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Abkurzungsverzeichnis

293-Zellen: permanente Zelllinie, humane embryonale Nierenzellen

a-8474: Hyperimmunserum, das gegen das MAS-Isolat 8474DP4-6 gerichtet ist
a-8501: Hyperimmunserum, das gegen das MAS-Isolat 8501DP4-6 gerichtet ist
a-8588: Hyperimmunserum, das gegen das MAS-Isolat 8588DP4-6 gerichtet ist
a-8914: Hyperimmunserum, das gegen das MAS-Isolat 8914DP4-6 gerichtet ist
Abb.: Abbildung

AGP: Agargelprazipitationstest

a-K: Hyperimmunserum, das gegen einen K-Stamm gerichtet ist

Aqua bidest.: Aqua bidestillata

ARV: aviare Reoviren

a-S1133: Hyperimmunserum, das gegen den Stamm S1133 gerichtet ist

ATP: Adenosintriphophat

bzw.: beziehungsweise

ca.: circa

Ca: Calcium

CD4+-Zellen: T-Helferzellen

CD8+-Zellen: cytotoxische T-Zellen

CMC: Carboxymethylcellulose

cpE: cytopathischer Effekt

Da: Dalton

DMSO: Dimethylsulfoxid

DNS: Desoxyribonukleinsaure

dsRNS: Doppelstrang-Ribonukleinsaure

EDTA: Ethylendiamintetraacetat

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay

ER: endoplasmatisches Retikulum

ERS: enteric reovirus strain

FC-Stamm: ARV-Stamm Fahey-Crawley, benannt nach seinen Entdeckern
FITC: Fluorescein-5-isothiocyanat

FKS: fotales Kalberserum

g: Gramm

GOT: Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
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H,0,: Wasserstoffperoxid

HD11-Zellen: permanente Zellinie, Hihnermakrophagen
HEF (engl.: CEF): Hihnerembryofibroblasten

HEL (engl.: CEL): Hihnerembryoleberzellen

HeLa-Zellen: permanente Zellinie, humane Epithelzellen eines Cervixkarzinoms
HEN: Hihnerembryonierenzellen

HN: HUhnernierenzellen

IBV: Virus, das infektidose Bursitits auslost

ISVPs: intermediare subvirale Partikel

ludR: loduracildesoxyribosid/ Idoxuridin

KCI: Kaliumchlorid

kDa: Kilodalton

KH,PO4: Kaliumdihydrogenphosphat

L929: permanente Zelllinie, Mausefibroblasten

MAKs: monoklonale Antikorper

MAS: Malabsorptionssyndrom

MAS-Isolate: Isolate aus Tieren mit Malabsorptionssyndrom
MEM: Minimal essential medium

Mg: Magnesium

min: Minute(n)

ml: Milliliter

Mn: Mangan

MRNS: Messenger-Ribonukleinsaure

MRV: mammalian reoviruses, Reoviren der Sauger
Na;HPO4 x 2 H,O: Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
NaCitrat: Natriumcitrat

NaCl: Natriumchlorid

NaHCO3: Natriumhydrogencarbonat

NBCS: newborn calf serum, Kalberserum von Neugeborenen
NLS: nuclear localization signal

NO: Stickstoffmonoxid

NS: non structural/ nicht strukturbildend

NTP: Nukleosidtriphophat

OPD: O-Phenylendiamin-Dihydrochlorid
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ORF: open reading frame

p.i.: post infectionem

PBS: phophate buffered saline

PCR: polymerase chain reaction/ Polymerasekettenreaktion
pH: pondus Hydrogenii

pl: isoelektrischer Punkt

POD: Peroxidase

RNS: Ribonukleinsaure

RT: Raumtemperatur

R-Werte: Relatedness-Werte

SPF: spezifisch pathogenfrei

ssRNS: Einzelstrang-Ribonukleinsaure

Tab.: Tabelle

TGF-B: transforming growth factor- 8

UTP: Uridintriphosphat

Vero-Zellen: permanente Zellinie aus normalen Nierenzellen Griner Meerkatzen

pl: Mikroliter
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1 Einleitung

Aviare Reoviren (ARV) sind seit langem als Erreger von Tenosynovitis in
Broilerherden bekannt (187). Daruber hinaus spielen sie eine Rolle bei
Darmerkrankungen und werden haufig aus Tieren isoliert, die vom
Malabsorptionssyndrom (MAS) betroffen sind (70). Dabei wird ihnen eine wichtige
Rolle in der Atiologie zugeschrieben. Besonders empfanglich sind Tiere in den ersten
zwei bis drei Lebenswochen (73). Die Gewichtszunahme ist dabei beeintrachtigt, und
es ist ein starkes Auseinanderwachsen der Herden zu beobachten (11, 84, 128).
Trotz Erholung von den Krankheitszustanden mit zunehmendem Alter haben die
Tiere zum Schlachtzeitpunkt noch immer Untergewicht bei hohen Verwurfraten im
Schlachtprozess. Der 6konomische Schaden ist daher erheblich (11).

Neben verbesserten Hygienemalinahmen hat sich insbesondere die Vakzinierung
von Elterntierherden als Hauptbekampfungsmethode herausgebildet, um die
Nachzucht durch vertikal Ubertragene, maternale Antikérper vor frihen Infektionen
mit ARV zu schitzen. Bei der Bekdmpfung von Tenosynovitis konnten damit gute
Erfolge erzielt werden. Jedoch trat das MAS trotz Vakzinierung immer wieder auf;
dabei konnten regelmallig aviare Reoviren isoliert werden (187).

In Suddeutschland wurden ebenfalls aviare Reoviren aus Broilern isoliert, die aus
vom MAS betroffenen Herden stammten (148). Die Elterntiere waren mit dem
Vakzinestamm S1133 und stallspezifischen Stammen unter Einhaltung
verschiedener Vakzineprotokolle gegen Reoviren immunisiert worden.

Daraus leitete sich die Fragestellung ab, ob es sich bei den Isolaten um Varianten
handele, die den Impfschutz unterlaufen kénnen.

Als Untersuchungsmethode, die auch feine antigenetische Unterschiede detektieren
kann, wurden dazu Kreuzneutralisationstests in Form von Plaquereduktionsassays
ausgewahlt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollten eine Interpretation

hinsichtlich antigenetischer Verwandtschaftsgrade sowie Impfstrategien erméglichen.
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2 Literatur

2.1 Geschichte der aviaren Reoviren

Aviare Reoviren wurden erstmals 1954 aus Huhnern mit chronischen
Atemwegserkrankungen isoliert (34). Dieses Agens wurde 1967 in lItalien als
Reovirus charakterisiert (130) und induzierte 1972 im Tierversuch Tenosynovitis
(126). Ende der 50er Jahre wurde ein Synovitis erzeugendes Agens isoliert (124). In
Arthritis-Fallen fand man ein virales Agens (125), das 1972 elektronenmikroskopisch
als Reovirus identifiziert wurde (198). Bald wurden weltweit Reoviren aus
Tenosynovitis-Fallen isoliert. 1976 gab es erste Versuche zur Entwicklung einer
Lebendvakzine aus dem Connecticut-lsolat S1133 (189). 1978 wurde in den USA
eine erste Reovirusvakzine zugelassen (187).

Ab den spaten 60er Jahren fand man auch im Zusammenhang mit Reoviren
stehende Darmerkrankungen (86). AuRerdem wurden Reoviren im Zusammenhang
mit Myocarditis und Hepatitis isoliert.

In den spaten 70er Jahren wurden erste Ausbriche des Malabsorptionssyndroms
beschrieben (85), Anfang der 80er Jahre fand man dieses Syndrom weltweit vor. Seit
1981 (191) wurden immer wieder Reoviren aus erkrankten Tieren isoliert. Jedoch
kommt es trotz Einbeziehung lokaler Isolate in Vakzineprogramme bis zum heutigen
Tag immer wieder zu Feldausbrichen. Im Jahr 2001 fand man in Polen ein Reovirus-
Isolat, das sowohl zentralnervose Symptome als auch hohe Mortalitat ausloste (192).
Es wurde serologisch in eine Gruppe von ERS-Stdmmen, ,enteric reovirus strains®,

eingeordnet.

2.2 Klassifizierung von ARV

Aviare Reoviren sind eine von funf Spezies — neben Reoviren der Saugetiere (MRV),
Nelson Bay Virus, Baboon Reovirus und Reoviren der Reptilien — innerhalb der
Gattung Orthoreovirus. Diese wiederum gehort zur zwolf Gattungen zahlenden

Familie Reoviridae (7).
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Obwohl aviare Reoviren denen der Sauger in vieler Hinsicht ahnlich sind, gibt es
doch auch wesentliche Unterschiede, nicht nur das Wirtsspektrum betreffend. Aviare
Reoviren haben keine Hamagglutinations-Eigenschaft (58, 79), wie sie den Reoviren
der Sauger zukommt, sind aber im Gegensatz zu diesen fahig zur Induktion von
Zellfusion und Synzytiumbildung.

Antigenetisch lassen sie sich nicht wie Reoviren der Sauger in drei klar abgrenzbare
Serotypen untergliedern (7). Antiseren gegen aviare Reoviren neutralisieren
diejenigen der Sauger nicht. Das Migrationsmuster der Gensegmente und Proteine in

der Gelelektrophorese unterscheidet sich ebenfalls (49).

2.3 Erkrankungen

Zwei grof3e Erkrankungskomplexe bei HUhnern werden mit aviaren Reoviren in
Verbindung gebracht. ARV gelten als atiologische Ursache infektidser Tenosynovitis,
aullerdem wird ein Zusammenhang von Reoviren und dem Malabsorptionssyndrom
angenommen. Weiterhin treten vielfaltige Organschadigungen alleine oder
kombiniert auf.

Bei vielen Versuchen wurden lIsolate in drei Pathogenitatsstufen unterteilt (18, 141,
142). Regelmaliig ist Mortalitat bei mit ARV infizierten Tieren beobachtbar, zwischen
8 (142) und 100 % (90, 172), abhangig von Virusstamm, -dosis, Alter der Tiere bei
Infektion und Applikationsart. Insbesondere bei sehr jungen Tieren und parenteraler
Applikation sind Todesfalle gehauft zu verzeichnen. Bei hoher Dosierung konnte
selbst ein stark attenuierter Vakzinestamm Mortalitat hervorrufen (48). Die Mortalitat
tritt vor allem zwischen drei und neun Tagen nach Infektion auf (48, 98). Aviare
Reoviren konnten jedoch auch aus klinisch gesunden Tieren isoliert werden (115). In
Kiken oder Embryonen verbracht, waren allerdings auch solche Isolate fahig,
Mortalitat hervorzurufen (115).

Ein polnischer Reovirusstamm |0ste zentralnervose Symptome aus und verursachte
hohe Mortalitat (186).
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2.3.1 Tenosynovitis

2.3.1.1 Allgemeines

In den 70er und 80er Jahren traten gehauft Beinschwache, insbesondere Sehnen-
und Gelenkentzindungen in Broilerfarmen auf (23, 189, 191, 198). Aus betroffenen
Tieren wurde Virus isoliert, das als Reovirus charakterisiert werden konnte und
identische Schaden im Tierversuch hervorrief. Der US-amerikanische Stamm S1133
ist vielleicht der bekannteste. Er wurde spater haufig — auf unterschiedliche Weise
attenuiert - als Vakzinestamm eingesetzt (189).

Jedoch koénnen auch Reoviren, die aus Tieren mit MAS oder Durchfall isoliert
wurden, Tenosynovitis auslésen (191). Die Schaden sind haufig nicht auf Sehnen
und Gelenke beschrankt: auch andere Organe wie Leber und Herz werden
regelmaldig beeintrachtigt (42, 69, 73, 75, 81, 90).

Virusisolationen sind besonders haufig aus dem hypotarsalen Sesambein, den
Sehnen der Zehenbeuger (104), der Achillessehne (bis 22 Wochen nach Infektion)
(104, 141) und dem Gelenkknorpel des Intertarsalgelenks (48) moglich und
resultieren in hohen Virustitern. Deshalb sind insbesondere Sesambein und
Gelenkknorpel die Gewebe der Wahl bei diagnostischer Probenentnahme. Weniger
haufig und mit geringeren Titern ist Reovirus aus Femurkopf, Gelenktupfern und
Synovialmembran des Intertarsalgelenks reisolierbar (74).

In den Gelenken konnte die Induktion eines mit Arthritis korrelierenden Faktors
nachgewiesen werden, der zum Spleilen von mRNS proinflammatorischer Chemo-
und Cytokine bendtigt wird und eventuell eine immunpathologische Rolle bei ARV-
Arthritis spielt (35).

Als klinische Symptome werden vor allem Beinschwache (23, 138),
Bewegungsunlust (74, 142, 205) sowie eine verzogerte Gewichtszunahme
beschrieben (48, 57, 90, 142, 172). Auch Mortalitdt kann auftreten, insbesondere im
Zusammenhang mit einer Schadigung der Leber (98). Bei Elterntieren war ein Abfall
der Eiproduktion und eine reduzierte Schlupffahigkeit bei Bruteiern Uber einen

Zeitraum von sieben bis acht Wochen beobachtbar (23).
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2.3.1.2 Pathogenese/ Pathologie

Nach Infektion mit avidaren Reoviren entwickeln sich Schaden verschiedenster Art an
den Standern, die am gravierendsten und schnellsten nach Injektion in die
Zehenballen (73) oder auch intra-artikular auftreten. Von einer anfanglichen
Odematosen Schwellung an den Zehenballen (35, 138) breiten sich
Entzindungsreaktionen Uber den gesamten Stander aus und erfassen auch den
kontralateralen Stander (73). Vor allem die Achillessehne und die Sehnen der
Zehenbeuger sind betroffen, einschlielllich der umgebenden Sehnenscheiden (22,
74, 75). Sehnen und Sehnenscheiden erscheinen verdickt, 6dematds bzw. auch
vermehrt gefullt (48, 73, 81, 141). Zwischen den Sehnen und in den Sehnenscheiden
findet sich ein gelblich-braunes, gelatindses Exsudat (73). In schweren Fallen treten
ca. drei bis vier Wochen nach Infektion sogar Sehnenfusionen und —rupturen auf (73,
74,81, 90, 178, 205).

Die Gelenke sind ebenfalls betroffen, insbesondere das Intertarsalgelenk (35, 75,
178). Etwa zwei Wochen nach Infektion findet sich eine vermehrte Fillung (48, 90).
Die Gelenkkapseln sind verdickt und die Gelenkhdhle kann mit serds-blutigem
Exsudat geflillt sein (176). Am Gelenkknorpel kénnen — ca. sechs bis acht Wochen
nach Infektion — Erosionen auftreten (69, 73, 74, 81, 178). Darauffolgend kann sich
eine fibrose Ankylose entwickeln (81). Die normale Entwicklung von Sesambeinen

kann ausfallen, und manchmal treten Femurkopffrakturen auf (138, 191).

2.3.1.3 Histologie

An Sehnen und Gelenken konnen zahlreiche histologische Veranderungen
beobachtet werden, wobei die Zeitangaben — Tage oder Wochen nach Infektion bis
zum Auftreten der jeweiligen Veranderung — stark variieren.

Das Paratendineum ist verdickt mit Hyperplasie des fibrosen Bindegewebes (176,
177), insbesondere die Achillessehne betreffend. Spater erfassen diese
Veranderungen auch das Peritendineum (176). Sowohl das Sehnengewebe selbst
als auch Sehnenscheiden werden mit Makrophagen, Lymphozyten, heterophilen
Granulozyten und Plasmazellen infiltriert (73, 75, 141, 176, 177), gelegentlich bilden
sich auch lymphoide Follikel (69, 73, 81). Kollagenfasern kdnnen irregular

angeordnet sein (69). Zwischen Para- und Peritendineum kénnen sich Adhasionen
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entwickeln (177). Synoviozyten und Fibroblasten der Sehnenscheiden sind
hyperplastisch. Teilweise konnte eine Einlagerung von Erythrozyten in Form
hamorrhagischer Bander beobachtet werden (73). In schweren Fallen bildet sich
Faserknorpel in oder um Sehnen aus (81). Sehnenscheiden enthalten fibrindses
Exsudat und weisen granulomatdse Veranderungen auf (81).

Die Synovialmembranen der Gelenke, die zottenformige Auswuchse entwickeln (73,
75, 81), sind sowohl hypertrophisch als auch hyperplastisch (48, 69, 73, 81, 117,
131, 177) und zeigen Infiltration mit Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen und
heterophilen Zellen (69, 73, 81, 90, 117). Auch petechiale Blutungen kdénnen
auftreten (69, 81). Die Gelenkhohlen sind mit Entzlindungszellen und abgeschilferten
Synoviozyten angefullt (81, 90). Die Wande von Blutgefal3en sind verdickt (75).
Beobachtbar sind auch erhdhte Osteoklastenzahlen und Periostitis (81); das
Knochenmark wird teilweise durch Retikulozyten ersetzt (81). Die Wachstumszonen
im proximalen und distalen Tibiotarsus weisen manchmal eine verengte,
ungleichmalige Struktur auf (81).

Bei elektronenmikroskopischen Betrachtungen scheinen subsynoviale Fibroblasten
der Ort der Virusreplikation zu sein. Die Zellen bilden cytoplasmatische Vakuolen
aus. Lipidansammlungen im Cytoplasma haufen sich. Es zeigen sich ein besonders
prominentes granuladres endoplasmatisches Retikulum und rupturierte Mitochondrien.

Viele Blutgefalie sind obstruiert und verschlossen (199).

2.3.2 Leber

2.3.2.1 Alilgemeines

In vielen Fallen von Reovirus-Infektionen wird — neben anderen Organen — auch die
Leber in Mitleidenschaft gezogen. Dabei ist die Mortalitatsrate haufig assoziiert mit
dem Schweregrad der hervorgerufenen Lebernekrose (75). Ein Isolat aus einem
Tenosynovitis-Fall verursachte im Tierversuch vorwiegend nekrotisierende Hepatitis
ohne Tenosynovitis (98). Eine Virusreisolation war in einem Versuch durchgangig bis
zu einer Woche nach Infektion mdglich, dartber hinaus nur noch manchmal bzw. bei

hochpathogenen Isolaten auch weiterhin bis zum Experimentende (142).
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2.3.2.2 Pathologie und Histologie

Aufgefunden werden geschwollene (90), gefleckte (176), gelbbraun verfarbte (90)
und vergrol3erte (98, 186) Lebern mit weil3en oder gelblichen Herden (108, 176, 186,
192) sowie mitunter ausgedehnten Hamorrhagien. Teilweise sind petechiale
Blutungen sichtbar (75). Bei den Veranderungen handelt es sich um nekrotisierende
Hepatitis (98) mit Herden von Koagulationsnekrosen (117, 177). Dabei sind sowonhl
um die Herde als auch periportal Infiltrate mit mononuklearen Zellen, heterophilen
Granulozyten, Makrophagen, Plasmazellen und Lymphozyten zu erkennen (90, 176,
177, 186). Auch Fettablagerungen (142) und fettig bzw. hydropisch degenerierende
Hepatozyten (69, 98) kommen vor. Viele hyalinisierte Polykaryozyten mit
pyknotischen Kernen (98) und vakuolisierte Hepatozyten (69, 117) treten auf. Auf
zellularer Ebene finden sich  geschwollene  Mitochondrien, reduzierte
Glykogengehalte und vermehrt Lipidtropfen im Cytoplasma (98). Daneben zeigen
sich auch subkapsulare eosinophile Nekrosen. Auch Perihepatitis kann vorkommen

(142). Nach funf bis sechs Tagen setzt Regeneration ein (98).

2.3.3 Herz

Haufig gehen Reovirusinfektionen mit Peri- (57, 73, 115, 117, 142, 177, 192), Epi-
(42, 176, 177) und Myokarditis (42, 73, 81, 115, 177) einher. Der Herzbeutel kann
flussigkeitsgefullt sein (186). Infiltration mit mononukledren Zellen, heterophilen
Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen wird beobachtet (73,
81,117, 176, 177), daneben finden sich mitunter Nekroseherde im Myokard (177).

2.3.4 Milz

RegelmalRig wird auch eine Schadigung der Milz im Zusammenhang mit
Reovirusinfektionen beobachtet. Dabei sind vor allem hochpathogene Isolate aus der
Milz reisolierbar (77, 141, 192), meist aber in eher geringen Titern (83). Die Milzen

erscheinen vergrofRert und mitunter 6dematisiert (81, 90, 186).
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Dabei finden sich sowohl eine Hyperplasie des Lymphgewebes (81, 90, 176) mit
Ausbildung lymphoider Aggregate und Follikel im Milzparenchym (90) als auch eine
Hyperplasie retikulo-endothelialer Zellen (81). Die Stromazellzahl ist erhdht (90, 176).
Hyperplastische Stromazellen zeigen vesikulare Kerne, prominente Nukleoli und
teilweise Vakuolen im Cytoplasma (90). Auch Herde von Koagulationsnekrose sind
erkennbar (57, 117, 176, 186). Die periarteriolaren Scheiden sind haufig verdickt
(177).

2.3.5 Bursa Fabricii

Hochpathogene Reovirusisolate sind auch aus der Bursa Fabricii reisolierbar (141,
192). Dabei ist vor allem Bursa-Atrophie zu beobachten (176, 177). Hierbei kommt es
intrafollikulér zu Fibrose (81) sowie zum Schwund lymphoider Zellen (81, 117, 141,
165, 177). Im Parenchym finden sich multifokale Infiltrate von heterophilen

Granulozyten (117, 177). Auch Nekroseherde wurden schon beobachtet (57).

2.3.6 Thymus

Hochpathogene Isolate sind im Tierversuch aus dem Thymus reisolierbar (141, 192).
Im Thymus selbst finden sich entzlndliche Infiltrate (176). Die Rindenstarke nimmt
ab und die Rinde-Mark-Differenzierung wird unklar (128, 141). Thymuslappen weisen
kleine, durchscheinende, rotbraune bis rote Knoten auf (128). In Rinde und Mark

geht die Zahl der Lymphozyten zurtck (141).

2.3.7 Darm

Infektionen mit Reovirus aus Tenosynovitis- und Malabsorptionssyndrom-Fallen
konnen eine Darmschadigung zur Folge haben. An dieser Stelle wird nur auf die
Schaden eingegangen, die aus einer reinen, experimentellen Reovirus-Infektion

resultieren. Das Malabsorptionssyndrom wird gesondert behandelt.
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Das Ausmal} der Schaden ist dabei abhangig von der Virulenz des jeweiligen Isolats.
Etwa eine Woche nach Infektion tritt Regeneration ein (165). Bis dahin ist Virus aus
dem gesamten Darm inklusive der Caecaltonsillen isolierbar, spater seltener (72, 77,
141, 142, 192). Hochste Titer aus Kloakentupfern ergeben sich ein bis funf Tage
nach Infektion (83). Es werden erweiterte, blasse Dinndarme mit wassrigem oder
mukosem Inhalt vorgefunden (165). Eine Atrophie der Darmzotten (138, 142) und
Hypertrophie der Lieberkihn'schen Krypten kann beobachtet werden (142). Das
Zottenepithel unterliegt einer vakuolaren bis ballonierenden Degeneration (2, 165).
Hierbei kann sich das Epithel vollstandig von der Zottenspitze ablésen (165).
Hauptsachlich betroffen sind Jejunum und lleum (165). Zusatzlich ist eine Infiltration
der Lamina propria mit Lymphozyten beobachtbar (138, 142) sowie eine Hyperplasie

lymphoiden Gewebes in den Caecaltonsillen (81).

2.3.8 Pankreas

Nach Infektion mit Reoviren ist Virus teilweise auch aus dem Pankreas reisolierbar,
abhangig vom Isolat und Uber einen Zeitraum von etwa vier bis 14 Tagen nach
Infektion (73, 142, 192). Das Pankreas kann blass aussehen und kleiner erscheinen

als bei uninfizierten Tieren (83). Manchmal tritt Pankreasnekrose auf (176).

2.3.9 Osophagus und Magen

Mitunter kann Reovirus aus Osophagus, Drisen- und Muskelmagen wenige Tage
nach Infektion reisoliert werden, allerdings mit meist eher geringen Titern (83, 104).
Der Drisenmagen kann dabei vergrofiert sein (138) und sein Epithel Nekroseherde
aufweisen (57). Auch kann es dort zu einer Hyperplasie des Lymphgewebes

kommen (81).
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2.3.10 Nieren

Im Zusammenhang mit Reovirusinfektionen (77, 83, 192), jedoch auch bei klinisch
gesunden Huhnern (115) konnte Virus (re-)isoliert werden. Selten wurden Nephritis

oder Hamorrhagien in der Niere beobachtet (57).

2.3.11 Geschlechtsorgane

Ohne dass diese Auffalligkeiten aufwiesen, konnte Reovirus vier Tage nach Infektion
aus allen weiblichen Geschlechtsorganen reisoliert werden, aus dem Eileiter z.T.

auch noch zwei Wochen nach Infektion (104).

2.3.12 Blut und Knochenmark

Sowohl aus Blut als auch aus Knochenmark (195) konnte Reovirus nach Infektion
isoliert werden, dabei aus Erythrozyten erstmals 24 Stunden nach Infektion mit
einem Peak 30 Stunden nach Infektion und bis zu funf Tage lang, aus dem Plasma
ebenfalls bis funf Tage nach Infektion. Die Erythrozyten waren allerdings nicht
gewaschen worden. Aus mononuklearen Zellen konnte Virus bis sieben Tage nach
Infektion reisoliert werden. Die Viramie erschien dabei vor allem plasma-assoziiert zu
sein und bis zu zehn Tage nach Infektion anzuhalten, teilweise assoziiert an

mononukleare Zellen (83).

