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1. Einleitung

Avidre Paramyxoviren sind mit insgesamt neun Serotypen weltweit verbreitet. Der
Serotyp-1 (APMV-1) erlangt hierbei die gréBte Bedeutung, da er bei Hausgefllgel
und dort vor allem bei Hihnern und Puten eine hochkontagiése und verlustreiche
Erkrankung, die Newcastle Disease (ND) oder atypische Gefligelpest auslésen kann
(ALEXANDER, 2008). Unter Tauben kursiert die besondere Variante P des APMV-1,
der als Taubentyp (PPMV-1) bezeichnete wird. Tauben (Columba livia) kénnen
neben dem PPMV-1 auch andere APMV-1 Stdmme beherbergen, darunter velogene
APMV-1 Stdmme, ohne unbedingt selbst zu erkranken (WERNER et al., 1999; de
OLIVEIRA et al., 2007). Damit kann Tauben eine zu beachtende Bedeutung fir die
Erregerepidemilologie von ND zukommen. Eine Ubertragung von PPMV-1 auf
Huhner ist mehrfach beschrieben worden. In der Vergangenheit kam es dadurch
schon zum Teil zu erheblichen Ausbrichen. Untersuchungen an domestizierten
Tauben (Columba livia varia domestica) und der verwilderten Form den
~Stadttauben” (Columba livia varia urbana), belegen eine weltweite Verbreitung von
APMV-1 bei dieser Spezies (ALEXANDER et al.,, 1985a). In Deutschland wurden
bereits APMV-1 und PPMV-1 aus dieser Taubenart isoliert, sowie serologische
Nachweise erbracht. Dabei scheint die Variante PPMV-1 endemisch vorzukommen
(HLINAK et al., 1998, WERNER et al., 1999).

Aus anderen Landern wie ltalien und Nordamerika liegen auch flr einige
Wildtaubenarten Berichte Gber APMV-1 Infektionen vor (TERREGINO et al., 2003;
KIM et al., 2008). Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass auch Wildtauben eine
epidemiologische Rolle im APMV-1- Infektionsgeschehen tragen kbénnen. In
Deutschland kommen vier Wildtaubenarten vor, von denen die Ringeltaube
(Columba palumbus) am héaufigsten anzutreffen ist. lhren Lebensraum stellen auf
Grund des Nahrungsangebotes vor allem landwirtschaftlich genutzten Flachen dar.
Dadurch ist prinzipiell ein Kontakt zwischen kommerziell gehaltenem Gefligel und
Ringeltauben mdglich. Das Teilzugverhalten der Ringeltauben begunstigt dartber
hinaus potentiell eine weite Verbreitung von Krankheitserregern durch diese Spezies.
Eine generelle Empfanglichkeit fir APMV-1 wurde bei Ringeltauben experimentell
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bewiesen (PLACIDI und SANTUCCI, 1954), jedoch ist speziell bei dieser Spezies
wenig Uber APMV-1 Infektionen bekannt. In Deutschland wurden noch keine
Untersuchungen zum Vorkommen von APMV-Infektionen bei Wildtauben
durchgeflhrt.

Ein Einblick in die mégliche Verbreitung von APMV-1 Infektionen bei Ringeltauben
sollte in dieser Arbeit anhand einer Stichprobe dieser Spezies erhalten werden, die
bei der Jagd erlegt wurde. Das Gebiet flr die Herkunft der Proben wurde in
Nordrhein Westfalen gewahlt, dem Bundesland mit der h6ochsten Populationsdichte
an Ringeltauben (DJV, 2005). In dem gewahlten Jagdgebiet grenzen Stadte und
landwirtschaftlich genutzte Flachen aneinander, wodurch ein Kontakt von
Ringeltauben sowohl zur Stadttaubenpopulation als auch zum Wirtschaftsgefligel
moglich ist. Bei der Untersuchung der Ringeltauben sollten Serumproben dazu
dienen, einen generellen Einblick in den Infektionsstatus von APMV-1 Infektionen der
Ringeltauben zu bekommen. Desweiteren sollten Gewebeproben entnommen
werden. Deren Untersuchung sollte eine Aussage Uber das aktuelle
Infektionsgeschehen, sowie gegebenenfalls eine Viruscharakterisierung erméglichen.
Die gewonnenen Erkenntnisse lassen erwarten, eine maogliche epidemiologische
Bedeutung von Wildtauben bei der Verbreitung von APMV-1 besser einschatzen zu

kdénnen.
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2. LITERATUR

2.1 TAXONOMIE DER PARAMYXOVIREN

Die Familie Paramyxoviridae gehért zu der Ordnung Mononegavirales, welche Viren
mit nicht-segmentierter, einzelstrangiger RNA negativer Polaritdt umfasst. Diese
Familie lasst sich in die Subfamilien Paramyxovirinae und Pneumovirinae unterteilen
(Abb. 1). In der Subfamilie Paramyxovirinae wiederum werden finf Genera
zusammen gefasst. Hier wird das aviare Paramyxovirus (APMV) in das Genus
Avulavirus (Avian Rubula virus) eingeordnet (MAYO, 2002), welches erst vor kurzem
vom Genus Rubulavirus abgespalten wurde. Die Spezies avidres Paramyxovirus
lasst sich schlieBlich in 9 Subspezies unterteilen (ALEXANDER und SENNE, 2008).

ORDNUNG: > Mononegavirales

FAMILIE: > Paramyxoviridae Subfamilien:
1) Paramyxovirinae
2) Pneumovirinae

SUBFAMILIE: > Paramyxovirinae Genera:
1) Rubulavirus
2) Avulavirus

)

3) Respirovirus

4) Henipavirus

5) Morbilivirus
GENUS: > Avulavirus
SPEZIES: > avidres Paramyxovirus

Subspezies:

1) APMV-1 (ND)

2-9) APMV-2...9

Abb 1:

Taxonomische Stellung aviarer Paramyxoviren
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Die Einteilung in die Familie der Paramyxoviren erfolgt Uber die Anwesenheit des F
Proteins, welches bei neutralem pH zur Zellfusion fihrt. Fir die Einteilung in die
einzelnen Genera ist die Anwesenheit (Respiro-, Rubula- und Avulaviren), bzw. die
Abwesenheit (Morbilli- und Henipaviren) von Neuraminidaseaktivitdt von Bedeutung
(LAMB und PARKS, 2007). Alle Spezies des Genus Avulavirus besitzen
Hamagglutinin- und Neuraminidaseaktivitat und allen fehlt der offene Leserahmen fir
das C Protein (FAUQUET und MAYO, 2005).

2.2 AVIARE PARAMYXOVIREN

2.2.1 Virusmorphologie, Virusbestandteile und ihre Funktion

Elektronenmikroskopisch erscheinen Paramyxoviren meist in ihrer charakteristischen
sphérischen Form, aber auch pleomorphe und filamentése Partikel treten auf. Der
Durchmesser betragt 100 bis 500 nm (YUSSOF und TAN, 2001). Die Viren besitzen
eine doppelschichtige Lipidmembran, die von der Wirtszelle stammt. Sie enthalt zwei
transmembrane Glykoproteine, das Hamagglutinin—-Neuraminidase-Protein (HN) und
das Fusions-Protein (F) (Abb. 2). Diese ragen als 8 bis 12 nm lange Projektonen,
sogenannte ,spikes*, aus der Membran.

Mit Hilfe des HN-Proteins kann das Virus an hyalinhaltige Rezeptoren der Wirtszelle
binden. Das F-Protein bewirkt im Anschluss die Fusion der viralen mit der zellularen
Membran und das Einschleusen des viralen Nukleoproteinkomplexes in die
Wirtszelle (ALEXANDER und SENNE, 2008). Das HN-Protein bindet auch an
Strukturen der Oberfache von Erytrozyten und ist somit in der Lage, diese
miteinander zu vernetzen. Diese Reaktion kann durch spezifische Antikoérper
verhindert werden und wird in der in vitro Diagnostik im Hamagglutinations- bzw
Hamagglutinationshemmungstest genutzt, um APMV zu diagnostizieren und zu
typisieren. Eine zweite Funktion des HN-Proteins ist bedingt durch seine
Neuraminidaseaktivitat. Diese erlaubt eine Abspaltung des Virus von der Wirtszelle,
was vermutlich fir die Freisetzung neuer Virionen von Bedeutung ist (IORIO et al.,
2001). Ferner unterstitzt das HN-Protein das F-Protein bei seiner Funktion
(SERGEL et al., 1993; DENG et al., 1995).
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Das F-Protein liegt zunéchst als inaktives Vorlauferprotein (FO) vor. Dieses wird erst
durch Proteasen der Zielzelle in F1 (Aminosdure 117-553) und F2 (Aminosdure
1-116) die noch Uber eine Disulfidbriicke verbunden bleiben gespalten, und somit
aktiviert (NAGAI et al., 1976; ROTT und KLENK, 1988). Hierbei wird im
aminoterminalen Ende des F1 ein hydrophober Bereich, das sogenannte
Fusionspeptid (Aminésaure 117 142) zuganglich, das die Membranfusion bewirkt.
(MODROW und FALKE, 2003; NAGAI et al., 1976). Bei in vitro Versuchen mit Zellen
konnte gezeigt werden, dass einige Virusstdmme fur die Spaltung ihrer FO-Proteine
und damit die anschlieBende Fahigkeit zur Infektion von Zellen, Trypsin oder Trypsin-
ahnliche Enzyme bendtigen. Andere sind von ihnen unabh&ngig und kénnen
verschiedenste  zellulare  Proteasen nutzen. Virulente  Virusstypen die
trypsinunabhangig sind, kénnen sich demnach in unterschiedlichen Gewebearten
verbreiten. Demgegenlber bleibt die Infektion mit Virustypen, die trypsindhnliche
Enzyme flr ihre Aktivierung bendtigen, auf den Magen-Darm- und Respirationstrakt
beschrankt (ROTT, 1979; OGASWARA et al., 1992).

