webby and Kalmakoff, 1998
1IVé (CIV) Invertebrate iridescent virus 6 Chilo suppressalis M 99395 Fukaya and Nasu, 1966

(Chilo iridescent virus) Strohwasser et al., 1993
1IV9 (WIV) Invertebrate iridescent virus 9 Wiseana cervinata AF 025774 Kalmakoff and Robertson, 1970

(Wiseana iridescent virus) Webby and Kalmakoff, 1999
IIV16 (CzIV) Invertebrate iridescent virus 16 Costelytra zealandica AF 025775 Kalmakoff et al., 1972

(Costelytra zealandica iridescent virus) Webby and Kalmakoff, 1999
1Iva2 Invertebrate iridescent virus 22 Simulium sp. AF 042341 Cameron, 1990

(Simulium sp. iridescent virus) (M 32799) Webby and Kalmakoff, 1998
1IV23 (BbIV) Invertebrate iridescent virus 23 Heteronychus arator AF 042342 Carey et al., 1978

Heteronychus arator iridescent virus Webby and Kalmakoff, 1998
11V24 Invertebrate iridescent virus 24 Apis cerana AF 042340 Bailey et al., 1976

Apis iridescent virus Webby and Kalmakoff, 1998
1IvV29 Invertebrate iridescent virus 29 Tenebrio molitor AF 042339 Black et al., 1981

Tenebrio molitor iridescent virus Webby and Kalmakoff, 1998
1IV30 Invertebrate iridescent virus 30 Helicoverpa zea AF 042336 Stadelbacher et al., 1978

Helicoverpa zea iridescent virus Webby and Kalmakoff, 1998
1IV31 Invertebrate iridescent virus 31 Armadillidium vulgare AF 042337 Cole and Morris, 1980

Armadillidium vulgare iridescent virus Webby and Kalmakoff, 1998
PjIv Popillia japonica iridescent virus Popillia japonica AF 042338 Lacey and Adams, 1994

Webby and Kalmakoff, 1998
AglVv Anticarsia gemmatalis iridescent virus Anticarsia gemmatalis AF 042343 Williams, 1994
Webby and Kalmakoff, 1998

LCDV-1 Lymphocystis disease virus Platichthys flesus L 63545 Tidon and Darai, 1997

(vertebrate virus)

Note. Official virus species names are in italics, whereas tentative virus species names are not italicized (cf. Williams et al., 2000).

(Fig. 1e). The inner part of the shell had a trilamelar
appearance with one electron-lucent sheet in the mid-
dle surrounded by two electron-dense sheets. There-
fore, it resembled a lipid bilayer of approximately 45
nm thickness (Fig. 2e, arrowhead). Amorphous elec-
tron-dense material formed the 10- to 12-nm-thick
outer part of the virus shell.

SDS-PAGE of Viral Polypeptides

The separation of GbIV proteins on a 10% SDS poly-
acrylamide gel is illustrated in Fig. 3. The protein
profile consists of more than 20 protein bands with one
major species of approximately 50 kDa, which repre-
sents the major capsid protein of the virus (Fig. 3, lanes
1 and 2).

Restriction Endonuclease Digests

Total GbIV DNA was isolated from the first virus
passage in sf-9 cell cultures and digested with the
restriction endonucleases EcoRI, BamHI, HindIII,
Mspl, and Hpall. The restriction fragment length pro-
files are given in Fig. 4. Although numerous cleavage
sites could be observed with EcoRI, HindIII, Mspl, and
Hpall (Fig. 4, lanes 3 and 5-7), only eight distinct

fragments could be produced with the endonuclease
BamHI (Fig. 4, lane 4). The digestion of GbIV DNA
with the endonucleases Mspl and Hpall resulted in
identical profiles, indicating that the isolated DNA was
not methylated (Fig. 4, lanes 5-6).

Polymerase Chain Reaction

The two primers PCRFOR and PCRREV amplified a
single DNA fragment of approximately 500 bp. Control
experiments without viral DNA in the reaction solu-
tion failed to produce an amplicon. The amplified DNA
fragment was sequenced and compared with the corre-
sponding MCP gene sequences of 14 selected members
of the family Iridoviridae. Table 1 summarizes the
names, synonyms, MCP GenBank accession numbers,
and references of the viruses used for this comparison.
In the case of Invertebrate iridescent virus type 22
(ITV22), two slightly different MCP gene sequences
have been published, and therefore, both of them have
been taken into account. The alignment of the GbIV
PCR product with the corresponding sequences of
these 15 iridovirus isolates is given in Fig. 5. The
nucleotide sequence homologies between the GbIV se-
quence and the MCP gene sequences of the other vi-
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FIG. 1.
virus (GbIV) infection in lepidopteran sf-9 cell cultures. (a) Phase-
contrast micrograph of the noninfected control; bar, 250 um. (b)
GbIV-infected culture 8 days p.i. Note the decreased cell density, the
cell hypertrophy, and the vacuolization of single cells (arrow); bar,
250 pum.

Cytopathogenic effects of Gryllus bimaculatus iridescent

ruses ranged from 59.8% (LCDV-1) to 97.8% (CIV),
indicating that the isolated PCR product of GbIV is
indeed a fragment of the MCP gene. One hundred and
eleven bases or 26.4% were identical in all of the com-
pared gene fragments (Fig. 5, asterisks), indicating the
degree of gene conservation within this group of irides-
cent viruses. Nine nucleotide differences were detected
between the GbIV sequence and the CIV. As illustrated
in Fig. 6, these differences result in two changes within
the deduced amino acid sequences of the partial MCP
of both viruses. The amino acid positions isoleucine-18
and leucine-30 of the partial MCP of GbIV corre-
sponded to valine-18 and alanine-30 in the CIV se-
quence (Fig. 6).

Phylogenetic Analyses

Figure 7 summarizes the proposed phylogenetic re-
lationships between GbIV and the selected iridoviruses
calculated from their partial MCP gene sequences by

maximal-parsimony analyses. Three groups of viruses
can be distinguished: group I consists of GbIV and CIV,
group II contains IIV31 and PjIV, and group III com-
prizes the 11 remaining iridoviruses (Fig. 7).

DISCUSSION

In this study, we described the isolation and charac-
terization of a potentially novel iridescent virus from
G. bimaculatus. Our data from electron microscopy
reveal that GbIV exhibits the major morphological
characteristics of an iridovirus. A sixfold symmetry of
virus particles can be observed in ultrathin sections of
cricket tissues, in infected lepidopteran sf-9 cells, and
in negatively stained material. With sizes of 172 nm
(apex to apex) and 148 nm (side to side), the particles
exhibit dimensions ranging between the reported typ-
ical sizes of small (genus Iridovirus: 120—-140 nm) and
large (genus Chloriridovirus: 180—-200 nm) inverte-
brate iridoviruses (Williams, 1996).

The ultrastructural investigations of GbIV particles
show an electron-dense core surrounded by an internal
lipid bilayer and an outer electron-dense shell. This is
in accordance with structural data of other members of
the family Iridoviridae (Stoltz, 1971; Kelly and Vance,
1973; Heppell and Berthiaume, 1992; Kelly, 1985). The
nucleoprotein core of iridoviruses is surrounded by an
internal lipid membrane (characteristically 4 nm in
thickness) and a protein shell forming the icosahedral
particle. The lipid composition of the internal lipid
bilayer has been shown to be different from that of host
cell membranes (Kelly and Vance, 1973; Williams and
Thompson, 1995). Various investigators have proposed
that the lipid bilayer of the virus shell may be related
to the ecological properties of iridoviruses, which com-
monly show an affinity to poikilothermic animals hav-
ing an aquatic or soil stage in their life cycle (Federici,
1980; Kelly, 1985; Heppell and Berthiaume, 1992).
However, further studies have to be carried out to
establish this hypothesis.

The distribution pattern of GbIV particles in infected
cricket specimens has revealed that viral replication is
located primarily in the fatty tissues of the head and
the abdomen. Single virus particles have also been
detected between the fibers of the flight muscles, but
paracrystalline structures or virogenic stroma (Ward
and Kalmakoff, 1991) are found only in fat body cells.
Therefore, the distribution pattern of GbIV seems to
correspond to the pattern of other insect iridescent
viruses, such as Chilo iridescent virus (Devauchelle et
al., 1985). Interestingly, neither virus, viz. CIV and
GbIV, has been observed in the ovarian cells of the
insect host, indicating that a transovarial transmission
of these viral infections is unlikely. Vertical transmis-
sion, however, has been reported in Invertebrate irides-
cent virus 3 (IIV-3), a member of the genus Chloriri-
dovirus (Linkey and Nielsen, 1968).
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FIG. 2.

(a) Electron micrograph of a GbIV-infected sf-9 cell. The assembly of virus particles takes place in the virogenic stroma (vs) within

the cytoplasm. The nucleus (nu) is free of particles; bar, 3 um. (b) Ultrathin section through a virus-infected Gryllus bimaculatus fat body
cell. A paracrystalline arrangement of virus particles is found in the cytoplasm; bar, 3 um. (c) Detail of a paracrystalline structure at higher
magnification illustrating the sixfold symmetry of the virus particles in ultrathin sections; bar, 700 nm. (d) Negatively stained virus particles
purified by ultracentrifugation; bar, 100 nm. (e) Ultrathin section through one intracellular virus particle at higher magnification. The
electron-dense outer shell of the virus is succeeded by another shell that resembles a lipid bilayer (arrowhead); bar, 50 nm.