2.3.13 Respirationstrakt

Aviare Reoviren wurden erstmals aus dem Respirationstrakt isoliert (34). Immer
wieder ist Reovirus nach Infektion aus der Mukosa und Submukosa der Trachea (77,
104, 141, 142), dem Bindegewebe der Nasenmuschel (104), aus Larynx (104),
Luftsacken (104) und Lunge (77, 104) reisolierbar. Teilweise wird Aerosacculitis

beobachtet (23, 142). Die Lunge kann dunkelrot verfarbt sein und eine Infiltration mit
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heterophilen Granulozyten und Lymphozyten intralobular sowie in peribronchialen

Lungenbezirken aufweisen (77).

2.3.14 Gehirn und Nervensystem

In einer alteren Studie mit einem arthritisproduzierenden Reovirus fanden sich eine
Woche nach Infektion perivaskular Lymphozytenansammlungen im Gehirn (81). In
den Niederlanden wurde ein Reovirus-Stamm aus Polen beschrieben, der
zentralnervose Symptome ausloste und von Tag drei bis zehn nach Infektion aus
dem Gehirn reisolierbar war. Dabei konnte Antigen im Plexus chorioideus, in einem
Spinalganglion und im Bindegewebe um den Ischiasnerv nachgewiesen werden, was
an den Serotyp T1 von Reoviren der Sauger in Mausen erinnert (185).
Veranderungen im Gehirn umfassten dunkelrote Areale im kaudalen Teil der
Grol3hirnhemispharen. Perivaskular fanden sich Gliose-Herde. Windungen des
Plexus chorioideus erschienen von Kongestion erfasst. Im anhangenden
Bindegewebe eines Spinalganglions fanden sich Entzindungserscheinungen,
innerhalb des Ganglions Gliazellaggregate und Infiltration mit mononukledren Zellen
(186).

2.3.15 Schaden an bebriiteten Huihnereiern

Nach Beimpfung bebruteter Huhnereier tritt — meist ein bis sieben Tage nach
Infektion — Mortalitat ein (58, 138). Der Zeitpunkt des Absterbens ist dabei mit der
verwendeten Virusdosis korrelierend (72, 172). Bei Dottersackbeimpfung sterben die
Embryonen schneller ab als bei Beimpfung Uber die Allantoishdhle oder die
Chorioallantoismembran (58, 138, 172). Wahrend eine Studie hochvirulente und
weniger virulente Isolate anhand der bebriteten Eier unterscheiden konnte (138),
fanden andere keine Unterschiede vor (142).

Die Embryonen erscheinen insgesamt hamorrhagisch (42, 58), teilweise gelblich
verfarbt (43) und leicht verzwergt (42, 114, 115). Die Chorioallantoismembran ist
graulich verdickt (191) und nekrotisch (58, 115), es finden sich hamorrhagische

Stellen (114), graulichweil3e Pocken (114, 178) und gestaute, gewundene Blutgefale
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(114, 115). Die Lebern weisen gelblich-weilke Nekroseherde auf (43, 58) und
erscheinen grunlich verfarbt (114, 115). Teilweise treten Riesenzellen auf (43). Die
Endothelzellen der Sinusoide erscheinen geschwollen (43), im Lumen der Sinusoide
finden sich heterophile Granulozyten, Monozyten und Kupffer-Sternzellen (43), um
die Leberpforte auch vermehrt eosinophile Granulozyten (115). Die Gallengange
beinhalten Zelltrimmer (115). Die Milz erscheint vergrofRert (114, 115) mit
Zellnekrosen, Riesenzellbildung und Infiltration mit eosinophilen Granulozyten (43).
Der Drisenmagen weist eine Hyperplasie der Epithelzellen auf (58) sowie Infiltration
mit heterophilen Granulozyten, letzteres auch das exokrine Pankreas, das Myokard

sowie intralobular die Lungen (43). Es kann Perikarditis auftreten (114, 115).

2.3.16 Malabsorptionssyndrom

2.3.16.1 Allgemeines

Seit den 80er Jahren tritt vor allem in Broilerfarmen ein Krankheitskomplex auf, der
mit verschiedenen Namen belegt wird: Malabsorptionssyndrom, Runting-Stunting-
Syndrom, Helikopterkrankheit, Brittle Bone Disease oder Pale Bird-Syndrom (105).
Der Zustand st dadurch gekennzeichnet, dass die Herden stark
auseinanderwachsen (11, 84, 128) und die Gewichtszunahme deutlich verringert ist
(84, 105, 106, 143, 163, 164, 213). Die Tiere fressen Einstreu, die Kloake ist
verschmutzt (46). Es findet sich unverdautes Futter im Kot. Dabei werden gelblich-
orange, mukoide Exkremente ausgeschieden (45, 84). Viele Tiere haben ein pralles
Abdomen (11). Mitunter sind die Mortalitatsraten hoch. Auch Osteoporose kann
auftreten (105). Das Umfiedern vom juvenilen zum Adultgefieder ist verzogert, die
Schwingen bilden sich nur unregelmafig und ungleichmallig aus (11, 45, 84, 105,
143, 163, 164). Insgesamt wirken die Tiere blass und wenig pigmentiert (45). Auch
nach Erholung haben die Tiere zum Schlachtzeitpunkt immer noch Untergewicht,
sodass grof3e Okonomische Verluste eintreten (11). Im Plasma betroffener Tiere
findet sich eine erhdhte Aktivitat der alkalischen Phosphatase sowie eine erniedrigte

Karotenoid-Konzentration (105).



Literatur 21

2.3.16.2 Atiologie

Das Syndrom ist im Tierversuch durch orale Gabe von Darmhomogenisaten
erkrankter Tiere reproduzierbar (4, 11, 84, 106, 135, 163, 213). Bereits dabei kann
die Auspragung allerdings unterschiedlich stark sein (164). Umstritten ist jedoch,
welcher Erreger hauptverantwortlich fur die Krankheitszustande ist. Eine Vielzahl von
Bakterien und Viren konnte in Darmhomogenisaten erkrankter Tiere aufgefunden,
wenn auch nicht immer eindeutig bestimmt werden: Adenoviren (4), aviares
Nephritis-Virus (45, 135), Enterovirus-612 (45), IBV (infektidse Bursitis auslésendes
Virus) (106), Bakteriophagen (106), enterovirus-ahnliche Partikel (37, 103, 164),
Enterokokken (106, 135), Staphylococcus cohnii ssp. urealyticum (106), Bacillus
licheniformis (106), verschiedene E.coli-Stamme (106, 166), Proteus mirabilis (106),
Clostridien (106, 135), Bacteroides fragilis (106) sowie auch Protozoen (45).
Aufgefundene Bakterien zahlen jedoch Uberwiegend zur normalen Darmflora.
Bakteriophagen gelten ebenfalls als apathogen (106).

Sehr haufig konnten Reoviren aufgefunden oder auch isoliert werden (4, 45, 46, 106,
128, 135, 164, 166). Jedoch losten Reovirus-Isolate im Tierversuch meist zwar eine
verzogerte Gewichtszunahme und Darmschadigungen aus, nicht jedoch das
Syndrom in seiner vollen Auspragung (2, 4, 84, 106, 138, 158, 165, 176). Fir ein aus
Polen stammendes Isolat, das in eine Gruppe von ,enteric reovirus strains®
eingeordnet wurde, wurde allerdings die Induktion des Malabsorptionssyndroms
beschrieben (192).

In anderen Versuchen konnten weder Bakterien (106, 166) noch aviares Nephritis-
Virus oder Chicken Anemia Agent das Malabsorptionssyndrom voll induzieren, der
Effekt war sogar geringer als bei Reovirus (135, 158). Enterovirus-ahnliche Partikel
fanden sich beim Vergleich verschiedener Darmhomogenisate nicht in demjenigen,
das die schwersten Schaden hervorrief (164).

Es erscheint daher wahrscheinlich, dass verschiedene Faktoren zu diesem Syndrom
beitragen und Reoviren hier eine Trigger-Rolle spielen, wobei einzelne

hochpathogene Isolate auch alleine schwere Darmschaden auslosen konnen.
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2.3.16.3 Pathologie

Verschiedene Organe werden in betroffenen Tieren verandert vorgefunden. Die
Darmlangen sind groRer als bei gesunden Tieren (135), die Darme enthalten
teilweise unverdautes Futter und gelblich-orangen Schleim (45). Dinndarme sind
blass (45, 164) mit geschwollenen Wanden (143), und Dunn- und Blinddarme sind
haufig mit wassrigem Inhalt gefullt (46, 143). Der Driusenmagen kann vergrof3ert (45)
und 0dematds sein (164). Die Leber ist verfarbt und entzindlich verandert, die
Gallenblase erweitert (45). Das Pankreas weist teilweise dinnere Lappen auf und ist
kleiner als bei gesunden Tieren (135, 164). Verschiedene Knochenveranderungen
konnen auftreten: Femurkopfnekrose, Fraktur des Femurhalses, Dyschondroplasien
der Tibia und verbogene Sterni (135, 164).

2.3.16.4 Histologie

Am charakteristischsten sind die Veranderungen im Dunndarm, vor allem im
Jejunum und lleum. Die Darmzotten kdnnen atrophiert, verkirzt und fusioniert sein
(45, 46, 84, 135, 163, 164, 213). Enterozyten unterliegen teilweise einer vakuolaren
Degeneration (84, 163, 164, 213) und weisen cytoplasmatische Einschlusse
(Virusaggregate) sowie vermehrt Vakuolen auf (37).

Die Lamina propria zeigt eine zunehmende Zahl von Fibroblasten, CD8+-T-Zellen
(cytotoxische T-Zellen) (163), weitere Lymphozyten, Makrophagen und heterophile
Granulozyten (37, 135, 163, 164, 213). Die Lieberkihn-Krypten sind dilatiert (45,
106, 213), vertieft und cystisch verandert (37), das Kryptenepithel hyperplastisch
(163, 164), teilweise einer ballonierenden Degeneration unterliegend (46) und mit
zahlreichen intraepithelialen Leukozyten durchsetzt (45, 46). Das Lumen der Krypten
und Zysten, das mitunter keinen Kontakt zum Darmlumen mehr besitzt (135), ist
angefullt mit Entzindungszellen, abgeschilferten degenerierenden oder nekrotischen
Epithelzellen, Mukopolysacchariden und Zelltrimmern (37, 45, 46, 84, 135, 163).
Kleine Zysten in den Lieberkihn-Krypten sind umgeben von epithelialen Zellen und
Myofibroblasten, jedoch nicht von einer Basalmembran (37); groRe Zysten weisen
kuboidale bis squamdse Epithelzellen mit Basalmembran auf, darunter liegen

Fibroblasten, Kollagenfasern und nur wenige Drisenzellen (37, 135). Spater
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verschwinden viele Krypten ganz; das Darmgewebe regeneriert sich ab etwa zwei
Wochen nach Infektion (84, 213).

Im Drusenmagen finden sich degenerierte, cystische Drusen sowie Infiltrationen mit
Entzindungszellen (164).

Die Leber enthalt zentrolobulare Nekroseherde (45), die Gallengange sind
hyperplastisch (45). Es finden sich Anzeichen fur Pericholangitis (45).

In Niere und Pankreas treten interstitielle Infiltrate von Lymphozyten auf (84, 106).
Letzteres kann noch andere Veranderungen zeigen: Azinuszellen sind nekrotisch
und die Lumen der Azini erweitert. Es kann Fibroplasie auftreten und
Zymogengranula konnen verschwinden. Die Ausfihrungsgange sind irregular
gestaltet, etwa in Form vieler kleiner Gange; sie konnen erweitert oder auch
obliteriert sein. In ihrem Lumen, dessen Epithelzellen nekrotisch sein kdnnen, finden
sich heterophile Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten sowie Zelltrimmer
(128, 135, 164). Pankreasveranderungen wurden vor allem bei Feldausbrichen,
kaum bei experimenteller Infektion beobachtet (135).

In der Bursa Fabricii kann das Lymphgewebe zugunsten von Bindegewebe stark
zuruckgedrangt sein (135, 164), ebenso im Thymus. Im Mark finden sich
degenerierende Zellen und Zelltrimmer (135, 164).

Irregular gewachsene Federn weisen in der Pulpa vermehrt heterophile Granulozyten
und Makrophagen auf (135). Die Parathyreoidea kann hypertrophiert sein (135).

Eine Osteodystrophie des Tibiotarsus kann auftreten, entweder in Form einer
Verbreiterung der Proliferationszone mit Fehlausrichtung der Knorpelsaulen in der
Hypertrophiezone oder aber einer Verbreiterung der Hypertrophiezone mit
gleichmafigen Knorpelsaulen (84, 135, 164).

2.4 Epizootiologie, Inmunologie und Vakzinierung

Aviare Reoviren kdnnen sowohl horizontal (19) als auch vertikal (40, 189) Ubertragen
werden. Die Ubertragung auf Kontakttiere ist noch Monate nach initialer Infektion
mdglich (19). Dabei kdnnen ARV im Gewebe inokulierter Hihner persistieren (108).
Die Empfanglichkeit fur ARV ist dabei altersabhangig: je alter die Tiere bei Kontakt
mit dem Erreger sind, desto geringer sind die Gewebeschaden, desto seltener die

Virusisolationen und desto grolker die Resistenz (73). Dies kann damit
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zusammenhangen, dass das Immunsystem bei sehr jungen Tieren noch nicht
vollstandig ausgereift ist. Beispielsweise war nach Infektion von SPF-HUhnern am
ersten Lebenstag keine intestinale IgA-Antwort messbar, bei Infektionen mit sieben
Tagen oder drei Wochen jedoch stieg der intestinale IgA-Titer sehr stark an (111).
Aviare Reoviren wurden als immunsuppressiv beschrieben. Dies betraf sowohl die
humorale als auch die T-Zellantwort (154). In einer fruihen akuten Phase zeigten T-
Zellen in der Milz mangelnde Proliferation nach Stimulierung durch Mitogene, was
sich aber nach sieben bis zehn Tagen wieder gab. Es wird vermutet, dass nach einer
Infektion ,geprimte Makrophagen“ die T-Zell-Mitogenese sowohl durch gesteigerte
NO-Produktion (NO: Stickstoffmonoxid) als auch durch Faktoren wie aktivierten
Faktor TGF-B (transforming growth factor- B) inhibieren (154). Andere Autoren
beschrieben, dass Makrophagen — abhangig vom Virusstamm — produktiv infiziert
werden konnen (123, 171) und moglicherweise sogar eine bevorzugte Zielzelle
darstellen (123).

Eine Immunsuppression wurde jedoch nicht immer beobachtet. In einem Versuch mit
verschiedenen Vitaminmangeldiaten hatte eine Reovirusinfektion alleine keinen
nachteiligen Effekt auf die Immunkompetenz von Eintagskiken acht Wochen nach
Infektion. Die Immunkompetenz war dabei mit Hilfe der Kehllappen-Reaktion auf das
Mitogen Phytohemagglutinin P, auf ein Proteinderivat von Rindern nach Tuberkulin-
Sensitivierung sowie der Antikdrperproduktion gegen Schaf-Erythrozyten gemessen
worden (19).

Moglicherweise ist ARV-induzierte Immunsuppression temporar begrenzt (109).
Wenige Untersuchungen beschaftigen sich mit dem zeitlichen Ablauf des Auftretens
von Zellen des Immunsystems nach Infektion mit MAS-Homogenisaten. In der
Synovialmembran sind zwei bis sechs Tage nach Infektion vermehrt CD8+-Zellen
perivaskular und in oberflachlichen Arealen der Synovialmembran zu beobachten.
Acht bis 14 Tage nach Infektion sind sowohl CD4+-als auch CD8+-Zellen vermehrt
vorhanden, es gibt eine starke Infiltration mit Lymphozyten sowie Aggregate von T-
Zellen und IgM-produzierenden Plasmazellen. Nach 14 Tagen p.i. (post infectionem)
finden sich CD8+-Zellen in mittelgroRen bis groRen Aggregaten sowie
Ansammlungen von CD4+- (T-Helferzellen) und Plasmazellen (163).

Bei einem Vergleich zweier Broilerlinien (Cornish und White Plymouth Rock) nach
Inokulation mit MAS-Homogenisaten fanden sich bei letzterer deutlich mehr CD8+-

Zellen in der Lamina propria des Diunndarms (163).
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Aviare Reoviren wirken aulderdem als Interferoninducer (32, 202), allerdings war
Interferon nur im Serum zwoOlf Stunden nach Infektion und in der Lunge 24 und 72
Stunden p.i. in groReren Titern nachweisbar, nicht jedoch in anderen Organen (32).
In einer Studie wurden antinukleare Antikérper in Form von IgM und IgG gefunden,
deren Titer zehn Wochen nach Infektion am hdchsten war. Hierbei handelt es sich
um Indikatoren fur Autoimmunreaktionen (131).

Eine attenuierte Lebendvakzine mit dem heute klassischen Impfstamm S1133 wurde
1983 entwickelt, die bei Challenge Schutz vor Tenosynovitis bot und 235 Ei- sowie
100 Zellpassagen auf Fibroblasten, davon 65 bei 32 °C, umfasste (190). Auch
andere attenuierte Vakzinen wurden entwickelt. Bei einem Versuch mit der 73. bzw.
175. Eipassage des Stammes S1133, Uber Augentropfen bzw. Trinkwasser
verabreicht, zeigte sich, dass die Nachzucht aus Eiern der ersten Woche nach
Vakzinierung nicht gegen Challenge geschutzt war, wohl aber aus spater
gewonnenen Bruteiern. Die Neutralisationsreaktion in vitro entsprach dabei etwa
dem Grad der Immunitat in vivo gegen Challenge am ersten Lebenstag. Dabei fuhrte
die 175. Passage zu geringerer und spater einsetzender Immunitat als die 73.
Eipassage (133).

Ein Versuch mit vier modifizierten Lebendvakzinen ergab, dass bei drei von vier
Vakzinen uber den ganzen Versuch hinweg Virus aus Sehnen isoliert werden konnte,
wenn Eintagskuken vakziniert wurden, jedoch nicht bei Vakzination im Alter von einer
Woche. Nach Challenge konnte jedoch in allen Gruppen Virus isoliert werden (107).
Applikation von kommerziellen S1133-Vakzinen in Sprayform ergab etwa 40 %
Protektion, gemessen an Morbiditat, Mortalitdt, makroskopischen Schaden und
Gewichtsentwicklung. Die Resistenz stieg mit der Zeit, die zwischen Vakzinierung
und Challenge verstrich. Bei SPF-Eintagskiuken (SPF: spezifisch pathogenfrei) einer
Legerasse betrug die Immunitat 100 %, bei Broilerkiiken aus kommerziellen Herden
jedoch nur 60-80 % (38, 39).

Auch die Vakzinegabe in bebrutete Huhnereier mit Lebendvakzinen wurde
untersucht. Wahrend die Schlupffahigkeit kaum bis gar nicht beeintrachtigt wurde,
lag die Sterblichkeit junger Kiken bei 17 %. Die Protektion Uberlebender Kiken
gegen Challenge lag bei 90 %. Geringere Sterblichkeit (0 — 3,4 %), aber auch
geringere Protektion (70 — 77 %) gegen Challenge wurde mit Hilfe von

Komplexvakzinen aus Virus- und Antiserumkombinationen erzielt (54, 55, 56).
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Eine inaktivierte Olemulsionsvakzine, eingesetzt bei Broiler-Elterntieren, ergab hohe
und einheitliche Antikorpertiter, wirkte sich positiv auf die Gewichtszunahme der
Nachzucht aus und hatte verminderte Produktionskosten und Verwurfraten beim
Schlachtvorgang zur Folge (30).

Ein Versuch mit einer Kombination aus Lebend- und inaktivierter S1133-Vakzine
schutzte die Nachzucht vor klinischen Symptomen und Todesfallen sowohl bei
Challenge mit homologen als auch heterologen Stammen, jedoch war das Ausmal}
der Kreuzprotektion verschieden (203).

Beim Vergleich einer kommerziellen ARV-Lebendvakzine und einer kommerziellen
inaktivierten Vakzine stieg der Antikorpertiter nur nach Vakzinierung mit inaktivierter
Vakzine zufriedenstellend an. Die mit Lebendvakzine geimpften Tiere zeigten
Durchfall bis 14 Tage nach dem Impfen, eine verringerte Schalenqualitat sowie
erhdhte embryonale Mortalitat der Bruteier in der zweiten und vierten Woche nach
Vakzinierung. Auch war die Nachzucht weniger schlupffahig. Im Gegensatz zur
Nachzucht von Tieren, die mit inaktivierter Vakzine geimpft wurden, zeigte die
Nachzucht von Tieren, die eine Lebendvakzine erhielten, Serokonversion (40).

Ein Versuch der Vakzinierung mit rekombinantem ARV-Protein oC (206), das dreimal
oral in drei aufeinander folgenden Wochen gegeben wurde, fuhrte zu 64 % (bei 125
Mg oC/ Huhn) bzw. 91 % Protektion ( bei 250 yg oC/ Huhn) . Protektion wurde
hierbei definiert als fehlende Schwellung der Zehenballen. Im Vergleich dazu fuhrte
eine kommerzielle Vakzine zu 82 % Protektion gegen Challenge. Protein oC erwies
sich dabei als stabil im Gastrotintestinaltrakt. Aufgrund der erheblich verschiedenen
Rahmenbedingungen sind die Verfahren nicht direkt vergleichbar. Gebrauchliche
Kombinationen aus attenuierten Lebend- und inaktivierten Vakzinen mit klassischen
Impfstammen wie S1133 und stall- und regionspezifischen Isolaten bieten in der
Regel keinen vollkommenen Schutz fir die Nachzucht.

Versuche, die Nachzucht direkt zu vakzinieren, sehen sich mit der Problematik
maternaler Antikdrper und deren Interferenz mit applizierten Impfstoffen konfrontiert
und zeigen unterschiedliche Ergebnisse. Wahrend bei einer Applikation von
Lebendvakzine in Sprayform die Protektion von Broilern mit maternalen Antikérpern
deutlich unter der von SPF-Legehuhnern lag (39) und bei Gabe von Antigen-
Antikorper-Komplexen in ovo ebenfalls eine deutlich geringere Protektion bei Eiern
mit maternalen Antikérpern zu verzeichnen war (54), verhinderten maternale

Antikorper nicht die Protektion von Broilern durch eine stark attenuierte, apathogene
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S1133-Lebendvakzine (190). Wurden B-Zellen mit Cyclophosphamid aus Kiken
eradiiert und die Kuken fruhzeitig mit einer Lebendvakzine geimpft, reichte die
zellvermittelte Immunitat aus, um auch Broiler mit maternalen Antikérpern vor
Challenge zu schitzen und keine Virusisolationen aus Organen nach Challenge zur
Folge zu haben. Die antigenspezifische T-Zell-Antwort scheint demzufolge
groRtenteils unbeeinflusst durch passive Antikorper zu sein (193). Vakzinevirus
konnte bei Broilern mit maternalen AntikGrpern nach vier bis funf Wochen post
vaccinationem detektierbare Antikorpertiter induzieren, die mindestens 70 Tage
persistierten, obwohl drei Wochen nach Vakzination keine messbaren Titer
vorhanden waren (194).

Der Einfluss maternaler Antikorper auf die Empfanglichkeit bebruteter Huhnereier
gegen hochvirulente ARV aus Tenosynovitis erwies sich als sehr gering. Alle Eier
waren ungefahr gleich empfanglich, daher wurde als unmdglich angesehen, die
Immunkondition von Elterntieren durch Challenge an bebriteten Eiern abzulesen
(174).

2.5 Eigenschaften aviarer Reoviren

Aviare Reoviren sind ikosahedral (58, 79, 198), besitzen ein Doppelkapsid (58) und
weisen keine Lipidhulle auf (88, 198), sind daher auch stabil gegen Chloroform (58,
110, 189). Ihr Durchmesser wird mit 68 — 75nm angegeben (58, 114, 121, 167, 191).
In der Caesiumchlorid-Gleichgewichtsdichtezentrifugation haben sie eine Dichte von
1,37 g/ml (167, 191). Als Nukleinsaure besitzen sie doppelstrangige, segmentierte
RNS (Ribonukleinsaure) (88, 121, 150, 167), und dementsprechend unempfindlich
sind sie gegenuber ludR (ldoxuridin) (58, 79, 189). Sie sind bis zu sechs Stunden
hitzestabil bei 56 °C (58), stabil gegen Ather, Natrium-Deoxycholat und gegentiber
pH3 (1, 79, 110, 189).
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2.6 Genom

2.6.1 Eigenschaften

Das Genom besteht aus zehn Segmenten doppelstrangiger RNS (149, 150, 167), die
in drei Grolkeklassen eingeteilt werden: L (large), M (medium) und S (small) (18, 49,
139).

Die Molekulargewichte liegen fiir die L-Segmente bei 2,4 — 2,42 x 10° Da (Dalton) fiir
L1, 2,35 — 2,4 x 10° Da fiir L2, 2,25 — 2,3 x 10° Da fiir L3, die der M-Segmente liegen
bei 1,52 — 1,6 x 10° Da (M1), 1,42 — 1,45 x 10° Da (M2) und 1,34 x 10° Da (M3),
wohingegen die der vier S-Segmente 0,98 — 1,1 x 10° Da (S1), 0,7 — 0,74 x 10° Da
(S2), 0,65 — 0,69 x 10° Da (S3) und 0,62 — 0,64 x 10° Da (S4) betragen (49). Hinzu

kommen adenosin-reiche Oligonukleotide (167).