Da die Spaltstelle des FO Proteins in ihrer Aktivierbarkeit variiert, was sich auch auf
molekularer Ebene wiederspiegelt, kann hieriber eine Aussage Uber die Virulenz
eines Virustypes getroffen werden (COLLINS et al., 1993; OIE 2008). Die virulenten
APMV-1 Stamme weisen am C-terminalen Ende der F2-Untereinheit die Sequenz
112-R/K RQ K/R R-116 (polybasische Aminosdurenabfolge) und Phenylalanin am
N-terminalen Ende der F1-Untereinheit auf. Die nichtvirulenten Virusvarianten haben
demgegeniber meist eine monobasische Aminosaurenabfolge mit der Sequenz 112-
G/E K/R Q G/E R-116 am C-terminalen Ende der F2-Untereiheit und weisen Lysin
am N-terminalen Ende der F1-Untereinheit auf (OIE, 2008).

Das nichtglykolisierte Matrixprotein (M) ist der Virushulle innen angelagert und
interagiert mit dieser. Somit verleiht es ihr Stabilitat. Von groBer Bedeutung ist dieses
Protein auch bei der Bildung von Viruspartikeln und bei der Verpackung von Virus-
RNA bei der Morphogenese sowie dem Virusassembly (YUSSOF und TAN, 2001).
Virushalle und Matrixprotein umgeben zusammen das Nukleokapsid.
Elektronenmikroskopisch  stellt sich dieses bei Negativkontrastierung als
gewundener, fischgratenahnlicher Strang dar. Das Nukleoprotein (NP) umgibt als
linksdrehende Helix den RNA-Strang, welcher in einem zentralen Kanal von etwa 5
nm Durchmesser liegt (SCHEID, 1987). Die RNA ist ca 15.186 Nucleotide (15,2 kb)
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lang und kodiert von 3" in 5 Richtung fir die sechs Proteine in der Reihenfolge 3'-
NP-P-M-F-HN-L-5" (ALEXANDER und SENNE, 2008). Das NP-Protein dient unter
anderem zum Schutz der RNA vor zelleigenen RNAsen (MODROW und FALKE,
2003). AuBerdem muss es die RNA im Transkriptionskomplex, den es zusammen mit
dem Phosphprotein (P) und dem Polymeraseprotein (L) bildet, flr dessen
Funktionalitdt umschlieBen (HORIKAMI et al., 1992). Der Transkriptionskomplex
dient der Translation und Transkription der viralen RNA. Das L-Protein erflllt dabei
die Funktion einer RNA abhangigen RNA-Polymerase (LAMB und KOLAKOWSKI,
2001), die jedoch nur zusammen mit P und NP Proteinen wirken kann (YOSSOF und
TAN, 2001). Neben den sechs Hauptproteinen gibt es noch zwei weitere Proteine,
das V- und das W-Protein. Diese werden vom P-Protein mit Hilfe eines alternativen
Leserahmens translatiert (STEWARD et al., 1993). Das V-Protein bindet Zink
(SAMSON et al.,, 1991) und ihm wird eine Rolle bei der Virusreplikation und als
Pathogenitatsfaktor zugeschrieben (MEBATSION et al., 2001).

2.2.2 Tenazitat von aviaren Paramyxoviren

Das Virus ist durch gangige Desinfektionsmittel wie Aldehyde und
Chlorverbindungen und auch durch Temperaturen tber 56°C innerhalb von 30
Minuten zu inaktivieren (KALETA, 1992). In Kot und Kadavern ist es dagegen relativ
lange haltbar. Kihl kann es in Kadavern Uber Wochen, gefroren sogar tber Jahre
infektids bleiben. Auch in Kot wird es sogar bei Temperaturen von 37°C Uber einen
Monat lang nicht inaktiviert (ALEXANDER, 2001a). In frischen Eiern halt sich das
Virus bei Raumtemperatur bis zu 235 Tage, bei 4°C sogar mindestens 538 Tage. In
verseuchten Stallen muss noch einen Monat nach Entfernung der erkrankten Tiere
mit infektiosen Viren gerechnet werden. Durch Eintrocknung kann das Virus Uber
Jahre konserviert werden (KADDEN, 2002)
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Abb.2: Schematische Darstellung eines aviaren Paramyxovirus und
Charakterisierung der einzelnen Virusbestandteile nach ihrem

Molekulargewicht und Ihrer Aminosaurenanzahl (nach GRUND, 2004)
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2.2.3 Serotypen und Wirtsspektrum von aviaren Paramyxoviren

Avidre Paramyxoviren lassen sich auf Grund der viralen Oberflachenantigene Gber
den Hamagglutinationshemmungstest (HAH) in neun Serotypen (APMV-1 bis -9)
unterteilen (ALEXANDER, 1988) (Tab. 1).

Das aviare Paramyxovirus des Serotyp-1 besitzt von den neun Serotypen die groBte
klinische und wirtschaftliche Bedeutung. Die Serotypen -2, -3, -6 und -7, kénnen bei
HOhnern und Puten jedoch auch Krankheitsbilder hervorrufen (ALEXANDER und
SENNE, 2008). Dem Serotyp APMV-1 ist ein relativ breites Wirtsspektrum eigen. Fir
diesen ist die Empfanglichkeit von 236 Spezies aus 27 von 50 Ordnungen der Klasse
Aves bereits beschrieben. Es gelten aber alle Arten als empfanglich (KALETA und
BALDAUF, 1988), wobei sich unter den Wirtschaftsgefligelspezies die klinische
Symptomatik bei Huhn (Gallus gallus dom.) und Pute (Meleagris gallopavo) am
starksten manifestiert (ALEXANDER, 2008). Auch beim Menschen kénnen sowohl
virulente, als auch lentogene APMV-1 Stdmme als Zoonoseerreger Infektionen
hervorrufen. In erster Linie kommt es dabei zu lokalen Entzlindungen eines oder
beider Augen, die sich in Konjunktivitis, Lidédem und starkem Tranenfluss auBern
kénnen. Des Weiteren kann es zu Kopfschmerzen und grippeahnlichen Symptomen
kommen, die Erkrankung ist aber nicht lebensbedrohlich. Eine Ubertragung von
Mensch zu Mensch findet nicht statt (KADDEN, 2002; O.I.E. ,2008).

In Europa wurden bereits die Serotypen -1, -2, -3, -4, -5, und -6 nachgewiesen, der
Serotyp-7 wurde in den USA und Japan, aber auch England identifiziert (RITCHIE,
1995)
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Tab.1:

Prototypen der Paramyxovirusserotypen 1-9 (modifiziert nach RITCHIE, 1995)

Prototyp Virusstamm

Wirtsspezies

Klinische Symptome

Verbreitung

APMV-1: Végel und andere | Je nach Pathotyp und
Newcastle Disease Virus Spezies Wirt inapperent bis zu Weltweit
100% Mortalitat
APMV 2: Puten, HUhner, Legertickgang Europa,
chicken/California/Yucaipa/56 Afrika,Asien,
(BANKOWSKI et al., 1960) Sperlingsvégel Milde respiratorische N und S-
Sittiche, Rallen Erkrankungen bei Amerika
Sperlingen und Sittichen
AMPV 3: Puten, Milde respiratorische
turkey/Wisconsin/68 Erkrankungen, Europa,
(TUMOVA et al.,1979b) Nord-
APMV 3 Sittiche, Tédliche Erkrankung Amerika,
parakeet/Netherlands/449/75 Sperlingsvogel E/I:L?z::(c:ﬁ}lghe Japan
N-Amerika,
APMV 4: Enten, Ganse Erkrankungen bei Europa,
duck/Hong Kong/D3/75 Geflugel nicht bekannt | Neuseeland
(SHORTRIDGE et al., 1980) Australien
Japan, China
APMV 5: Hohe Mortalitat beim Japan,
Ii;gdgerigar/Jaloan/Kunitachi“/ Wellensittiche Wellensittich Europa,
Erkrankungen bei evtl.
(NEROME etal., 1978) Geflugel nicht bekannt | Australien
APMV 6: Asymptomatisch bei Kanada,
duck/Hong Kong/199/77 Enten, Ganse, Wassergefliigel, milde Europa,
(SHORTRIDGE etal,, 1980) | pyten, Rallen respiratorische Japan, China
Erkrankungen bei Puten | Hong Kong
APMV 7 :
dove/Tenessee/4/75 Tauben, Puten, Milde respiratorische USA, Japan
(ALEXANDER et al., 1981) StrauBe Erkrankungen bei Puten | und England
APMVS:
Goose/Delaware/1053/76 Enten und Géanse | Asymptomatisch USA, Japan
(ALEXANDER et al.,1983)
APMV 9:
Domestic duck/New York/22/78 | Enten Asymptomatisch USA

(ALEXANDER et al., 1983)
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2.3 DAS AVIARE PARAMYXOVIRUS-1