The cytopathogenic effects of GbIV infections ob-
served in both cricket fat body cells and lepidopteran
sf-9 cell cultures are similar to those reported in other
iridovirus infections (Federici, 1980; Ward and Kalma-
koff, 1991; Kleespies et al., 1999). Cell hypertrophy, the
rounding and detachment in cell cultures, vacuoliza-
tion, syncytia formation and nuclear hypertrophy pre-
ceeding cell death, and the release of newly synthe-
sized virus particles are commonly observed. Cell bud-
ding and cell lysis or virus extrusion in vacuoles are
reported routes for the release of iridoviruses from
infected host cells, depending on the investigated spe-
cies (Ward and Kalmakoff, 1991). We have never ob-

served budding of GbIV in cricket tissues or in infected
sf-9 cells. Although we cannot finally determine from
our ultrastructural data the route by which the viruses
are released, the large amounts of virus particles in
infected cells suggest that total cell lysis takes place.

One-dimensional SDS-PAGE of GbIV proteins has
resolved more than 20 polypeptides with one major
species of approximately 50 kDa (Fig. 3). These data
have the characteristics of those of iridoviruses (Moore
and Kelly, 1980; Kelly, 1985; Ward and Kalmakoff,
1991; Williams, 1996; Mao et al., 1997; Webby and
Kalmakoff, 1999). Surface labeling experiments on
various iridovirus species have revealed that the 50-
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M 1 2 M

FIG. 3. SDS-PAGE of GbIV proteins (lanes 1 and 2). The protein
profile shows more than 20 polypeptide bands with a major species of
approximately 50 kDa, which represents the major capsid protein of
the virus. M, Mid-range protein molecular weight marker (Promega,
Mannheim, Germany) containing phosphorylase b (97.4 kDa), bovine
serum albumin (66.2 kDa), glutamate dehydrogenase (55 kDa),
ovalbumin (42.7 kDa), aldolase (40 kDa), carbonic anhydrase (31
kDa), soybean trypsin inhibitor (21.5 kDa), and lysozyme (14.4 kDa).

kDa protein band, which comprises 40—45% of the
total viral protein, corresponds to the MCP (Moore and
Kelly, 1980). The virus capsomeres have been proposed
to consist of oligomeres of this single polypeptide
(Cerutti and Devauchelle, 1990), which exhibits a hy-
drophilic exterior and a hydrophobic interior to inter-
act with the environment and the internal lipid mem-
brane, respectively (Moore and Kelly, 1980). Little in-
formation is available concerning the possible function
of iridovirus proteins other than the MCP. Recent DNA
sequencing has shown that CIV exhibits sequence ho-
mologies to genes encoding for a number of enzymes,
such as DNA-dependent RNA polymerase, helicase,
thymidylate synthase, protein-tyrosine phosphatase,
two possible apoptosis inhibitor homologs, and others
(Bahr et al., 1997).

Restriction enzyme analysis of isolated GbIV DNA
with the endonucleases EcoRI, BamHI, HindIIl, Mspl,
and Hpall has revealed that the restriction fragment
patterns of GbIV differ from those obtained from ex-
periments with iridoviruses of lower vertebrates, such
as Rana esculenta iridovirus (REIR) or Frog virus 3
(FV-3). The genomes of these viruses do not show
cleavage sites for EcoRI, but they exhibit numerous
cleavage sites for BamHI (Ahne et al., 1998). In con-
trast to invertebrate iridoviruses, the genome of verte-
brate iridoviruses has been shown to be methylated by
a virus-specific methyltransferase (Mao et al., 1997).
The methylation of viral DNA at cytosine residues is a
characteristic stage of the replication cycle of these
viruses, protecting newly synthesized virus DNA from
digestion by vertebrate cytoplasmic endonucleases

(Goorha et al., 1984). Methylated viral DNA can be
distinguished from unmethylated forms by digestion
with the endonucleases MspI and Hpall. These restric-
tion enzymes have the same cleavage site (CCGQG).
However, whereas Mspl is able to cleave viral DNA in
the presence of methylcytosine, Hpall is not. GbIV
DNA is degraded by both endonucleases. Thus, it must
be unmethylated and exhibits the expected character-
istics of invertebrate iridovirus DNA.

In addition to restriction endonuclease analysis,
DNA-DNA hybridization, and serological techniques,
PCR of the MCP gene has recently been used to inves-
tigate the phylogenetic relationships within the family
Iridoviridae (Williams, 1996; Webby and Kalmakoff,
1998). It is now generally accepted that the family can
be divided into four genera, viz. Ranavirus, Lympho-
cystivirus, Chloriridovirus, and Iridovirus (Williams et
al., 2000). Within the last-mentioned genus, three com-
plexes of invertebrate viruses have been distinguished
(Williams, 1994; Williams and Cory, 1994; Webby and
Kalmakoff, 1998). To investigate the position of GbIV
within this system, we have sequenced and aligned the
PCR-produced 420-bp DNA fragment from isolated vi-
ral DNA with 15 selected iridovirus isolates (Fig. 5).
This fragment exhibits 97.8% sequence homology to
the MCP of Chilo iridescent virus (CIV), corresponding
to nine nucleotide differences. The alignment of the
deduced amino acid sequences has revealed that two
positions are different between the partial MCP of
GbIV and CIV (Fig. 6). However, both viruses exhibit
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FIG. 4. Restriction fragment profiles of GbIV DNA, digested with
EcoRI, BamHI, Mspl, Hpall, and HindIII. The sizes of the restriction
fragments are given in base pairs. Note that the profiles of MspI- and
Hpall-digested DNA are identical. M1, ADNA HindIII size standard;
M2, 1-kb DNA ladder (Promega, Mannheim, Germany).
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GbIV (AF 247641) TTTACAACACCTGC-GTCAAAGGCAGTTGGTTACGATAATATGATTGGAAATATTTCTGC 59
CIV (M 99395) ...i.iiiieii... Tttt et et et e ee et L€ T 59
IIV31l (AF 042337) ..C..C..C..... -A..C..... G..A..A..T..C..C........ T..C..... G.. 59
PjIV (AF 042338) ..C..C..C..... -A..C..... G..A..A..T..C..C........ T..C..... G.. 59
IIV29 (AF 042339)  ..... TGTG..A..TAGT...C.A.A.—. A, . T titrnennnnnnnnnnn G....A.. 59
AgIV (AF 042343) ..... TGTG..A..TAGT...C.A.A.—. . A.. Tt iiiininnnnnnnnn G....A.. 59
IIV30 (AF 042336) ..... TGTG..A..TAGT...C.A.A.—. . A..Tu..ureeeeeunnnnnn. G....A.. 59
IIV24 (AF 042340) C..GGTT..G..TAGT...C.T...=..A..T..Covrrrrrrnnnnnnnn. A...T. 59
BbIV (AF 042342) ..C..CGT...A..GAG....C...A.-..A..T..C..Cevvvrnn.. C..C..AA. 59
SIV (AF 042335) C..CGT...A..CAGT C.T.C.-..G..T..... C& sher o folutotef S 5 G.A..... 59
WIV (AF 025774) ..C..CGT G..TAGT...C.T.CC-..G..T..... Coivecenndonin G.C...T. 59
CzIV (AF 025775) +.C..CGT...A. . AAGT...AAA. T.~. . A ittt e e eeennnnnnnn C..C..... 59
IIV22 (AF 042341) ..C..CGT...... CAG....C...A.-..G..T..... Coveeennn T...G.C...T. 59
IIV22 (M 32799) ..C..CGT...... CAG....C...A.-..G..T..... Covvnnntt T...G.C...T. 59
TIV (M 33542) ..C..CGT...... CAG....C...A.-..G..T..... Covvennnn T...G.C...T. 59
LCDV-1 (L 63545) ..C.GT.TGTG..GCTCT...A.~..CA..... TA...ccc.... C..T....CAAT..A 59
*e _* * * * *k Kk k * kk Kkhkhkkk kk kK
GbIV (AF 247641) TCTTATTCAACCACAACCTGTACCTGTTCTTCCTGCAACAGTAAGTCTTCCTGAAGCTGA 119
CIV (M 99395) = .ieiiieereeecsesnnsscncnanas GC.icinasnorenosssenecsssscasanne 119
IIV31l (AF 042337) ..G...CC...A...GCA..... G..... GTC....ccvvvws AT... 119
PjIV (AF 042338) ..G...CC...A...GCA..... G..G..GTC......... GAT... 119
IIV29 (AF 042339) .TGTTGC.C.TG..G..G.TCTTGGTCCA.----C.GG..G.A.AA. 113
AgIV (AF 042343) CGTTGC.C.TG. .G..G.TCTTGGTCCA.~----C.GG..G.A.AA. 113
IIV30 (AF 042336) CGTTGC.C.TG..G..G.TCTTGGTCCA.----C.GGC.G.A.AA. 113
IIV24 (AF 042340) ..GTTGC.C.TG. .G....TCTTGGACCAC----CAGG..G.A..A. 113
BbIV (AF 042342) . .GTTGCCC.AG. .GGAAGT . TGGGAG. .C----CCGG. .G.A..A. 113
SIV (AF 042335) . .GTTGCAC.AG.AGG.AGTCTTGGA. . . -C.GG..G.A..A. 113
WIV (AF 025774) .CGTTGCAC.AG. .GG.AATCTGGGA. . . -C.GG..G.A..A. 113
CzIV (AF 025775) . .GTTGC.C.GG. .GG...TCT.GG....G----..GG. .GTAT.A. 113
IIV22 (AF 042341) . .GTTGC.C.GG. .GG.A.T.TGGGT. .CG----.AGG. .GTAT.A. 113
IIV22 (M 32799) ..GTTGC.C.GG. .GG.A.T.TGGGT. .CG---~-.AGG. .GTAT.A. 113
TIV (M 33542) .T.A. .T.-..GTTGC.C.GG..GG.A.T.TGGGT..CG----.AGG. .GTAT.A. 113
LCDV-1 (L 63545) ALGLLALL L e G...GAC.A.A..GG.A.G----..A.CTG.ARAAG 103

*

GbIV (AF 247641) 178
CIV (M 99395) 178
IIV31 (AF 042337) 178
PJIV (AF 042338) 178
IIV29 (AF 042339) 172
AgIV (AF 042343) 172
IIV30 (AF 042336) 172
1IV24 (AF 042340) 172
BbIV (AF 042342) 172
SIV (AF 042335) 172
WIV (AF 025774) 172
CzIV (AF 025775) 172
IIV22 (AF 042341) 172
IIV22 (M 32799) 172
TIV (M 33542) 172
LCDV-1 (L 63545) 163
GbIV (AF 247641) 237
CIV (M 99395) 237
ITV31 (AF 042337) 237
PJIV (AF 042338) 237
IIV29 (AF 042339) 231
AgIV (AF 042343) ..TA.C..TAGA..T...ACTGAAC. 231

IIV30 (AF 042336)
IIV24 (AF 042340)
BbIV (AF 042342)

..TA.C..TAGA..T...ACTGAAC. 231
..TA.T..TAGA..T...ACTGAA. . 231
.TA.C..TAGA..T..... TGAA... 231
.TAGA. .