Bis auf eines sind alle Segmente monocistronisch, das S1-Segment jedoch ist
tricistronisch (9). So kodieren die L-Segmente die Proteine AA - C, die M-Segmente
die Proteine pA, uB und pPNS, die Segmente S2 — S4 die Proteine oA, oB, oNS und
das Segment S1 mit dem ersten Open Reading Frame (ORF) das Protein p10, mit
dem ORF2 das Protein p17 und mit ORF3 das Protein oC (9, 100, 146, 195).

2.6.2 Differenzierung

Unterschieden  wurden  verschiedene Isolate  zunadchst anhand ihres
Mobilitatsmusters in der Gelelektrophorese, dem Elektropherotyp ihrer RNS-
Segmente. Hierbei erwiesen sich die Segmente des Genoms als stark polymorphisch
beim Vergleich verschiedener ARV-Stamme (18, 50, 139) und als deutlich
unterscheidbar vom Migrationsmuster der Segmente von Reoviren der Saugetiere,
insbesondere anhand des M3- und S1-Segments (49, 149, 167).

Dabei konnte keine Korrelation zwischen Elektropherotyp und Sero- oder Pathotyp
erkannt werden (18, 50, 63, 207).

Auch Isolate aus demselben geographischen Gebiet zeigten nicht zwingend ein
einheitliches Migrationsmuster (139), wenn auch teilweise eine geringere Variabilitat
festgestellt werden und einem Elektropherotyp ein lokaler Ausbruch zugeordnet

werden konnte (50). Seit Einfuhrung modifizierter Lebendvakzinen gegen Reoviren
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konnte ein Anwachsen elektrophoretisch unterschiedlicher Stamme beobachtet
werden (139).

Nicht alle Segmente variieren gleich stark; die variabelsten sind S1 und M3 (18),
wohingegen sich andere Segmente beim Vergleich von Isolaten weniger stark
unterscheiden: L1, L3 oder S4 (50).

Nach wiederholter Eipassage oder Passage in Zellkulturen konnte keine Variation
des Migrationsmusters entdeckt werden (49, 50), wenn auch bei Hybridisierungen
Verschiedenartigkeiten einzelner Segmente erkennbar waren (64), insbesondere der
Segmente S1 und M3, die frihen Passagen betreffend, spater dann auch der
Segmente M2, S2 und S3, hier vor allem bei kalteadaptierten Stammen (63).

Eine andere Moglichkeit, Unterschiede zwischen ARV-Stammen und -Isolaten zu
detektieren, ist die Amplifikation mittels PCR (Polymerasekettenreaktion) mit
anschlieRendem Verdau durch Restriktionsenzyme und Vergleich der
Fragmentlangen. Alle getesteten ARV-Isolate hatten verschiedene Cleavage-Muster
und konnten anhand des oC-kodierenden Gens in vier Gruppen eingeteilt werden.
Das oNS-kodierende Gen auf dem Segment S4 wies demgegenuber eine groRRere
Variabilitat auf (96).

Auch die Methode des Oligonukleotid-Mappings kam bei Differenzierungsversuchen
zur Anwendung, wobei sieben lIsolate aus MAS-Fallen mit dem Vakzinestamm
S1133 verglichen wurden. Eine Korrelation zu Serotyp oder Elektropherotyp konnte
nicht festgestellt werden, jedoch lie3en sich die Isolate in eine Gruppe einteilen, die
aus dem Vakzinestamm hervorgegangen sein konnte, und eine weitere mit grélieren
Unterschieden (137).

2.6.3 Sequenzierung

In den letzten Jahren wurde es mdglich, einzelne Segmente und Protein-kodierende
Gene zu amplifizieren, zu klonieren und zu sequenzieren. Die L-Segmente waren
bisher noch von geringerem Interesse. Fur L1 konnte beim Vergleich von 12 ARV-
Stammen 92 % Sequenzubereinstimmung festgestellt werden, fur L3 91 %

Sequenzibereinstimmung (3).

Die M-Segmente haben folgende Charakteristika: M1 umfasst 2283 Basenpaare mit

einem ORF zwischen Nukleotid 13 — 2211. Es sind drei Evolutionslinien erkennbar,
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und beim Vergleich verschiedener Stdmme liegen 87 - 100 %
Sequenzubereinstimmung vor (122, 170). Das M2-Segment beinhaltet 2156 (122)
bzw. 2158 (170) Basenpaare mit einem ORF zwischen Nukleotid 30 — 2060. Funf
Evolutionslinien ~ wurden  beschrieben; es herrschen 73 - 99 %
Sequenzibereinstimmung, womit es zum variabelsten M-Segment wird. Segment M3
umfasst 1996 Basenpaare, sein ORF liegt zwischen Nukleotid 25 und 1932 (170)
bzw. 1929 (183). Wie bei den anderen M-Segmenten steht sein Startcodon fur die
Translation in einem optimalen Kontext: sowohl an Position -3 als auch an Position
+4 findet sich eine Purinbase. Zwei evolutionare Linien werden beschrieben, wie bei
den anderen Segmenten ist jedoch keine Korrelation zwischen Sero- und Pathotyp
erkennbar. Bei Koinfektionen mit verschiedenen ARV-Stammen scheinen Segmente
untereinander ausgetauscht zu werden. Zwischen verschiedenen ARV-Stammen
herrscht 80 - 99 % Sequenzibereinstimmung. Allgemein sind viele
Basensubstitutionen still, d.h. sie andern nicht die kodierte Aminosaure. Am 3’-Ende
der M-Segmente findet sich — typisch fur Reoviren — das Basenquintett UCAUC, am
5’-Ende das Sextett GCUUUU (170).

Auch die S-Genomsegmente oder Teile davon wurden mehrfach untersucht.
Zunachst zum Segment S1: es beinhaltet drei teilweise Uberlappende ORFs bei
insgesamt 1636 (153) bzw. 1643 (162) Basenpaaren.

ORF1, zwischen Nukleotid 25 und 321, kodiert das Protein p10, ORF2 (Nukleotid
293 — 733) kodiert Protein p17, und das Protein oC wird durch ORF3 kodiert
(Nukleotid 630 — 1610) (9).

FUr das p10-kodierende Gen konnten funf Evolutionslinien gefunden werden, das
p17-kodierende Gen wies noch groRere Variabilitdt auf. Beide Gene scheinen sich
unabhangig von den o-Genen entwickelt zu haben. Eine Korrelation zwischen
Gensequenzen und Sero- bzw. Pathotyp war nicht feststellbar. In beiden Genen
uberwiegen synonyme Basensubstitutionen (61).

Anhand des oC-kodierenden Gens konnten funf (78) bzw. sechs (95) Genotyp-
Cluster gefunden werden. Auch hier war es nicht moglich, Geno- und Pathotyp zu
korrelieren. Wahrend US-Isolate und australische Isolate jeweils eng verwandt sind,
verteilten sich Isolate aus Deutschland, den Niederlanden oder Taiwan Uber die

Gruppen (78). Die Evolutionsrate des oC-Gens erwies sich als hoher als die der
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anderen 0-Gene, zudem dominieren hier nicht synonyme Basensubstitutionen Utber
synonyme (95).

Das S2-Genomsegment umfasst 1325 (211) bzw. 1251 (93) Basenpaare mit einem
langen ORF zwischen Nukleotid 16 und 1266 (211). An seinem 3’-Ende befindet sich
die typische Sequenz UCAUC, sein 5-Ende enthalt die Sequenz GCUUUUU. Zwei
Genotyp-Cluster konnten ermittelt werden (93, 95), wobei eine Korrelation mit
Isolationsdatum und geographischer Lokalisation gegeben war (93). Das OA-
kodierende Gen hat eine geringere Variabilitat als alle anderen o-Gene.

Das S3-Segment umfasst 1196 Basenpaare mit einem ORF zwischen Nukleotid 24 —
1124, dessen Startcodon in einem optimalen Kontext mit zwei Purinbasen an den
entscheidenden Stellen steht (210). Drei Evolutionslinien konnten gefunden werden
(95).

Segment S4 umfasst 1185 Basenpaare mit einem ORF zwischen Nukleotid 17 —
1120, dessen Startcodon in einem starken Initiationskontext steht. Am 3’-Ende des
Positivstrangs findet sich die Reovirus-typische Sequenz UCAUC (16). Drei
Evolutionslinien wurden beschrieben (95).

Generell entwickeln sich die Gene auf den S-Segmenten unabhangig voneinander,
es kommt immer wieder zu Reassortment zwischen einzelnen Linien. Der Genotyp
korreliert weder mit der Wirtsspezies noch mit dem Pathotyp. Bei allen 0-Genen mit
Ausnahme des oC-kodierenden Gens werden Basenpaare wahrend der Evolution
meist synonym substituiert und folgen damit der Neutralitatstheorie molekularer
Evolution (95).

2.7 Proteine

Die Proteine aviarer Reoviren (100, 118, 147, 167) lassen sich in drei GroRReklassen
unterteilen, die den GroReklassen der Genomsegmete, die sie kodieren,
entsprechen. Weiterhin kdnnen sie differenziert werden in Strukturproteine, die das
Virion aufbauen, und nicht strukturbildende Proteine, meist als ,NS* (non structural)
bezeichnet. Zudem gibt es Proteine, die durch posttranslationale Modifikation
primarer Translationsprodukte entstehen (118).

Insgesamt werden bislang 15 (182) verschiedene Proteine unterschieden. Die

Genomsegmente L1 — L3 kodieren die Strukturproteine AA, AB und AC, die Segmente
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M1 — M3 dagegen die Strukturproteine pA und pB (100) sowie das nicht
strukturbildende Protein uNS mit seiner Isoform uyNSC (182). Aus Protein uB gehen
durch posttranslationales Cleavage die Proteine yBC und pyBN hervor (196). Die
Gensegmente der S-Klasse kodieren funf verschiedene Proteine, denn das S1-
Segment ist tricistronisch (9) und kodiert sowohl das Strukturprotein oC als auch die
nicht strukturbildenden Proteine p10 und p17. Die anderen S-Segmente sind jedoch
monocistronisch und kodieren jeweils ein einziges o-Protein, namlich oA, oB und
oNS.

Diese Proteine sind zwar bei allen bisher untersuchten ARV-Stammen vorhanden,
unterscheiden sich allerdings je nach Stamm im Elektropherotyp, d.h. der Mobilitat
auf Elektrophoresegelen. Auf die einzelnen Proteine wird im Folgenden naher

eingegangen.

2.7.1 A-Proteine

Die Proteine mit dem groRten Molekulargewicht werden von den drei L-
Genomsegmenten kodiert und als AA, AB und AC bezeichnet (100). Die A-Proteine

sind bisher wenig erforscht.

2.7.1.1 Protein AA

Das glykosylierte (196) Protein AA besitzt ein Molekulargewicht zwischen 140 und
147 kDa (Kilodalton) (3, 100, 167) und wird vom Gensegment L1 kodiert. Es hat
einen Anteil von 12 % an den Proteinen des Virions (147) und bildet hauptsachlich
das innere Kapsid (214). Es besteht aus 1293 Aminosauren und ist bei pH 6,3 — 6,5
isoelektrisch, also leicht sauer. Zwischen verschiedenen ARV-Stammen bestehen 98
% Sequenziubereinstimmung. Auffallig ist ein zinkbindendes Motiv aus jeweils zwei
konservierten Cysteinen und Histidinen. Das Verhaltnis zwischen a-Helices und -
Faltblattstrukturen betragt 1:2 (155). Neben seiner Funktion als Strukturprotein ist
bisher keine weitere bekannt.
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2.7.1.2 Protein AB

Das Strukturprotein AB wird vom Genomsegment L2 kodiert (100), aulerdem wird
ein Molekulargewicht von 125 — 130 kDa angegeben (167, 100). Es ist Bestandteil
des Core sowie des aufleren Kapsid und macht 1 % des Virion aus (147). Zudem
war es Ziel eines gruppenspezifisch neutralisierenden monoklonalen Antikorpers
(200).

2.7.1.3 Protein AC

Kodiert wird das Strukturprotein AC vom Genomsegment L3 (100, 195). Sein
Molekulargewicht betragt zwischen 115 und 120 kDa (3, 100, 147, 167), es macht 9
% des Virion aus (147) und bildet pentamere tirmchenartige Strukturen im Core um
jede bestehende Funffachsymmetrieachse (214). Es besteht aus 1285 Aminosauren
und ist isoelektrisch bei pH 5,05 - 5,35, also leicht sauer. Die
Sequenzubereinstimmung bei verschiedenen ARV-Stammen betragt 95 %, das
Verhaltnis zwischen a-Helices und B-Faltblattstrukturen liegt bei 1:10. Seine
Aminosaurestruktur enthalt zwei auffallige Motive: eine Bindungsstelle fur ATP/ GTP
sowie ein S-Adenosyl-L-Methionin-bindendes Motiv. Aus letzterem lasst sich
eventuell eine Methyltransferase-Aktivitat ableiten (155).

Nachgewiesen wurde eine Funktion als Guanylyltransferase, die die Capping-
Reaktion an mRNS (Messenger-RNS) katalysiert, welche eine Typ-1-Cap-Struktur
besitzt. Dazu braucht AC die Anwesenheit von Mg2+-lonen (Mg: Magnesium); das pH-
Optimum dieser enzymatischen Aktivitat liegt bei pH 7 — 8,5 (101). AC ist ein
glykosyliertes Protein (196).

2.7.2 p-Proteine

Die p-Proteine sind mittelgroRe Proteine aviarer Reoviren und werden von den M-
Genomsegmenten kodiert (100, 195). Unter ihnen befinden sich sowohl
Strukturproteine als auch ein nicht strukturbildendes Protein (118, 147). Eines der
drei primaren Translationsprodukte der M-Segmente wird posttranslational durch

mindestens zwei Cleavage-Schritte verandert (118, 196).
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2.7.2.1 Protein pA

Das vom M1-Genomsegment kodierte Strukturprotein pA (100) hat ein
Molekulargewicht zwischen 79 und 85 kDa (100, 122, 147, 167) und macht etwa 6 %
des Virion aus (147). Es befindet sich im Core (100, 147), ist glykosyliert (196) und
besteht aus 732 Aminosauren (122). Sein isoelektrischer Punkt (pl) liegt bei pH 8,0 —
8,4, es ist also leicht basisch. Zwischen verschiedenen ARV-Stammen bestehen
etwa 96 — 100 % Sequenzubereinstimmung.

Seine Struktur setzt sich zu 25 — 27 % aus a-Helices, zu 54 — 56 % aus B-
Faltblattstrukturen, zu 11 — 12 % Turns und 8 — 9 % Random Coils zusammen.
Auffallig sind A- und B-Motive von ATPasen (122). Eine NTPase-Aktivitat ist
beschrieben (122, 169), es katalysiet die Hydrolyse der B-y-
Phosphoanhydridbindung aller vier NTPs (Nukleosidtriphophate), dabei ist ATP
(Adenosintriphosphat) das bevorzugteste Substrat und UTP (Uridintriphosphat) das
am wenigsten bevorzugte.

Zwei Lysine sind essentiell fur seine enzymatische Aktivitat, die auRerdem abhangig
von divalenten Kationen ist. Das pH-Optimum der Enzymaktivitat liegt bei pH 5,5 —
6,0, das Temperaturoptimum bei 30 — 40 °C (169).

Dem Protein pA wird daher eine wichtige Rolle in der viralen RNS-Synthese

zugeschrieben (169).

2.7.2.2 Protein pB

Das uB-Protein wird vom M2-Genomsegment kodiert (195) und ist dessen primares
Translationsprodukt, aus dem weitere Proteine hervorgehen. Es handelt sich bei ihm
wie bei seinen Cleavage-Produkten um Strukturproteine. Zunachst entstehen aus uB
die beiden Proteine uBC und pBN (196); uBC, das das groRere Teilstuck darstellt
und das ursprungliche Carboxylende des Proteins enthalt, wird ein zweites Mal zu &
(Aminoende) und ¢ (Carboxylende) geschnitten (28, 170). Erwahnt wird noch eine
weitere Spaltung von uBC zu & (28). Die Cleavage-Schritte erscheinen
virusstammunabhangig zu sein (28).

Die Molekulargewichte der uB-Proteine betragen 70 — 73 kDa fur uB (100, 122, 147,
167), 68 — 70 kDa fir uBC (3, 100) und 5,5 kDa fur uBN (196). Diese Proteine sind
Bestandteil des auReren Kapsids (100, 167).
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Das Protein uB besteht aus 676 Aminosauren (122); zwischen verschiedenen ARV-
Stammen herrscht ~ 94 % Sequenzubereinstimmung (147). Es macht ca. 32 % des
Virions aus (229) und ist ein Hauptprotein des auleren Kapsids. Monoklonale
Antikérper, die gegen pB gerichtet waren, besallen jedoch keinerlei
Neutralisationsaktivitat (152).

Der pl liegt far uB bei 5,2 — 5,5 und fur yBC sowie uBN bei 4,2 — 5,4 (122, 170).
Hingegen unterscheiden sich die beiden Cleavage-Produkte d und ¢ stark: der pl von
0 liegt bei ~ 4,7, der von ¢ bei etwa 11,7 (170).

Die Struktur von pB setzt sich aus ca. 29 % a-Helices, 46 — 51 % -
Faltblattstrukturen, 8 — 15 % Turns und 9 — 11 % Random Coils zusammen. Nahe
dem Carboxylende liegen Strukturen a-helikaler Coiled Coils (170). uB und uBC sind
glykosyliert, uBN ist myristoyliert (196).

2.7.2.3 Protein UNS

Das nicht strukturbildende Protein uNS (119, 147, 195) wird kodiert vom M3-
Genomsegment (195) und hat ein Molekulargewicht von 71 — 75 kDa (122, 147,
182). Es besteht aus 635 Aminosauren (182) und zwischen den ARV-Stdmmen
herrscht ~ 95 — 97 % Sequenzubereinstimmung (122, 170). Seine Struktur setzt sich
zusammen aus 52 % a-Helices, 13 % [B-Faltblattstrukturen und 30 % Random Coils;
nahe des Carboxylendes besteht eventuell eine Coiled Coil-Struktur. Es handelt sich
um ein leicht saures Protein mit einem pl bei ~ 5,9 (122).

Seine Funktion wurde ausfuhrlich untersucht. Es bildet globulare cytoplasmatische
Einschlisse, in denen vollstdndige Virionen aus synthetisierten Proteinen
zusammengefugt werden (181).

Zwei Isoformen werden beschrieben, wobei nur die groRere, NS, die Fahigkeit
besitzt, Proteine zu rekrutieren. Die kleinere, yNSC, entsteht moglicherweise durch
interne Initiierung der Translation oder durch Cleavage. Ihr Vorkommen konnte ein

Hinweis darauf sein, dass das M3-Genomsegment bicistronisch ist (182).
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2.7.3 o-Proteine

Die o-Proteine stellen Translationsprodukte der S-Genomsegmente dar (100) und
gehoren somit zu den kleinsten ARV-Proteinen. Da das S1-Genomsegment zwei
weitere Proteine kodiert (9), werden auch diese im folgenden Abschnitt naher
beschrieben.

Die Sigma-Proteine sind Strukturproteine (100) mit Ausnahme des nicht
strukturbildenden  Proteins oNS (119, 147) sowie der beiden S1-
Translationsprodukten p10 und p17 (9).

2.7.3.1 Protein cA

Das Strukturprotein oA wird vom S2-Genomsegment kodiert (100) und besitzt ein
Molekulargewicht von 39 — 46 kDa (3, 147, 167, 211). Es handelt sich um ein
Coreprotein (147, 214) und umgibt dort in Form knopfahnlicher Strukturen die
Turmchengebilde aus AC (214). Es macht ca. 9 % des Virions aus (147). Epitop-
Mapping mit Hilfe monoklonaler Antikorper ergab zwei Epitope, das
konformationsabhangige Epitop | und das konformationsunabhangige Epitop Il (65,
127). Beide sind bei verschiedenen ARV-Stammen hoch konserviert (127). Das
Carboxylende macht ca. ¥4 des Proteins aus und besteht vor allem aus a-Helices und
B-Turns, wohingegen das Aminoende % des Proteins umfasst und vor allem aus -
Turns und B-Faltblattstrukturen besteht (65, 95). Es liegt weder glykosyliert noch
phosphoryliert vor (196, 211).

Eine Korrelation zwischen der Proteinsequenz von Epitop Il und dem Sero- oder
Pathotyp des entsprechenden ARV-Stammes war nicht erkennbar (65). Monoklonale
Antikorper gegen oA waren zwar kreuzreaktiv, aber nicht neutralisierend (200).

Sein isoelektrischer Punkt liegt bei ~ pH 6,8 (211). Zwischen den verschiedenen
ARV-Stammen besteht < 3,8 % Sequenzdivergenz (95).

Das Protein oA bindet doppelstrangige RNS (dsRNS) irreversibel (99) und kann
damit dsRNS-abhangige Proteinkinasen inhibieren, die eine Schlusselrolle bei der
Regulierung der intrazellularen Proteinsynthese einnehmen. Wahrscheinlich kann cA
allgemein dsRNS von dsRNS-abhangigen Enzymen abziehen. Es ist somit fahig,
einen Interferon-induzierten antiviralen Zustand der Zelle aufzuheben (44). Zudem

besitzt oA eine nichtspezifische Nucleotidyl-phosphatase-Aktivitat und hydrolysiert
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bei Anwesenheit divalenter Kationen wie Mn?* (Mangan), Mg®* oder Ca** (Calcium)
und einem pH-Optimum von 7,5 — 8,5 alle vier NTPs zu Di- und Monophosphaten

sowie freiem Phosphat. Zinkionen dagegen inhibieren das Enzym (212).
2.7.3.2 Protein oB

Das Strukturprotein 0B (100), ein Hauptprotein des aufReren Kapsids (28), wird vom
S3-Genomsegment kodiert (100, 210) und besitzt ein Molekulargewicht von 36 — 42
kDa (9, 100, 147, 152, 167). Es macht ca. 30 % des Virions aus (147) und ist stark
glykosyliert (196). Seine Struktur besteht aus 31 — 32 % a-Helices, 29 % B-
Faltblattstrukturen, 19 % Turns und 21 % Random Coils (95, 210). Zwischen den
ARV-Stammen herrscht 0 — 7,6 % Sequenzdivergenz (95).

Beim Zusammenbau neusynthetisierter Virusproteine wird es mit uB und uBC in
intrazytoplasmatischen Einschlissen an das Core als ,Coating-Komplex®“ angefugt
(181).

Monoklonale Antikdrper gegen oB besitzen teilweise eine — gruppenspezifische —

Neutralisationsaktivitat (152).
2.7.3.3 Proteine des S1-Genomsegments
2.7.3.3.1 Protein p10

Das nicht strukturbildende Protein p10 wird vom ersten Open reading frame (ORF1)
des S1-Genomsegments kodiert (9). Es besteht aus 95 — 98 Aminosauren (162) und
hat ein Molekulargewicht von 10,5 kDa (9, 162). Sein Aminoende macht die
Ektodomane des Proteins aus, weitere Anteile sind eine Transmembranregion sowie
die Endodomane am Carboxylende (160, 161). Es teilt diese Merkmale mit
Fusionsproteinen behdllter Viren (160) und liegt palmitoyliert vor (161). Seine
Funktion ist nach der Integration in die Zellmembran der Wirtszelle in der Induktion
von Zellfusionen zu suchen, dazu tragen eine konservierte Region der Ektodoméane
sowie konservierte Cysteinreste bei, ebenso ein Triglycin-Motiv  der
Transmembranregion und deren Palmitoylierung. Die Zellfusion kommt nicht durch

Paarung von p10 in gegenuberliegenden Membranen zustande. Zwischen den ARV-
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Stammen besteht bis zu 32 % Sequenzdivergenz (61), wobei das Aminoende starker
konserviert ist als das Carboxylende (95).

Eine weitere Funktion ist die Erhdhung der Membranpermeabilitat der
Wirtszellmembran bei pro- und eukaryotischen Zellen, es wirkt also als Viroporin.
Hierbei ist das Aminoende entbehrlich (8).

Interessanterweise ist die p10-induzierte Zellfusion begrenzt durch die schnelle
Degradierung von neusynthetisiertem p10. Nach Integration in ER-Membranen (ER:
endoplasmatisches Retikulum) wird die Ektodomane zum Ziel der Degradierung, ein
Groldteil wird innerhalb von 30 min nach der Synthese abgebaut. Der Degradierung
entgehende p10-Proteine akkumulieren an der Zelloberflache. Gleichzeitig allerdings
tragt die Ektodomane strukturell zur Stabilisierung des Proteins bei.

Die Degradierung erfolgt wahrscheinlich durch eine Zielprogrammierung auf
Proteasomen. Sinkt die p10-Degradierung in infizierten Zellen, steigt die Synzytium-

Formierung an (159).

2.7.3.3.2 Protein p17

Das nicht strukturbildende Protein p17 wird vom ORF2 des S1-Genomsegments
kodiert (9) und besteht aus 146 Aminosauren (96). Zwischen ARV-Stammen besteht
0 — 43 % Sequenzdivergenz. Seine Struktur setzt sich aus 27 % a-Helices, 45 % -
Faltblattstrukturen, 19 % Turns und 10 % Random Coils zusammen (61). Es ist ein
globulares Protein mit einem pl bei 8,3 — 8,9 (162).

Es akkumuliert, unabhangig vom Virusstamm oder Wirtszelltyp, im Kernplasma
infizierter und transfizierter Zellen und enthalt ein Signal zur Aufnahme in den
Zellkern  (nuclear localization signal, NLS), eine Anordnung basischer
Aminosaurereste. Gebunden an Transkriptionsaktivitat, wechselt p17 kontinuierlich
zwischen dem Kern und dem Cytoplasma und stellt moglicherweise einen
Transkriptionsfaktor oder -kofaktor dar (20).