2.3.1 Einteilung des APMV-1 in Stamme, Genotypen und Pathotypen

Neben der antigenetischen Differenzierung einzelner Serotypen, ist eine
molekularbiologische Charakterisierung der APMV-1 Stamme mdglich. Das APMV-1
lasst sich so in zwei Klassen einteilen (CZEGLEDI et al., 2006; KIM et al., 2007;
SEAL et al., 2004). Die Stamme der Klasse | wurden in den meisten Fallen aus
Wassergefligel isoliert. Die Klasse Il enthdlt neun Genotypen, die alle klassischen
Impf- und Seuchenstdmme des Wirtschaftsgefliigels sowie die Paramyxoviren der
Taube (Genotyp VI) reprasentieren (COLLINS et al., 1993; KIM et al., 2007).
Antigenetisch lassen sich innerhalb des Serotyp-1 mit Hilfe einer standardisierten
Palette monoklonaler Antikérper weitere Differenzierungen in verschiedene Stamme
vornehmen. So ist auch der Taubentyp P von anderen Avidren Paramyxoviren des
Serotyp-1 abzugrenzen (RUSSEL und ALEXANDER, 1983; ALEXANDER et al.,
1985 a; 1987; COLLINS et al., 1989).
Eine weitere Einteilung des APMV-1 erfolgt nach dem klinischen Bild, welches es im
Hauptwirt Huhn auszuldsen vermag. Demnach werden 4 Pathotypen unterschieden
(BEARD und HANSON,1984).
Velogen: Diese Form l6st akute Verldufe aus, bei denen sich die Erkrankung
schnell in allen Altersstufen ausbreitet und die mit einer hohen Mortalitatsrate
einhergeht. Teilweise versterben die Tiere nach 5-6-tagiger Inkubationszeit
ohne vorherige Symptomatik. Bei velogenen Krankheitsbildern ist zwischen
einem velogen viscerotropen Verlauf, bei welchem vor allem zu gelb-
granlichen, zum Teil blutigen Durchféllen kommt, und einem velogen
neurotropen Verlauf, der mit Gberwiegend respiratorischen und spater auch
neurologischen Symptomen einhergeht, zu unterscheiden. Bei beiden
Verlaufen sind auch Allgemeinsymptome wie gestraubtes Gefieder,
Hangenlassen der Fligel und Legerlckgang, sowie Eimissbildungen zu
beobachten.
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Mesogen: Klinische Krankheitsverlaufe nach Infektion mit diesem Pathotypen
sind altersabhangig. Kilken erkranken zu 100%, wahrend erwachsene Hihner
meist eine Morbiditat von unter 50% aufweisen. Die Symptome bestehen vor
allem in einem Rlckgang der Futteraufnahme und der Legeleistung, seltener
kénnen auch respiratorische und neurologische Symptome beobachtet
werden. Die Mortalitat liegt zwischen 5% und 50 %.

Lentogen: In der Regel treten bei Infektionen durch einen solchen Pathotyp
nur bei HOhnerkiken milde respiratorische Symptome auf. Diese Stamme
werden auch als Lebendimpfstdmme eingesetzt.

Apathogen: Die Infektion mit diesem Pathotyp beschrankt sich meist auf den

Intestinaltrakt, ohne eine klinische Symptomatik hervorzurufen.

Eine Einteilung in Pathotypen und somit die Einschatzung der Virulenz eines
APMV-1 Stammes wird ermdglicht durch die Bestimmung eines intracerebralen
Pathogenitétsindex (ICP1). Hierflir werden Eintagskiken (Gallus gallus) intracerebral
mit Virus infiziert (ALEXANDER, 1989; O.l.E. 2008; Richtlinie 92/66/EWG). Anhand
der klinischen Manifestation und der induzierten Sterblichkeit Uber einen Zeitraum
von acht Tagen erfolgt die Ermittlung des Index, der sich nach taglicher Einteilung
der Tiere in gesund=0, krank=1, oder gestorben =2, berechnen Iasst. Demnach kann
ein ICPl Werte zwischen 0, wie bei apathogene Stdmmen und 2, wie bei
hochpathogenen Stammen, liegen (Tab 2). Das Office Internationale des Epizooties
(O.L.E.) nutzt diese Charakterisierung bei der Definition von ND. Bei einem ICPI > 0,7
wird von einem Seuchenrelevanten Virusisolat ausgegangen und das Geschehen als
ND-Ausbruch mitgeteilt. Der intravendse Pathogenititsindex (IPVI) errechnet
ebenfalls eine Indexzahl. Hierfir werden 8 Wochen alte Hihnerkiken intravends
infiziert und die klinischen Befunde werden bewertet.

Andere Mdéglichkeiten zur Beurteilung der Pathogenitat eines Stammes bietet die
Infektion embryonierter Hiihnereier. Hierfir werden 9 bis 11 Tage bebritete Hihner-
eier infiziert und anschlieBend die durchschnittlichen Absterbezeit in Stunden ,mean
death time“, MDT) als MaB fir die Virulenz des Erregers ermittelt (O.I.E., 2008).
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Tab. 2:
Einteilung von Aviaren Paramyxoviren auf Grund lhrer Virulenz
(WERNER et al.,1999; KOMMERS et al.,2001)

MDT ICPI IVPI
lentogen >90 Std <0,7 0
mesogen 60-90 Std 0,7-1,5 -2
velogen <60 Std >1,5 2,0-3,0

Des Weiteren lassen sich bei Virusanzucht in der Zellkultur velogene und mesogene
Stamme von lentogenen unterscheiden. Nur die velogenen und mesogenen Stamme
sind in der Lage, trypsinunabhangig in HUhnerembryofibroblastenkulturen zu
replizieren, was zur sichtbaren Plaquebildung flhrt. Diese Plaquebildung weist auf
die Spaltbarkeit des FO-Proteins der Viren durch zelleigene Proteasen hin (REEVE et
al., 1979) und ist ein Zeichen flr Virulenz.

Auf Genomebene wird fur eine Einschatzung der Pathogenitdt eines APMV-1
Stammes die Proteinsequenz der Spaltstelle des FO-Proteins an der es in seine
funktionellen Untereinheiten F1 und F2 gespalten wird, untersucht (GARTEN et al.,
1980, PEETERS et al., 1999). Die molekularbiologische Einteilung in Pathotypen
lasst jedoch im Unterschied zu der biologischen Einteilung nur eine Einteilung in
apathogen/lentogen bzw. mesogen/velogen zu, ohne M®doglichkeit zur weiteren
Charakterisierung innerhalb dieser Differenzierung.

2.3.2 Bedeutung und Geschichte von APMV-1

Aviare Paramyxoviren des Serotyp-1 lésen die weltweit verbreitete Newcastle
Disease (auch Atypische Geflligelpest) aus. Virulente Formen flihren dabei zu hohen
Verlusten beim Gefligel (KALETA, 1992a). Diese Krankheit ist daher
anzeigepflichtig. Ein Ausbruch zieht zahlreiche tierseuchenrechtliche Regelungen
nach sich. Tierverluste, Leistungsminderungen und Handelsbeschrankungen tragen
zu wirtschaftlichen Verlusten bei. Als erstmalige Beschreibung der Krankheit gelten
Berichte Uber Ausbriche, die 1926 zeitgleich an zwei geographisch getrennten Orten
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auftraten. Berichtet wird von Ausbrichen zum einen auf der Insel Java, die heute zu
Indonesien gehdrt (KRANEVELD, 1927) zum anderen auch in England in Newcastle
on Tyne (DOYLE, 1927), worauf auch der Name der Krankheit zurlickzufiihren ist. Es
wird vermutet, dass bereits vor diesem Datum Ausbriiche stattfanden, die nicht als
solche erkannt, bzw. die mit der ahnlich verlaufenden hoch pathogenen Avidren
Influenza (HPAI) verwechselt wurden (ALEXANDER, 2001a).

Der zweite gréBere Ausbruch betraf Europa in den spaten 60ern. Der Ursprung
hierfir wird in Asien vermutet. Eine Verbreitung der Seuche und auch eine
Einschleppung nach Deutschland geschah wahrscheinlich durch den Handel mit
infizierten Papageienvdgeln aus Stdamerika. Isoliert wurden hier die Genotypen V
und VI.

Die dritte Panzootie wurde in den spaten 80ern durch den Taubentyp des APMV-1
(Genotyp VIb) verursacht. Dieser ist immer noch in der ganzen Welt von Bedeutung
(KALETA, 1992 a).

Ein NDV des Genotyp VIl wurde 1984 isoliert, der fir weitere ND Ausbruche in vielen
Landern verantwortlich war und immer noch panzootisch ist (YANG et al., 1999;
ALBONIK et al., 2004; BARBEZANGE und JESTIN, 2005).

2.4 AMPV-1 BEI TAUBEN (COLUMBIDAE)

2.4.1 Entdeckung und Ausbreitung

Auf eine Empfénglichkeit von Tauben fir APMV-1 wird bereits im Jahre 1926
hingewiesen, nachdem Tauben experimentell mit virushaltigem Material infiziert
wurden, das bei Hihnern die Newcastle Disease ausléste (DOYLE, 1927).