C T
SIV (AF 042335) .TA.T. T...ACCGAA... 231
WIV (AF 025774) .TA.T..TAGA..T...ACCGAA... 231
CzIV (AF 025775) .TA.T...AGA..T....CCGAA..A 231
IIV22 (AF 042341) ..TA.T...AGA..T..... TGAGC.T 231
IIV22 (M 32799) .TA.T...AGA..T..... TGAGC.T 231
TIV (M 33542) .. ..TA.T...AGA..T..... TGAGC.T 231
LCDV-1 (L 63545) .A..AC.T..T..T..C..... A-AG..... CG..T..TC.TAGA..T.ATACGGAA..A 222
*  kk * kk kk kk kk kk *k kK * % * * *k Kk *

FIG. 5. Alignment of the MCP gene PCR product from GbIV with the corresponding GenBank sequences from 14 selected invertebrate
iridovirus isolates and the fish iridovirus Lymphocystis disease virus (LCDV-1). GenBank accession numbers are given in parentheses. Dots
symbolize sequence similarities to the GbIV MCP gene; dashes mark introduced sequence gaps to achieve optimal alignment. Note the close
correspondence between the sequences of GbIV and CIV.
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GbIV (AF 247641) TTGATTCTTGACAACATTGCAGCCGTTGCATC--ACAAACTGT-TGTACCTGTTGTAGGT 294
CIV (M 99395) ttttiteaii e ——en. Ceem et 294
ITV31 (AF 042337) C.BeeC.Corunnnn. CAACT.T.CG..G.o==T..GTuurumeunnnnn.. A..T... 294
PJIV (AF 042338) C.A..C..Ceurnnn.. CAATT.T.CG..G..~=T..GTuuromeunnn.... A..G... 294
IIV29 (AF 042339) C.TG..... ACA..T.G...TTTA..CC.TC.GGCA.GC.CA.A...T..BA. .. .- 290
AgIV (AF 042343) C.TG..... ACA..T.G...TTTA..CC.TC.GGCA.GC.CA.A...T..BA. 290
IIV30 (AF 042336) C.TG..... ACA..T.G...TTTA...C.TC.TGCG.GC.CA.A...C..BA....—... 290
IIV24 (AF 042340) C.TG..T.AACA..T.G...TTTA.C.C.TC.AGCA.GT.CA.A...T...A.A.C-A.. 290
BbIV (AF 042342) ........ AACA..T.G...TTTG...C..C.AGCA.GC.CA.A...T..AA.CAA-TA. 290
SIV (AF 042335) C.AG..T.AC.A..T.G...TCTG..A...C.TGCA.GT.CT.A...T..AA....- 290
WIV (BAF 025774) C.AG..T.AC.A..T.G...TCTT..A...C.GGCA.GT.CT.A...T..AA. ...~ 290
CzIV (AF 025775) ..A...T.AACA..T.C...TTTG...C..C.AGC..GT.CT.A...T..AA....- 290
IIV22 (AF 042341) ...... T.GACT....G...TCTA..AC..C.AGCA.GT.CA.A...T..AA....-T.. 290
IIV22 (M 32799)  ...... T.GACT....G...TCTA..AC..C.AGCA.GTTCA.A...TT.AA....-T.. 290
TIV (M 33542)  ...... T.GACT....G...TCTA..AC..C.AGCA.GT.CA.A...T..AA....-T.. 290
LCDV-1 (L 63545) C.T...T..-=..G...ARACAAGA...T.C.-—=—===== A.-.A....AA..AC..C. 270
= * * o * & * * % i * -
GbIV (AF 247641) GCTACAAGCGATATTGCGACGGCTCCTGTTCTTCATCATGGAACTGTATGGGGTAACTAT 354
CIV (M 99395)  ........ e B PR U e T 354
IIV31 (AF 042337) ...G.GGCT. .... Co o TCA. . o frtrmaaks CA.CTCC..C.CTG....T..... Cltiozhals c 354
PJIV (AF 042338) ..GG.TGCT. . ... C.uTCAw.veennnn CA.CTCC..C.CTG....T..... C..G..C 354
IIV29 (AF 042339) T.--...CTC..C..A.A..T......... T.AGGA.C..TTCRA....... CCunnn. 348
AgIV (AF 042343) T.-=...CTC..C..A.A..Te........ T.AGGA.C..TTCAA....... eel s b 348
IIV30 (AF 042336) T.-=...CTC..C..A.A..Tuuuenn... T.AGGA.C..TTCAA....... Cipmil. : 348
IIV24 (AF 042340) T.-=...CTC.CC..A.A..T.euo...... T.AGG.TC..T.CAA....... C...T... 348
BbIV (AF 042342) C.--...C.C..C..A.AG.T..C..A...T.GGGA.CA.TTCRA. ...... CCopr ity 348
SIV (AF 042335) T.-=...CTC..C..A.A..T..C.uuuu.... GGA.CG.TTCAA....... C...T..C 348
WIV (AF 025774) A.--...CTC..C.CA.AGTA..C..C...... GGA.CA.TTCAA....... C...T..C 348
CzIV (AF 025775) AG--G..CTC.CC..T.AG.A..A..A...... GG.GC..TTCAA....... CA..T..C 348
IIV22 (AF 042341) AG--GT.CTC..... T.AG.T..... A...T.AGGA.CA.TTCAA....... Covnnnn 348
IIV22 (M 32799) AG--GT.CTC..... T.AG.T..... A...T.AGGA.CA.TTCAA....... Gl 348
TIV (M 33542) AG--GT.CTC..... T.AG.T..... A...T.AGGA.CA.TTCAA....... Cile i 348
LCDV-1 (L 63545) ..--TG.TTT.G.A.AT.GAAA-A....A.T.AA.AG.C.TTCAA. . .... AT..CTA.. 327
* L * * ¥ Ak * *
GbIV (AF 247641) 414
CIV (M 99395) 414
IIV31 (AF 042337) 361
PjIV (AF 042338) " . 361
IIV29 (AF 042339)  .unueim oo oo 355
AGIV (AF 042343) ... s 355
IIV30 (AF 042336) ... .mmmm oo oo 355
IIV24 (AF 042340) G 355
BbIV (AF 042342) e 355
SIV (AF 042335) B T —— 355
WIV (AF 025774) Covoiorcts BAG...C..... A..TC.TA.A..... T..TG..A.TC....C...... A.. 408
CzIV (AF 025775) ciCeunnn T.CC..C..... Ac..... A.G..... T..TG.CA.Teruuunnnnn. A.. 408
IIV22 (AF 042341) B B et 355
IIV22 (M 32799) s S I o I A..TC.TA.A..... T..TG.CA.TC....C.u.... A.. 408
TIV (M 33542) S SR @rci L. A..TC.TA.A..... T..TG.CA.TC....C...... A.. 408
LCDV-1 (L 63545) ..AG.G..TA.A........ A..GC...T...... TACAA..CCTC....... A..A..G 387
* & * *

GbIV (AF 247641) GAACAA-——=======——m——— 420

CIV (M 99395)  tuueiimmmmmmm e 420

IIV31 (AF 042337) ——=—mmmmmmmmmmmm e

PJIV (AF 042338) ——————mmmmmmmm e

IIV29 (AF 042339) ——mmmmmmmmm e

AGIV (AF 042343) ———mmmmmmm e

IIV30 (AF 042336) ————————m—mmmmmm e

IIV24 (AF 042340) === ————mm—mmm e

BDIV (AF 042342) ————=—m—mmmmm e

SIV (AF 042335)  ———=mmmmmmmmm e

WIV (AF 025774)  ..... GGTACAA-—==—=========——— = 420

CzIV (AF 025775) ...... GTTCAA-—————====— === === 420

IIV22 (AF 042341) ———m—mmmmmmmmm e

IIV22 (M 32799) ... GGTTCAA-——======= === ==~ 420

TIV (M 33542)  ..... GGTTCAA-—========—=——————— 420

LCDV-1 (L 63545) ...... GTTCAAACTGCGCCAAAACATGTATTT 420

FIG. 5—Continued



3. Eigene Untersuchungen

Seite 37

60 JUST AND ESSBAUER

amino acids with aliphatic side chains in the corre-
sponding positions, indicating the close relationship
between GbIV and CIV.