Weiterhin sinkt bei Uberexprimierung von p10 sowohl die Anzahl lebender Zellen als
auch die Zellproliferationsrate von Vero-, 293- und Hela-Zellen, obwohl weder
Zelltod noch Apoptose beobachtet werden kdnnen. Es scheint eine Funktion der
Wachstumsverzdogerung innezuhaben und erhoht die Verdopplungszeit von Zellen

signifikant. Dies geschieht durch Induktion von Inhibitoren cyclinabhangiger Kinasen,
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die den Zellzyklus regulieren: p21°""2" und p53. Die Inhibition des Zellwachstums ist

nicht vom Wirtszelltyp abhangig.
2.7.3.3.3 Protein oC

Das glykosylierte (196) Strukturprotein oC, ein Protein des aufleren Kapsids (100,
147, 167), wird vom 3. ORF des S1-Genomsegments kodiert (9, 153) und hat ein
Molekulargewicht von 32 — 34 kDa (3, 100, 147, 151, 167). Es macht ca. 1 % des
Virions aus (147) und besitzt die grofte Variabilitat aller ARV-Proteine (197) sowie
den starksten Polymorphismus in der Gelelektrophorese (147). Es liegt als
Homotrimer vor (151) mit einem Molekulargewicht von 102 kDa (51). Seine Struktur
beinhaltet etwa 19 % a-Helices, 54 % B-Faltblattstrukturen, < 1 % Turns und 24 %
Random Coils (95). Am Carboxylende befindet sich eine globulare Kopfdomane, die
wahrscheinlich mit Hilfe einer langeren Loop-Struktur Rezeptoren binden kann.
Darauf folgt ein schlanker Schaft mit zwei dreifachen Wiederholungen von 3-Spiralen
und wahrscheinlich einer dreifachen a-helikalen Coiled Coil-Struktur (13).

Das Trimer wird vor allem durch hydrophobe Interaktionen stabilisiert; seine
Untereinheiten sind nicht kovalent gebunden. Das Amino- und das Carboxylende
besitzen jeweils eine unabhangige aktive Domane fur die Trimerbildung (151).

Es besitzt eine grolle Resistenz gegen Denaturierung mit Harnstoff, ist hoch
thermostabil (bis 65 °C) und wird durch hohe Salzkonzentrationen weiter stabilisiert.
Es ist weiterhin stabil bei pH 5,2 — 11,6, dissoziiert aber bei pH 3 in einem einzigen
Schritt ohne Bildung von Isoformen (52).

Das Protein oC ist verantwortlich fur die Adsorption des Virion an die Zielzelle (100).
Dabei bindet es an Rezeptoren, und zwar nur das Trimer, das Monomer ist nicht
bindungsfahig.

Monoklonale Antikorper (MAks) gegen oC erkannten in einer Studie alle —
konformationsunabhangig — dasselbe Epitop (60). Gegen oC gerichtete MAks
besallen sowohl typspezifische als auch gruppenspezifische Neutralisationsaktivitat
(152, 200).

Kontrovers wird seine Beteiligung an der Synzytium-Formierung gesehen: teilweise
wird eine solche Beteiligung bejaht (179), teilweise wird oC eine solche Funktion

nicht zugesprochen (29).
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Weiterhin besitzt oC die Fahigkeit, wirtszellunabhangig Apoptose zu induzieren und
kann somit als viruskodiertes Apoptin bezeichnet werden. Das Carboxylende spielt

hierbei eine entscheidende Rolle (157).

2.7.3.4 Protein oNS

Das nicht strukturbildende, glykosylierte (195) Protein oNS (118, 147) wird vom S4-
Genomsegment kodiert (195) und besitzt ein Molekulargewicht zwischen 34 und 40,6
kDa (3, 16, 147). Es besteht beim Stamm S1133 aus 367 Aminosauren. Seine
Struktur setzt sich zusammen aus 33 % a-Helices, 22 % B-Faltblattstrukturen, 20 %
Turns und 22 % Random Coils (16). Zwischen ARV-Stammen besteht < 7,4 %
Sequenzdivergenz (95).

Epitop-Mapping mit monoklonalen Antikorpern ergab das konformationsabhangige
Epitop A sowie die konformationsunabhangigen Epitope B und C (59, 65). Das
Epitop B bindet einzelstrangige RNS (ssRNS) sequenzunabhangig (209).
Doppelstrangige RNS oder DNS (Desoxyribonukleinsaure) wird von oNS jedoch
nicht gebunden (183, 209). Weiterhin ist es — neben AA — eines der ersten Proteine,

das an ,virale Fabriken“ aus NS assoziiert wird (181, 182).
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2.8 Replikationszyklus und Morphogenese

Der Replikationszyklus aviarer Reoviren beginnt mit der Adsorption des Virus an
Rezeptoren auf der Zelloberflache der Wirtszelle. Sialylsdure spielt dabei im
Unterschied zu Reoviren der Sauger wohl keine Rolle (7). Fir die Adsorption
verantwortlich ist das aullere Kapsidprotein oC (100, 151).
Hihnerembryofibroblasten besitzen 1,8 x 10* Rezeptoren pro Zelle fiir den
Virusstamm S1133, dagegen aber 2,2 x 10° Rezeptoreinheiten fiir das oC-Protein
von S1133 (53). Die Zahl mag differieren, da oC moglicherweise an
Membrankomponenten bindet, die dem Virion nicht zuganglich sind, oder wo bereits
gebundene Reovirionen weiteres Andocken sterisch verhindern (53). Flr Reoviren
der Sauger ist auch eine direkte Penetration der Zellmembran beschrieben (10).
Dem Andocken an Rezeptoren folgt die Aufnahme der Virionen in Endosomen, wo
sie einem Uncoating-Prozess unterliegen, der sie zu intermediaren subviralen
Partikeln (ISVPs) macht. Hierbei werden zunachst die oB-Proteine abgespalten
sowie uB bzw. uBC zu yBC und uBN bzw. & und ¢ geschnitten. Auch das Produkt &’
ist bekannt und stellt vielleicht den letzten Zwischenschritt dar, bevor das
transkriptionsaktive Core daraus hervorgeht (7, 27). Analog zu Reoviren der Sauger
verandert dabei — zumindest bei Enzymverdau in vitro — das Andockprotein oC seine
Konformation zu einer uber die Oberflache ragenden, gestreckten Form, bevor es im
Ubergang zum Core ganzlich abgespalten wird. Wichtig dabei ist ein saurer pH-Wert
innerhalb der Endosomen (27).

Die nun frei im Cytoplasma befindlichen Cores besitzen Transkriptionsaktivitat.
Gebildete mRNS verlasst vermutlich Uber die tirmchenartigen, kanalbildenden AC-
Proteine das Core und wird dabei mit einer Typ1-Kappenstruktur versehen
(Positivstrang:  ,GpppN™pNp*“, Negativstrang: ppNp). Dies wird durch die
Guanylytransferase- und Methyltransferaseaktivitat der AC-Proteine bewirkt (101).
Die RNS-Polymeraseaktivitat ist vermutlich dem Protein AB anzurechnen (7). Nach
der Transkription folgt die Translation. Eine Besonderheit liegt fur das S1-
Genomsegment vor, das tricistronisch ist. Nur das Startcodon von ORF3 befindet
sich in einem optimalen Kontext fur die Initiation der Translation, aber auch der
Kontext von ORF2 ist noch ein starker Initiator mit einem Purin an Position -3. ORF1
jedoch besitzt mit zwei Pyrimidinbasen an den entscheidenden Stellen einen nur

schwachen Initiationskontext (9, 153). Die Proteine p10 und p17, die von den ersten
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beiden Genen kodiert werden, werden durch ,Leaky Scanning“ exprimiert, bei dem
der Translationsinitiationskomplex nur manchmal beim ersten Startcodon mit der
Translation beginnt, es aber auch regelmafig Ubergeht und erst beim folgenden
anfangt (132). FUr die Translation des cC-Gens, das uber 600 Basen vom 5’-Ende
des Genomsegments entfernt ist, werden interne Ribosomeneintrittsstellen oder ein
~shunting“-Mechanismus diskutiert (132). Nach der Synthese werden viele Proteine
glykosyliert. Der Zusammenbau von Proteinen zu vollstandigen Virionen erfolgt in
.Viral Factories®, die im Gegensatz zu Reoviren der Sauger globular und nicht
mikrotubulus-assoziiert sind (181, 182). Diese ,Viral Factories” werden zunachst vom
Protein uNS gebildet, das in Folge oNS und AA zu sich heranzieht, woraufhin eine
erste Core-Schicht aus AA gebildet wird (181). Durch seine Fahigkeit, RNS zu
binden, kdonnte oNS eine wichtige Rolle bei der Verpackung neusynthetisierten
Genoms spielen (182). Durch bisher unbekannte Faktoren werden die Ubrigen
Proteine herangezogen, zunachst AB, dann AC, pA, oA und oC. Die Proteine des
aulleren Kapsids uB, oB und das Cleavage-Produkt uBC aus uB bilden zunachst
einen ternaren Komplex, der dann als Ganzes angelagert wird (181). Wie aviare
Reoviren freigesetzt werden, ist bislang unbekannt; mdglicherweise spielt p10 mit
seiner Fahigkeit, Zellfusionen und erhéhte Membranpermeabilitat zu erzeugen, eine
Rolle (8, 159).
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Abb. 1: Replikationszyklus aviarer Reoviren

Der Replikationszyklus beginnt mit dem Andocken eines aviaren Reovirus an
einen Rezeptor auf der Zelloberflache (1). Fur Reoviren der Sauger wird
angenommen, dass aviare Reoviren an verschiedene Rezeptoren binden
kénnen. Dabei soll es mdglich sein, dass ein mit geringer Affinitat gebundener
Rezeptor die Bindung an einen anderen verstarkt (1a). Die verschiedenen
Rezeptoren sollen aber auch einzeln als Eintrittsstellen fungieren kénnen (1b)
(36). Fur aviare Reoviren jedoch ist dies noch nicht nachgewiesen.

Danach wird das adsorbierte Virion aviarer Reoviren in ein Endosom
aufgenommen (2) und dort enzymatisch zu einem intermedidren subviralen
Partikel prozessiert (3). Dieses verliert wahrend der Membranpenetration weitere
Proteine und wird zum transkriptionsaktiven Core (4, mit mRNS). Die mRNS
verlasst — wahrscheinlich Uber die tirmchenartigen Gebilde des AC-Proteins —
das Core und wird im Cytoplasmaraum translatiert (5). In ,viralen Fabriken®
werden die Proteine zu Nachkommenvirus zusammengefigt (6). Neugebildete
Virionen (7) werden mittels Zelllyse externalisiert (8). Der Zellkern ist schematisch
angedeutet (9).
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2.9 Interaktionen mit der Wirtszelle

Aviare Reoviren rufen in Zellkulturen einen charakteristischen cytopathischen Effekt
(cpE) hervor, der, je nach verwendetem Zelltyp, Virusstamm und Dosis, etwa zehn
bis 48 Stunden nach Infektion erstmals sichtbar wird (18, 32, 79, 184, 201). Dabei
bilden sich zunachst vermehrt Vakuolen in den Zellen (79, 90). Wenige Stunden
spater setzt die Bildung von vielkernigen Synzytien mit Gber 50 Nuklei ein (79, 118,
184). Teilweise konnen mitotische Figuren beobachtet werden (184). Die Zellen
wirken granular, runden sich und heben in einem spateren Stadium vom Untergrund
ab (79, 90, 114, 115). Bei manchen Zelltypen zeigen sich lange cytoplasmatische
Auslaufer (114, 115). Azido- und basophile Einschlusskorperchen treten auf (79, 114,
184). Unter Agar bilden sich nach mehreren Tagen Plaques. Dabei wurde erwahnt,
dass der FC-Stamm (Fahey-Crawley) auf Verozellen groRere Plaques hervorruft als
andere Stamme (118). In einer amerikanischen Studie findet sich ein kurzer Hinweis
auf drei verschiedene PlaquegroRen: solche, deren Durchmesser nach zehn Tagen
Inkubationszeit 1 - 4,5 mm betragt, solche mit 1 - 4 mm grof3en Plaques und solche
mit 1 - 3 mm groRen (79). Eine andere Studie fand im Vergleich zu Huhnerisolaten
kleinere Plaques vor, wenn Putenisolate auf Huihnerzellen heranwuchsen. Eine
schlechtere Adaptation von Putenisolaten an Huhnerzellen wurde als mdgliche
Erklarung angenommen (116). Anderswo findet sich erwahnt, dass 17 von 89
Isolaten — und zwar diejenigen, die auch fur Embryonen und Kiken besonders
pathogen sind — einen deutlichen cpE auf HEF-Zellen (HUuhnerembryofibroblasten)
hervorrufen, zehn von 89 — mit niedrigerer Pathogenitat fir Embryonen und Kiken —
ohne deutlichen cpE bleiben (173).

Insgesamt ist die Zellfusion kein essentieller Schritt fur die Virusreplikation, beférdert
aber die rasche Virusausbreitung und lasst das Virus zwischen Zellen passieren,
ohne neutralisierenden Antikdrpern ausgesetzt zu sein. Zellfusion bietet also einen
erheblichen Selektionsvorteil (28).

Generell sind aviare Reoviren an viele verschiedene Zelllinien adaptierbar, sowohl an
primare als auch permanente Zellen von Vdgeln (6, 21, 144) sowie an verschiedene
permanente Zelllinien aus Saugetiergeweben (6, 26, 97, 178, 201). Dabei
unterscheiden sich die Zelllinien jedoch stark in der Zahl der Blindpassagen, die notig
werden, bevor ein cytopathischer Effekt eintritt (6, 21). Dies hangt zusatzlich noch

vom verwendeten Virusisolat ab.
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Beim Stamm WVU 2937 tritt beispielsweise der cytopathische Effekt bereits in der
ersten Passage auf HEL (HUhnerembryoleber)- oder Verozellen auf, jedoch erst in
der 10. Passage auf Schweinenierenzellen und auch nach zehn Passagen noch
nicht auf Knochenmarkzellen der Kaninchen. Aul3erdem unterscheidet sich hier der
Titer an produziertem Virus um mehrere Zehnerpotenzen (6). Auf welchen Zelllinien
Reovirus anzuchtbar ist, daruber variieren die Angaben aufgrund der
unterschiedlichen verwendeten Virusisolate stark. Manche Isolate lassen sich
beispielsweise an Verozellen adaptieren (26, 201), andere nicht (201). Auch kann die
Replikation von Virus bei demselben Zelltyp aus unterschiedlichen Quellen ein
unterschiedliches Ausmal} innehaben (71). Abhangig kann sie aullerdem vom
verwendeten Medium und pH-Wert sein (71, 97). Zelllinien des Immunsystems, wie
die Makrophagenlinie HD11, erlauben ebenfalls Replikation. Hier lie3 sich ein
hochpathogenes Isolat mit deutlich ausgepragtem cpE und bis zu 1000fach héherer
Virusproduktion von einem schwach pathogenen mit verzégerter viraler RNS- und
Proteinsynthese, insbesondere mit supprimierter Expression des uB-Proteins,
unterscheiden (171).

Deutlich unterschiedlich ist auch die Replikation beim Vergleich von HEF- und
primaren Huhnersehnenzellen. Bei letzteren ist die Transkription von mRNS
verzogert und die Produktion von dsRNS inhibiert. Da sich andere Viren, z.B.
Newcastle Disease Virus, auf Sehnenzellen normal vermehren, scheint dieser Effekt
virusspezifisch zu sein. Aullerdem bleibt gebildetes Virus sehr stark zellassoziiert
(62), wie es auch bei der Anzucht auf verschiedenen Saugerzellen der Fall sein kann
(26, 201, 208).

Als sensitivste Zelllinie far aviare Reoviren werden primare
Huhnerembryoleberzellkulturen angegeben (48).

Die Neutralisationsreaktion kann auf verschiedenen Zellsystemen unterschiedlich
ausfallen. Erwahnt wurde in einer Studie mit MAks, dass ein gegen oC gerichteter
Antikorper nicht auf Verozellen, jedoch auf HUihnernierenzellen Virus neutralisieren
konnte (151).

Der cpE von Reoviren ist eng assoziiert mit dem Auftreten von Apoptose, deren
Kriterien etwa die Kondensation von Kernchromatin und Cytoplasma, die
Fragmentierung der DNS und Segmentation der Zelle in apoptotische Korper sind.
Dieser Prozess ftritt zelltyp- und virusstammunabhangig auf (157). Dabei ist

intraendosomales Uncoating notwendig, bloRe Adsorption und Internalisierung allein
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reichen nicht aus (87). Jedoch muss nicht das ganze Virion zur Apoptoseauslésung
vorhanden sein, oC konnte auch allein Apoptose in verschiedenen Zelllinien
induzieren (157).

Die Mehrzahl antigenexprimierender Zellen ist nicht apoptotisch, aber Zellen in deren
naheren Umgebung unterlaufen diesen Prozess haufig, der abhangig von der
Aktivierung zellularer Enzyme, der Kaspasen, ist. Reovirusinfektionen haben eine
vermehrte Produktion von Proteinen zur Folge, die zu deren Aktivierung fuhren (17).
Aviare Reoviren sind auch in der Lage, Interferon zu induzieren. Gesteigert ist diese
Fahigkeit nach UV-Bestrahlung. Denkbar ist, dass dsRNS die Interferonbildung
auslost, da Reovirus ohne dsRNS kein Interferon induziert (202, 31). Gleichzeitig ist
ARV — wobei oA durch Bindung von dsRNS und somit Inhibierung davon abhangiger
Enzyme wesentlich dazu beitragen soll — hochresistent gegenuber Interferon und hat

damit einen Vorteil gegenuber anderen Viren (44, 99).

2.10 Serologie

2.10.1 Antikorperbildung und Veranderung von Laborwerten

Bei experimentell infizierten oder vakzinierten Tieren sowie bei Feldinfektionen
kommt es zur Ausbildung von Antikorpern gegen aviare Reoviren. Die
Serokonversion ist bei Kiken meist im Alter von zwei bis drei Wochen nach Infektion
feststellbar (67, 75, 76, 165, 176, 178, 180, 191). Vereinzelt wurden auch bereits zu
einem friheren Zeitpunkt, eine Woche nach Infektion, neutralisierende Antikorper
detektiert (77). Die Serokonversion tritt sowohl bei oraler (76, 178) oder
intratrachealer (77) Inokulation als auch bei Injektion in die Zehenballen (76, 145,
178), intramuskular (178) oder subkutan (69) ein. Bei einem Versuch, der
Legerassen und Broiler vergleichend betrachtete, trat die Serokonversion bei Broilern
mit vier Wochen nach Infektion erst eine Woche spater auf als bei Legerassen (76).
Kontakttiere entwickelten teilweise ebenfalls Antikdrpertiter gegen Reoviren,
allerdings erst vier bis funf Wochen nach Infektion (144, 191). Neutralisierende
Antikorper persistieren sechs Monate oder langer im Blut, prazipitierende Antikorper
waren jedoch zum selben Zeitpunkt nur noch bei 12 % der Tiere feststellbar (67).

Zum Teil wurde ein hoéherer Antikorpertiter, frihere Serokonversion und langere
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Persistenz in Abhangigkeit von der Pathogenitat der eingesetzten Virusstamme
beobachtet (141, 142).

Die Antikorperantwort nach Vakzinierung war sehr unterschiedlich, je nach
eingesetzter Vakzine. So induzierte die Applikation einer attenuierten Lebendvakzine
als Spray bei Eintagskiken keine zirkulierenden neutralisierenden Antikorper, jedoch
bei Applikation oder Auffrischungsimmunisierung im Alter von sieben Tagen (39).
Vakzinierung mit inaktivierter Olemulsionsvakzine hatte einmal eine hohe und
einheitliche Antikdrperantwort zur Folge (30), wogegen eine andere Studie von
einzelnen Tieren mit nur geringen Titern berichtete (84). Hier allerdings wies die
Nachzucht maflig hohe bis hohe Antikorpertiter auf, teilweise sogar hohere als die
der Elterntiere.

Vakzinierung mit Lebendimpfstoffen hatte drei bis vier Wochen nach Vakzinierung
kontinuierliche bis steile Titeranstiege zur Folge (107, 194), jedoch waren bei Broilern
mit maternalen Antikorpern die Antworten eher gering (193) bzw. verzogert (194).
Nach Gabe einer experimentellen Vakzine in ovo an 18 Tage lang bebrutete
Embryonen waren sechs Tage nach dem Schlupf Antikorper detektierbar, deren Titer
nach neun Tagen abzufallen begann (56). Bei einer Messung von Antikdrpern gegen
das nicht strukturbildende Protein NS zeigte sich, dass Antikérper nur detektierbar
waren, wenn das Vakzinierungsprotokoll inaktivierte Vakzine enthielt (15).
Laborwerte des Blutes verandern sich ebenfalls nach Infektion mit ARV. Es kommt
zu einem Anstieg des Plasma-Albumins, der Calciumwerte und des Enzyms
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) am siebten Tag nach Infektion, wahrend
Glucose-, Amylase- und Phosphorwerte absinken sowie ein Abfall der GOT an Tag

neun und 14 zu beobachten ist (168).

2.10.2 Serologische Nachweis- und Messverfahren

Neben Neutralisationstests, die spater ausfihrlicher behandelt werden, dienen als
serologische Nachweisverfahren der Agargelprazipitationstest (AGP), verschiedene
ELISA-Kombinationen (ELISA: enzyme linked immunosorbent assay) sowie
Fluoreszenztests (1, 66), Western Blot (33), Komplementfixationstest (80),

Radioimmunoprazipitation (134) und Immunodot-Verfahren (92).
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Schon 1966 zeigte sich bei einer japanischen Studie ein gemeinsames Antigen bei
durch Neutralisation unterschiedenen funf verschiedenen Serotypen aviarer
Reoviren, da es sowohl im Agargelprazipitationstest (AGP) als auch im
Komplementfixationstest und einem Fluoreszenztestverfahren zu umfangreicher
Kreuzreaktivitat trotz schwacher Kreuzneutralisation kam (80). Kreuzreaktivitat mit
Reoviren der Sauger im AGP gab es jedoch nicht (54). Als Nachweis fur eine ARV-
Infektion reicht der AGP allerdings nicht aus, denn oftmals kam es bei einem
positiven Ergebnis in der Neutralisation zu einem negativen Ergebnis im AGP,
manchmal sogar bei ganzen Herden (67).

Verschiedene ELISA-Verfahren sind beschrieben, etwa eine ausfiihrliche Studie zu
einem indirekten ELISA, der zum Neutralisationstest eine positive Korrelation aufwies
(68). Auch ELISAs, die mit einzelnen ARV-Proteinen arbeiten, wurden entwickelt. Als
Coating-Antigen wurden oNS (15), oB (156), oC (197), oA (91) sowie eine
Kombination aus oC und oB zweier verschiedener ARV-Stamme (94) verwendet. Im
Fall von oNS (15) und oA (91) zeigte sich, dass nur bei Verwendung inaktivierter
Vakzinen eine gute Korrelation zu Neutralisationstests gegeben war. Eine gute
Korrelation zur Neutralisationsreaktion wiesen hingegen ELISAs gegen oB und
kombinierte cC-oB-ELISAs auf.

2.10.3 Neutralisation

Zur Unterscheidung von ARV-Isolaten und -Stdmmen anhand antigenetischer
Eigenschaften wurde meistens die Untersuchung mittels Kreuzneutralisationstests
gewahlt, wobei sich die Durchflhrung in einigen Punkten unterscheidet. Nur in
wenigen Fallen wurde ein einfacher Neutralisationstest durchgefuhrt, d.h. ohne feste
oder halbfeste Uberschichtung (133, 138, 140, 203), meist wurde die Form des
Plaquereduktionstests unter Agar-Uberschichtungsmedium gewahlt (6, 47, 67, 79,
80, 113, 116, 118, 120, 144, 150, 152, 167, 173, 175, 192, 201, 204) mit
Konzentrationen von 0,8 % (79, 80, 150, 152, 175, 201, 204) bis 3 % Agar (192). In
der Regel kam die (-Methode mit konstanter Virusverdinnung und serieller
Serumverdinnung zur Anwendung (67, 79, 80, 116, 133, 138, 140, 144, 152, 175,
203, 204). Nach einer Inkubationszeit von drei (116) bis zehn (79, 201) Tagen wurde

meist mit Neutralrot in verschiedenen Konzentrationen gefarbt (6, 8, 47, 67, 80, 113,
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118, 120, 140, 144, 150, 167, 173, 192, 201), selten auch mit Kristallviolett (140). Als
Neutralisationstiter wurden Serumtiter mit 50 (152, 175), 75 (204), 80 (67) oder 90 %
(80, 144, 173) Neutralisation gewahlt.

Durchgefihrt wurden die Tests auf verschiedenen Zellsystemen wie HN-Zellen
(HUhnernierenzellen) (67, 79, 80, 113, 144, 150, 173, 175, 204), Verozellen (6, 118,
138, 152, 201), HEF-Zellen (47, 120, 133, 167, 203), HEN-Zellen
(Hahnerembryonierenzellen) (58, 116, 140) und HEL-Zellen (47, 82, 192).

Die bendtigten Positiv- bzw. Hyperimmunseren wurden auf verschiedene Weise
hergestellt. Das Virusmaterial entstammte Zellkulturen (1, 33, 41, 58, 82, 204) oder
Eikulturen (204), war manchmal aufgereinigt (134) oder Teil einer kommerziellen
Lebend- (156, 206) oder Totvakzine (156, 206). Verschiedenste Applikationsarten
und -kombinationen wurden gewahlt: intramuskular (33, 89, 134, 204, 206),
intraperitoneal (134), okular (41, 58, 156, 206), subkutan (69, 206), intranasal (1, 41,
58), oral (41, 58), per Injektion Uber die Zehenballen (204) oder intratracheal (82).
Geboostert wurde teilweise gar nicht (204) oder bis zu dreimal (206), meist aber
einmal (1, 33, 41, 58, 69, 82, 156).