Von natdrlich vorkommenden, jedoch inapparent verlaufenden APMV-1 Infektionen
wird 1939 aus Indien berichtet (IYER, 1939). Bei der Gewinnung von
Taubenpockenviren stellte man fest, dass nach experimenteller Infektion mit
Gewebehomogenisaten bei Tauben ein Krankheitsbild erzeugt werden kann,
welches dem der Newcastle Disease glich. Damals nahm man noch an, dass eine
klinische Erkrankung durch eine per os Infektion nicht hervorgerufen werden konnte,
wohl aber durch die Injektion des Erregers, was durch einen weiteren Versuch
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bestatigt wurde (KASCHULA et al., 1952). Trotzdem wurde immer wieder von einer
hohen Taubensterblichkeit in Zusammenhang mit ND-Ausbrichen bei Geflugel
berichtet (KRANEVELD, 1926; PICARD 1928; FARINAS 1930; KRETZER 1930). Die
Ursache hierflir wurde jedoch nicht geklart. Nach Berichten aus den USA kam es zu
ND-Erkrankungen unter Huhnern. Die mit ihnen zusammen gehaltenen Tauben
wiesen ebenfalls Krankheitszeichen auf (HANSON und SINHA, 1951). Mittels
Hamaggluttinationshemmungstest (HAH) konnten ND-spezifische Antikérper
nachgewiesen werden. Der Versuch einer Virusisolierung misslang jedoch. In einem
Bericht hatten sich Tauben durch die Futteraufnahme aus APMV-1 kontaminierten
Trégen infiziert Hier gelang eine Virusisolation aus dem Kot der Tauben, mit dem die
Autoren wiederum Huhner infizieren konnten (KRANEVELD und MANSJOER, 1950).
In Deutschland wurde zum ersten Mal 1971 von einem Krankheitsausbruch unter
Tauben berichtet, bei dem in kurzer Zeit sieben von 18 Tauben eines Bestandes
gestorben waren (HILBRICH, 1972). Es gelang APMV-1 Virus zu isolieren.

Anfang der 80er Jahre kam es zum ersten seuchenhaften Ausbruch unter
domestizierten Tauben (Columba livia domestica). Die Population von domestizierten
Tauben in der Welt zu dieser Zeit war gr6éBtenteils ungeimpft und somit voll
empfanglich fir das Virus (ALEXANDER, 2001a). Allein in GroBbritannien kam es
von Juli bis Dezember 1983 zu Ausbrichen in 192 Taubenschlagen und im Jahr
1984 zu 866 Ausbrichen, also insgesamt zu 1058 Ausbriichen in Brieftauben bis
zum Ende des Jahres 1984 (ALEXANDER et al., 1986b). In der Zeit von 1983 -1985
wurden in England 76 Proben tot aufgefundener verwilderter Haustauben
(StraBentauben, Columba livia) untersucht. Aus 64 Virusanzuchten wurde flinfmal
APMV-1 isoliert. Es wurden 11 Seren im HAH APMV-1 positiv getestet, was
allerdings 50 % der untersuchten Seren ausmachte (LISTER et al., 1986).

Der fir diese Ausbriche verantwortliche Erreger konnte durch die Verwendung
monoklonaler Antikérpern innerhalb des APMV-1 als Subtyp P (Pigeon), ,,Taubentyp®
oder PPMV-1 differenziert werden (ALEXANDER et al., 1985a, 1987, COLLINS et
al., 1989, RUSSEL und ALEXANDER, 1983). Der Ursprung der Krankheit wird im
Mittleren Osten vermutet, wo in den spaten 70ern eine verlustreiche Erkrankung
unter Tauben auftrat (KALETA et al., 1992a). Diese wurde zunachst noch als virale
Enzephalomyelitis bzw kontagiése Paralyse bezeichnet (Al FALLUI et al., 1979;
MOHAMMED et al., 1978). Als Ursache hierflr wurde ein Herpesvirus vermutet, der
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aus den erkrankten Tauben isoliert werden konnte (TANTAWI et al., 1979). Erst
spater konnte ein APMV-1 Virus isoliert und als PPMV-1 charakterisiert werden
(KALETA et al., 1985).

In Europa wurde PPMV-1 zuerst in ltalien im Jahr 1981 nachgewiesen
(BIANCIFIORNI und FIORINI, 1983). In Deutschland kam es 1982 erstmals in
Bayern zu einem seuchenhaften Ausbruch (RICHTER et al., 1983). Im gleichen
Bestand wurden auch Huhner und Fasane gehalten, die zwar eine Serokonversion
zeigten, jedoch nicht erkrankten. In den USA konnte 1984 das erste Mal PPMV-1
isoliert werden (PEARSON et al., 1987). Im Jahr 1985 konnte das Geschehen als
Panzootie bezeichnet werden. Die Verbreitung der Seuche erfolgte sehr rasch auf
Grund von Handel, Flugwettbewerben und Ausstellungen (ALEXANDER et al.,
1984c).

Heute ist die PPMV-1 Infektion unter Tauben weltweit verbreitet und fahrt noch
immer zu Erkrankungen und Verlusten (ALEXANDER, 2001a).

2.4.2 Einordnung und Vorkommen von APMV Isolaten bei Tauben

Aus Tauben isoliertes APMV-1 ist meist PPMV-1 zuzuordnen (ALEXANDER et al,
1985a; WERNER et al., 1999). Die unter diesem Subtypen zusammengefassten
Isolate kdnnen genotypisch der Klasse Il, Genotyp VIb zugeordnet werden und
bilden dort eine separate Gruppe (Tab. 3). Nach der Nomenklatur von Aldous, die
eine Einteilung der APMV-1 Stdmme in 6 Linien vornimmt, sind PPMV-1 Isolate der
Linie 4b zuzuordnen. Innerhalb der Linien bestehen jedoch noch beachtliche
genetische Unterschiede, was eine weitere Einteilung in 13 Sublinien rechtfertigt.
Taubenisolate gehoren hier meist in die Linien 4bi und 4bii, die wiederrum in je 3
Gruppen unterteilt werden kénnen. Die Zugehdérigkeit der Isolate scheint mehr vom
Zeitpunkt ihrer Isolation als von ihrer geographischen Herkunft abzuhangen. Die
beiden Hauptlinien 4bi und 4bii gehen auf des frihste Isolat, das 1879 im Irak
gewonnen wurde, zurtick (ALDOUS et al., 2003, 2004).
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Tab 3:
Charakterisierung von APMV-1 Isolaten aus Tauben
Einteilung Einteilung Einteilung
nach Virulenz: auf Genomebene rd?‘ct:grgg:‘iige%r:;tischen
Pathotypen: Klasse: Linie Serotypen:
lento-, meso-, velo | I meist 4b meist-1
und apathogen Genotypen: Stamme:
meist mesogen meist Genotyp VI meist P

Wahrend PPMV-1 bei Tauben am haufigsten Isoliert wird, treten auch andere APMV
Stdmme, vor allem in Zeiten von ND Ausbrichen bei Tauben auf (Werner et al.,
1999). So konnten bei einer Untersuchung von 148 erkrankt oder tot aufgefundenen
Tauben aus dem Raum Berlin 66 APMV-1 Isolate gewonnen werden. Von diesen
aus den Jahren 1991-1997 stammenden Proben wurden 55 Isolate mittels ICPI und
monoklonaler Antikérper charakterisiert. Dabei wurden 50 als PPMV-1 und 5 als
velogenes APMV-1 vom Hihnertyp identifiziert (HLINAK et al., 1998).

Bei einer weiteren umfangreichen Untersuchung durch das deutsche nationale
Referenzlabor konnten 129 (75,5%) von insgesamt 171 Tauben APMV-1 Isolaten
aus ganz Deutschland, aus den Jahren 1992-1996, als PPMV-1 identifiziert werden
(WERNER et al., 1999). Des Weiteren konnten 25 lento- und 17 velogene
Pathformen des APMV-1 bei Tauben nachgewiesen werden, die nicht zum PPMV-1
gehdrten. Dabei konnten die meisten lentogenen lIsolate als Impfstamm LaSota
identifiziert werden. Andere lentogene Isolate waren vermutlich dem Impfstamm
Hitchner zugehdrig. Die velogenen Stadmme repréasentierten das aktuelle
Seuchenvirus.

Auch serologische Befunde bestatigen die Verbreitung von APMV-1 bei Tauben.
Eine Studie aus Berlin ermittelte bei der serologischen Untersuchung von 321
Tauben (118 Stadttauben, 203 Rassetauben) mittels HAH bei Stadttauben eine
Seropravalenz von 26,2 %, bei Rassetauben dagegen von 16,2% (HLINAK et al.,
1998). Nach anderen Berichten wurden auch Antikdrper gegen die APMV Serotypen
-2 und -3 haufig bei Tauben festgestellt. So waren bei Haustauben aus Stdspanien
13,7% der Serumproben APMV-2, und 2 % APMV-3 positiv im HAH (MALDONADO
et al., 1994). In einer retrospektiven Studie von KALETA und HEFFELS (1982)
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wurden 1257 Seren von Brieftauben aus den Jahren 1976-1980 aus den gesamten
Bundesgebiet mittels HAH untersucht. In dieser Studie war kein einziges Serum
APMV-1 positiv, daflir wurden 138 (25%) APMV-2 positiv und 118 ( 25,4%) APMV-3
positiv getestet. Die Titer reichten bei den APMV-3 seropositiv gewerteten Seren von
1-6 bzw. von 1-8 bei den APMV-2 seropositiv getesteten Seren. Alle positiv
getesteten Seren entstammten den Jahren 1979 und 80. Zu dieser Zeit wurden die
entsprechenden Serotypen auch bei Hausgeflliigel nachgewiesen.

Tauben stellen auch den nattrlichen Wirt fir APMV Serotyp 7 dar, der 1975 aus den
USA isoliert werden konnte (ALEXANDER, 1981).