The calculation of a (maximal-parsimony) phyloge-
netic tree on the basis of the reported MCP gene se-
quences (Fig. 7) complements and supports the find-
ings of Webby and Kalmakoff (1998). Therefore, GbIV
can be classified as a new member of group II within
the genus Iridovirus. The type species of this genus is
CIV (IIV6), which was originally isolated by Fukaya
and Nasu (1966) from the rice stem borer, Chilo sup-
pressalis (Lepidoptera). CIV is believed to be distinct
from other members of this genus, because it is, among
its other characteristics, serologically and genetically
different from all other invertebrate iridoviruses exam-
ined so far (Kelly et al., 1979; Williams and Cory, 1994;
Webby and Kalmakoff, 1998). Further studies should
reveal whether GbIV and CIV are serologically related
isolates. IIV31 and PjIV represent group I within the
genus Iridovirus. Group III comprises the rest of the
investigated isolates of this study, namely AgIV, IIV29,
1IV30, I1V24, SIV, WIV, TIV, 1IV22, BbIV, and CzIV.

We have described an invertebrate cytoplasmic DNA
virus from G. bimaculatus, termed Gryllus bimaculatus
iridescent virus (GbIV), which can be classified as a mem-
ber of group II within the genus Iridovirus. Kleespies et
al. (1999) have recently reported the isolation of an iri-
descent virus, cricket iridovirus (CrIV), from Gryllus
campestris L. and Acheta domesticus L. Their CrIV-in-
fected animals originated from commercially produced
colonies in The Netherlands. The authors have shown
morphological data and results from digestion of viral
DNA with the endonuclease EcoRI. The data reported so
far indicate that CrIV and GbIV might have some com-
mon features and perhaps represent different strains of
one virus species. To clarify the relationship between
these two viruses, we have tried to obtain an aliquot of
CrIV, but unfortunately we have not succeeded so far.
Therefore, future experiments are required to establish
whether GbIV is a new species within the genus Iridovi-
rus or just an isolate of a previously known virus species.

GbIV FTTPASKAVG YDNMIGNISA LIQPQPVPVL 30
CIV = ceccccecas ssmnnes Vee cececonns A 30
GbIV PATVSLPEAD LNLPLPFFFS RDSGVALPTA 60
CIV tcccvsocos esesccccce sossssssese 60
GbIV ALPYNEMRIN FQFHDWQRLL ILDNIAAVAS 90
CIV tieccceccs ccsecscece coscsconnes 920
GbIV QTVVPVVGAT SDIATAPVLH HGTVWGNYAI 120
CIV teteecccece cocscncocce csonsccccies 120
GbIV VSNEERRRMG CSVRDILVEQ 140

CIV  cceercccee cocsnccnan 140

FIG. 6. Amino acid sequence alignment of the partial major
capsid protein from Gryllus bimaculatus iridescent virus (GbIV) and
Chilo iridescent virus (CIV). Dots represent residues identical to that
of the GbIV protein.

100 GbIV (AF 247641)

100 CIV (M 99395)
IIV 31 (AF 042337)

100 PjIV (AF 042338)
% AgIV (AF 042343)
IIV 29 (AF 042339)
IIV 30 (AF 042336)
IIV 24 (AF 042340)
SIV (AF 042335)
WIV (AF 025774)
TIV (M 33542)
11V 22 (AF 042341)
IV 22 (M 32799)
BbIV (AF 042342)
CzIV (AF 025775)
L LCDV-1 (L 63545)

100

FIG. 7. Phylogenetic tree based on the iridovirus MCP gene
fragment sequences illustrated in Fig. 5 (maximal DNA parsimony).
The LCDV-1 gene sequence has been used as an outgroup. The
values on each branch represent percentage bootstrap support (from
100 replicates) for maximum-parsimony.
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Summary

Viral isolates were obtained in 1998, 1999 and 2000 from the lung, liver and intestine of two
bearded dragons (Pogona vitticeps) and a chameleon (Chamaeleo guadricornis) and from the skin of a frill-
necked lizard (Chamydosaurus kingii) by using viper heart cells (VH2) at 28°C. Electron microscopic
examination of infected VH2 cells revealed the assembly of icosahedral iridovirus-like particles
measuring 139 nm (side to side) and 151 nm (apex to apex). Negatively stained virus particles had
dimensions of 149 nm (side to side) and 170 nm (apex to apex). Polymerase chain reaction (PCR)
amplification of purified viral DNA with primers corresponding to the partial gene encoding the
major capsid protein (MCP) of Figg virus-3 (FV-3), the type species of the genus Ranavirus, was
unsuccessful. In contrast, primers corresponding to the partial MCP gene of Chilo iridescent virus
(C1V; genus Zridovirns) amplified 500-bp products with 97% identity to the nucleotide sequence of
CIV and 100% identity to the nucleotide sequence of Gryllus bimaculatus iridescent virus (GbIV),
an invertebrate iridescent virus. Virus protein profiles analysed by sodium dodecyl sulphate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and restriction fragment length profiles of purified
viral DNA treated with the endonucleases EewRI, HindIll and Hpall were identical to those of
GbIV.

Introduction

Icosahedral double-stranded DNA viruses belonging to the family /Zridoviridae are
ubiquitous in nature. The family is divided into the genera Zridovirus, Chloriridovirus,
Ranavirus and Lymphocystivirus. Members of the genera Iridovirus and Chloriridovirus are
believed to infect invertebrates only (Kelly, 1995; Williams, 1996). In contrast, iridoviruses
of the genus Lymphocystivirus induce tumour-like skin lesions in fish, and members of the
genus Ranavirus mostly cause systemic diseases in poikilothermic vertebrates, e.g. fishes,
frogs and reptiles (Mao et al., 1997; Ahne et al., 1998; Williams et al., 2000). In particular,
Frog virus-3 (FV-3), the type species of the genus Ranavirus, was isolated from a leopard
frog (Rana pipiens) with renal adenocarcinoma. FV-3 is pathogenic to tailbuds, hatching
stage embryos and tadpoles of frogs and toads (Granoff, 1989). The epizootic
haematopoietic necrosis virus group (EHNV) comprises tentative members of the genus
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Ranavirus (Williams et al., 2000) inducing high mortalities in fish, e.g. redfin perch (Perca
flnviatilis), rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), sheatfish (Silurus glanis) and catfish (Zetalurus
melas) (Langdon et al., 1986; Langdon and Humphrey, 1987; Pozet et al., 1992; Bovo
etal, 1993; Whittington and Reddacliff, 1995; Ahne et al., 1997).  Ranavirus-like
iridoviruses have been shown to be associated with hepatitis, spleenitis, enterocolitis,
liver necrosis and respiratory diseases in the Mediterranean land tortoise (7estudo hermanni)
(Heldstab and Bestetti, 1982; Miiller et al., 1988; Marschang et al., 1999), and with
pharyngo-oesophageal diseases in a gopher tortoise (Gopherus pohyphemus) (Daszak et al.,
19993,

The genome of vertebrate iridoviruses is characterized by the methylation of some
20% of its cytosine residues, protecting the viral DNA from degradation by vertebrate
endonucleases (Goorha et al., 1984). The genera /lridovirus and Chloriridovirus comprise
iridovirus isolates that lack DNA methylation and that cause fatal diseases in invertebrates,
especially in insects. More than 30 iridescent virus isolates belonging to the genus Zridovirus
have been reported from isopods (Cole and Morris, 1980; Federici, 1980), lepidopterans
(Fukaya and Nasu, 1966; Carey et al., 1978), hymenopterans (Bailey et al., 1976), dipterans
(Xeros, 1954), coleopterans (Steinhouse and Leuteneggar, 1963; Kalmakoff et al., 1972;
Carey et al., 1978; Black et al., 1981; Lacey and Adams, 1994) and orthopterans (Kleespics
et al,, 1999; Just and Essbauer, 2001). However, only two of these isolates, lnvertebrate
iridescent virus-1 (IIN-1, syn. Tipula iridescent virus, TIN) and Invertebrate iridescent virns-6 (I1V-o0,
syn. Chilo iridescent virus, CIV) have species status within the genus, whereas the remaining
isolates are listed as tentative virus species (Williams et al., 2000). Comparable taxonomic
uncertainty is found with respect to the genus Ranavirus, which comprises exclusively the
type species FV-3 and several tentative virus species (Williams et al., 2000). One major tool
for the demarcation of different virus species in the family /Zridoviridae and for the
classification of new iridovirus isolates is the comparison of the nucleotide sequences of
the major capsid protein (MCP) gene (Tidona et al., 1998). Polymerase chain reaction
(PCR) primers that have been shown to be specific for highly conserved regions of the
MCP gene have been designed and are used for routine diagnosis (Webby and Kalmakoff,
1998; Mao et al,, 1999). Phylogenetic analysis of the MCP sequences revealed that
iridoviruses isolated from vertebrate hosts can be clearly distinguished from invertebrate
iridoviruses with PCR techniques and are classified as members of the genera Ranavirus and
Lymphocystivirus, respectively (Williams et al., 2000).

The present paper describes the occurrence of iridoviruses in three different species
of reptiles (Pogona vitticeps, Chamaeleo quadricornis and Chamydosanrus kingii) originating from
various sources of animal stocks during 1998-2000. The animals had died with non-
specific symptoms, except that one bearded dragon had pneumonia (1998) and the frill-
necked lizard (2000) exhibited pox-like skin lesions. In this study we characterized the
viral isolates on the basis of morphological and molecular biological data and on the basis
of the partial nucleotide sequence of the MCP gene.

Materials and Methods

Isolation of viruses

The agents isolated by one of us (S. Blahak) came from several sources of animal stocks
obtained in 1998 (bearded dragon), 1999 (frill-necked lizard) and 2000 (bearded dragon, chameleon).
The viruses were separately isolated from the lung, liver, kidney and intestine of the two bearded
dragons (Pogona vitticeps) and the chameleon (Chamaeleo quadricornis). Another infectious agent was
isolated from the skin of a frill-necked lizard (Chamydosanrus kingii), which was one of a group of
newly imported animals. Some of these reptiles had died showing pox-like skin lesions and
starvation. Tissue specimens were removed aseptically and homogenized. Bacteria-free organ
suspensions were inoculated into monolayers of viper heart cells (VH2, ATCC CCL 140) and
incubated at 28°C. The cultures were checked daily for cytopathogenic effects.
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In further experiments, aliquots of the first virus passage were inoculated into monolayers of
the insect cell line sf-9 (derived from pupal ovarian tissue of Spodoptera frugiperda; Invitrogen,
Groningen, The Netherlands), according to the protocol described elsewhere (Just and Essbauer,
2001).