Wahrend zwischen ARV und Reoviren der Sauger (MRV, mammalian reoviruses)
keine Kreuzreaktivitat festgestellt werden konnte (113, 121, 167), fand sich zwischen
verschiedenen ARV-Isolaten und -Stammen meist eine ausgepragte Kreuzreaktivitat
(41, 58, 113, 116, 138, 140, 142, 144, 145, 204). Die Untergliederung in Serotypen
erwies sich daher als ausgesprochen schwierig und die Angaben variieren stark.
Eine frlhe japanische Studie gliederte 77 Isolate in finf Serotypen, die untereinander
nur schwach kreuzreaktiv waren (79). Bei einem Vergleich von drei aviaren Reoviren
aus Puten und vier aus Huhnern fanden sich zwei Serotypen, ansonsten naher und
ferner verwandte Subtypen (116). Die Untersuchung zehn weiterer ARV-Isolate aus
Huhnern mit verschiedenen Krankheitsbildern in Australien ergab drei groRere
Gruppen, aber teilweise waren die Isolate nicht eindeutig zuordenbar (140). Sieben
amerikanische Isolate konnten in vier Serotypen gruppiert werden (144), zwei weitere
waren nicht eingruppierbar. Eine japanische Studie konnte mit der Untersuchung von
89 Isolaten die funf klassischen japanischen Serotypen bestatigen, wobei sechs
Isolate von den Antiseren nicht neutralisiert wurden (173). Bei einer Studie, die
vorherig charakterisierte Serotypen aus den USA und Japan mit sechs weiteren aus
Europa und Amerika verglich, wurden elf Serotypen dargestellt (204). Weitere funf

ARV-Stamme wurden in drei Serotypen differenziert (58). Eine Auffalligkeit in den
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Ergebnissen von Kreuzneutralisationstests ist etwa das Vorkommen von einseitiger
Neutralisation zwischen heterologen Stammen (79, 204). Zudem kommt es vor, dass
bis zu drei heterologe Stamme gleich stark (116, 142, 144) oder besser neutralisiert
werden als der dem Antiserum homologe Stamm (58, 116, 142, 173, 204).

Die meisten Beschreibungen lassen keine Korrelation zwischen serologischem
Verhalten und Pathotyp erkennen (82, 113), jedoch stellte eine japanische Studie
eine enge Beziehung zwischen Pathogenitat und Serotyp fest. Von 17
hochpathogenen Isolaten (fur Hihnerembryonen, Kiken und Zellkulturen) gehorten
14 zum selben Serotyp (173).

In einer Studie entsprach die in vitro-Neutralisation mit einem Serum gegen den
Vakzinestamm S1133 der in vivo-Immunitat der Nachzucht gegen Challenge als
Eintagskuken mit verschiedenen Isolaten. Die Elterntiere waren per Augentropfen mit
S1133 geimpft worden (133). Vakzinierung von Elterntieren mit attenuiertem S1133-
Virus schitzte die Nachzucht gegen Challenge mit S1133 und in unterschiedlichem
Ausmald gegen funf heterologe ARV-Stamme. Jedoch sind Kreuzneutralisation und
Kreuzprotektion ahnlich, aber nicht vollkommen identisch (203).

Bei Untersuchungen in vitro mit monoklonalen Antikérpern konnten verschiedene
Proteine als Zielprotein der Neutralisation ermittelt werden, dabei wurde
unterschieden zwischen Proteinen mit gruppenspezifischen Epitopen, namlich AB
(200), oC (200), oB (152, 175) und typspezifischen Epitopen auf cC (152, 200). Mit
sehr geringem Titer wirkte auch ein monoklonaler Antikdrper gegen AA oder AC
typspezifisch neutralisierend (200). Die Neutralisationsreaktion war dabei abhangig
vom verwendeten Zellsystem (152, 200). So fand sie teilweise nur in Vero- oder nur
in HN-Zellen statt bzw. wies unterschiedliche Titer in verschiedenen Zellsystemen

auf.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkulturen

Far die Untersuchungen wurden primare Zellkulturen aus Huhnerembryonen
verwendet, die in spezifisch pathogenfreien Bruteiern neun Tage lang
heranwuchsen. Dann wurden die Eier mit sterilem Besteck unter einem Abzug
aufgeschnitten und die Embryonen mit einer Pinzette entnommen. Die Kopfe wurden
verworfen und die Bauch- und Brusthdhle der Embryonen eréffnet. Zunachst wurde
die Leber entnhommen und separiert, Herz und Muskelmagen wurden jedoch
verworfen. Die Lebern wurden mechanisch zerkleinert und in einem Kolbenglas mit
PBS (phosphate buffered saline, pH 7,5) gewaschen, die Ubrigen Bestandteile mittels
steriler 10ml-Spritzen zerkleinert und in ein separates Kolbenglas gegeben. Auch
diese Gewebe wurden mit PBS gewaschen. Nach dem Abgielden der
Waschflissigkeit wurde der Inhalt beider Kolben mittels magnetischem Fischchen
und Ruhrgerat unter Zugabe von einigen Milliliter einer Trypsin-EDTA-L6sung soweit
verdaut, dass sich der GrofRteil der Zellen aus seinem Zellverband I6ste, was einen
Zeitraum von etwa 15 — 25 min in Anspruch nahm. Die Trypsin-EDTA-LAsung
bestand aus 0,025 % Trypsin (Biochrom AG, Berlin) und 0,025 % EDTA
(Ethylendiamintetraacetat, Biochrom AG, Berlin) in PBS. Anschliefend wurden die
aus dem Zellverband gelosten Zellen durch Filter (cell strainer BB Falcon, BD
Biosciences Europe, Heidelberg) im Fall der Leberzellen bzw. durch sechslagige
Mullbinden (Hartmann, Heidenheim) im Fall der Fibroblasten gefiltert und in
Zentrifugenrohrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) Uberfuhrt. Dazu wurden etwa
2 ml fotales Kalberserum (FKS, Biochrom AG, Berlin) zugegeben, um die
Trypsinwirkung aufzuheben. Anschliellend wurden die Zellen acht Minuten lang bei
1000 Umdrehungen zentrifugiert, der Uberstand abgeschittet und das Zellpellett in
einer geringen Menge Earle’s minimal essential medium (Earle’s MEM, Biochrom
AG, Berlin) resuspendiert. Ein Teil davon (jeweils 10 ul) wurde mit 890 pl PBS und
100 ul Trypanblau (in physiologischer Salzlésung, Seromed/ Biochrom AG, Berlin)
versetzt, um die Zellen fir die Zahlung lebender Zellen anzufarben. Mit dieser
Zellsuspension wurde dann eine Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer gefullt und die

lebenden Zellen innerhalb von vier Gruppenquadraten ausgezahlt. Anschliel3end
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wurde berechnet, wieviel Medium der nach der Zentrifugation erhaltenen
Zellsuspension zugesetzt werden konnte, um eine Zelldichte von 1 000 000 Zellen/
ml bei Leber- und 500 000 Zellen/ ml bei Fibroblasten zu erreichen. Diese
Endsuspension wurde in 96-, 24- und 6-Loch-Platten (Greiner bio-one,
Frickenhausen) tUberfihrt und im Brutschrank bei 41 °C und 5 % CO; einen Tag lang
vor Beimpfung bebriutet. Der Losung aus 90 % Earle’'s MEM und 10 % FKS wurde
eine Antibiotikalosung zugesetzt, und zwar 2,5 ml auf je 500 ml Earle’'s MEM mit
FKS.

3.2 PBS (phosphate buffered saline)

Zur Herstellung von funf Litern PBS wurden 40g NaCl (Natriumchlorid reinst,
AppliChem, Darmstadt), 1g KCI (Kaliumchlorid, = 99,5 %, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe), 7,2 g Na;HPO, x 2H,0O (Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat zur
Analyse, Merck, Darmstadt) sowie 1g KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat zur
Analyse, Merck, Darmstadt) in einen Funf-Liter-Glaskolben gegeben, mit Aqua
bidestillata auf funf Liter aufgefullt und mittels Magnetriuhrer und magnetischem
Fischchen in der Flussigkeit geldst. Anschlie®end wurde der pH-Wert Gberprift und
gegebenenfalls auf pH 7,4 eingestellt. Danach wurde die Flussigkeit in
autoklavierbare Flaschen portioniert abgeflllt und mindestens 20 Minuten bei drei

Bar autoklaviert.

3.3 Antibiotikalosung

Die zum Zellkulturmedium hinzugegebene Antibiotikalosung setzte sich aus 3g
Penicillin G (1730 U/ mg, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), 5g
Streptomycin-Sulfat (761 U/mg, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) und 12,5
ml Gentamycin (10 mg/ml, Seromed/ Biochrom AG, Berlin) zusammen, die auf 50 ml
mit PBS aufgefullt wurden. AnschlieBend wurde die Stammldsung mit Hilfe eines
0,45 ul-Filters sterilfiltiert und bei -20 °C gelagert.
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3.4 Viren

Es wurden drei verschieden Reovirusgruppen fur die Untersuchungen verwendet. Als
Referenzstamm wurde der attenuierte Vakzinestamm S1133 (Lohmann Tierzucht
GmbH, Cuxhaven) eingesetzt. Weiterhin wurden je drei stallspezifische
Vakzineisolate aus dem Bereich der Bruterei Std (K397/02, K1284/02, K0200/03)
(Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven) und der Briuterei Weser-Ems (K560/02,
K261/97, K105/03) (Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven) sowie ein
niederlandisches Isolat (SP2004-00344) hinsichtlich ihrer Verwandtschaft im
Kreuzneutralisationstest untersucht. Die dritte Gruppe, die Eingang in diese
Untersuchungen fand, bildeten Isolate, die in der Klinik fur Voégel aus Darm und
Pankreas von Tieren mit Anzeichen des Malabsorptionssyndroms uber Ei- und
Zellkultur isoliert und per Elektronenmikroskop und Immunfluoreszenz als Reoviren
charakterisiert worden waren: 8588DP4-6, 8501DP4-6, 8474DP4-6 aus dem Bereich
der Bruterei Sud sowie 8914DP4-6 aus dem Bereich der Bruterei Weser-Ems. Alle
Isolate wurden auf Huhnerembryoleberzellen vermehrt und die in der Klinik fir Vogel
isolierten zusatzlich in einem nachfolgend beschriebenen Verfahren plaquekloniert.
Um ausreichend grof3e Virusstocks fur die Untersuchungen zu erhalten, wurden
jeweils 1ml Virussuspension in eine 250ml-Zellkulturflasche (Greiner bio-one,
Frickenhausen) gegeben, die einen Monolayer mit primaren
Huhnerembryoleberzellen enthielt. Die Flaschen wurden bis zur Entwicklung eines
deutlichen cpEs inklusive Abheben der Synzytien vom Untergrund bei 41 °C und 5 %
CO, bebritet. Dann wurden die Zellen vollends durch mehrmaliges Aufziehen und
Ablassen der Kulturflissigkeit mittels einer Glaspipette vom Untergrund abgeldst.
AnschlieBend wurden die Flaschen jeweils dreimal bei -70 °C eingefroren und
aufgetaut, die FlUssigkeit in Zentrifugenréhrchen Uberfluhrt und die Zellreste bei 1000
Umdrehungen zehn Minuten lang abzentrifugiert. Der Uberstand wurde zu 1ml-
Portionen in Eppendorf-Rohrchen abgefullt. Ein Isolat, 8474DP4-6, wurde weitere
sieben Mal auf HEF-Zellen passagiert.

Fir die weitergehenden Untersuchungen wurden drei Isolate ausgewahlt (S1133,
8588DP4-6, 8474DP4-6) und zusatzlich zur Vermehrung auf HEL-Zellen auch von
HEF-Zellen sowie steril praparierten Lebern und Darmen von Huhnerembryonen
gewonnen, die nach sechstagiger Bebrutungszeit Uber den Dottersack infiziert

worden waren.
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3.5 Eikultur

Um Virusstocks, die vier verschiedenen Geweben entstammen, vergleichen zu
konnen, wurden SPF-Eier nach sechs Tagen Bebritungszeit Uber den Dottersack
beimpft und taglich geschiert. Leber und Darm von 18 Tage alten Embryonen wurden
nach dem Toten steril prapariert bzw. bei durch die Infektion bereits abgestorbenen
Tieren am Tag des Absterbens entnommen. Die Organe wurden mittels Morser
zerkleinert und in einer 10 % (w/v)-Suspension in PBS suspendiert. AnschlielRend

wurde die Suspension 10 Minuten mit Ultraschall beschallt.

3.6 Plaqueklonierung

Zunachst wurden definierte Virusverdinnungen auf 6-Loch-Platten aufgebracht, die
am vorangehenden Tag mit 2,5 ml HEL-Zellen pro Vertiefung bei einer Konzentration
von 1,5 x 10® Zellen/ml beschickt worden waren. Nach einer Stunde Inkubationszeit
wurde die in den Vertiefungen enthaltene Virussuspension mit sechsprozentigem, 38
°C warmem Agar (Agarose Type VII, cell culture tested, Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen) in Earle’s MEM (Biochrom AG, Berlin) Uberschichtet. Nach drei
bis finf Tagen Bebritungszeit bei 41 °C und 5 % CO, wurden optisch als Reovirus-
cpE erkennbare Riesenzellen mit Hilfe von sterilen Pasteurpipetten ausgestochen
und auf 24-Loch-Platten verbracht, die am Vortag mit 0,4 ml HEL-Zellen pro
Vertiefung in einer Ausgangszellkonzentration von 800 000 Zellen/ ml beschickt

worden waren. Diese Vorgehensweise wurde noch weitere zwei Mal wiederholt.

3.7 Immunfluoreszenz

Zur Bestatigung, dass die Virusisolate Reoviren seien, wurden
Immunfluoreszenztests durchgefuhrt. Dazu wurden 96-Loch-Platten mit HEL-Zellen
in einer Konzentration von 800 000 Zellen/ ml und 100 ul/ Loch beschickt und am
folgenden Tag mit einer Virussuspension in Zehnfach-Verdinnungsreihen beimpft,

100 pl/Loch. Eine Zeile pro Platte blieb dabei virusfrei fur Zell- und
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Konjugatkontrollen. Bis zum ersten Sichtbarwerden eines cpE wurde die Platte im
Inkubator bei 41 °C und 5 % CO, gehalten. Anschliel3end wurden die Vertiefungen
mit 3,7 % Formalin (AppliChem, Darmstadt) in PBS aufgeflllt. Nach zehn Minuten
Einwirkzeit wurde samtliche Flussigkeit abgeschuittet und die Vertiefungen wurden
erneut mit Formalin beflllt. In diesem Zustand wurden die Platten bei 4 °C bis zur
Weiterverwendung aufbewahrt. Dann wurden das Formalin abgekippt und die
Vertiefungen mit je 50 pl einprozentigem Triton X 100 (Serva, Heidelberg) befullt, das
anschlieBend wieder abgeschuttet wurde. Nun wurden nochmals 50 pl/Loch
einprozentiges Triton X 100 in PBS zugegeben, das eine halbe Stunde einwirken
konnte, bevor die Flussigkeit abgekippt und ausgeklopft wurde. Als Blockpuffer
wurde nun zweiprozentiges FKS (Biochrom AG, Berlin) in PBS eingesetzt und eine
Stunde auf der Platte belassen. Nachdem der Blockpuffer entfernt worden war,
wurde — je nachdem, ob An- bzw. Abwesenheit von Reo- oder Adenoviren Uberpruft
werden sollte — Reo- oder Adeno-Positivserum 1:25 in PBS verdinnt und in einer
Menge von 50 ul pro Loch aufgetragen. Die Vertiefungen fur Zellkontrollen wurden
mit Blockpuffer befullt. Nach einer halben Stunde wurden die Platten mit 0,05 %
Tween 20 (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) in PBS dreimal gewaschen. Anti-
Huhn-FITC (Fluorescein-5-isothiocyanat, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)
wurde 1:100 in PBS verdinnt und davon 50 pl pro Loch aufgetragen und 30 min
darauf belassen. Ein Waschschritt analog dem ersten, jedoch mit 0,025 % Tween 20
(Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) in PBS folgte. Danach wurde 1:5 in PBS
verdinntes Glycerin (etwa 87 % zur Analyse, Merck, Darmstadt) aufgetragen, die

Platten mit Folie abgeklebt und unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

3.8 Serumgewinnung

Fir die Herstellung der Hyperimmunseren wurden einwochigen spezifisch
pathogenfreien (SPF) Huhnerkiken der Rasse ,White Leghorn® (Lohmann Tierzucht
GmbH, Cuxhaven) 0,5 ml einer 1:10 verdlnnten Virussuspension intramuskular
injiziert. Eine Auffrischungsimmunisierung erfolgte im Alter von finf Wochen durch
intravendse Applikation von 1ml einer 1:10 verdinnten Virussuspension. Zur
Uberprifung der Immunantwort erfolgte eine Woche nach dem zweiten

Antigenkontakt eine Blutentnahme. Bei ausreichender ELISA-Reaktivitat erfolgte am
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darauf folgenden Tag die Gewinnung des Endbluts. Dies war mdoglich bei der
Herstellung der Hyperimmunseren gegen den Referenzstamm S1133 sowie gegen
das MAS-Isolat 8588DP4-6. Im Fall der Hyperimmunseren, die gegen die MAS-
Isolate 8474DP4-6, 8501DP4-6 sowie 8914DP4-6 produziert wurden, war eine
zweite Auffrischungsimmunisierung im Alter von neun Wochen durch ebenfalls
intravendse Applikation einer 1:10 verdunnten Virussuspension notwendig. Die
Herstellung der Hyperimmunseren wurde bei der Regierung von Oberbayern unter
dem Aktenzeichen 55.2-1/54-2531.6-8-05 vermerkt.

Weiterhin wurde ein Hyperimmunserum, das gegen die stallspezifischen K-Stamme
gerichtet war, in den Kreuzneutralisationsuntersuchungen eingesetzt (Lohmann
Tierzucht GmbH, Cuxhaven, Veterinarlabor, Dr. Voss). Auch verschiedene, gepoolte
Seren aus Elterntierherden mit von MAS betroffener Nachzucht wurden untersucht.
Dies waren Seren der Elterntierherden 428, 429, 430 und 431 (EH 428, EH 429, EH
430, EH 431, Lohmann Animal Health GmbH & Co. KG, Cuxhaven). Dabei waren die
Elterntiere der Herden 428 und 430 am dritten Lebenstag mit einer S1133-
Lebendvakzine geimpft worden sowie in der sechsten und 20. Lebenswoche mit
inaktiviertem Stamm S1133 und einem lokalen K-Stamm. Die Elterntiere der Herden
429 und 431 waren ebenfalls am dritten Lebenstag mit S1133 geimpft worden sowie
in der sechsten und 20. Lebenswoche mit einer kommerziellen Vakzine (Intervet,
Unterschlei3heim). Dabei waren aus der Nachzucht der Elterntierherde 428 das
Isolat 8588DP4-6, aus derjenigen der Elterntierherde 429 das Isolat 8501DP4-6

isoliert worden.
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3.9 Reo-ELISA

Zur Uberpriifung der Antikrperantwort bei der Erzeugung der Hyperimmunseren
wurden ELISA-Tests mit gewonnenen Serumproben durchgeflhrt.

Fir die Beschichtung der Platten wurde mittels Ultrazentrifugation aufgereinigtes
Virus als Antigen verwendet, das auf eine Konzentration von 10 ug/ ml mit
Bicarbonatpuffer (pH 9,6; 4,2 g NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat zur Analyse,
Merck, Darmstadt/ | Aqua bidest.) verdinnt wurde und in einer definierten Menge flr
eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer 96-well-Polysorp-Platte verblieb. Ein
Waschschritt mit 0,025 % Tween (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) in PBS folgte.

AnschlieRend wurde Blockpuffer in einer definierten Menge aufgebracht, der aus 2 %
handelsublicher Trockenmilch ohne Geschmackszusatze in 0,025 % Tween in PBS
bestand; dieser wurde eine Stunde auf der Platte belassen.

Danach wurde der Blockpuffer entfernt und die Platte bei -20 °C bis zur weiteren
Verwendung eingefroren.

Fir die Durchfihrung des reovirusspezifischen ELISA wurden zunachst die zu
untersuchenden Seren auf einer 96-Loch-Rundbodenplatte zu einer 1:50-
Verdinnung mit schon oben erwahntem Blockpuffer verdinnt.

Die hergestellten Verdinnungen wurden als Doppelansatz pro zu untersuchendes
Serum auf die mit Antigen beschickte 96-Loch-Platte Ubertragen, wo sie 30 min bei
RT (Raumtemperatur) verblieben.

Zusatzlich zu den zu untersuchenden Seren wurden zwei bis drei Negativseren
sowie ein Positivserum in gleicher Weise auf die Platte verbracht; mindestens eine
Vertiefung verblieb als Konjugatkontrolle ohne Serumzugabe.

Es folgte ein dreimaliges automatisiertes Waschen mit 0,025 % Tween in PBS auf
einem ELISA-Washer.

Ein mit Peroxidase verbundener IgG-Antikorper (Anti-Huhn-POD, Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen) wurde im Anschluss daran in einer Verdlinnung von
1:1000 hinzugegeben. Nach weiteren 30 min Inkubationszeit bei RT erfolgte ein
zweiter Waschschritt in gleicher Weise wie der erste.

Auf die Platte verbracht wurde nun eine Losung aus OPD (O-Phenylendiamin-
Dihydrochlorid, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), Citratpuffer (pH 4, 14,79
Natriumcitrat - Tri-Sodium citrate-5,5-hydrate, Riedel-de Haen RdH Laborchemikalien
GmbH & Co. KG, Seelze) / | Aqua bidest.) und H,O, (Wasserstoffperoxid, 30 % (w/w)
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solution, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), wobei OPD in einer
Konzentration von 1 mg/ml Citratpuffer eingesetzt wurde und anschlieiend 5 pl/ ml
Gesamtvolumen H,0O, hinzugefligt wurden.

Die beschickten Platten wurden nun 10 min lang im Dunkeln stehengelassen; die im
positiven Fall gelb-orange Farbreaktion wurde mittels Hinzupipettieren einer 2
molaren Schwefelsaure (2,5 mol, Merck, Darmstadt) abgestoppt.

Im ELISA-Reader wurde als letzter Schritt bei einer Einstellung des Testfilters auf
490 nm Wellenlange und des ReferenZzfilters auf 630 nm Wellenlange die Extinktion

in der jeweiligen Vertiefung gemessen.

3.10 Plaquetitration

Um den Titer der verwendeten Virusstocks zu bestimmen, wurden primare HEL-
Zellen in 24-Loch-Platten (Greiner Bio-One, Frickenhausen) in einer Konzentration
von 2,1 x 10° Zellen/ cm? verbracht und einen Tag spater mit 100 ul Virussuspension
pro Loch beimpft.

Neben einer Reihe von Virusverdinnungen beinhaltete jede Platte zwei uninfizierte
Lécher als Zell- und Konjugatkontrolle. Einer urspringlichen Virusverdinnung von
1:30 in Earle’s MEM (Biochrom AG, Berlin) jedes Virusisolats folgten Dreifach-
Verdinnungsreihen. In jeder 24-Loch-Platte wurden vier Virusverdinnungen in
Vierfachansatzen und zwei Virusverdinnungen in Dreifachansatzen getestet. Nach
einer Inkubationszeit von einer Stunde wurden die Zellkulturen mit 1,6 %
Carboxymethylcellulose (CMC, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) in Earle’s
MEM Uberschichtet.

Zwei Tage nach Infektion wurden die Zellkulturen mit 3,7 % Formalin (AppliChem
Darmstadt) in PBS aufgeflllt und zunachst zehn Minuten so belassen. Nach dem
Abschutten der Flussigkeit und erneutem Aufflllen mit Formalin wurden die Platten
bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C gelagert. Dann wurde das Formalin abgeschuittet,
die Platten einmal mit 1 % Triton-X 100 in PBS gewaschen und nochmals 1 % Triton-
X 100 fur eine halbe Stunde bei Raumtemperatur aufgebracht. Danach erfolgte ein
Waschschritt mit Blockpuffer aus PBS und 1 % NBCS (newborn calf serum,
Biochrom AG, Berlin), der anschlieBend nochmals aufgebracht wurde und eine

Stunde auf den Platten verblieb. Dann wurden die Platten mit einer 1:50-Verdinnung
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von Reovirus-Positivserum eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Zellkontrolle wurde hierbei ausgespart und nur mit Blockpuffer beschickt.
Anschlieend wurden die Platten dreimal fur je drei Minuten mit 0,05%igem Tween
20 (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) in PBS gewaschen und mit einer 1:1000-
Verdlinnung mit Anti-Huhn-IgG, gekoppelt an Peroxidase (Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen) eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Ein weiterer
dreistufiger Waschschritt, diesmal mit 0,025 % Tween 20 (Fluka Chemie AG, Buchs,
Schweiz) folgte.

Als Substrat wurden 10 mg 3-Amino-6-Ethyl-Karbazol (Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen) in 3ml DMSO (Dimethylsulfoxid, Serva, Heidelberg) gelést und
anschliefend in 50ml Natriumacetatpuffer (wasserfrei, Merck, Darmstadt; 20 mmol,
pH 5,0 — 5,5) und H;O, (Wasserstoffperoxid, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen) verdiinnt. Pro Loch wurden 200 pl dieser Losung 15 — 20 Minuten lang
aufgebracht, bis sich die Zellrasen leicht rosa farbten. Vorsichtiges Waschen mit
Leitungswasser stoppte die Reaktion. Antigenpositive Zellen waren rot angefarbt und
konnten bei geringer VergroRerung unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt werden.