2.4.3 Die PPMV-1 Infektion bei der Taube

2.4.3 1 Infektionsverlauf, Erregertropismus und Persistenz

Die Aufnahme des Erregers geschieht Gber die Schleimhaute des Respirations- oder
Digestionstraktes. Demnach ist eine Infektion Uber die orale Aufnahme oder durch
Inhalation des Erregers mdglich. Auch die Art der Virusausscheidung hangt von
betroffenen Organen ab und kann Uber Sekrete, Kot oder die Nieren erfolgen
(KALETA 1992a). Nach der Aufnahme ist die Erregerausbreitung in erster Linie
abhangig von der Virulenz des Virusstammes. Nach experimenteller Infektionen von
Tauben mit PPMV-1 wurden Lunge, Milz, Leber, Leukozyten, Gehirn, Nieren und Kot
untersucht. Am haufigsten und auch Uber den langsten Zeitraum gelang die
Virusisolation aus Kot und Nieren der Tauben. Doch auch aus diesen Proben war ein
Nachweis nur bis zum 13. Tag p.i. moglich (WARRLICH, 1988). Oft tritt eine Infektion
erst nach dieser Nachweisgrenze klinisch in Erscheinung, da die Inkubationszeit 7-14
Tage und in Ausnahmeféllen bis zu vier Wochen betragen kann (ALEXANDER et al.,
1984c). Die Erklarung hierflr liegt offenbar darin, dass in der spaten Phase der
Infektion nur noch geringe Virusmengen vorliegen. Mittels PCR, die auch geringste
Mengen viraler RNA zu detektieren vermag, ist ein Nachweis von APMV-1 in
Organen Uber einen langeren Zeitraum mdglich. In der friihen Infektionsphase (Tag
2-7), ist das Ergebnis des Virusnachweises mittels Anzucht in embryonierten
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HUhnereiern und mittels RT nestet PCR noch vergleichbar. In der spaten Phase (Tag
21-31), liegt die Nachweisrate der RT-PCR bei 66%, die der Virusisolation nur bei
11,8% (BARBAZANGE und JESTIN, 2002). BARBEZANGE und JESTIN fihrten
einen Screeningversuch durch, um mittels RT-PCR die Virusprasenz und den Verlauf
der maximalen Dauer der Nachweisbarkeit in verschiedenen Organen zu
untersuchen (Tab.4). Nach oculo-nasaler oder nach Kontaktinfektion der Tauben,
wurden anschlieBend Untersuchungen der Organe mittels RT-PCR bis zu 31 Tage
nach der Infektion (p.i) durchgefihrt. Hierbei wurden unterschiedliche
Erregerverbreitungen festgestellt (BARBEZANGE und JESTIN, 2003). Am h&ufigsten
und langsten wurde Virus aus der Lunge, den Caecaltonsillen, der Milz und den
Nieren nachgewiesen, seltener aus dem Verdauungstrakt, der Leber, Pankreas und
der Trachea.

Tab.4:

Nachweisdauer von APMV-1 mittels RT-PCR in verschiedenen Organen
Organ Nachweisbeginn Nachweisende

Trachea 2. Tag p.i. 1. Tag p.i.4

Lunge 2. Tag p.i. 31. Tag p.i.

Lymphoide Organe | 2. Tag p.i. 31. Tag p.i. (Bursa fabritius—28. Tag p.i.)

Pankreas 4. Tag p.i. 10. Tag p.i.

Verdauungstrakt 4. Tag p.i. 14. Tag p.i. (vereinzelt langer)

Leber 4. Tag p.i. 14. Tag p.i.

Niere 4. Tag p.i. 31. Tag p.i.

Hirn 7. Tag p.i. 31. Tag p.i.

2.4.3.2 Klinisches Bild

Auch bei Tauben lassen sich verschiedene Verlaufsformen erkennen, worauf nicht
nur der Erreger selbst, sondern auch das Alter der Tiere, Menge und Weg der
Erregeraufnahme und Sekundarinfektionen Einfluss haben (KALETA et al., 1992a).

Die Inkubationszeit betragt 7-14 Tage (bis zu 4 Wochen), danach kommt es im Falle
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von Klinischen Erkrankungen zu Symptomen (ALEXANDER et al., 1984c). Diese
auBern sich, dhnlich wie beim Huhn, in gestérten Allgemeinverhalten und grinlichem
Durchfall als Folge einer katarrhalischen Enteritis. Die haufig auftretende Polyurie
wird oft mit Durchfall verwechselt. Statt eines diinnfliissigen Kotes treten hier jedoch
geformte Kotbestandteile auf, die von einer Wasserlache umgeben sind. In dieser
Phase kann bereits ein Teil der Tauben verenden. Nach der Durchfall- bzw
Polyuriephase kénnen bei 5-30% der erkrankten Tauben neurologische Symptome
beobachtet werden. Sie &uBern sich in Torticollis, Bewegungs- und
Haltungsstérungen von Fligeln und Standern, die in fast allen Fallen einseitig sind.
Zum Teil treten die neurologische Symptome auch ohne vorherige andere Symptome
auf (KALETA, 1992a). Die neurologischen Symptome kénnen Uber lange Zeit
bestehen bleiben. Trotzdem kdnnen viele Tauben nach dieser Phase genesen,
jedoch werden sie oft vorher vom Taubenhalter ausgemerzt (ALEXANDER et al.,
1984c). Auch bei Tauben treten klinisch inapparente Formen auf, bei denen jedoch
Virus ausgeschieden wird, so dass es zu einer unbemerkten Verbreitung der Viren
kommen kann (KALETA et al., 1992a). Infektionen der Elterntiere wahrend der Brut
oder in der Aufzucht kénnen zu erhdhter Kikensterblichkeit und zu
Entwicklungsstérungen der Nachzucht fihren (ALEXANDER et al., 1984c). Andere
latente Infektionen bei Tauben wie zum Beispiel Herpesviren oder Chlamydien,
kénnen durch die Paramyxovirusinfektion aktiviert werden (KALETA, 1992a). Die
Morbiditat unter Tauben in betroffenen Taubenschlagen liegt zwischen 20 und 80 %,
die Mortalitat ist eher gering, wobei Schatzungen durch die MerzungsmafBnahmen
von Taubenzichtern erschwert werden (ALEXANDER et al., 1984c).

2.4.3.3 Pathologisches Bild

Das pathologisch-anatomische Bild der APMV-Infektion der Taube ist wenig
ausgepragt und eher unspezifisch. Beobachtet werden kénnen eine katarrhalische
Enteritis und Schwellungen von Milz, Nieren und Hirn (KALETA, 1992a).

Histopathologisch fallen neben einer nicht eitrigen, interstitiellen Nephritis
(KUCHLER, 1997) Veranderungen im ZNS auf. Hier treten ebenfalls nicht eitrige

Entzindungen auf, die mononukledre vaskulare oder perivaskuldre Infiltrate
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beinhalten kénnen (FISCHER et. al., 1986). Auch Pankreasnekrosen konnten bei
einem Infektionsversuch bei 11 von 39 Tauben gefunden werden
(SCHMELLEKAMP, 2005)

2.4.3.4 Bedeutung von APMV-1 Infektionen der Taube fir Geflugel

Die wohl bedeutendste Ubertragung von PPMV-1 auf Hilhner mit schwerwiegenden
Folgen fand im Jahre 1984 in Liverpool statt. Durch Kot und Kadaver erkrankter
Wildtauben (Columba livia), kam es in Lagerhallen zur Kontamination von Futter. In
Folge dessen kam es zu mehr als 23 ND Ausbrichen unter Hihnern, die das
verseuchte Futter erhalten hatten (ALEXANDER, 1985b). Um die Seuche
einzudammen, erfolgte die Tétung von dber 800.000 Hihnern und es entstanden
Kosten von mehr als 2,2 Millionen englischen Pfund. Bei Hihnern flhrte die PPMV-1
Infektion bei den Ausbriichen 1984 in England meist zu geringer Morbiditat und
Mortalitat, hauptséachlich wurden Leistungsminderungen beschrieben. So kam es in
Lege- und Zuchtbetrieben zum Abfall der Legeleistung von bis zu 90%. Teilweise
traten hier auch Durchfélle auf. Zu zentralnervésen Symptomen und Todesfallen kam
es vor allem bei Masthahnchen. Hier konnte die Mortalitdt bis zu 30% betragen.
Andere Gefligelarten wie Hihner und Puten zeigten keine Krankheitszeichen. Es
zeigte sich eine groBe Variabilitdt der PPMV-1 Isolate hinsichtlich ihrer Virulenz. Bis
auf ein Isolat, dessen ICPI bei 0,7 lag, wies der ICPI der PPMV-1 Isolate, die fir
diese Ausbriiche verantwortlich waren, eine Spanne von 1,5 bis 2 auf. Der IVPI lag
bei dem Isolat mit dem niedrigen ICPI bei 0, alle anderen Isolate zeigten einen IVPI
zwischen 1 und 2,5.

Weitere Ausbriche von ND bei Gefligel in Irland und GroBbritannien in den Jahren
1991 und 1992, wurden ebenfalls durch PPMV-1 hervorgerufen.