The invertebrate iridescent virus GbIV was recently isolated from commercially produced
stocks of Gryllus bimacnlatus in Germany (Just and Essbauer, 2001) and was used as a reference virus
in this study.

Partial purification of viruses

Infectious tissue culture supernatants were clarified by low-speed centrifugation (5000g,
15 min) and the viruses were pelleted by ultracentrifugation (35 000g, 90 min). The viral pellets
were resuspended in 400 ul of distilled water and stored at ~20°C until use (Sambrook et al., 1989).

Electron microscopy

Infected VH2 cells were incubated for 2 h at 4°C in 5% glutaraldehyde, 4% formaldehyde,
buffered with 0.1 M Na-phosphate to pH 7.4, washed with 0.1 M Na-phosphate buffer and
post-fixed for 2 h in 1% OsO, in 0.1 M Na-phosphate buffer. All specimens were stained for
90 min with 2% aqueous uranyl acetate, dehydrated in graded ethanol and embedded in ERL
4206 (Spurr, 1969). The blocks were sectioned on an Ultracut microtome (Reichert-Jung,
NuBloch, Germany), stained with KMnOy4 and lead citrate (Plattner and Zingsheim, 1987) and
examined with a transmission electron microscope EM 109 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)
at 80 kV.

For negative staining a 5-ul aliquot of the purified virus solution was stained for 5 s with the
same volume of 2% phosphotungstic acid on pioloform-coated copper grids, dried, and examined at
80 kV.

Protein gel electrophoresis

Aliquots of the purified virus isolates were diluted in Laemmli’s dissociation buffer, boiled for
5 min, and loaded on 10% sodium dodecyl sulphate (SDS) polyacrylamide gels. Viral polypeptides
were separated at 35 mA constant current and detected by Coomassie blue staining,

Isolation of viral DNA

Aliquots of 100 pl of purified virus suspension were digested overnight in 1% SDS, 100 ug/ml
proteinase K (Roth, Karlsruhe, Germany), 40 ug/ml ribonuclease A (Roth) at 37°C. DNA was
extracted with phenol, precipitated in ethanol, resuspended in 30 ul of distilled water and stored at
— 20°C until required for restriction endonuclease digestion. DNA for PCR was isolated from
200 pl of cell culture supernatants using the QIA amp blood DNA kit (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s instructions.

Restriction endonuclease digestion of viral DNA

The restriction enzymes FEwRIl, Hindlll and Hpall were obtained from AGS (Heidelberg,
Germany) and the digestion reactions were carried out according to the manufacturer’s instructions.

Restriction fragments were separated on 0.7% agarose gels at 20 V constant voltage and stained
with 1 pug/ml ethidium bromide (Sambrook et al., 1989).

PCR and sequencing

Amplification of viral DNA was carried out with two sets of primers corresponding to the
partial gene of the MCP of either FV-3 (genus Ranavirus) or CIV (genus Iridovirus); 50 ng of viral
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DNA was added to 100 ul of PCR solution containing 10 mM TRIS/HCI, 50 mM KCl, pH 8.3,
0.75 mM MgCly, 200 uM dNTP, 2 pmol/ul primer, and 0.025 U/ul 1ag polymerase (Gibco BRL,
Life Technologies, Karlsruhe, Germany). The sequences of the individual primers were: FV-3-MCP
forward primer: 5-GAC TTG GCC ACT TAT GAC-3"; FV-3-MCP reverse primer: 5-TTA NAA
RAY NGG RAA NCC CAT-3" (Mao et al.,, 1997, 1999); CIV-MCP forward primer: 5-ACC ATT
ACA TTT AAT GAT TTG G-3; CIV-MCP reverse primer; 5-TTT TGA CGT GGT GCA GTT
TGA AC-3" (Webby and Kalmakoff, 1998). The PCR products were purified with the QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions and sequenced by the
GATC Sequencing Service (Konstanz, Germany).

Results

Isolation of virus

VH2 cells inoculated with the tissue homogenates exhibited hypertrophy, vacuo-
lization and cell lysis within 7 days of incubation at 28°C. The virus titres obtained ranged
between 10* and 10° TCID5)/ml. Chloroform treatment of the bearded dragon isolate
(1998) resulted in a drop in the infectivity titres of more than 2 logy, indicating
susceptibility of the virus to lipid solvents (Kelly and Vance, 1973). Inoculation of the first
virus passage of the bearded dragon isolate into monolayers of the insect cell line sf-9
revealed identical cytopathogenic effects. Titration of the virus from these cultures
resulted in titres of 107 TCID5(,/ml.

Electron microscopy

All virus isolates investigated in this study were of an identical size and ultrastructure.
Figure 1 illustrates the results in ultrathin-sectioned and negatively stained material.
Ultrathin sections of infected VH2 cells revealed the assembly of icosahedral particles
with mean sizes (# = 100) of 139 + 6 nm (side to side) and 151 + 5 nm (apex to apex) in
the cytoplasm (Fig. 1a,b,d). Negatively stained preparations of purified virus exhibited
particles measuring 149 + 6 nm (side to side) and 170 * 8 nm (apex to apex) (Fig. 1c).
The particles consisted of an electron-dense core, which was surrounded by a lipid bilayer
(Fig. 1d, arrowhead), and amorphous electron-dense material forming the 10-nm thick
outer part of the shell.

SDS—-PAGE of viral proteins

Gel electrophoresis of viral proteins separated more than 20 polypeptides with one
major species of approximately 50 kDa. The direct comparison of the bearded dragon
isolate (1998) with the reference GbIV revealed identical virus protein profiles (Fig. 2,
lanes 2 and 3).

Restriction endonuclease analysis

Purified DNA of the bearded dragon isolate (1998) was digested with the
restriction endonucleases ZewRl, /indIll and FHpall and the restriction fragment length
profiles were compared with the corresponding profiles of GbIV. The analysis
illustrated in Fig. 3 clearly demonstrates the identity of the profiles of both viruses.
The digestion of viral DNA with Fpall resulted in more than 20 DNA fragments
indicating that the DNA of neither of the virus isolates is methylated (Fig. 3, lanes 3
and 0).
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Fig. 1. (a) Ultrathin section through a VH2 cell infected with bearded dragon (Pogona vitticeps) virus

isolate 1998. Numerous virus particles (v) are located in the cytoplasm near the nucleus (nu); bar:

3 um. (b) Assembly of the icosahedral virus particles in a VH2 cell at higher magnification; bar:

675 nm. (c) Negatively stained virus particle purified by ultracentrifugation; bar: 100 nm. (d)

Ultrathin section through intracellular virus particles. The inner part of the virus shell consists of a
lipid bilayer (arrowhead); bar: 100 nm.

PCR amplification of viral DNA

FV-3-specific MCP PCR (Mao et al., 1999) did not amplify the DNA of the
viruses investigated (data not shown). In contrast, approximately 500-bp fragments
were obtained from all virus isolates by using the invertebrate iridovirus-specific
MCP primers designed for CIV (Webby and Kalmakoff, 1998) (Fig. 4). BLAST
(Altschul et al., 1997) search results and alignments indicated sequence homology of
97% to the partial MCP gene of CIV (IIV-6; GenBank Accession no. M99395) and
100% homology to the partial MCP gene of GbIV (GenBank Accession no.
AF247641). crustaL w 1.8 multiple sequence alignment (EMBL; Thompson et al.,
1994) revealed that the partial MCP (500 bp) sequences of the iridoviruses isolated
from both the bearded dragons, the chameleon and the frill-necked lizard have 100%

ideantit
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Fig. 2. Sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—PAGE) of viral proteins.
The protein profile of bearded dragon (Pogona vitticeps) virus isolate 1998 (lane 2) is identical to the
profile of the reference virus Gryllus bimaculatus iridescent virus (GbIV; lane 3). The major
polypeptide band at 50 kDa represents the major capsid protein (MCP). Lanes 7 and 4, mid-range
protein molecular weight marker (Promega, Mannheim, Germany) containing phosphorylase b
(97.4 kDa), bovine serum albumin (66.2 kDa), glutamate dehydrogenase (55 kDa), ovalbumin
(42.7 kDa), aldolase (40 kDa), carbonic anhydrase (31 kDa), soybean trypsin inhibitor (21.5 kDa),
and lysozyme (14.4 kDa).

Discussion

In this work we describe invertebrate iridoviruses which appear in three different
species of reptiles. Our data indicate that the isolates from two bearded dragons, a
chameleon and a frill-necked lizard are identical and, furthermore, that they share
ultrastructural and molecular biological characteristics with GbIV, a tentative new
member of the genus /ridovirus (Just and Essbauer, 2001). The reptilian isolates can be
propagated in the reptilian cell line VH2 and in the lepidopteran cell line sf-9 inducing
cytopathogenic effects similar to those of other reported iridoviruses (Federici, 1980,
Ward and Kalmakoff, 1991). Interestingly, the virus titres observed were 100 times higher
in sf-9 insect cells than in the reptilian cell line VH2 indicating that viral replication
conditions might be better in the insect cells. With sizes of 149 nm (side to side) and
170 nm (apex to apex) in negatively stained material, the icosahedral particles of reptilian
origin exhibit the typical dimensions of small invertebrate iridoviruses, e.g. GbIV or CIV
(genus Iridovirus). They also possess iridovirus-specific ultrastructure with an electron-
dense core, which is surrounded by an internal lipid membrane and a proteinaceous outer
shell (Heppell and Berthiaume, 1992; Williams, 1996). Our data from SDS—PAGE of viral
proteins and restriction endonuclease digestion of viral DNA support the hypothesis that
the reptilian isolates are indeed invertebrate iridoviruses. The viral protein profile exhibits
a major protein species of approximately 50 kDa (Fig. 2) that might correspond to the
MCP of iridoviruses (Moore and Kelly, 1980). Furthermore, the digestion of viral DNA
with the restriction endonuclease 7pall reveals that the DNA is not methylated; this is in
contrast to the characteristics of vertebrate iridoviruses (Williams et al., 2000).