Nach zwei Tagen begann die Farbung zu verblassen.

3.11 Plagueneutralisation

Neutralisationstests wurden analog zu Plaquetitrationstests durchgefihrt. Die
Virusisolate wurden in einer Endkonzentration von 2500 pfu/ml fir die Viruskontrollen
ohne Serum und 5000 pfu/ml far Virus-Serum-Gemische eingesetzt. Die
verschiedenen Seren wurden in Zweifach-Verdinnungsreihen verwendet. Virus- und
Serumverdinnungen wurden im Verhaltnis 1:1 vermischt und vor dem Aufbringen
auf die Zellen eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der Infektion von
24-Loch-Platten blieben zwei Locher fur eine Zell- und Konjugatkontrolle virusfrei.
Nach einer weiteren Stunde wurden die infizierten Zellen mit 1,6 % CMC
(Carboxymethylcellulose, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) in Earle’s MEM
(Biochrom AG, Berlin) Uberschichtet und wie bei der Titration beschrieben
weiterbehandelt. Nach dem Auszahlen der Plaques wurden 50 %-Neutralisationstiter
(NTso-Titer) nach der Methode von Reed und Muench (136) berechnet, wobei die
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Zahl der Plaques innerhalb der Locher fur die Viruskontrollen als 100 % Infektiositat

gesetzt wurde.
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Abb. 2 : Beispiel eines Plaquereduktionstests nach der R-Methode
(konstante Virusvermehrung - variable Serumverdiinnung)

Die Abbildung zeigt eine fixierte und immunhistochemisch gefarbte HEL-
Zellkultur-Platte am Beispiel des Referenzstammes S1133 und dem homologen
Antiserum mit der fur die Tests standardisierten Einteilung. In der ersten Spalte
ist die Viruskontrolle (&) aufgetragen, bei der keine Serumzugabe erfolgte und
die als Referenz dient (100%). In den folgenden Spalten wurde das Virus mit
Serum in den oben aufgefuihrten Verdunnung (-log2; 10-14) aufgetragen. Dabei
wurde jede Serumverdunnungsstufe sowie die Viruskontrolle in einem
Vierfachansatz getestet. Die nach zweitagiger Inkubation und anschlieRender
Immunfarbung mit einem reovirusspezifischen Hyperimmunserum mikroskopisch
ermittelten Plaques sind in die entsprechenden Vertiefungen eingetragen. Die
oberste Zeile der angeflugten Tabelle gibt den jeweiligen Durchschnitt der
gezahlten Plaques an, die dann in der zweiten Zeile als prozentual zur
Viruskontrolle verbleibenden Infektiositat angegeben werden. Aufgrund dieser
Kinetik wurde nach der Methode nach Reed und Muench der NTso-Titer [-log 2]
ermittelt, der in diesem Fall 11,8 betragt. Zusatzlich wurden auf den Platten
uninfizierte Zellkultur-Kontrollen mitgefuhrt, die ebenfalls immunhistochemisch
gefarbt wurden (ZK) bzw. als Konjugatkontrolle (KK) fur den anti-Huhn-1gG-
Peroxidase gekoppelten Antikorper dienten.

3.12 Relatedness-Werte

Um die Verwandtschaft von Virusisolaten zu bestimmen, wird oft eine
Berechnungsmethode verwendet, die zuerst bei Influenza A-Virus gebraucht wurde
(5). Hieraus resultieren sogenannte ,R-Werte®, die folgendermalen differenziert
wurden (12): R-Werte unter 10 % definieren verschiedene Serotypen, solche
zwischen 10 und 32 bzw. 32 und 70 % entfernter und ndher verwandte Subtypen.
Isolate, deren R-Werte Uber 70 % liegen, zeigen keine oder vernachlassigbare
Unterschiede.

Die angewandten Formeln lauten:

Verwandtschaft in Prozent (% R) = 100 x+/rl xr2 , dabei ist

heterologer Titer mit Virus 2
homologer Titer mit Virus 1

— heterologer Titer mit Virus 1
homologer Titer mit Virus 2




Material und Methoden 64

3.13 Statistik

Fir statistische Berechnungen wurde SPSS verwendet. Signifikanzen wurden in
Post-Hoc-Tests berechnet, dabei wurde die Methode nach Tamhane verwendet (p <
0,05).
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4 Ergebnisse

4.1 Plaquetypen

Zunachst wurden Titrations- und Neutralisationstests nicht mittels einer
immunhistochemischen Farbemethode durchgefuhrt, sondern Plaquetests unter
fester Uberschichtung (Zellkulturagar) mit anschlieRender Neutralrotfarbung
verwendet. Jedoch stellte sich hierbei heraus, dass es insbesondere bei den MAS-
Isolaten solche gibt, die sehr kleine Plagueformen entwickeln. Das hatte zur Folge,
dass sich Isolate mit diesem Plaquetyp auf diese Weise nur schlecht und nicht
regelmaldig reproduzierbar darstellen lielen, was mit der beschriebenen
immunhistochemischen Methode jedoch mdglich war. Auch damit konnten drei
unterschiedliche Plaquetypen unterschieden werden. Das ist zum einen der
,klassische* Typ mit gro3en, runden Synzytien und Plaques, fiur den exemplarisch
der Referenzstamm S1133 steht, der aber auch bei den K-Stammen und beim MAS-
Isolat 8914DP4-6 auftritt. Zum anderen gibt es den schon erwahnten Typ mit sehr
kleinen Plaques und winzigen Synzytien, der bei den MAS-Isolaten 8588DP4-6 und
8501DP4-6 sowie beim niederlandischen ERS-Stamm vorkommt. Der dritte
Plaquetyp mit weniger runden, zusammengeballten, sondern stattdessen eher flachig
ausgedehnten Synzytien findet sich beim MAS-Isolat 8474DP4-6. Diese
Unterschiede traten nicht nur auf HEL-Zellen, sondern auch auf HEF-Zellen auf,
wobei bei letzteren die Plaques und Synzytien insgesamt kleiner waren, und konnten
sowohl im ungefarbten als auch gefarbten Zustand erkannt werden. Einen Uberblick
uber die Plaquetypen bietet Abb. 3; eine Auflistung der Isolate mit zugehdrigen

Plaquetypen findet sich in Tab. 3.
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Abb. 3: Plaquetypen

Die Abbildung zeigt den cytopathischen Effekt des Vakzinestamms S1133 und
zweier MAS-Isolate auf primaren Embryozellkulturen. Dabei steht S1133
exemplarisch fur den ,klassischen Typ“ mit gro3en runden Riesenzellen auf HEL-
(A) und HEF-Zellen (B). Das Isolat 8588DP4-6 induziert dagegen nur kleine
Synzytien auf HEL- (C) und HEF-Zellen (D). Hingegen bildet das Isolat 8474DP4-
6 grolle, fast flachenhafte Riesenzellen auf HEL- (E) und HEF-Zellen (F), die
schon einen Tag nach Infektion sichtbar werden. Der schwarze Balken
reprasentiert 100 um.
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4.2 Plaquetitration

Mit Hilfe des bereits erwahnten immunhistochemischen Farbeverfahrens lie3en sich
sowohl Synzytien als auch morphologisch nur leicht veranderte antigenpositive
Zellverbande rot anfarben und auszahlen (Abb. 5), sodass alle Virusstocks titrierbar
waren. Die Titer samtlicher in den Kreuzneutralisationsuntersuchungen verwendeten
Isolate finden sich in Tab. 3 aufgelistet und in Abb. 4 graphisch dargestellt, wobei die
logarithmische Skalierung der y-Achse zu beachten ist. Obwohl alle Isolate auf
gleiche Weise vermehrt worden waren, fanden sich doch betrachtliche
Titerunterschiede. Die hochsten Titer waren beim Referenzstamm S1133 mit 3,3 x
10° pfu/ml und bei einem stallspezifischen Vakzinestamm, K261/97, mit 1,5 x 108
pfu/ml feststellbar. Im mittleren Bereich lagen das MAS-Isolat 8914DP4-6 mit 3,0 x
10° sowie das zwischenzeitlich mehrmals auf HEF-Zellen passagierte MAS-Isolat
8474DP4-6/p7 von HEFmit 1,0 x 10° pfu/ml. Niedrige Titer fanden sich hingegen bei
allen tbrigen K-Stammen, dem ERS-Stamm SP2004-00344 sowie den MAS-Isolaten
8588DP4-6, 8474DP4-6 und 8501DP4-6. Letzteres wies mit 6,0 x 10° pfu/ml den
niedrigsten Titer Gberhaupt auf (Abb. 4).
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Abb. 4: Titer der verwendeten Virusstocks

Die Abbildung stellt — mit logarithmischer Skalierung — die Titer der in den
Kreuzneutralisationstests verwendeten Virusstocks dar. Die unterschiedlichen
Balkenfarben reprasentieren die verschiedenen Virusgruppen: dunkelgrau den
Referenzstamm S1133 (1), hellgrau die studdeutschen stallspezifischen Stamme
K397/02 (2), K1284/02 (3), KO200/03 (4), weil® die MAS-Isolate 8588DP4-6 (5),
8501DP4-6 (6) sowie 8474DP4-6 (7) und mittelgrau die norddeutschen/
niederlandischen Isolate: den ERS-Stamm  SP2004-00344 (8), die
stallspezifischen Stamme K560/02 (9), K261/97 (10) und K105/03 (11) sowie das
MAS-Isolat 8914DP4-6 (12). Dabei sind Stdmme mit hohen (1, 10), mittleren (12)
und niedrigen Virustitern (alle Ubrigen) zu unterscheiden.
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Abb. 5: Inmunhistochemische Darstellung von reovirusinfizierten Zellen

Dargestellt sind reovirusinfizierte HEL-Zellen, in denen virales Antigen durch ein
reovirusspezifsches Hyperimmunserum nachgewiesen wurde. Infizierte Zellen
stellen sich rot dar. Dabei werden auch morphologisch unverandert
erscheinenden Zellen als Reovirus-infiziert erkannt (A). Bereits zu diesem
Zeitpunkt ist anhand der multiplen Kerne (N) von Zellverschmelzungen
auszugehen, die jedoch nicht zu einem Ldésen aus dem Zellverband geflhrt
haben. Im weiteren Verlauf der Infektion kommt es dann zu einer
Grolenzunahme (B). An den Randern sind teilweise abgerundete Zellen
erkennbar und es treten sichtbare Defekte im Zellrasen auf (C). Im Endstadium
der Infektion mit klassischen avidaren Reoviren kommt es dann zu einer
Abrundung der verschmolzenen Zellen unter Bildung von Riesenzellen und
deutlichen Zellrasendefekten (D).
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4.3 Plaqueneutralisation des Referenzstamms S$S1133

Nachdem sich die immunhistochemische Farbemethode als brauchbar fur die
Titration erwiesen hatte, wurde sie zunachst am Referenzstamm S1133 mit dem
homologen Hyperimmunserum a-S1133 auch fur die Neutralisationsuntersuchungen
verwendet. Es zeigte sich, dass die Neutralisationsreaktion konzentrationsabhangig
verlief, wobei eine Reduktion der Infektiositat um 90 % bei einer reziproken
Serumverdinnung von 9 [-log2] eintrat. Die Neutralisationskapazitat des Serums fiel
dabei bei starker Serumverdinnung ab, sodass eine Verduinnung von 15 [log2] die
Infektiositdt nur noch um 10 % verminderte. Die Berechnung des
Neutralisationstiters, der zu 50 % Reduktion der Infektiositat (NTsg) fUhrt, nach der
Methode von Reed und Muench (136) ergab einen NTso-Titer von 12,5 + 0,8 [-log2]
unter Einbeziehung von 30 Testergebnissen. Die daraus resultierende Kurve findet
sich in Abb. 6.
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Abb.6: Neutralisierung des Vakzinestamms S$S1133

Im etablierten immunhistochemischen Farbeverfahren wird die
Serumneutralisation  durch  die  Plaquereduktion  bei  verschiedenen
Serumverdinnungen und anschlieBender Berechnung der Restinfektiositat
bestimmt. Dies wird hier anhand des Vakzinestamms S1133 und seinem
homologen Hyperimmunserum a-S1133 dargestellt.
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4.4 Kreuzneutralisation mit Hyperimmunseren

Wiederholbare Neutralisationsergebnisse waren auch bei den anderen Isolaten
moglich, sodass samtliche in Tab. 3 aufgefuhrten Isolate in Kreuzneutralisationstests
mit Hyperimmunseren, die gegen den Referenzstamm S1133 (a-S1133), gegen den
K-Stamm K0200/03 (a-K) sowie gegen die MAS-Isolate 8588DP4-6 (a-8588),
8501DP4-6 (a-8501), 8914DP4-6 (a-8914) und 8474DP4-6 (a-8474) gerichtet waren,
verglichen und charakterisiert werden konnten. Eine Abbildung der resultierenden
NTso-Titer findet sich in Abb. 7. Alle eingesetzten Seren zeigten neutralisierende
Eigenschaften, deren Starke in Abhangigkeit von der Serumverdiunnung jedoch
deutlich verschieden war. So wies das Serum a-S1133 bei seinem homologen
Stamm einen NTso-Titer von 12,5 + 0,8 [-log2] auf, das Serum a-8474 beim lIsolat
8474DP4-6 nur einen NTso-Titer von 5,2 = 0,7 [-log2] und das a-K-Serum bei
K0200/03 nur einen solchen von 5,9 + 1,5 [-log2]. Auch war mit letzterem Serum die
Infektiositat der MAS-Isolate sowie einiger K-Stamme auch bei geringster
Serumverdinnung (1:4) nicht zu 50 % neutralisierbar, sodass kein NTso-Titer
ermittelt werden konnte. Die angegebenen Titer basieren dabei auf mindestens vier
Einzelergebnissen.

Betrachtet man das gegen den Referenzstamm S1133 gerichtete Hyperimmunserum
a-S1133 genauer, zeigen sich deutliche Unterschiede bei der Neutralisation der
einzelnen Virusisolate. Wahrend beim Stamm S1133 ein NTso-Titer von 12,5 £ 0,8 [-
log2] erzielt wurde, lagen die NTso-Titer bei MAS-Isolaten 4,2 bis 8,4 [-log2]-Stufen
niedriger. Am nachsten kam der NTso-Titer dabei beim Isolat 8588DP4-6 mit 8,2 +
0,8 [-log2]. Die geringsten NTso-Titer wurden bei den Isolaten 8474DP4-6 und
K1284/02 mit Titerunterschieden von 8,4 bzw. 8,5 [-log2]-Stufen vorgefunden,
verglichen mit S1133. Wahrend die Isolate aus Suddeutschland (MAS-Isolate und
drei K-Stamme) deutliche NTso-Titerdifferenzen aufwiesen, die zwischen 4,0 [-log2]
bei K1284/02 und 8,2 [-log2] bei 8588DP4-6 lagen, waren die nordlichen Isolate
inklusive des niederlandischen ERS-Stamms einheitlicher mit NTso-Titern zwischen
6,0 und 7,6 [-log2]. Eine Ausnahme bildete der stallspezifische Vakzinestamm
K105/03 mit einem NTso-Titer von 4,6 [-log2].

Auffallig war, dass auch bei allen anderen Hyperimmunseren (a-K, a-8588, a-8501,
a-8914, a-8474) nicht das jeweilige homologe Isolat am besten neutralisiert wurde,

sondern durchgangig der Referenzstamm S1133.
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Im Fall des Serums a-8588 lag der NTso-Titer gegenuber S1133 bei 10,5 + 1,2 |-
log2], gegenuber dem homologen Isolat 8588DP4-6 jedoch nur bei 7,7 [-log2].
Weitere drei Isolate wurden besser als 8588DP4-6 neutralisiert, namlich die Isolate
8501DP4-6, K397/02 und 8474DP4-6.

Die Neutralisation homologer Stamme mit Seren, die gegen die Isolate 8501DP4-6
und 8914DP4-6 gerichtet waren, erwies sich ebenfalls als weniger effizient als die
Neutralisation des Stammes S1133, jedoch wurden die Isolate jeweils am
zweitbesten neutralisiert. Bei beiden Seren war der NTso-Titer gegen K1284/02 am
geringsten.

Das Serum a-8474 neutralisierte das homologe Isolat 8474DP4-6 am drittbesten
nach S1133 und K261/97, obwohl dieses Isolat vom Serum a-S1133 nur schlecht
erkannt worden war. Die NTso-Titerdifferenz zu S1133 lag bei 1,6 [-log2]-Stufen.
Auch hier wurde wieder der Stamm K1284/02 am schlechtesten neutralisiert, der
somit unter den K-Stdmmen eine gewisse Sonderstellung einnahm. Als wenig
auffallig in seinem Neutralisationsmuster erwies sich der niederlandische ERS-
Stamm SP2004-00344. Eine Ubersicht (iber sdmtliche NTso-Titer findet sich in Tab. 4

wieder.

Abb. 7: NTso-Titer verschiedener Virusisolate, neutralisiert durch sechs
verschiedene Hyperimmunseren

In Abb. 7A sind diejenigen NTso-Titer dargestellt, die vom Hyperimmunserum
gegen den Referenzstamm S1133, a-S1133, erzielt wurden. In den folgenden
Abbildungen werden die Ergebnisse mit den Hyperimmunseren a-K (B), a-8588
(C), a-8501 (D), a-8914 (E) und a-8474 (F) dargestellt. Dunkle Balken
reprasentieren diejenigen Isolate, die dem jeweiligen Serum homolog sind.

Die untersuchten Virusisolate wurden durch Nummern abgekurzt und nach
geographischen  Gesichtspunkten gruppiert: Vakzinestamm S1133 (1),
stallspezifische K-Stamme aus Suddeutschland (2-4), namlich K397/02 (2),
K1284/02 (3) und K0200/03 (4), MAS-Isolate aus Suddeutschland (5-7) mit
8588DP4-6 (5), 8501DP4-6 (6) und 8474DP4-6 (7) sowie Isolate aus
Nordmitteleuropa (8-12), die den niederlandischen ERS-Stamm SP2004-00344
(8), die stallspezifischen Stamme K560/02 (9), K261/97 (10), K105/03 (11) sowie
das norddeutsche MAS-Isolat 8914DP4-6 (12) einschlie3en.

* steht fur statistisch signifikante NTso-Titerdifferenzen zum NTso-Titer des
Stamms S1133.
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4.5 Neutralisation mit Elterntierseren

In die Kreuzneutralisationsuntersuchungen wurden auch vier verschiedene
Serumpools von Elterntierherden miteinbezogen. Dabei waren die Elterntiere der
Herden 428 und 430 mit S1133 und lokalen K-Stdmmen immunisiert worden, die
Elterntiere der Herden 429 und 431 mit S1133 und einer kommerziellen Vakzine
(Intervet, Unterschleil3heim).

Aus der Nachzucht der Herde 428 war das Isolat 8588DP4-6, aus der der Herde 429
das Isolat 8501DP4-6 hervorgegangen.

Betrachtet man die neutralisierenden Eigenschaften der Elterntierseren, so findet
man allgemein hohe NTso-Titer; die héchsten wiederum beim Vakzinestamm S1133
mit 11,9 [-log2] (EH 431) bis 12,9 (EH 430), die damit deutlich hoéher liegen als die
NTso-Titer bei den untersuchten Hyperimmunseren gegen die MAS-Isolate und einen
K-Stamm. Sie bewegen sich eher im Bereich das Serums a-S1133. Auch die
anderen Virusisolate wurden mit mittleren bis hohen NTso-Titern neutralisiert. Der
geringste Wert ergab sich beim Isolat 8474DP4-6 und dem Serum EH 431 mit einem
NTso-Titer von 6,1 £ 0,8 [-log2]; im Vergleich dazu lag er beim homologen
Hyperimmunserum bei 5,2 + 0,7 [-log2]. Sehr unterschiedlich erkannt wurde das
Isolat K397/02 aus dem Bereich der Briterei Sitid, das bei Serum EH 428 nur einen
NTso-Titer von 5,5 [-log2] aufwies, bei den anderen Elterntierseren mit NTso-Titern
von 8,0 (EH 431) bis 11,0 (EH 429) jedoch deutlich besser erkannt wurde. Ahnlich
unterschiedlich, aber etwas besser neutralisiert wurde der Stamm K261/97.

Trotz dieser Variationen scheinen allerdings beide hier vertretenen Impfschemata
eine breit angelegte Immunitat induziert zu haben, wie auch aus Abb. 8 hervorgeht.
Die jeweiligen NTso-Titer sind zusammen mit denjenigen, die von den

Hyperimmunseren erzielt wurden, in Tab. 4 aufgefuhrt.
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Abb. 8: NTso-Titer verschiedener Virusisolate, neutralisiert durch vier
verschiedene, gepoolte Seren von Elterntierherden

Den Abbildungen sind die Elterntierseren EH 428 (A), EH 430 (B), EH 429 (C)
und EH 431 (D) zugeordnet, wobei A und B sowie C und D jeweils dasselbe
zugrunde liegende Impfschema reprasentieren. Schraffierte Balken stehen fur
diejenigen Isolate, die aus der Nachzucht der jeweiligen Elterntierherde
gewonnen wurden.

Die untersuchten Virusisolate wurden durch Nummern abgekirzt und nach
geographischen Gesichtspunkten gruppiert: Vakzinestamm S1133 (1),
stallspezifische K-Stdmme aus Suddeutschland (2-4), namlich K397/02 (2),
K1284/02 (3) und K0200/03 (4), MAS-Isolate aus Suddeutschland (5-7) mit
8588DP4-6 (5), 8501DP4-6 (6) und 8474DP4-6 (7) sowie Isolate aus
Nordmitteleuropa (8-12), die den niederlandischen ERS-Stamm SP2004-00344
(8), die stallspezifischen Stamme K560/02 (9), K261/97 (10), K105/03 (11) sowie
das norddeutsche MAS-Isolat 8914DP4-6 (12) einschlieRen.

* steht fur statistisch signifikante NTso-Titerdifferenzen zum NTso-Titer des
Stamms S1133.
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4.6 Effekt von Auffrischungsimmunisierungen auf die

Neutralisation

Um zu Uberprifen, inwieweit sich die NTso-Titer unterscheiden, wenn
Hyperimmunseren durch ein- oder aber zweimalige Auffrischungsimmunisierung
erzeugt werden, wurden Vergleichsuntersuchungen an Hyperimmunseren
durchgefuhrt, die gegen drei Isolate gerichtet waren: gegen 8501DP4-6, 8914DP4-6
und 8474DP4-6. Die Zahl der neutralisierten Stamme musste dabei stark begrenzt
werden, da bei der Erzeugung der Seren nach der ersten
Auffrischungsimmunisierung nur eine geringe Menge an Serum gewonnen wurde.
Ausgewahlt wurden daher der Referenzstamm S1133, die beiden MAS-Isolate
8474DP4-6 und 8588DP4-6 sowie das dem jeweiligen Serum homologe Isolat. Dabei
zeigten sich keine konsistenten Veranderungen. Zwar war der NTso-Titer, das
homologe Isolat betreffend, insbesondere bei a-8914 nach der zweiten
Auffrischungsimmunisierung  numerisch  hoherliegend, jedoch waren die
Veranderungen in keinem Fall statistisch signifikant. Eine Auflistung der Werte findet

sich in Tab. 5, eine graphische Darstellung in Abb. 9.

Tab. 5: Neutralisation nach ein oder zwei Auffrischungsimmunisierungen

60+07 6817
49+16 52%0,7

4,7+1,2 3,5+0,9
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Abb. 9: Vergleich der NTs,-Titer von Hyperimmunseren nach ein oder zwei
Auffrischungsimmunisierungen

In dieser Abbildung werden die NTso-Titer der Hyperimmunseren a-8501 (A), a-
8914 (B) sowie a-8474 (C) nach einer (dunkelgrauer Balken) oder zwei
(hellgrauer Balken) Auffrischungsimmunisierungen dargestellt. Keine der
Veranderungen war statistisch signifikant.
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4.7 Ursprungsabhangige Neutralisation auf HEL-Zellen

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass MAS-Isolate, verglichen mit
S1133, eine hohere Neutralisationsresistenz aufweisen, da S1133 von allen Seren
am besten erkannt wurde, die MAS-Isolate hingegen haufig wesentlich schlechter.
Da Reoviren wahrend der Aufnahme in die Zelle einen Reifungsprozess durchlaufen,
der durch zellulare Enzyme vermittelt wird (7, 27), kdnnten zellulare Faktoren den
Reifungsprozess und damit die Neutralisierbarkeit von Virus beeinflussen.

Daher wurden drei Isolate ausgewahlt, namlich S1133 sowie die MAS-Isolate
8588DP4-6 und 8474DP4-6, und von vier verschiedenen Geweben gewonnen: HEL-
und HEF-Zellen sowie embryonale Leber und embryonaler Darm.

Zunachst wurden die gewonnenen Virusstocks auf HEL-Zellen titriert. Die Ergebnisse
der Titrationen finden sich aufgelistet in Tab. 6 sowie graphisch dargestellt in Abb.
10. Dabei war der Titer bei Virusstocks embryonalen Ursprungs in nahezu allen
Fallen erheblich hoher als bei Virusstocks aus Zellkulturen. Insgesamt am hochsten
lag er beim Stamm S1133, gewonnen aus embryonaler Leber; die Titer der MAS-
Isolate, vor allem des Isolats 8474DP4-6, lagen allgemein deutlich darunter.