Nach Untersuchungen der meisten PPMV-1 Isolate aus Tauben, lassen sich diese
als mesogen einstufen, doch die Virulenz reicht von apathogen bis velogen. Eine
umfassende Studie untersuchte 57 Virusisolate von Tauben aus 12 europaischen
Landern, Japan, Israel und dem Sudan aus den Jahren 1981-19883.
Pathogenitatsprtifungen ergaben einen ICPI Wert von 1,06-1,79, der IVPI reichte von
0,00-2,44 (ALEXANDER et al, 1985a). ALEXANDER und PARSONS (1984) fuhrten
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Uberpriifungen der Pathogenitat von 40 PPMV-1 Isolaten durch, die von Tauben
stammten. Die Isolate wurden in der Zeit der Ausbriche unter Hihnern in England
gewonnen. Der ICPI lag zwischen 1,28 und 1,76, der IVPI lag zwischen 0 und 1,81.
Drei dieser Isolate mit stark unterschiedlichen IVPI-Werten aber ahnlichen ICPI-
Werten, wurde an Tauben getestet. Nach intravendser Infektion der Tauben zeigte
sich, dass Isolate die fir Hilhner weniger pathogen waren, bei Tauben zu 100%ger
Mortalitat flhren konnten. Bei den Tauben ergaben diese Isolate IVPI-Werte
zwischen 1,26 und 1,81. Des Weiteren wurden anhand eines Isolates Versuche zu
Kontaktinfektionen durchgefihrt. Hierfir wurden Tauben intranasal infiziert und
anschlieBend Tauben und Hihner als Kontaktvogel hinzugestellt. Die Infektion 16ste
sowohl bei den Infizierten Tauben als auch den Kontakttauben eine mittels HAH
nachweisbare Immunantwort aus. Bis zu 31 Tagen p.i. war Virusausscheidung zu
detektieren, dennoch wurde bei den Tauben kaum Kklinische Symptomatik
beobachtet. Bei den HUhnern kam es zu keinerlei klinischer Auffalligkeiten, obwohl
auch sie eine Immunantwort zeigten und Virus ausschieden.

Bemerkenswerter Weise lieB sich der IVPI von drei PPMV-1 Isolaten durch 3-4
malige Passagierung in Hihnern auf etwa 2 steigern, unabhangig von seinem
Ausgangswert. Dabei kam es zu einer Pathogenitatssteigerung sowohl fir Hihner
als auch fur Tauben (ALEXANDER und PARSONS, 1984). Auch bei einer spateren
Studie von Alexander und Parsons (1986) wurden 6 PPMV-1 Isolate, die flr Tauben
virulent waren, aber in HUhnern einen niedrigen ICPl aufwiesen in Hlihnern
passagiert. Drei von diesen Isolaten zeigten bei Ausgangswerten von 0,00- 0,34,
einen Anstieg des IVPI nach 3 Passagen auf Uber 2.00. Der ICPI von zwei Isolaten
stieg von 0,85 auf 1,47 bzw von 1,08 auf 1,37. Der IVPI stieg hier nicht an. Ein Isolat
zeigte keinen Anstieg im ICPI, daflr einen IVPI Anstieg von 0,00 auf 0,53.
Experimentelle Pathogenitatsprifungen mit acht PPMV-1 Isolaten an Tauben,
HOhnern und Puten wiesen auf unterschiedliche Pathogenitat des PPMV-1 flir die
verschiedenen Spezies hin. Die Tauben waren bei den Versuchen 7 Wochen, die
Huhner 8, die Puten 6 Wochen alt. Die Tauben wurden i.m., die Hihner und Puten
i.v. infiziert. Zur Pathogenitatsprifung wurden pro Isolat je zwei Tauben, zwei Puten
und drei Hihner eingesetzt. Die Tauben zeigten 4 bis 5 Tage nach der Infektion mit
jedem der Isolate Polyurie. Auch traten nach 16 Tagen oder spater Fligellahmungen
und teilweise Torticollis auf. Zwei Isolate l6sten bei je einer Taube den Tod nach 6
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bzw. 20 Tagen aus. Auch in den Huhnern |6sten die meisten Isolate ein &hnliches
klinisches Erscheinungsbild aus. Ab dem 4. Tag p.i. konnten Apathie und Polyurie
beobachtet werden. Ein lIsolat flhrte zu keinerlei, ein weiteres nur zu milder
Symptomatik. Todesfélle traten bei 4 von 24 Kiiken auf und betrafen je zwei Tiere bei
zwei verschiedenen Isolaten. Bei den Putenklken flihrten zwei der Isolate zu keinen
sichtbaren Symptomen, jedoch kam es durch zwei der Isolate zu Todesfallen beider
Tiere am 4. Tag p.i. Des Weiteren verursachten vier der Isolate den Tod eines der
beiden Tiere am 4. Tag p.i. Es waren zwei weitere Todesfélle an Tag 5 bzw. 6 zu
verzeichnen. Bei den restlichen Tieren bewirkten die Isolate eine klinische
Symptomatik, jedoch ohne neurologische Symptome (KALETA, 1992b).

Auch pathohistologische Veranderungen in Hihnern, ausgelést durch PPMV-1 sind
dokumentiert. Die hierbei getesteten PPMV-1 Stdmme wurden zunachst in Hihnern
passagiert. Es wurden 14 Tage p.i. vor allem Lasionen in Herz, Hirn und lymphoiden
Organen festgestellt, ohne das unbedingt starke klinische Erscheinungen auftraten
(KOMMERS et al., 2002). Tauben sind nicht nur fur PPMV-1, sondern auch flr
velogene Huhnerstdmme hoch empfanglich. So konnte in einem Experiment gezeigt
werden, dass zwischen Tauben, die mit velogenem HUhner-ND infiziert worden
waren und zugestellten gesunden Tauben eine Ubertragung des Virus per Kontakt
stattfinden konnte. Bei allen Tauben in diesem Experiment fand eine Infektion mit
anschlieBender AntikOrperreaktion und Virusausscheidung statt. Allerdings
erkrankten die Tauben selber nicht an dem hihnerpathogenem ND-Stamm (DE
OLIVEIRA TORRES CORRASCO et al., 2007)

Auch unter natirlichen Bedingungen konnten neben PPMV-1 auch &fters velogene
APMV-1 Stdmme aus Tauben isoliert werden. Unter 171.lsolaten aviarer
Paramyxoviren von Tauben aus Deutschland war zumeist die Taubentyp Variante zu
finden (129 von 171). Diese waren meist als mesogen einzustufen, allerdings gab es
eine weite Spanne im ICPI mit Ergebnissen zwischen 0.71 und 1.65. Auch aus neun
HUhnern, einer Ente und einem Fasan, die offenkundige Krankheitszeichen zeigten,
wurde PPMV-1 Isoliert. Des Weiteren konnten die Tauben auch Trager und somit
moglicher Ubertrager des in dieser Zeit aktuellen velogenen Hiihner APMV-1 sein
(WERNER et al., 1999).

Eine aktuelle Studie aus China untersuchte 14 in den Jahren 1996 und 2005 aus

Tauben gewonnene Isolate. Diese erwiesen sich meistens als mesogen (MDT 60 -90
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Std, ICPI > 1,2). Phylogenetische Untersuchungen anhand des F-Proteins lieBen
eine Einteilung der meisten lIsolate in die Klasse Il, Genotyp VIb zu, welche den
typischen PPMV-1 in Brieftauben reprasentiert. Drei Isolate jedoch wurden dem
Genotyp Vlld zugewiesen, einem Genotypen, der fir die die meisten Ausbriiche von
ND in Geflugel in China seit Ende des letzten Jahrhunderts verantwortlich war (LIU et
al., 2006).

2.5 GESETZLICHE REGELUNGEN

Aufgrund ihrer groBen wirtschaftlichen Bedeutung wird die Newcastle Disease (ND)
von dem Office Internationale des Epizooties (O.l.E.) als anzeigepflichtige
Tierseuche gefuhrt. Seit 1991 ist ND in allen EU-Mitgliedsstaaten anzeigepflichtig
(Kadden, 2002).

Die Definition far ND ist im Health Code des O.l.E zu finden und lautet:

Newcastle Disease ist definiert als eine Infektion von Végeln, hervorgerufen durch
das aviare Paramyxovirus Typ 1 (APMV-1), das einen der folgenden Kriterien fur

Virulenz erfullt:

a) das Virus hat einen intracerebralen Pathogenitatsindex (ICPI) in Eintagskiken
(Gallus gallus) von 0,7 oder héher, oder

b) am C-terminalen Ende des F-2 Proteins sind mehrere basische Aminosauren
und an der Position 117 des N-terminalen Ende des F-1 Proteins ist
Phenylalanin.

(Mehrere basische Aminosauren bedeutet wenigstens drei Arginin oder Lysin
zwischen 113 und 116)

Auf europaischer Ebene jedoch umfasst die Definition nur die Bestimmung des ICPI.
Innerhalb des européischen Wirtschaftsraumes (Richtlinie 92/66/EWG) und auf
nationaler Ebene (Tierseuchengesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 13.

Dezember 2007; Gefligelpestverordnung in der Fassung der Bekanntmachung vom
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20 Dezember 2005), sind MaBnahmen zur Vermeidung von Ausbrichen und
SchutzmaBregeln im Falle eines Ausbruches festgelegt. Die Regelungen fur die
Pravention und Bekdmpfung von ND betreffen Gefligel. Dieses ist laut
Gefligelpestverordnung definiert als: Enten, Ganse, Fasane, Hihner Laufvdgel,
PerlhGihner, RebhUhner, Tauben, Truthihner und Wachteln, die zur Erzeugung von
Fleisch oder Eiern, oder zu deren Zucht gehalten werden. Des Weiteren werden
auch Brieftauben in der Verordnung erwahnt, allerdings gelten flr sie nicht unbedingt
die gleichen Regelungen wie fir Gefllgel.