Invertebrate iridoviruses are present in several orders of insects and crustaceans and
are believed to be restricted to their invertebrate hosts. Nevertheless, arthropods may act
as hosts to a variety of viruses infecting exclusively arthropods, animals other than
arthropods and even plants (Bellet, 1969; Gray and Banerjee, 1999). An example of
transmission cycles involving vertebrates and invertebrates is the African swine fever virus
(ASEV; Asfarviridae, genus Asfivirus), previously classified as a member of the family
Iridoviridae. ASFV, which has clear similarities in morphology with iridoviruses but a
distinct genomic organization, is transmitted by contact, by infected meat and
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Fig. 3. Restriction fragment length profiles of DNA from Gryllus bimaculatus iridescent virus

(GbIV) and bearded dragon (Pogona vitticeps) virus isolate 1998 digested with FZwRI, HindIII and

Hpall. The corresponding profiles are identical. The sizes of the DNA fragments are given in base
pairs. M, 1-kb DNA ladder (Promega, Mannheim, Germany).

mechanically by biting flies and soft ticks of the order Omithodoros. ASFV can be
transmitted transtadially, transovarially and sexually between ticks (Costa, 1990; Endris
and Hess, 1994; Murphy et al., 1995; Kleiboeker et al., 1998, 1999). Insectivorous reptiles
in culture are fed on insects, e.g. crickets, cockroaches and locusts. The food insects are
raised and distributed by commercial producers. However, invertebrate iridoviruses have
been isolated from various stocks of crickets (Boucias et al., 1987; Fowler, 1989; Kleespies
et al,, 1999; Just and Essbauer, 2001). Toads fed with grasshoppers inoculated with the
tadpole oedema virus (genus Ranavirus) have been shown to have the virus in their
stomach tissue and skeletal muscle 37 days after feeding (Wolf et al., 1968). Intraperi-
toneal injections of large doses of native or ultraviolet-irradiated CIV (genus Zridovirus) are
lethal to frogs and mice, whereas injections of heat- or antiserum-inactivated CIV have no
effect (Ohba and Aizawa, 1981, 1982). Furthermore, CIV replicates in vertebrate cell lines,
e.g. a viper spleen cell line (VSW; Mclntosh and Kimura, 1974). One might reasonably
expect the transmission of invertebrate iridoviruses to insectivorous reptiles to occur via
infected food insects. However, there is no firm evidence for this hypothesis to date. Our
paper describes, for the first time, the identification of invertebrate iridoviruses in reptiles
by the direct amplification and sequencing of gene fragments of their MCP. The PCR
technique, with regard to the highly conserved regions of the MCP gene, has proved to be
a useful tool in providing information about the genetic spectrum of iridoviruses isolated
from a variety of hosts (Tidona et al., 1998; Webby and Kalmakoff, 1998). In the present
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Fig. 4. Agarose gel (1.5%) electrophoresis of partial major capsid protein (MCP) gene polymerase
chain reaction (PCR) products from virus DNA isolated from cell culture supernatants of two
bearded dragons (Pogona vitticeps) (P1 from 1998; P2 from 2000), a chameleon (Chamaeleo quadricornis)
(C from 2000), a frill-necked lizard (Chamydosaurus kingii) (F from 1999) and the reference isolate
Gryllus bimaculatus iridescent virus (Gb/T). All PCR products have a length of approximately
500 bp. M, 100-bp DNA ladder (Promega, Mannheim, Germany). Lane 7, P1 pooled organ
suspension (lung, liver, intestine); lane 2, P1 lung; lane 3, P1 liver; lane 4, P1 intestine; lane 5, P2
pooled organ suspension (lung, liver, kidney, intestine); lane 6, P2 lung; lane 7, C pooled organ
suspension (lung, liver, kidney, intestine); lane &, C kidney; lane 9, F skin; lane 70, negative control
(distilled water); lane 77, positive control (GbIV DNA).

study we have shown that the sequence data of the amplicons obtained from the viral
DNA isolated from various tissues of two bearded dragons, one chameleon and one frill-
necked lizard (Fig. 4) have 97-100% identity to the partial MCP gene of invertebrate
iridoviruses. In order to confirm the results, we repeated our investigations, returning to
the original isolates obtained and kept in the laboratory at Detmold, i.e. a different place
from that where the PCR amplification was carried out (Munich). In the second trial, we
obtained the same results as in the first study.

[t appears that invertebrate iridoviruses might be transmitted to reptiles via the
insects on which they feed. The question regarding the manner in which the invertebrate
iridoviruses affect poikilothermic vertebrates and whether further genetic diversity exists
between the viruses in the hosts could not be answered in this study. Because invertebrate
iridoviruses are regarded as candidates for the biological control of insect pests (Kleespies
ct al.,, 1999), one must be aware that they may have a wide host spectrum and possibly are
able to jump from invertebrates to vertebrates.
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4. Zusammenfassende Diskussion

Im folgenden Abschnitt werden die Diskussionen der vorangegamdé&patel 3.1 und 3.2
zusammengefasst. Hierbei wird der Versuch unternomumerallem Aspekte aufzugreifen,
die in den Diskussionen der vorangestellten Publikationeht rberticksichtigt werden
konnten. Auf eine erneute Diskussion der methodischerata@mswird an dieser Stelle
verzichtet und auf die ausfuhrliche Bearbeitung di€seblematik in den vorangegangenen

Kapiteln verwiesen.

Das Invertebratenisolat GblV

Die in Kapitel 3.1 vorgestellten Untersuchungen belegenistilierung eines Iridovirus aus
Mittelmeergrillen Gryllus bimaculatus des freien Futtertierhandels in Bayern. Alle
untersuchten morphologischen und molekularbiologischerdkteristika des Isolates weisen
auf seine nahe Verwandtschaft zu der Typspezies dewmr@altidovirus, Invertebrate
iridescent virus-6 (IIV-6, Syn.: Chilo iridescent virus) hin. Ein grol3er Mangel der
vorgestellten Untersuchungen ist dabei die Tatsachs, elasdirekter Vergleich des neuen
Isolates mit den beiden offiziell anerkannten Spezies @attung, [IV-1 (Invertebrate
iridescent virus-1Syn.: Tipula iridescent virus) unt/-6, nicht durchgefihrt werden konnte.
Trotz mehrfacher Anfragen ist es dem Verfasser leiddrt igelungen, Referenzstdamme der
beiden Viren zur Verfigung gestellt zu bekommen. Dadurcletadi&e Untersuchungen zur
Charakterisierung des neuen Isolates nur einen VergleiclEmebnisse mit den aus der
Literatur oder aus Genbanken bekannten Daten zu. Die vorgeeoe systematische
Eingruppierung muss deshalb, ebenso wie die Namensgelinnglag Isolat, Gryllus
bimaculatus iridescent virus (GblV), als vorlaufig angpesewerden. Dennoch machen die
Ergebnisse deutlich, dass GblV in keinem der untersuchteknhdée so deutlich von den
Charakteristika der Spezid¥/-6 abweicht, dass GblV als eigenstdndige, neue Art intierha
der Gattung angesprochen werden kann. Insbesondere der Seqylervees major capsid
proteins (MCP) auf Nukleinsaure- und Aminoséurenbasis spgefen die Einstufung von
GblV als neue Art. Zwar wurde mit 140 Aminosauren nur knajpDrittel der gesamten

MCP-Sequenz untersucht*, doch die Nutzbarkeit des sequenzidereichs flr

* Die Lange des MCP betragt zwischen 459 Aminosaurehymephocystis disease virusi1CDV-1) und
472 Aminosauren bei Invertebrate iridescent virus 222@I\Syn: Simulium iridescent virus)
(Tidona et al., 1998)
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taxonomische Fragestellungen ist in anderen Untersuchuagsreichend belegt worden
(Webby & Kalmakoff, 1998). Mit 97.8 % Sequenzhomologie auf Himddurenebene und
98.6 % Homologie auf Aminosdurenebene wird die von deMVIQr distinkte Arten

geforderte Grenze von 90 % (Williams et al., 2000) weégrsthritten, so dass das Isolat

GblV als Variation oder Stamm vdlV/-6 zu bewerten ist.