Alle Virusstocks wurden anschlieRend mit homo- und heterologen Hyperimmunseren
untersucht. Die Ergebnisse finden sich aufgelistet in Tab. 8 sowie graphisch
dargestellt in Abb. 11, die Signifikanzen sind in Tab. 7 angefuhrt.

Betrachtet man das Hyperimmunserum a-S1133, so ergeben sich beim Stamm
S1133 nahezu identische NTsp-Titer unabhangig vom Virusursprung, die nur
zwischen 12,0 und 13,7 [-log2] variieren (A). Jedoch wird das von Zellkultur
gewonnene Isolat 8588DP4-6 signifikant effizienter neutralisiert als Virus
embryonalen Ursprungs. Der hochste NTso-Titer wurde dabei bei Virus aus HEF-
Zellen mit 9,5 = 0,4 [-log2] erreicht, wahrend der geringste bei Virus aus
embryonalem Darm mit 4,2 + 0,2 [-log2] auftrat.

Hingegen schien embryonaler Ursprung beim Isolat 8474DP4-6 die
Neutralisierbarkeit zu erhéhen, denn hier wurden NTso-Titer von 6,1 und 5,5 [-log2]
bei Virus aus embryonaler Leber und Darm erreicht, wahrend sie bei Virus aus HEL-
und HEF-Zellen nur bei 2,1 bzw. 2,3 [-log2] lagen.

Beim Vakzinestamm S1133 ergab sich mit dem Serum a-8588 ein dem Serum a-

S1133 vergleichbares Reaktionsmuster (B). Viruspraparationen jeglichen Ursprungs
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wurden ungefahr gleich stark neutralisiert. Ein ahnliches Muster entstand auch beim
Isolat 8588DP4-6, wo ebenfalls nur geringe NTso-Titervariationen auftraten.

Jedoch zeigte sich bei der Untersuchung des Isolats 8474DP4-6, dass hier — wie
schon bei Verwendung des a-S1133-Serums — hoéhere NTso-Titer auftraten, wenn
Virusstocks aus embryonalem Gewebe statt aus Zellkulturen gewonnen worden
waren. Signifikante Unterschiede traten beim Vergleich der NTso-Titer von HEL-
Ursprung mit embryonalem Ursprung sowie von HEF-Ursprung mit embryonalem
Ursprung auf, wohingegen die NTso-Titer beim Vergleich der beiden
Zellkultururspringe oder beim Vergleich der beiden embryonalen Urspringe
untereinander kaum Differenzen aufwiesen.

Auch hier trat die schon fruher beobachtete Immundominanz des Stamms S1133
auf. Allerdings war der NTso-Titer des Isolats 8474DP4-6 aus embryonalem Darm
gleich hoch wie derjenige des Stammes S1133 aus demselben Gewebe.

Wenn man die Ergebnisse, die mit dem Hyperimmunserum a-8474 erzielt wurden,
betrachtet, zeigt auch hier der Vakzinestamm S1133 nur geringfugige
Titervariationen, mit einer Ausnahme: der NTso-Titerunterschied zwischen HEF- und
Leber-Ursprung ist signifikant (C). Fur das Isolat 8588DP4-6 ergaben sich nicht
signifikant variierende NTso-Titer bei den variierenden Virusurspriingen. Ahnliche,
jedoch klarer zu Tage tretende NTso-Titerdifferenzen wurden erkennbar, wenn das
MAS-Isolat 8474DP4-6 naher betrachtet wurde: Virus zellularen Ursprungs wurde
deutlich bis signifikant geringer neutralisiert als Virus embryonalen Ursprungs.
Deutliche numerische Unterschiede waren dabei zwischen Virus aus HEL-Zellen und
solchen aus embryonalem Ursprung sichtbar, signifikante Unterschiede beim

Vergleich der Titer von Virus aus HEF-Zellen und Leber-/ Darm-Ursprung.
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Tab. 6: Virusstocks fiir ursprungsabhéangige Neutralisation

Titer
Virusursprung auf HEL auf HEF
8474/ HEL 31+ 1,3 x10*(204 + 5,6 x10*
8474/HEF 59+ 2,0 x10*[196 + 5,6 x10°

8474/ embryonale Leber | 176 + 59 x10*[22,8 + 13,5 x10*
8474/ embryonalerDarm | 81+ 16 x10°| 76+ 29 x10*

8588/ HEL 2,1 1,2 x10°
8588/ HEF 4,4 2,0 x10*
8588/ embryonale Leber | 66,7 + 18,4 x1 o*
8588/ embryonaler Darm | 30,2 + 6,3 x10*

+ +

S1133/ HEL 90,2 + 20,2 x10*
S1133/ HEF 328,6 + 190,1 x10*
$1133/ embryonale Leber| 5716 + 96,0 x10*
$1133/ embryonaler Darm| 447,0 + 114,1 x10°

10000000

1000000 -

100000

10000
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1000 A

100 -

10 -

1

HEL HEF Leber Darm

Abb. 10: Vergleich der Virustiter dreier Isolate aus verschiedenen Geweben

Die Abbildung zeigt — unter Verwendung einer logarithmischen Skala — die Titer
von Virusstocks der Stdamme S1133 (weill), 8588DP4-6 (dunkelgrau) und
8474DP4-6 (hellgrau), gewonnen aus HEL- und HEF-Zellenkulturen sowie aus
embryonalem Gewebe (Leber und Darm).
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Die Abbildung zeigt NTso-Titer, die mit drei verschiedenen Hyperimmunseren,
namlich a-S1133 (A), a-8588 (B) und a-8474 (C) erzielt wurden. Dabei wurden
die Virusstamme S1133 (weill), 8588DP4-6 (dunkelgrau) und 8474DP4-6
(mittelgrau) von drei verschiedenen Geweben gewonnen und auf HEL-Zellen
neutralisiert.
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Tab. 8: Ursprungsabhangige Neutralisation bei drei ausgewahlten Stammen

21+11 6,4+1,0 6,0£0,4

23%0,3 5,7+0,6 6,0+ 1,1 54+0,6
6,1+£1,0 7,8+1,1 9,6+0,8 9,3+0,3
55+1,1 10,7+0,7 | 10,7+£0,5 9,3+0,4
8,2+0,8 7,711 3,5+0,9
95+04 7,0+£1,0 54+0,3
7,0+£0,6 86+%1,5 6,1+1,8
4,2+0,2 58+0,8 7,517
12,7+0,9 10,3+0,5 8,9+1,0
12,5+ 0,8 10,5+ 1,2 6,8+1,7
13,7+0,5 11,2+0,6 92+04
12,0+ 0,9 10,5+ 0,4 94+1,2

4.8 ,,Relatedness‘“-Werte

Um antigenetische Verwandtschaft zu charakterisieren, wurden — nach Archetti und
Horsfall (5) — ,Relatedness®-Werte bestimmt und in Tab. 9 aufgelistet. Die den dort
prasentierten Werten zugrunde liegenden NTso-Titer, ausgedrickt als reziproke
Serumverdinnung, wurden in Tab. 10 beigegeben.

Wenn man die Werte vergleicht, die aus den NTsp-Titern von Virus stammen, das
aus HEL-Zellen gewonnen wurde, sind Unterschiede zwischen S1133 und den MAS-
Isolaten erkennbar. Eine Ausnahme bildet das Isolat 8588DP4-6, das mit S1133
einen R-Wert von 58 % besitzt und einen naheren Verwandtschaftsgrad aufweist.
Jedoch sind insbesondere die anderen MAS-Isolate aus Suddeutschland eng mit
8588DP4-6 verwandt. Das norddeutsche Isolat 8914DP4-6 zeigt sich am weitesten
entfernt von jedem anderen Isolat.

Berechnet man allerdings die R-Werte mit den Ergebnissen der
ursprungsabhangigen Neutralisation, ergeben sich einige Verschiebungen.
Betrachtet man Virus aus embryonalen Lebern, scheinen die beiden MAS-Isolate
8588DP4-6 und 8474DP4-6 weiter entfernt von S1133 einzuordnen zu sein als bei
Gewinnung von Virusstocks aus Zellkulturen. S1133 und 8588DP4-6 haben nun
einen gemeinsamen R-Wert von 25 %, und das Paar S1133 — 8474DP4-6 weist
einen R-Wert von nur 7 % statt 10 % wie zuvor auf.

Betrachtet man Virus aus embryonalem Darm, kann man eine ahnliche

Verschiebung erkennen. Eine Berechnung des R-Werts flr das Paar 8588DP4-6 —
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8474DP4-6 war jedoch nicht moglich, da 8474DP4-6 sogar bei Verwendung des a-
8588-Serums wesentlich besser neutralisiert wurde.

Tab. 9: Relatedness-Werte

Virus 1 Virus 2 Relatedness-Wert |Interpretation
S1133 8588DP4-6/05 58% naherer Subtyp
S1133 8914DP4-6/05 14% fernerer Subtyp
,_ S1133 8501DP4-6/05 12% fernerer Subtyp
% S1133 8474DP4-6/05 10% fernerer Subtyp
= 8588DP4-6/05 |8914DP4-6/05 40% naherer Subtyp
N 8588DP4-6/05 (8501DP4-6/05 68% naherer Subtyp
g 8588DP4-6/05 |8474DP4-6/05 86% kein Unterschied
® 8914DP4-6/05 |8501DP4-6/05 25% fernerer Subtyp
8914DP4-6/05 [(8474DP4-6/05 44% naherer Subtyp
8501DP4-6/05 |8474DP4-6/05 45% naherer Subtyp
c S1133/Leber [8588/Leber 25% fernerer Subtyp
% o |S1133/Leber |8474/Leber 7% Serotyp
= § 8588/Leber 8474/Leber 45% naherer Subtyp
i g 8 S1133/Darm  [8588/Darm 34% naherer Subtyp
IS S1133/Darm  |8474/Darm 11% fernerer Subtyp
© 8588/Darm 8474/Darm >100% kein Unterschied

Tab. 10: Geometrisches Mittel aus mindestens vier NT;,-Titern

pro reziproke Serumverdiinnung

Hyperimmunsera
a-S1133 a-8588 a-8914 a-8501 a-8474
S1133 5677 1397 426 344 109
8588DP4-6/05 279 203 47 29 12
8914DP4-6/05 64 160 237 37 32
8501DP4-6/05 33 722 59 149 23
« |8474DP4-6/05 17 459 51 46 36
21S1133/Leber 12759 2392 605
> |8588/Leber 125 390 67
8474/Leber 69 763 647
S1133/ Darm 4151 1430 640
8588/Darm 18 55 24
8474/Darm 45 1713 613
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4.9 Einfluss der Wirtszelle auf die Neutralisation

Da das |Isolat 8474DP4-6 deutliche NTso-Titerunterschiede aufwies, wenn
verschiedene Virusursprunge verglichen wurden, wurde in Folgeuntersuchungen die
Neutralisationsreaktion in zwei verschiedenen Wirtszellsystemen durchgefihrt,
namlich auf HEL- und HEF-Zellen (Abb. 13).

Zunachst wurden die vier Virusstocks des Isolats 8474DP4-6 jedoch sowohl auf
HEL- als auch auf HEF-Zellen titriert. Dabei ergaben sich deutlich hdhere Virustiter,
wenn Stocks zellularen Ursprungs auf HEF- statt auf HEL-Zellen titriert wurden,
wahrend solche Unterschiede bei Stocks embryonalen Ursprungs nicht oder nur
geringfligig vorhanden waren. Eine graphische Darstellung findet sich in Abb. 12,
eine Ergebnisauflistung ist in Tab. 6 (S.81) integriert.

Wenn man bei der Neutralisation das homologe Hyperimmunserum a-8474 (C)
betrachtet, lassen sich Unterschiede in der Neutralisation zwischen Virus zellularen
und embryonalen Ursprungs nur erkennen, wenn die Tests auf HEL-Zellen
durchgefuhrt werden. Auf HEF-Zellen war die Neutralisation von Virus zellularen
Ursprungs effizienter, aber die NTso-Titer waren bei Virus embryonalen Ursprungs
nicht erhoht.

Ein ahnliches Muster konnte bei Verwendung von a-S1133-Serum beobachtet
werden (A). Prinzipiell galt dies auch fur die Verwendung des Serums a-8588 (B),
jedoch waren die NTso-Titerunterschiede beim Vergleich der Neutralisationsreaktion
auf HEF- und HEL-Zellen geringer.

Setzte man das gepoolte Elterntierserum EH429 ein (D), waren
Neutralisationsunterschiede zwischen Virus zellularen und embryonalen Ursprungs
nur dann sichtbar, wenn ein HEL-Zellsystem verwendet wurde. Eine Auflistung der

Ergebnisse findet sich in Tab. 11.
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Abb. 12: Isolat 8474, titriert auf HEL- und HEF-Zellen

Die Abbildung zeigt — unter Verwendung einer logarithmischen Skalierung — die
Titration des Isolats 8474DP4-6. Dabei wurden Stocks aus vier verschiedenen

Geweben gewonnen und auf HEL- (mittelgraue Balken) und HEF-Zellen
(dunkelgrauer Balken) titriert.
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Abb. 13: Einfluss des Wirtszellsystems auf die Neutralisation

In dieser Abbildung sind NTso-Titer graphisch dargestellt,

die mit vier

verschiedenen Seren, namlich a-S1133 (A), a-8588 (B), a-8474 (C) und EH 429
(D) auf zwei verschiedenen Wirtszellsystemen erzielt wurden. Der mittelgraue
Balken reprasentiert dabei HEL-, der dunkelgraue Balken HEF-Zellen. Fur die
Untersuchungen wurde das Virusisolat 8474DP4-6 eingesetzt, das aus vier
verschiedenen Geweben gewonnen worden war.
Gleiche Buchstaben stehen fir statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05), *
fur Unterschiede = 2x Standardabweichung.
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4.10 Adaptation eines MAS-Isolats nach haufiger Passage
auf HEF-Zellen

Da S1133 an HEF-Zellen adaptiert war, die MAS-Isolate jedoch auf HEL-Zellen
isoliert und vermehrt worden waren, wurde anhand eines ausgewahlten Isolats,
8474DP4-6, die Auswirkung einer moglichen Zelladaptation untersucht. Dieses Isolat
wurde siebenmal auf HEF-Zellen passagiert und anschlieBend mit allen
Hyperimmunseren neutralisiert.

Unter Verwendung der Hyperimmunseren a-8914, a-8501 und a-8474 zeigte sich
eine deutlich effizientere Neutralisation des haufig auf HEF-Zellen passagierten
Virusstocks von Isolat 8474DP4-6, verglichen mit seinem auf HEL-Zellen vermehrten
Pendant. Die Differenz der NTso-Titer betrug dabei 2,2 bis 3,4 [-log2]-Stufen, war
aber nicht signifikant, sondern nur numerisch erkennbar.

Bei Verwendung der Seren a-S1133 oder a-8588 waren die NTso-Titer des HEF-
adaptierten Virusstocks, verglichen mit dem urspringlichen Isolat, jedoch nicht

erhoht. Die Ergebnisse finden sich in Tab. 12.
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5 Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen folgten der Fragestellung, ob es sich bei den aus
Broilern trotz Elterntierimmunisierung isolierten aviaren Reoviren um Varianten
handelt, die den Impfschutz unterlaufen koénnen. Dafir wurden antigenetische
Unterschiede zwischen ARV-Isolaten des Jahres 2004 und dem gebrauchlichen
Impfstamm sowie Stammen, die in bestandsspezifischen Impfstoffen Verwendung

fanden, mittels Kreuzneutralisationstests bestimmt.

Verschiedene Plaquetypen aviarer Reoviren

Bereits bei anfanglichen Versuchen, Plaquetitrationen nach herkdmmlicher Methode
durchzufihren, fielen Isolate auf, die nur sehr kleine Plaqueformen und Synzytien
ausbildeten. Da fur diese Isolate Titrationsergebnisse nicht wiederholbar waren,
wurde ein immunhistochemisches Farbeverfahren an Reoviren adaptiert. Auch
innerhalb dieses Verfahrens fielen drei verschiedene Plaquetypen auf: ein
klassischer Typ mit gro3en, runden Synzytien und ebensolchen Plaques, ein Typ mit
winzigen Synzytien und kleinen Plaques sowie ein Typ mit ausgedehnten, flachigen
Synzytien und groRen Plaques. Dabei entwickelten neben dem Vakzinestamm
S1133 weitere sieben Isolate einschliellich des MAS-Isolats 8914DP4-6 den
,klassischen“ Plaquetyp, drei Isolate den kleinen Typ, flir den exemplarisch das
MAS-Isolat 8588DP4-6 steht, und ein Isolat die ausgedehnte Form, namlich das
MAS-Isolat 8474DP4-6.

In der Literatur finden sich verschiedene Plaquetypen kurz in einer amerikanischen
Studie erwahnt und abgebildet. Hierbei gab es Stamme, deren Plaques nach zehn
Tagen Inkubationszeit 1 — 4,5 mm grof3 waren, solche mit 1 — 4 mm grof3en Plaques
sowie Stamme mit 1 — 3 mm groflRen. Die Plaquetypen fanden sich dabei Uber Isolate
aus Tieren mit verschiedenen Krankheitsbildern verteilt (79). Beim Vergleich von
Puten- und Huhnerisolaten bildeten Putenisolate auf Huhnerzellkulturen kleinere
Plaques aus. Als mogliche Erklarung wurde eine schlechtere Adaptation an
Huhnerzellen angenommen. Einen Zusammenhang zwischen der Auspragung des
cytopathischen Effekts auf Zellkulturen — ohne jedoch von verschiedenen
Plaquetypen zu sprechen — nahm eine japanische Studie an, bei der 17 von 89

Isolaten mit ausgepragtem cpE sich als besonders pathogen fur Kuiken und
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Embryonen erwiesen, wahrend sich Isolate mit undeutlichem cpE nur wenig
pathogen zeigten (173).

Im vorliegenden Fall erbrachte die Vermehrung der Isolate auf Zellkulturen zur
Erzeugung von Arbeitsstocks fur Isolate aller Plaquetypen mit Ausnahme zweier
,klassischer’ Stamme (S1133, K261/97) Endtiter ungefahr gleicher Hohe, nur das
Isolat 8501DP4-6 (kleiner Plaquetyp) blieb dabei noch etwas darunter, sodass sich
zumindest fur Zellkulturen keine Unterschiede ergeben. Auch liel} sich keine
Zuordnung eines Plaquetyps zu einem bestimmten Pathotyp treffen, da sich aus
Fallen von MAS isolierte Reoviren Uber alle Plaquetypgruppen verteilten.

Fur die Ausbildung von Plaques werden zumindest zwei Proteine verantwortlich
gemacht. Bei einem handelt es sich um das Adsorptionsprotein oC, fur das ein
Zusammenhang mit Apoptose hergestellt wurde (157). Das andere Protein ist p10,
dessen Ektodomane Zellfusion induzieren kann (159) und dessen Endodomane die
Membranpermeabilitat erhéht (8). Dabei wird die Zellfusionsrate offenbar tber einen
Degradierungseffekt in Zellen gegenuber p10 gesteuert: je schneller p10 degradiert
wird, bevor es in die Zellmembran eingebaut ist, desto geringer ist das Ausmal} der
Zellfusionen (159). Insgesamt beférdert Zellfusion eine rasche Virusausbreitung und
lasst das Virus zwischen Zellen passieren, ohne neutralisierenden Antikdrpern
ausgesetzt zu sein (28). Demzufolge kdonnten Stamme mit groRen Synzytien einen
Selektionsvorteil durch Neutralisationsresistenz besitzen, jedoch musste diese Frage

noch naher untersucht werden.

Adaptation eines Plaquereduktionstests an aviare Reoviren

Um eine Vielzahl unterschiedlicher aviarer Reovirusisolate einschlieRlich solcher mit
Ausbildung kleiner Plaquetypen wiederholbar titrieren und neutralisieren zu kénnen,
wurde ein Plaquereduktionstest mit immunhistochemischem Farbeverfahren an
Reoviren adaptiert.

Dabei wurden die Untersuchungen auf primaren Zellen durchgefuhrt, um mdglichst
nahe an der Situation in vivo hinsichtlich der Enzym- und Rezeptorausstattung der
Wirtszellen zu bleiben und eine Veranderung der Isolate wahrend der Adaptation an
ein permanentes Zellsystem weitgehend zu vermeiden.

In der Literatur waren bei einem Vergleich verschiedener Zelllinien teilweise bis zu
zehn Blindpassagen notwendig, um einen cytopathischen Effekt hervorzurufen (6).

Bei Neutralisationsuntersuchungen mit monoklonalen Antikdrpern waren auch



Diskussion 95

Unterschiede in der Neutralisierbarkeit erkennbar, wenn verschiedene Zelltypen
verwendet wurden (152, 200).

Der Hauptteil der eigenen Untersuchungen wurde dabei auf
Huhnerembryoleberzellen durchgefuhrt. Die Plaques und Synzytien erwiesen sich
dabei als deutlich groRer und leichter auszahlbar als bei Verwendung von
Huhnerembryofibroblasten. Zudem spielt die Leber eine bedeutende Rolle als
Zielorgan in experimentell infizierten Huhnerembryonen und Kuken (43). HEL-Zellen
wurden daruber hinaus als hochempfanglich fur Reovirusinfektionen beschrieben (6,
48).

Die Verwendung eines halbfesten statt eines festen Uberschichtungsmediums
(Carboxymethylcellulose statt Zellkulturagar) ermoglichte eine Fixierung infizierter
Zellkulturen nach zwei Tagen Inkubationszeit. Der Vorteil daran liegt nicht nur in
einer Zeitersparnis, sondern auch in der Vermeidung von Artefakten aufgrund von
Alterungseffekten bei primaren Zellen.

Dabei konnte die immunhistochemische Farbemethode im Gegensatz zu
Farbeverfahren mit Neutralrot (79, 140, 173, 192), Kristallviolett (141) oder Giemsa
bereits nach zwei Tagen antigenpositive Zellgruppen erfassen, die auler vermehrter
Vakuolenbildung und leicht irregularer Strukturen noch keine deutlichen
morphologischen Veranderungen aufwiesen. Eine solche Methode wurde
beispielsweise fur die Plaquetitration von Borna Disease Virus (129) oder bovinem
Immundefizienzvirus (112) beschrieben, wo die Inkubationszeit ebenfalls deutlich von
120 auf 48 Stunden verringert werden konnte.

Auf der Grundlage von jeweils bis zu 76 Titrationstests erwies sich die Methode als
geeignet, bei allen verwendeten Virusstdmmen und -isolaten wiederholbare
Titrationsergebnisse zu erzielen. Neben der Plaquetitration waren auch Versuche,
Plaqueneutralisationstests durchzufiuihren, erfolgreich. Die Charakteristika der
Neutralisation beim Referenzstamm S1133 glichen den allgemein erwarteten
Neutralisationskurven (102) bezuglich des Verhaltnisses von Serumverdinnung [-
log2] und Restinfektiositat [%]. Ein 50 %-Neutralisationstiter wurde als Vergleichswert
ausgewahlt, da zum einen im Bereich hoher Restinfektiositat die Variabilitat der
Ergebnisse stark zunahm. Zum anderen besalien einige verwendete Seren nicht die
Neutralisationskapazitat, einen Bereich um 10 % Restinfektiositat/ 90 %
Neutralisation fur alle Isolate abzudecken. Ein 50 %-Neutralisationstiter erlaubte also

die groRtmoglichste Differenzierung antigenetischer Unterschiede.
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Antigenetische Heterogenitat aviarer Reoviren im Kreuzneutralisationstest

Um die gewonnenen Reovirusisolate aus Broilern mit MAS zu charakterisieren,
wurden Kreuzneutralisationsuntersuchungen durchgefuhrt, in die aulRer den MAS-
Isolaten auch der Vakzinestamm S1133, in stallspezifischen Vakzinen verwendete K-
Stamme sowie der niederlandische ERS-Stamm SP2004-00344 Eingang fanden.
Hyperimmunseren wurden jedoch nur gegen S1133 sowie die MAS-Isolate
8588DP4-6, 8501DP4-6, 8474DP4-6 und 8914DP4-6 erzeugt. Ein weiteres, nicht
selbst produziertes Hyperimmunserum gegen einen der K-Stamme wurde ebenfalls
in die Untersuchungen einbezogen. Alle dieser Seren wiesen neutralisierende
Eigenschaften auf. Keines der Seren konnte jedoch 2500 pfu/ml vollkommen
neutralisieren. Auch unterschied sich die Neutralisationskapazitat der verschiedenen
Seren stark. Insbesondere das gegen einen K-Stamm gerichtete Hyperimmunserum
konnte die Infektiositat von nur vier Stdmmen zu 50 % oder mehr neutralisieren, bei
allen anderen Seren konnte jedoch flr jeden Virusstamm ein NTso-Titer errechnet
werden. Das Serum a-S1133 besal} dabei den hochsten NTso-Wert mit 12,5 [-log2],
wahrend der hochste Uberhaupt erzielte NTso-Titer des Serums a-8484 nur 6,8 [-log2]
betrug.

Zwar war das Hyperimmunserum, das gegen S1133 gerichtet ist, mit einer pro
Applikation groReren Anzahl plaquebildender Einheiten erzeugt worden als die
Hyperimmunseren gegen die MAS-Isolate, jedoch wurden drei dieser MAS-Seren
nicht mit zweimaliger, sondern mit dreimaliger Virusapplikation erzeugt, ohne dass
die Neutralisationskapazitat dieselbe Hohe wie die des Serums a-S1133 erreicht
hatte. Die Unterschiede sind daher als Hinweis auf eine unterschiedliche
Immunogenitat der eingesetzten Stamme zu werten.