Zur Prophylaxe ist in Deutschland und vielen anderen L&ndern die Impfung von
Hihnern und Puten gegen ND vorgeschrieben. Hierflr sind die zugelassenen
Impfstoffe (Bundeszeiger-Veroffentlichung Nr 328 vom 8 Mai 2008) anzuwenden. Es
handelt sich hierbei um lentogene Lebendimpfstoffe oder inaktivierte Vakzinen. Bei
HUhnern und Puten kommen meist Lebendimpfstoffe in Einsatz (ALEXANDER,
1997). Die Entscheidung 93/152/EWG schreibt fir attenuierte NDV-Lebendimpfstoffe
einen intracerebralen Pathogenititsindex von unter 0,4 pro 10" EIDsy und unter 0,5
pro 10® EIDsy vor. Als Impfstimme kommen weltweit vor allem Hitchner B1 und
LaSota in Frage (ALEXANDER, 1997), wobei fir Puten in Deutschland lediglich der
Stamm LaSota zugelassen ist. Da der Impfstoff mittels Aerosol oder Trinkwasser
appliziert werden kann, eignet er sich zur Herdenimpfung. Die Stdmme Queensland
und Ulster sind hitzeresistent und kdnnen daher in Futterpellets verabreicht werden
und so auch in Entwicklungslandern eingesetzt werden (SEAL et al., 2000). Die
Erstimpfung mit klassischen Lebendvakzinen erfolgt nach Herstellerangaben bis zum
14. Lebenstag. Je nach Nutzungsrichtung des  Gefligels werden
Nachimmunisierungen vorgenommen. Wahrend der Produktionsperiode von
Legehennen empfiehlt es sich im Abstand von zehn Wochen zu reimmunisieren
(BEHR et al, 2008).

Inaktivierte Impfstoffe werden vor allem bei Tauben eingesetzt, aber auch bei
Wirtschaftsgefliigel kommen sie zum Einsatz. Der Vorteil besteht in einer langer
andauernden Immunitat, so dass bei Legehennen von einem protektiven Schutz tber
die gesamte Legeperiode auszugehen ist (GALLILI & BEN-NATHAN, 1998).

Der Nachteil dieser Impfstoffe liegt allerdings in der Notwendigkeit einer mittels
Injektion durchgeflhrten Einzeltierbehandlung. Fir Tauben besteht keine generelle
Impfpflicht. Der Verband deutscher Brieftaubenzichter e.V. und der Bund deutscher
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Rassegefllgelziichter schreiben jedoch vor, dass nur geimpfte Tauben an Wettflligen
und Ausstellungen teilnehmen dirfen. Dabei missen nicht nur die teilnehmenden
Tauben, sondern der gesamte Bestand geimpft sein. Die Impfung darf nicht weniger
als zwei Wochen und nicht mehr als ein Jahr zurtickliegen. Es werden inaktivierte
Impfstoffe verwendet, die subkutan appliziert werden (KALETA, 1999).

Bei einem Ausbruch von ND bei Gefligel werden behérdliche MaBnahmen
angeordnet. Diese beinhalten die Tétung der Tiere, Vernichtung von toten Tieren,
Eiern, Einstreumaterial, Errichtung von Sperr und Beobachtungsgebieten fiir die
Dauer von 30 Tagen sowie DesinfektionsmaBnahmen (Gefligelpestverordnung
2005). Far Tauben, die unter die Definition Gefligel fallen, besteht im Falle eines
Ausbruchs von ND Anzeigepflicht und es gelten die entsprechenden behérdlichen
Regelungen. Reisetauben oder Rassetauben kénnen jedoch auch den behdrdlichen
MaBregelungen im  Falle eines  Ausbruches von ND unterliegen
(Geflugelpestverordnung 2005, Richtlinie 92/66/EWG). Reisetauben sind Tauben, die
von lhrem Schlag entfernt, wegtransportiert und an andere Stelle frei fliegen
gelassen werden (Richtlinie 92/66/EWG, Artikel 2g9). Werden keine MaBnahmen wie
im Falle eines Ausbruchs von ND in Gefllgel getroffen, so dirfen im Verdachtsfall
von ND die Tauben den Schlag nicht verlassen bis der Verdacht abgeklart ist. Wird
ND bestatigt, so missen die Tauben zumindest 60 Tage nach Abklingen der
klinischen Symptome im Stall verbleiben. Alle mdglicherweise kontaminierten
Gegenstédnde sind zu beseitigen oder zu desinfizieren (Geflligelpestverordnung
2005, Richtlinie 92/66/EWG).

In vielen Landern sind Quarantdnezeiten bei der Einfuhr exotischer Végel
vorgeschrieben, was auf die Erfahrungen mit Psittaziden beim zweiten ND
Seuchenzug zurtickzuflhren ist (Richtlinie 2000/666/EG).

2.6 DIAGNOSTISCHE MOGLICHKEITEN

Der diagnostische Nachweis der Newcastle Disease erfolgt anhand von Virusisolaten
sowie durch den Nachweis spezifischer Antikdrper, die gegen diesen Erreger
gerichtet sind. In Deutschland gelten fir diese Nachweise bestimmte Vorschriften,
die in der europaischen Richtlinie 92/99/EWG und in deren Anhang aufgeflhrten

-25-



-LITERATUR -

Methoden festgelegt sind. Standardisierungsvorschlage sind auch im Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2008 (O.l.E.) zu finden.

2.6.1 Virusnachweis

Zunachst muss hierfir das Virus isoliert werden. Vorraussetzung hierflr ist die
bestehende Infektidsitat desselben. Die Anzucht geschieht in embryonierten,
spezifisch pathogenfreien Hihnereiern. Die virushaltige Amnioallantoisflissigkeit
kann anschlieBend gewonnen und dann das Virus mittels Hamagglutinationstest
(HA) charakterisiert werden. Bei diesem Test wird die Fahigkeit des Virus zur
Agglutination von Huhnererythrozyten zu diagnostischen Zwecken genutzt.
AnschlieBend muss flur die Diagnose ND noch der Pathotyp auf biologischer (ICPI,
MDT,IVPI), oder auf molekularer Ebene (Sequenzierung), bestimmt werden. Die
Deutschland gultige EU-Richtlinie (92/66EWG), lasst jedoch nur eine Einteilung Gber
den ICPI zu.

Eine weitere Mdglichkeit zum Virusnachweis ohne vorherige Isolation bietet die
Polymerasekettenreaktion (PCR). Der Vorteil besteht darin, dass das Virus hierflr
weder infektids noch intakt sein muss und auch minimale Mengen von Virus RNA
detektiert werden. Allerdings ist hierlber nur bedingt eine Aussage Uber die Virulenz
des Erregers moglich. Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR) basiert auf
der Amplifikation eines RNA-Fragments durch eine zyklische, enzymatische
Reaktion. Hierbei werden mit Hilfe von Primern Desoxynukleotide an einen
Komplementarstrang angelagert und so die RNA vervielfacht. Die Darstellung der
Amplifikationsprodukte erfolgt durch Agarosegelelekirophorese und Anfarbung mit
interkalierenden Farbstoffe wie Ethidiumbromid, die sich an doppelstrangige
Nukleinsaureabschnitte anlagern (GAVRILENKO, 2006).

Ein neueres Verfahren bietet quantitative oder Real Time RT-PCR. Sie ermdglicht
die Messung von Fluoreszenz, die wahrend der Amplifikation eines RNA-Abschnittes
auf Grund der Verwendung von Sonden frei wird. So kann sowohl eine qualitative als
auch eine quantitative Aussage Uber in einer Probe vorhandenen Virus-RNA
gemacht werden.

-6 -



-LITERATUR -

Je nach Fragestellung werden verschiedene PCR-Protokolle verwendet. Bei
unbekanntem Virusstamm missen so Verfahren mit groBer diagnostischer
Sensitivitdt gewahlt werden, wahrend fir eine Feindifferenzierung sowie flir die
Pathotypisierung auf molekularer Ebene eine Abweichung einzelner Nucleotide

erkannt werden muss.

2.6.2 Antikorpernachweis

2.6.2.1 Hamagglutinationshemmungstest (HAH)

Dieser Test gilt als serologischer Standardtest und beruht auf der Eigenschaft von
APMV, Erythrozyten zu agglutinieren, sowie die Fahigkeit spezifischer, gegen APMV
gerichteter Antikdrper im HAH-Test dies zu unterbinden. Er erméglicht sowohl die
Typisierung von lIsolaten, als auch die Spezifizierung von gegen APMV gerichteten
Antikérpern. Als Standardantigen wird auf européischer Ebene der Stamm Ulster 2C
vorgeschlagen (Richtlinie 92/66/EWG). Dieser serologische Nachweis ist zur
Kontrolle des Impferfolges besonders wichtig.