Die hier vorgestellte Isolierung und Charakterisierung @tV stellt die erste Beschreibung
einer Iridovirus-Infektion bei Insekten in Deutschland dar. Weltweit sindaligl nur zwei
weitere Berichte Ubelridovirus-Infektionen bei orthopteroiden Insekten bekannt geworden.
Boucias et al., (1987) beschrieben ein Iridovirus aus Maudgtilien Scapteriscus vicinys
das zu epidemieartigen Todesfallen bei Grillenlarven imil&rd Brasiliens fiihrte. Von
diesem Isolat liegen neben morphologischen Daten amddeenformationen tber DNA-
Restriktionsfragmente und virale Proteinprofile nach SDIgdeoylamidgelelectrophoresen
vor. Informationen utber die MCP-Sequenz fehlen bisladggk. Die zweite Beschreibung
einer Iridovirus-Infektion bei orthopteroiden Insekten stammt von Kleespet al., (1999).
Sie isolierten und charakterisierten ein Iridovirus aus komnlé produzierten Heimchen
(Acheta domesticiis und Feldgrillen Gryllus campestrls die in  hollandischen
Futtertierzuchten Massensterben zeigten. Dieses Maolate als ,Cricket iridovirus (CrlV)*
benannt und zun&chst nur lickenhaft molekularbiologischaktexisiert. Dennoch zeigten
die urspringlich verdffentlichten Daten, dass CrlV auigruon DNA-Restriktionsfragment-
analysen sowohl vohV-6, als auch von dem Isolat aus den brasilianischenwdatdgrillen
(Boucias, 1987) abgegrenzt werden konnte (Kleespiess e19819). Leider ist es dem
Verfasser auch im Fall von CrlV nicht gelungen, dasatsals Vergleichsvirus bei den hier
vorgestellten Untersuchungen mit einbeziehen zu kdnnewmedte Untersuchungen uber
CrlV durch Jakob et al. (2002) belegen, dass die MCP-SequexzeCrlV und GblV zu
100 % identisch sind. Dartiber hinaus wurden erstmals neben desedbenz des
Hauptstrukturproteins auch sechs weitere Genorte von Citi'dan inzwischen verfligbaren
entsprechenden Sequenzen (Jakob et al., 2001)IVeh verglichen. Die Homologien der
untersuchten Gene und ihrer Genprodukte lagen im Mittel leei95%. Obwohl ein direkter
molekularbiologischer Vergleich der beiden Isolate MQuhd GblV, noch aussteht, weisen
diese neueren Daten darauf hin, dass beide Isolateisciergind und Variationen oder

Stamme vonlV-6 darstellen.
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Die Rolle, die CrlV oder GblV bei den immer wieder zwlbachtenden Massensterben von
Insekten in Futtertierzuchten spielen, ist bis heute nukeliltaft untersucht. Die von
Kleespiess et al. (1999) beschriebenen epidemieartigeféllug hollandischen Zuchten
wurden zunéchst allein auf die Wirkung der Infektion mitMCzurtickgefiihrt. Nach bislang
unveroffentlichten Untersuchungen wurden in diesen haditghen Bestanden zeitgleich aber
auch starke bakterielle Infektionen n3erratia spec. u.a. nachgewiesen. (Prof. P. Zwart,
BIBLIOZOO, Bunnik, Holland, personliche Mitteilung). Deutsckuttertierziichter, die im
Jahr 2001 in einigen Betrieben fast vollstandige AusfidieHeimchen Acheta domesticiis
zu beklagen hatten, gaben als ein Symptom der Erkrankungnéemsiv rote Verfarbung
sterbender Tiere an. Die gleiche Symptomatik wurde von iBsuet al. (1987) bei den
Massensterben der brasilianischen Maulwurfsgrillen Hrgsdgen. Auch in diesem Fall wurde
eine bakterielle Koinfektion miBerratiaspec. nachgewiesen. Boucias et al., kamen zu dem
Schluss, dass das isolierte Iridovirus das auslésende Aigendas Massensterben der
Insekten sei und das Vorkommen vBarratia spec. lediglich eine sich rasch ausbreitende
bakterielle Sekundarinfektion in geschwachten und steripefden ware. Ddridovirus-
Infektionen haufig auch mit latenten oder Klinisch inapp@mernnfektionen bei Insekten
einhergehen (Williams et al., 2000; Lopez et al., 2002; Meztet al., 2003) ist theoretisch
jedoch auch der umgekehrte Fall denkbar. In kommerziétisaktenzuchten, die haufig
mehrere Zehntausend Individuen auf engstem Raum vereinigendadurch sehr rasch
durchseucht werden konnen, sind neben viralen und bakteriElesgern héufig auch
Infektionen mit Mikrosporidien zu beobachten, die ebemfall massiven Verlusten flhren
kénnen. Die jeweilige Bedeutung einzelner Erreger amn®mmg&n“ des Massensterbens in
Futtertierzuchten kann deshalb nur aufgrund von fundiedetersuchungen beantwortet
werden, die eine breite Palette von mdglichen mikrolgischen Erregern, Parasiten,
abiotischen Faktoren, Haltungsbedingungen und zlchterischpkt&s wie Inzuchtfaktoren
u.a. berlcksichtigen. Derartige Untersuchungen stehen dpishmch aus, so dass die
eigentlichen Ursachen flr die massiven Verluste der Zudte nicht ausreichend bekannt

sind.

Die Reptilienisolate - AbschlielRende Beurteilungen und Alisk

In Kapitel 3.2 wurde die Charakterisierung von vier Virakigen, die im Staatlichen

Veterindruntersuchungsamt Detmold aus drei verschiedeAden von verendeten
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insectivoren Reptilien gewonnen wurden beschrieben. idiSbelegt, dass die vier Isolate
in allen untersuchten morphologischen und molekularbiolbgiscParametern mit dem
Invertebratenisolat GbIV Ubereinstimmen. Die in derliggenden Arbeit vorgestellten
Ergebnisse legen somit den Schluss nahe, dass alle finsuafteniridovirus-lsolate
identisch sind oder zumindest Variationen eines einzigen Vaeslinvertebrate iridescent
virus 6 (IIV-6) darstellen. Die mehrfache Isolierung eimedovirus aus Geweben klinisch
auffalliger Reptilien, die nach unklarer Pathogenesestarben, wirft unmittelbar die Frage
auf, welche Bedeutung dieses Virus fur das jeweilige kramsgeschehen hatte. Diese Frage
kann weder auf der Grundlage der nur unvollstindig bekanntenscken und
histopathologischen Daten, noch aufgrund der hier durchgefilhUntersuchungen
beantwortet werden. Wird jedoch unterstellt, dass bheudgringlichen Probennahme durch
das Staatliche Veterinaruntersuchungsamt Detmold, eineakKaméation der beprobten, und
teilweise gepoolten Reptiliengewebe mit Virus enthaken Darminhalt ausgeschlossen
werden kann, so verbleibt zumindest der Verdacht, dass nnvemeinander unabhangigen
Fallen, eine Vermehrung eines bislang nur bei Invertebratachgewiesenen Virus, in
Wirbeltiergeweben stattgefunden hat. Daraus ergibt selfridige, ob diese neuen Isolate von
[IV-6 allgemein oder evtl. nur unter bestimmten Bedingungeis, 2sB. im Zuge von
Koinfektionen mit anderen Erregern, Faktorenkrankheitenpogtimalen Haltungs-
bedingungen, aulRergewohnlichen  Stressbelastungen, akuter  doppuession,
Schadigungen der Darm-Blutschranke, u &., in der Lage sied,T@rstammschranke
zwischen Arthropoden und Vertebraten zu tiberspringen. \&élbertragungswege kommen
neben einer oralen Infektion Uber infizierte FuttertiereFrage? Ist das Virus Uber eine
madgliche reine Virusvermehrung hinaus pathogen fur inseetivertebraten? Und wenn ja,

in welcher Weise?

Alle diese weiter reichenden Fragestellungen missdvioment unbeantwortet bleiben und
erfordern eine Reihe fundierter experimenteller Untdnsngen, die den Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit sprengen wiurden. Die Durchsicht derrdtie ergibt, dass die
grundsatzliche Frage nach einer moglichen PathogenitatilVe®d fir Wirbeltiere bereits
mehrfach Gegenstand von Untersuchungen war. Ohba & AiZa®@1; 1982) fuhrten
Infektionsexperimente mitllV-6 bei FroschenRana limnocharis und LabormausenMus
musculu¥ durch. Die intraperitoneale Injektion von hochangessien Viruslosungen fuhrte

in beiden Versuchstieren innerhalb von 24 bis 37 Stunden b@ateorrhagischer Peritonitis
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und Ascites zum Tod. Durch UV-Licht inaktivierte Virudliigen waren ebenfalls letal fur
die Versuchstiere, wohingegen durch Hitze inaktivierte Vikigiyen keinerlei Effekte
zeigten. Diese Experimente fuhrten zu dem Schluss, das$adiesfalle auf eine toxische
Proteinkomponente der Viren und nicht auf die schadig®videung einer Virusreplikation
zurtckzufihren sei. Im Falle der Mause wurden neben der lodsehriebenen Peritonitis
ebenfalls Hepatitiden beobachtet und die Leber wurde daraufkindas eigentliche
LZielorgan® fur die Toxizitat des Virus diskutiert (Ohba &izawa, 1982). Eine
entsprechende toxische Wirkung auf Mause ist auchFx68, der Typspezies der Gattung
Ranavirus bekannt (Kirn et al.,, 1972; 1989; Essbauer & Ahne, 2061).3 zeigt bei
Temperaturen tUber 30 °C keine Virusreplikation in Zellkultod gilt deshalb als apathogen
fur Wirbeltiere mit hoheren Korpertemperaturen (Essbad& Ahne, 2001). Die
intraperitoneale Applikation von unbehandelten Viruslggm hochkonzentrierten
inaktivierten Viren, oder eines Gemisches loslicheusfiroteine vorrV-3 fihrt bei Mausen
zu einer degenerativen Hepatitis mit Zerstérung der von Krgafhen-Sternzellen und von
Leberendothelien. Dartber hinaus wurden auch pathologehinderungen in der Milz,
den Nieren, dem Verdauungstrakt und dem Herzen beobachiee(kal., 1989).