Bei Betrachtung der NTso-Titer, die von den verschiedenen Hyperimmunseren
gegenuber den verschiedenen Virusstammen erzielt wurden, lasst sich eine grol3e
Heterogenitat der Isolate erkennen. Wo etwa das Serum a-S1133 einen NTso-Titer
von 12,5 [-log2] bei der Neutralisation des homologen Stammes S1133 aufwies,
waren die NTso-Titer bei der Neutralisation der MAS-Isolate 4,2 bis 8,4 [-log2]-Stufen
niedriger. Grof3e Unterschiede zeigten sich auch bei den anderen Hyperimmunseren.
Jedoch waren die Ergebnisse haufig nicht reziprok. Von allen Seren im niedrigsten
Bereich erkannt wurde dabei der stallspezifische K-Stamm K1284/02, der
niederlandische ERS-Stamm dagegen war mit jeweils mittleren Werten wenig

auffallig. Da der Stamm 8474DP4-6, der als einziger grolRe, flachenhafte Synzytien
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und Plaques ausbildet, insbesondere vom Serum a-S1133, aber auch von anderen
Hyperimmunseren sowie Elterntierseren mit niedrigen NTso-Titern erkannt wird,
konnte man darin einen Hinweis auf einen Selektionsvorteil solcher Plaquetypen
sehen.

Bei der Neutralisation der verschiedenen Stamme durch vier verschiedene
Serumpools aus Elterntierherden wurde der Stamm S1133 jeweils am besten
erkannt. Insgesamt  zeigten die Elterntierseren jedoch eine  breite
Neutralisationskapazitat mit durchgangig hohen und mittleren NTso-Titern. Mit im
Vakzineprotokoll enthaltene K-Stamme wurden wie die Ubrigen MAS-Isolate
schlechter als S1133 erkannt.

Grol3e Heterogenitat von ARV-Isolaten ist auch aus der Literatur bekannt, wo sich
meist eine ausgepragte Kreuzreaktivitat (41, 58, 113, 138, 140, 142, 144, 145, 204)
einschlieBlich des Auftretens nicht-reziproker Neutralisation zwischen heterogenen
Stammen ergab (58, 79, 204).

Auffallend bei den Ergebnissen der hier durchgefuhrten
Kreuzneutralisationsuntersuchungen war, dass der Vakzinestamm S1133 nicht nur
von dem ihm homologen Hyperimmunserum a-S1133, sondern von allen
verwendeten Hyperimmunseren einschliellich des Serums a-K stets am besten
erkannt wurde, selbst besser als die jeweils homologen Isolate.

Auch bei frGheren Studien kam es vor, dass einzelne Stamme besser oder gleich
stark neutralisiert wurden als bzw. wie der dem jeweiligen Serum homologe Stamm
(58, 116, 142, 144, 173, 204), jedoch trat dieses Phanomen nicht so auffallig zu Tage
und wurde nicht weiter verfolgt.

Aufgrund dieser Ergebnisse und eingedenk des Reifungsprozesses, den Reoviren
enzymvermittelt wahrend der Aufnahme in Zellen durchlaufen (7, 27), stellte sich die
Frage, ob das verwendete Testsystem ein reines Abbild antigenetischer
Verwandtschaft zwischen Reovirusstdmmen und -isolaten ist oder vom Ursprung des
Virusstocks und der verwendeten Zielzelle wesentlich gepragt ist.

Daher wurden Folgeuntersuchungen an ausgewahlten Isolaten durchgefuhrt, die den
Ursprung von Virusstocks sowie das flr die Neutralisationsreaktionen verwendete

Zellsystem berlcksichtigten.
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Abhangigkeit des Neutralisationsgrads vom Virusursprung und dem
Wirtszellsystem

Fiar die Untersuchung der Ursprungs- und Wirtszellabhangigkeit der Neutralisation
wurden drei Stamme ausgewahlt: der Vakzinestamm S1133 als Referenzstamm, das
MAS-Isolat 8474DP4-6 vom grof’en Plaquetyp, das insbesondere vom Serum a-
S1133 nur schlecht neutralisiert wurde, dessen NTso-Titer aber auch mit anderen
Seren im eher unteren Bereich lagen, und das MAS-Isolat 8588DP4-6 vom kleinen
Plaquetyp mit mittleren NTso-Titern. AnschlieBend wurden diese Stamme aus vier
verschiedenen Geweben gewonnen: von HEL-Zellen, HEF-Zellen, aus embryonalem
Darm und embryonaler Leber. Diese Virusstocks wurden dann auf HEL-Zellen
neutralisiert, analog zu vorangegangenen Untersuchungen.

Dabei erwies sich das Reaktionsmuster des Vakzinestamms S1133 als unabhangig
vom Ursprung der Virusstocks und blieb durchgehend stabil. Das Isolat 8474DP4-6
hingegen wurde insbesondere von dem ihm homologen Serum a-8474 deutlich
besser neutralisiert, wenn die Stocks von embryonalem Gewebe gewonnen worden
waren. Die Immundominanz des Stamms S1133 wurde also reduziert bzw.
vollkommen aufgehoben.

Das gleichformige Reaktionsmuster des Stamms S1133 kann dabei darauf
zuruckzufuhren sein, dass der Vakzinestamm hochadaptiert an Ei- und Zellkulturen
ist, nicht jedoch die Feldisolate aus vom MAS betroffenen Broilerherden. Darauf
weist auch die partielle Angleichung der NTso-Titer nach siebenmaliger Passagierung
des Isolats 8474DP4-6 auf HEF-Zellen an die NTso-Titer von S1133 hin (Tab. 6).
Unterschiede in der Neutralisierbarkeit der MAS-Isolate, insbesondere des Isolats
8474DP4-6, traten dabei nur auf, wenn die Neutralisationsreaktion auf HEL-Zellen,
nicht jedoch, wenn sie auf HEF-Zellen durchgefihrt wurde.

Abhangigkeit der Neutralisationsreaktion bei aviaren Reoviren vom verwendeten
Zellsystem wurde auch in der Literatur erwahnt. Neutralisation mit monoklonalen
Antikorpern fand teilweise nur in Vero- oder nur in HN-Zellen statt oder wies

zumindest graduelle Unterschiede der Neutralisationstiter auf (152, 200).

Mogliche Ursachen der beobachteten Teilneutralisation von MAS-Isolaten
Aus den Untersuchungen zur Ursprungs- und Wirtszellabhangigkeit der
Neutralisationsreaktion geht hervor, dass auf HEL-Zellen MAS-Isolate embryonalen

Ursprungs besser neutralisiert werden konnen als zellularen Ursprungs und die
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Immundominanzeffekte von S1133 verringert bis aufgehoben werden, wohingegen
auf HEF-Zellen das Reaktionsmuster gleichformiger bleibt.

Eine Erklarung dafur ware das Vorliegen zweier verschiedener Partikelformen —
Virionen und ISVPs — zu jeweils unterschiedlichen prozentualen Anteilen. ISVPs
unterscheiden sich von Virionen durch einen Verlust des auleren Kapsidproteins oB,
eine veranderte Konformation des Adsorptionsproteins oC, das im Virion in einer
kompakten, im ISVP jedoch gestreckten Form vorkommt, und im Vorliegen von 9,
das aus dem Protein yBC durch Cleaving hervorgeht (7, 27).

Hierbei wirde der Vakzinestamm S1133 sowohl bei Zellkulturursprung als auch bei
Gewinnung aus embryonalem Gewebe zu einem hohen Prozentanteil als ISVP
vorliegen, wahrend die MAS-Isolate nur bei embryonalem Ursprung vermehrt ISVP-
Form aufwiesen, bei zellularem Ursprung jedoch einen hdheren Prozentsatz an
Virionen. Verantwortlich fur diese Unterschiede konnte eine unterschiedliche
Stabilitat des &uReren Kapsidproteins oB sein. Uber dessen Pendant o3 bei
Reoviren der Sauger ist bekannt, dass bereits eine Punktmutation im kodierenden
Gen die Sensitivitat fur enzymatische Degradierung verandern kann (14). Fur
Virionen aviarer Reoviren wurde beschrieben, dass ein spontanes Freisetzen von
Proteinen des auflleren Kapsids, auch oB, bei Inkubationstemperaturen ab 40 °C
moglich ist (51). Damit konnte ein leichterer Zugang zu neutralisierbaren Epitopen,
etwa auf dem Adsorptionsprotein oC, verbunden sein, wohingegen die kompakte
Form der MAS-Virionen aus Zellkulturen Neutralisationsresistenz mit sich brachte.
Das Auftreten von Unterschieden in der Neutralisationsreaktion der MAS-Isolate auf
HEL-, nicht jedoch auf HEF-Zellen, lieRe sich durch eine unterschiedliche
Rezeptorausstattung der Zellen erklaren.

Flr Reoviren der Sauger sind zwei verschiedene Rezeptortypen beschrieben, zum
einen der fur alle Serotypen zugangliche Rezeptor JAM-1, der jedoch — und dann
stammspezifisch — durch verschiedene mit Karbohydraten wie Sialylsdure verknupfte
Rezeptoren erganzt wurde, die entweder die JAM1-Bindung erleichtern oder als
zusatzliche Eintrittsstellen fungieren (36). Analog dazu koénnte ein ubiquitarer
Rezeptor fur ARV auf HEL- und HEF-Zellen vorhanden sein, der auf HEL-Zellen
durch einen weiteren erganzt wirde und flr verschiedene Partikelformen
unterschiedlich zuganglich sein konnte.

Eine weitere, nicht diesem Modell folgende denkbare Erklarung fur die auftretende

Teilneutralisation der MAS-Isolate ware die Annahme verschiedener
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Glykosylierungsmuster der auf3eren Kapsidproteine, abhangig von dem Gewebe, in
dem das Virus produziert wurde. Bei 0B, einem Hauptprotein des auf’eren Kapsids,
handelt es sich um ein stark glykosyliertes Protein (196). Da Karbohydrate zellularen
Ursprungs sind, konnten in verschiedenen Zellsystemen verschiedene
Modifikationen von ARV-Proteinen vorliegen und neutralisierbare Epitope dadurch
verborgen und nicht zuganglich sein. Allerdings sind solche Mechanismen fur
behullte Viren, nicht jedoch fur unbehllte beschrieben (24, 25).

Solche Erklarungsansatze konnten durch Vergleich von Neutralisationsmustern
kinstlich erzeugter Partikelformen weiter verfolgt werden. Auch Untersuchungen mit
monoklonalen Antikérpern gegen aullere Kapsidproteine nach Virusvermehrung auf
verschiedenen Geweben waren interessant, ebenso Sequenzvergleiche der oB-

kodierenden Gene verschiedener Reovirusisolate.

Antigenetischer Verwandtschaftsgrad von MAS-Isolaten und Vakzinestamm
S$1133

Um den Verwandtschaftsgrad von Virusisolaten zu bestimmen, wurde eine
Berechnungsmethode haufig auch flr aviare Reoviren gebraucht (41, 58, 204), die
zuerst bei Influenza A-Virus zur Anwendung kam (5). Dabei ergeben sich
sogenannte R-Werte, anhand derer sich Sero- und Subtypen nach einer Definition
fur Maul- und Klauenseuche unterscheiden lassen (12).

In der Literatur erwies sich dabei die Einteilung von ARV in klar abgrenzbare
Serotypen als ausgesprochen schwierig, da fast immer eine ausgepragte
Kreuzreaktivitat auftrat (41, 58, 113, 138, 140, 142, 144, 145, 204). Anhand von R-
Werten wurden dabei mindestens elf Serotypen postuliert (204) oder auch nur
grofliere Gruppen ohne Serotypeinteilung gebildet (140).

Bei den hier untersuchten ARV zeigte sich ein deutlich unterschiedlicher
antigenetischer Verwandtschaftsgrad zwischen den MAS-Isolaten und dem Stamm
S1133 mit Ausnahme des Isolats 8588DP4-6. Letzteres hatte mit S1133 einen R-
Wert von 58 % und wies damit einen hohen Verwandtschaftsgrad auf. Jedoch bilden
die MAS-Isolate 8588DP4-6, 8501DP4-6 und 8474DP4-6 untereinander eine eng
verwandte Gruppe, von der nur das MAS-Isolate 8914DP4-6 etwas abgesetzt
erscheint. Dabei waren die R-Werte nach den Neutralisationsergebnissen von

Virusstocks aus HEL- Zellen auf HEL-Zellen berechnet worden.
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Werden jedoch die R-Werte anhand der Ergebnisse mit Virusstocks aus
embryonalem Ursprung berechnet, ergeben sich einige Verschiebungen. Beide
MAS-Isolate, sowohl 8588DP4-6 als auch 8474DP4-6, haben jetzt geringere R-Werte
mit S1133. Das Isolat 8474DP4-6 ist gar einem eigenen Serotyp zuzuordnen.
Bezieht man jedoch die nicht-reziproke Neutralisation, insbesondere die Dominanz
des S1133-Stamms mit ein, ist ein einziger Serotyp mit verschiedenen Subtypen am
wahrscheinlichsten.

Der Vergleich von Neutralisationsergebnissen unter Verwendung von Virusstocks
zellularen und embryonalen Ursprungs ergibt also eine Abhangigkeit der
Neutralisationsreaktion von dem Gewebe, in dem Virus produziert wurde. Um
stammspezifische antigenetische Unterschiede deutlicher herauszuarbeiten, sollten
solchen Untersuchungen Virusstocks aus embryonalem Gewebe zugrunde liegen.
Als Zellsystem flr die Neutralisationstests selbst sind HEL-Zellen der Vorzug vor

HEF-Zellen zu geben, da sie auf Unterschiede feiner reagieren.

Ausblick

Aus den vorangehend beschriebenen Untersuchungsergebnissen wurde deutlich,
dass es sich bei den ARV-Isolaten aus Broilern mit MAS um antigenetische
Varianten handelt, die sich sowohl vom Vakzinestamm S1133 als auch von den
eingesetzten stallspezifischen K-Stammen unterscheiden.

Wahrend Letzteres nur durch das zuerst verwendete Testsystem mit Virusstocks aus
Zellkulturen belegt wurde, zeigten die Folgeuntersuchungen auch antigenetische
Unterschiede zu S1133, wenn zwei der MAS-Isolate aus embryonalem Gewebe
gewonnen wurden. Die Neutralisationsunterschiede, die sich beim Vergleich beider
Testsysteme ergaben, spiegeln dabei wahrscheinlich beide einen Teil der in vivo
ablaufenden Reaktionen wieder.

Dabei sind zwei beobachtete Phanomene von entscheidender Bedeutung fur
Bekampfungsstrategien gegenuber aviaren Reoviren: zum einen die partielle
Neutralisationsresistenz der MAS-Isolate gegenuber den Hyperimmun- und
Elterntierseren, verglichen mit S1133, zum andere die geringere Immunogenitat der
neuen Isolate, die sich aus der Neutralisationskapazitat der Hyperimmunseren
ableiten lasst.

Anscheinend ist dabei eine Selektion auf Stdmme eingetreten, die sich trotz eines

systemischen Antikorperspiegels im Darm von Huhnerkuken ansiedeln konnen. Aus
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diesem Grund ist zu erwarten, dass auch die Aufnahme solcher Varianten in
Vakzineprotokolle keine vollkommene Protektion vor einer frihen Besiedelung des
Darmtrakts gewahrleisten kann, da immer wieder Viren mittels eines noch naher zu
untersuchenden Mechanismus der humoralen Immunantwort entkommen kdnnen
und dadurch einen Selektionsvorteil besitzen.

Zur Bekampfung einer frihen Manifestation von ARV ist daher nicht allein auf die
systemische humorale Immunantwort als Schutzmechanismus zu zielen.
Maglicherweise bietet die Stimulierung der T-Zellantwort einiges Potential. Dabei ist
es notwendig, dass endogen Antigene gebildet und auf Zelloberflachen prasentiert
werden. Dies konnte durch eine frihe Verwendung von Lebendvakzinen in
Broilerherden erreicht werden, jedoch ergaben bisherige Vakzinestudien
uneinheitliche Resultate hinsichtlich der Protektion. Denkbar ware diesbezuglich
auch die Entwicklung von Nukleinsdurevakzinen, die ebenfalls den Weg der T-
Zellantwort eréffnen.

Da Huhnerkuken besonders in den ersten beiden Lebenswochen bei noch
unzureichender Immunkompetenz empfanglich fur aviare Reoviren sind, sind dartber
hinaus sorgfaltige HygienemalRnahmen unabdingbar. Diese sollten eine regelmafige
Uberprifung der Effizienz verwendeter Desinfektionsmittel auch gegenulber aktuellen

ARV-Varianten einschlief3en.
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7 Zusammenfassung

Aviaren Reoviren (ARV) wird eine wichtige Rolle in der Atiologie des
Malabsorptionssyndroms (MAS) zugeschrieben. Durch eine starke Beeintrachtigung
der Gewichtsentwicklung entstehen davon erhebliche 6konomische Verluste.

Der vorliegenden Studie liegen ARV zugrunde, die im Vorfeld aus Broilern mit MAS
trotz Elterntierimmunisierung isoliert werden konnten. Daraus ergab sich die
Fragestellung, ob es sich bei den Isolaten um Varianten handelt, die den Impfschutz
durch vertikal Ubertragene maternale Antikorper unterlaufen kdnnen.

Als Untersuchungsmethode wurden Kreuzneutralisationstests ausgewahlt. Um alle
ARV-Isolate mit wiederholbaren Ergebnissen untersuchen zu kénnen, wurde ein
Plaquereduktionsassay unter Einbeziehung eines immunhistochemischen
Farbeverfahrens an ARV adaptiert.

Von unterschiedlichen ARV-Stammen und -Isolaten wurden dabei sowohl auf HEL-
als auch HEF-Zellen drei Plaquetypen ausgebildet: ein ,klassischer” Typ mit grof3en,
runden Plaques, fur den exemplarisch der Vakzinestamm S1133 steht, ein Typ mit
winzigen Synzytien, der vom MAS-Isolat 8588DP4-6 reprasentiert wird, und der des
MAS-Isolats 8474DP4-6 mit ausgedehnten Synzytien.

In die Untersuchungen auf HEL-Zellen wurden Hyperimmunseren gegen den
Vakzinestamm S1133, einen stallspezifischen K-Stamm sowie gegen vier in der
Klinik fur Vogel isolierte MAS-Isolate einbezogen, zudem vier verschiedene
Serumpools aus Elterntierherden. Die untersuchten Virusstamme umfassten den
Vakzinestamm S1133 als Referenzstamm, vier MAS-Isolate, je drei stallspezifische
K-Stdmme aus Sud- und Norddeutschland sowie den ERS-Stamm SP2004-00344.
Die verwendeten Hyperimmunseren wiesen dabei eine stark unterschiedliche
Neutralisationskapazitat auf. Die gegen die MAS-Isolate gerichteten Seren und
insbesondere das gegen einen stallspezifischen K-Stamm gerichtete hatten dabei
eine deutlich geringere Neutralisationskapazitat als das Serum a-S1133.

In den Neutralisationstests selbst zeigten die untersuchten Stamme eine grolde
antigenetische Heterogenitat mit deutlichen Unterschieden zum Referenzstamm
S1133 bei gleichzeitig ausgepragter Kreuzreaktivitat.

Auffallig war, dass der Vakzinestamm S1133 von allen Seren am besten neutralisiert
wurde und die MAS-Isolate demgegenuber eine partielle Neutralisationsresistenz

aufwiesen.
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Diese Ergebnisse fihrten zu der Uberlegung, ob das verwendete Testsystem ein
reines Abbild antigenetischer Verwandtschaft ist oder vom Ursprung der Virusstocks
und der verwendeten Zielzelle wesentlich gepragt ist.

Daher wurden Folgeuntersuchungen mit drei ausgewahlten Stammen (S1133,
8588DP4-6, 8474DP4-6) durchgefuhrt, die von vier verschiedenen Geweben
gewonnen worden waren: HEL- und HEF-Zellen, embryonale Leber und embryonaler
Darm. Die vier Ursprunge des Isolats 8474DP4-6 wurden zusatzlich vergleichend auf
HEL- und HEF-Zellen neutralisiert.

Dabei blieb das Reaktionsmuster des Stamms S1133 durchgangig gleich, wahrend
insbesondere das MAS-Isolat 8474DP4-6 embryonalen Ursprungs auf HEL-, nicht
jedoch auf HEF-Zellen deutlich besser neutralisiert und die Dominanz des Stamms
S1133 aufgehoben wurde.

Ein Erklarungsmodell Iasst sich aus Kenntnissen Uber die Prozessierung von ARV
beim Eintritt in die Zelle und Uber das Vorliegen unterschiedlicher Rezeptoren bei
Reoviren der Sauger ableiten.

Zur Bestimmung des antigenetischen Verwandtschaftsgrads der MAS-Isolate wurden
R-Werte berechnet (5) und die Interpretation nach einer Definition fur Maul- und
Klauenseuche vorgenommen (12). Dabei stellten sich die MAS-Isolate als ndher oder
entfernter verwandte Subtypen des Stamms S1133 bei untereinander enger
Verwandtschaft dar.

Berechnete man die R-Werte aus den Ergebnissen der Neutralisation mit Virusstocks
embryonalen Ursprungs, ergaben sich Verschiebungen hin zu geringeren
Verwandtschaftsgraden.

Wahrscheinlich spiegeln beide Testsysteme einen Teil der in vivo ablaufenden
Reaktionen wieder. FlUr Bekampfungsstrategien gegenuber aviaren Reoviren sind
insbesondere die partielle Neutralisationsresistenz sowie die geringere
Immunogenitat der MAS-Isolate entscheidend. Es ist zu erwarten, dass auch die
Aufnahme solcher Varianten in Vakzineprotokolle keine vollkommene Protektion
gewahrleisten kann, da immer wieder Viren der systemischen humoralen
Immunantwort entkommen. Moglicherweise bietet die Stimulierung der T-Zellantwort
einiges Potential, aber auch sorgfaltige Hygienemalnahmen mit Uberpriifung der
Effizienz von Desinfektionsmitteln gegenuber aktuellen ARV-Varianten bleiben

unabdingbar.
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8 Summary

Avian reoviruses (ARV) are supposed to play an important role in development of
malabsorption syndrome (MAS) in broiler flocks. By seriously affecting weight gain,
considerable economic losses occur.

The present study deals with ARV which had been isolated from broilers with MAS
despite vaccination of parental flocks. Thus, the question arose, if the isolates were
antigenic variants which could bypass protection by vertically transmitted maternal
antibodies.

For examination, cross neutralization tests were chosen. To gain repeatable results
for all ARV isolates, a plaque reduction assay including an immunohistochemical
staining method was adapted to ARV.

Thereby, different ARV strains induced three distinguishable plaque types on CEL
and CEF cells: a “classical”’ type with big, round plaques represented by the vaccine
strain S1133, a plaque type with tiny syncytia represented by MAS-isolate 8588DP4-
6 and a plaque type with extended syncytia represented by MAS-isolate 8474DP4-6.
The examinations on CEL cells included hyperimmune sera raised against vaccine
strain S1133, against a flock-specific K-strain and against four MAS-strains isolated
in the “Klinik fir Végel”. Additionally, four pooled serum samples from parental flocks
were tested.

Besides the vaccine strain S1133, the following ARV strains were examined: four
MAS-isolates, the enteric reovirus strain SP2004-00344 and six flock-specific vaccine
strains from Southern and Northern Germany.

The neutralization capacity of hyperimmune sera differed considerably. Sera which
were directed against the MAS-isolates and particularly the a-K serum showed a
clearly reduced neutralization capacity compared to serum a-S1133.

ARV strains displayed a considerable antigenic heterogeneity with clear differences
to the reference strain S1133. Concurrently, an extended cross reactivity occurred.
Remarkably, vaccine strain S1133 was neutralized best by every used serum,
whereas the MAS-isolates resisted neutralization to a noticeable extent.

These results led to the consideration as to whether the used testing system purely
reflects antigenic relatedness or if it is fundamentally affected by the host cell used.
Therefore, neutralization examinations with three selected strains (S1133, 8588DP4-

6, 8474DP4-6) followed. These strains were obtained from four different tissues: CEL
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and CEF cells, embryonic liver and embryonic gut. Additionally, resulting virus stocks
of the isolate 8474DP4-6 were neutralized comparing the reaction pattern on CEL
and CEF cells.

Thereby, the reaction pattern of strain S1133 stayed constant, whereas the MAS
isolate 8474DP4-6 was neutralized to a greater extent when it was obtained from
embryonic instead of cellular origin. Hence, the formerly noted dominance of the
S1133 strain was overcome when a CEL cell system was used. On a CEF caell
system, these differences did not occur.

An explanatory model can be deduced from knowledge of ARV processing during
cell invasion and of cell receptors for mammalian reoviruses.

In order to determine antigenic relatedness of MAS isolates, R-values were
calculated (5) and interpreted by a definition given for foot-and-mouth-disease (12).
Thus, MAS isolates were defined as minor and major subtypes of strain S1133 and
were all closely related.

When R-values were calculated using the results of neutralization tests with virus
stocks from embryonic origin, some shifts occurred which pointed to a more distant
relationship to vaccine strain S1133.

It is likely that both testing systems partly reflect reactions taking place in vivo.

For strategies of controlling early ARV infections, especially the partial resistance to
neutralization and the lesser immunogenicity of the existing MAS isolates are of great
importance.

It can be assumed that the inclusion of novel ARV isolates in vaccination protocols
will not guarantee complete protection since ARV will retain the ability to escape the
systemic humoral immune response.

Possibly, stimulation of the cytotoxic immune response provides some potential for
controlling early ARV infections. Nevertheless, thorough hygiene protocols remain
indispensable and should include regular checking of disinfectants, particularly their

capacity to degerminate existing ARV variants.
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