Es ist bislang nicht geklart, ob die in friheren Studievbhehteten toxischen Wirkungen von
Invertebraten- und Vertebraten-Iridoviren auf eine gemessaProteinkomponente
zuruckgefuhrt werden kénnen, oder aber verschiedene Ursacbemn. #ebschliel3end bleibt
zu bemerken, dass aus der Literatur bis heute keinerlei diiewauf eine mogliche
Pathogenitat vorlV-6 fur Wirbeltiere bekannt sind. Die Frage, ob die in elieérbeit
vorgestellten, ,neuen” lIV-6 Isolate Mutationen darstellen, die ein mdgliches
Erkrankungsrisiko fur insectivore Reptilien innehaben, miuidstetendlich durch eine
Abfolge von Experimenten im Sinne der klassischen ,Kochsétestulate” geklart werden,
sofern man Uberhaupt voraussetzen kann, dass es sich um @nmokausales
Infektionsgeschehen handelt. Bereits das erste Postué&t abchdem das mogliche
krankmachende Agens in jedem Fall der auftretenden Bakingnnachweisbar sein muss,
bereitet bereits Schwierigkeiten, da bislang kein speb#sdKrankheitsbild bei Reptilien
beschrieben wurde. In den vier untersuchten Fallen veestadie Patienten mit
Lunspezifischen Symptomen®, die zudem bis auf die Pneumbaieeiner der beiden
Bartagamen Fogona vitticeps und den pockenédhnlichen Hautlasionen der Kragenechse

(Chamydosaurus kingiinur unzureichend dokumentiert sind. Es liegen uns bessmee
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keine Informationen Uber den Allgemeinzustand der Tidver die Haltungsbedingungen bei
den Tierbesitzern oder tber mogliche weitere abiotische lmdasche pathogene Faktoren
vor. Weitere klinische Félle, die in einem moglichBnasammenhang mit Invertebraten-
Iridovirus-Infektionen stehen kdnnten, sind uns bisher ebemfighs bekannt geworden. Eine
klinische Studie tber das Vorkommen von Invertebrateloviren bei insectivoren Reptilien
ware deshalb u.U. wiinschenswert, erscheint aufgrund dezitiggm Fallzahl aber noch zu

wenig begrindet.

Als weiteres Vorgehen muss letztendlich Gber eineektidnsversuch bei insectivoren SPF-
Reptilien (specific pathogen free) nachgedacht werden. Aiisdén des Tierschutzes kbnnte
und musste allerdings vor der Planung und Durchfiihrung vorergrchen an Wirbeltieren
noch eine Reihe von in vitro Experimenten durchgefiihrt werddierzu gehort
beispielsweise die quantitative Untersuchung der Vipl&aion in Zellkultur in
Abhangigkeit von der Temperatur mit Angaben utber optiraatk maximale Temperaturen.
Fuar 1IV-6 wird eine Optimaltemperatur von 21 °C auf Insektenzellen wmde
Maximaltemperatur von 35 °C angegeben (Cerutti & Devaileshed80; Kelly & Robertson,
1973). Eine Virusvermehrung ware aufgrund dieses Temperediohe zumindest bei
poikilothermen Vertebraten, etwa bei suboptimalen tiH@gsbedingungen, nicht vollig
auszuschlieBen. Ein Anzuchtversuch der Isolate auf eineeiteor Spektrum von
Wirbeltierzelllinien kbnnte weitere Hinweise auf di@gtiche Empfanglichkeit verschiedener
Wirbeltierspezies gegenubdi-6 geben. Vorlaufige, bislang unveroffentlichte Ergebnisse
aus eigenen Studien belegen, dass sich sowohl GblV, dsdasclisolat ,1998“ aus der
Bartagame Rogona vitticeps auf verschiedenen Wirbeltierzellinien, wie den Frsthinien
BF-2 (bluegill fry cells-2, SonnenbarscH,epomis macrochirys EPC (epithelioma
papulosum cyprini, KarpfenCyprino carpig und CLC (carp leucocyte culture, Karpfen,
Cyprino carpig bei 20°C, sowie auf der Reptilienzelllinie VH-2 (vipeeant cells-2,
Kettenviper,Vipera russel bei 29°C vermehren lassen. Untersuchungen diesekiAriten
auf weitere Reptilienzelllinien und auf Zelllinien wvoNarmblitern (Vogel und Sauger)
ausgeweitet werden. Dartber hinaus sind Studien mit embryemieliihnereiern und - in
einem weiteren Schritt — mit embryonierten Eiern insecér Reptilien denkbar. Bei allen
diesen Untersuchungen waren parallele Ansatze mit defereRestamm vonllV-6

wiunschenswert, um zu klaren, ob sich die ,neuen Isolaté¢frem Replikationsverhalten in
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vitro oder in vivo von der bekannten Spezies unterscheidenewventuell auf Wirbeltiere

adaptierte Mutationen des Originalstammes darstellen.

Alle diese und eine Vielzahl weiterer, hier nicht angeti&cbffener Fragestellungen zeigen,
dass das Gebiet der bislang vergleichsweise wenig untersucigkeviridae auch in der
Zukunft ein lohnendes Betatigungsfeld fiir virologische Gruyetiéorscher, Okologen und
Kliniker sein kdnnte.
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5. Zusammenfassung: Isolierung und Charakterisierung von Iridoviren

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Isolierung unda@hterisierung eines Invertebraten-
Iridovirus aus kommerziell in Deutschland gezichteten Migehgrillen Gryllus
bimaculatuy mit auffallig hoher Sterblichkeit. Transmissions-etekienmikroskopische
Untersuchungen belegen das Assembly von icosaedrischemsp¥ditikeln in Form
parakristalliner Strukturen innerhalb des Zytoplasmas hyyierter Fettkorperzellen
adulter Grillen. Das infektiose Agens konnte auf der Sclamieigs-Zelllinie sf-9 kultiviert
werden. Innerhalb von 8 Tagen post infectionem zeigtenzstdpathische Effekte in Form
von Zellhypertrophie, Vakuolisierung und Zelltod. Negativntkastierte Viruspartikel
(n = 100) zeigten Dimensionen von 172 +/-6 nm (Spitze zu Jpitke148 +/- 5 nm (Seite zu
Seite). Mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese konmesghr als 20 verschiedene
Polypeptide und eine quantitativ tiberwiegende Hauptbande meinellolekulargewicht von
50 kDa unterschieden werden. Restriktionsfragment-Langelgproich enzymatischem
Verdau viraler DNA mit den EndonukleasénodRI, BanH| und Hindlll zeigten signifikante
Unterschiede zu den entsprechenden Profilen von Iridoviedrerer Vertebraten (Gattung:
Ranaviru$ wie Rana esculenta Iridovirus odérog virus 3 Ein enzymatischer Verdau mit
den Endonukleasen Mspl und Hpall zeigte, dass die virale DiNAethyliert war. Mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) konnte ein 420 bp landea-Eragment amplifiziert
werden, das 97 % Sequenzhomologie zu dem Gen des Hauptstrukiuspfotajor capsid
protein, MCP) vorinvertebrate iridescent virus @1V-6) aufwies. Die Daten weisen darauf
hin, dass dieses neue Isolat dem Geéndsvirus aus der Famili¢ridoviridae zuzuordnen ist.
Das Isolat stellt das erste in Deutschland nachgewaebarertebraten-Iridovirus dar. Zur
vorlaufigen Benennung wird der Name Gryllus bimaculatudestent virus (GblV)
vorgeschlagen.

Die Untersuchung von vier weiteren Iridoviren, die in dahrdn 1998, 1999 und 2000 aus
den Geweben von verstorbenen Reptilien der Arfeéogona vitticeps Chamaeleo
guadricornisund Chamydosaurus kingisoliert wurden, ergab zytoplasmatische DNA-Viren
mit im Vergleich zu GbIV identischen morphologischemdu molekularbiologischen
Eigenschaften. Aus den Daten wird gefolgert, dass alid tintersuchten, deutschen
Iridovirusisolate identisch sind und Variationen oder Standiee Typspezies der Gattung
Iridovirus, 11V-6, repréasentieren. Es besteht der Verdacht, dass daselmaten-Iridovirus

GblV in der Lage ist, sich in Reptilien zu vermehren.
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6. Summary: Isolation and Characterization of Iridoviruses

We describe the isolation and characterization ofratescent virus from commercially
produced colonies o&ryllus bimaculatusin Germany, which showed apparent mortality.
Transmission electron microscopy studies on adult drickgecimens revealed the
paracrystalline assembly of icosahedral virus particlethe cytoplasm of hypertrophied
abdominal fat body cells. The infecting agent could bavat#d in the lepidopteran cell line
sf-9, where it caused cytopathogenic effects such as cqlertngphy, cytoplasmic
vacuolization, and cell death within 8 days postinfectioagdively stained virus particles
(n =100) had dimensions of 172 +/- 6 nm (apex to apex) and 1%8m/{side to side). SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis of virus proteins showemtenthan 20 distinct
polypeptides with a major species of approximately 50 kDa.ly&saof the restriction
fragment length profiles from digestion of purified ViEANA with the endonucleaséscaRl,
BanHl, and Hindlll showed marked differences from the profiles of iridoses of lower
vertebrates (genuRanaviru$, e.g., Rana esculenta Iridovirus afebg virus 3 Restriction
enzyme digests with the endonuclealstsgl and Hpall indicated the lack of methylation of
viral DNA. Polymerase chain reaction led to the angation of a 420-bp gene fragment with
97 % sequence homology to the major capsid protein gelmvertebrate iridescent virus 6
(IlvV-6). The data indicate, that this new isolate, whichhes first iridescent virus reported
from Germany, belongs to the gentdovirus of the familylridoviridae. It is proposed to be

termed Gryllus bimaculatus iridescent virus (GblV).

The investigation of four other iridescent-like virusesahhivere obtained in 1998, 1999 and
2000 from various tissues of three reptile species, Bagona vitticeps Chamaeleo
guadricornis and Chamydosaurus kingiirevealed cytoplasmic desoxyriboviruses with the
exact morphological and molecular biological charasties of the formerly described GblV.
We conclude that all five isolates of iridescent-likeusegs from Germany are identical and
represent variants or strains of the type species efgdnuslridovirus, 11IV-6. The data

indicate, that GblV, an invertebrate iridescent virsigble to replicate in reptiles.
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