2.6.2.2 Enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA)

Dieser Test wird landerspezifisch zugelassen. Momentan besteht in Deutschland
eine Zulassung fur vier Testkits. Das Prinzip beruht auf einer Bindung der
spezifischen Antikdrper an ein bestimmtes Antigen. AnschlieBend werden die
gebundenen Antikérper durch einen zweiten, enzymmarkierten Antikdrper detektiert
und durch Zugabe eines Substrats, welches von dem Enzym umgesetzt werden
kann, wird ein messbares Signal ausgesendet, das umso starker ist je mehr
Antikdrper gebunden haben.
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2.6.2.3 Western Blot (WB)

Dieser Test gilt als recht spezifisch, wird aber auf Grund seiner aufwendigen
Durchfuhrung in der APMV-Diagnostik nicht standardisiert eingesetzt. Der Western
Blot weist an eine Membran gebundene Proteine - der Gr6Be nach aufgetrennt -
sowohl qualitativ als auch quantitativ nach, bzw. die im Serum enthaltenen
spezifischen Antikérper. Es ist dabei zu beachten, dass die Antikorper allerdings
unter Umstanden nur die native und nicht die im Western Blot zu Verflgung
stehende denaturierte Form der Virusproteine erkennt (LUTTMANN et al., 2006).
Desweitern lassen sich durch den Western Blot auch Antikérper nach ihren
Bindungseigenschaften an bestimmte Virusproteine charakterisieren. (HARLOW und
LANE, 1988)

2.7 TAUBENVOGEL (COLUMBIFORMAE)

Die Ordnung der Taubenvdgel, zur Familie der Vogel (Aves) gehdrend, umfasst nur
zwei Familien, von denen die eine, die Dronten (Raphidae) jedoch bereits
ausgestorben ist (Abb. 3) (SCHERNER, 1980). Die Taubenvdgel stehen den
Papageien relativ am nachsten, sind aber insgesamt von anderen Vogelgruppen gut
abgrenzbar. Die Familie der Tauben ist in 42 Gattungen mit etwa 303 Arten beinahe

weltweit verbreitet und erreicht ihre gréBte Formenfllle in den Tropen. Die Gattung
Columba ist mit 52 Arten die umfangreichste Taubengattung und fast weltweit
verbreitet. Als Besonderheit der Tauben ist die Kropfmilch zu erwédhnen, ein
milchadhnliches, antikérperhaltiges Sekret welches von den Kropfdrisen beider
Elterntiere sezerniert wird und mit welchem die Jungtiere erndhrt werden. Tauben
legen immer zwei Eier. Als Saugtrinker sind sie in der Lage, ihre Nasenl6cher zu

verschlieBen und dann in mehreren Zigen Wasser zu sich zu nehmen.
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2.7.1 Wildtauben in Deutschland

Insgesamt kommen in Deutschland vier Wildtaubenarten vor (Abb.3) (BETTMANN,
1973). Zwei von ihnen die Ringeltauben (C. palumbus) und die Hohltauben
(C.oeneas) gehoéren der Gattung Columba an, und zwei die Turteltauben (S. turtur)
und die Turkentauben (S. decaocto) der Gattung Streptopelia,

Ringel- und Hohltauben sind Teilzieher, d.h. ein Teil der Vbgel zieht nach der Brutzeit
in ein Winterquartier, der andere Teil bleibt im Brutgebiet. Die TlUrkentaube ist ein
Zugvogel, der Uber den Winter in Afrika lebt (SCHERNER, 1980). Zuséatzlich ist die
verwilderte Form der Haustaube (Columbia livia domestica), die von der Felsentaube
(Columba livia livia) abstammt, haufig anzutreffen.

2.7.1.1 Verwilderte Haustauben (Columba livia forma urbana)

Die Urform der Haustaube, die Felsentaube, ist ein Standvogel und entfernt sich oft
nur geringfigig von seinem Heimatort. Oft betragt der Radius nicht mehr als 1300 m
und selten mehr als 6 km. Es gibt 10 Unterarten der Felsentaube, die nahezu
weltweit verbreitet sind (Ubersicht bei GRULL, 1980). Die heutige domestizierte
Form, der Haustaube (C.l.forma domestica), ist optisch identisch mit der Wildform,
wenn die Haustaube keine abweichende Gefiederfarbung aufweist. Demnach sind
dann auch die verwilderten Haustauben (StraBentauben) optisch nicht von der
echten Wildform zu unterscheiden. Von den StraBentauben weisen etwa 20-30% die
Wildfarbung auf. StraBentauben briten in allen Landern Mitteleuropas und sind hier
vor allem in den Stadten anzutreffen, hier zum Teil zu mehreren hundert Individuen.
In dinn besiedelten Landstrichen scheinen sie dagegen stellenweise zu fehlen. Die
Domestikation der Columbia livia geschah bereits 4500 Jahre v. Chr. im vorderen
Orient, wahrend sie nach Mitteleuropa erst im 2 Jh. n. Chr. kam. Die grdBte
Verbreitung erlebte die Haustaube im Mittelalter. In GroBbritannien spielte sie vom
13. bis ins 18. Jahrhundert eine groBe Rolle als Fleischlieferant, um 1650 wird der
Gesamtbestand auf 10 Millionen Tiere geschatzt.
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2.7.1.2 Ringeltauben (Columba palumbus)

Die Ringeltauben kommen in ganz Europa vor und sind ebenfalls von Kleinasien
nach Persien, Mesopotanien und Palastina verbreitet (Ubersicht bei SCHERNER,
1980). Es werden drei Subspezies unterschieden, die jedoch nur geringe
Unterschiede aufweisen. Die Ringeltaube gehért zu den Teilziehern. Die im Norden
heimischen ziehen im Winter hauptsachlich nach Sudwesten und verbringen den
Winter vorwiegend in atlantischen und mediterranen R&umen. Bedingt durch die
milden Winter kann man aber zunehmend Standvégel in Deutschland beobachten.
Im Nordwesten von Deutschland, Belgien und den Niederlanden betragt der
Standvogelanteil 45-70 %. Dagegen bestehen die Populationen Nordost-Europas
ausschlieBlich, jene Skandinaviens und der Schweiz fast vollstdndig aus Zugvdgeln.
Altere Végel neigen eher zur Uberwinterung als Jungvégel. In Mitteleuropa ist seit
dem 19. Jahrhundert eine Bestandszunahme zu beobachten. Dies spiegelt sich auch
in einem Anstieg der Jagdstrecken wieder. Wurden 1952/53 noch 68 500 Tiere erlegt
so erreichte die Jagdstrecke in NRW 1979/80 eine Anzahl von 282 831 Ringeltauben
(BETTMANN, 1973). Allein in NRW ist die Anzahl der erlegten Tauben 2005/6 auf
639020 Stlick angestiegen. Ganz Deutschland hat eine Jagdstrecke von 960306
Ringeltauben zu verzeichnen (Abb.4). Ursachlich ist hierflr ist wahrscheinlich das
steigende Nahrungsangebot durch zusatzlicher Ackerflachen und der vermehrte
Anbau von Mais und Weizen. Fir die Siedlungsdichte der Ringeltauben liegen nur
Schatzwerte vor. Fir Mitteleuropa wird durchschnittlich ein Paar pro km?2
angenommen. In vorwiegend landwirtschaftlich genutzten Flachen werden
wesentlich mehr Ringeltauben angetroffen, bei Jllich, Nordrheinwestfalen werden
uber 13,5 Paare pro km? geschatzt und in Drenthe bis zu 66 Paare pro km?2.

Ringeltauben treten in Schwarmen von 1500 bis 2500 oder sogar 100.000 Tieren
auf, sind aber auch vereinzelt oder Paarweise anzutreffen. Meist sind Gruppen von
10-100 Tieren zu beobachten. Bei der Nahrungssuche auf Feldern vergesellschaften
sie sich oft mit anderen Spezies, vor allem anderen Columbidae. Mit diesen bilden
sie auch zum Teil Zuggemeinschaften, aber auch hier ist eine Vergesellschaftung mit
fremden Spezies wie z.B. Dohlen mdglich. Ringeltauben kénnen ein Alter von 16

Jahren und mehr erreichen.
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Abb.3:

Anstieg der Jagdstrecke von Ringeltauben in NRW von 1987-2005

In NRW ist ein stetiger Anstieg der Ringeltaubenpopulation zu verzeichnen, die auch
durch die erhdhten Abschusszahlen nicht zu dezimieren scheint.

(Angaben der Jagdstrecke DJV 2005)
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KLASSE: > Aves
ORDNUNG: > Columbiformes
FAMILIE: > Columbidae
Raphidae (4)
GATTUNG: > Columba
(+ 41 weitere Gattungen)
SPEZIES: > C. Palumbus
SUBSPEZIES: > C.p.palumbus (1)
C.p. casiotis
C.p iranica
C.p. azorica
C.p .maderensis
SPEZIES: > C.Oeneas (2)
SUBSPEZIES: C.o.oeneas
C.o.yarkandensis
SPEZIES: > C. LIVIA
SUBSPEZIES: C.llivia
C.l.forma domestica (3)
C.l.forma urbana
> (+8 weitere Subspezies)
SPEZIES: > (+ 49 weitere Spezies)
GATTUNG: > Streptopelia
SPEZIES: > S. TURTUR
> S. DECAOCTO (4)
SUBSPEZIES: > (4 Subspezies)
Abb 4:

Einordnung der in Deutschland vorkommenden Subspezies innerhalb der
Taubenvdgel (Columbiformes)

(nach SCHERNER, GRULL und HOFSTATTER, 1980)

(1)Ringeltauben, (2) Hohltauben (3) Haustauben, (4) Tiirkentauben

-32-



- MATERIAL UND METHODEN -

3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 PROBENNAHME

Bei der untersuchten Taubenspezies handelte es sich um Ringeltauben (Columba
palumbus , engl. wood pigeon oder ring dove).

Fir die Probengewinnung wurde mit Jagern zusammengearbeitet, die die von ihnen
im Rahmen des jahrlichen Abschusses von Ringeltauben erlegten Tiere mit
Einverstéandnis des Jagdpéchters zur Verfligung stellten. Durch telefonische
Absprache war es moglich, die Tauben sofort nach Abschuss entgegen zu nehmen.
Die Proben wurden im Zeitraum von Juni bis Oktober der Jahre 2007 und 2008
gewonnen, wobei 134 Tauben im ersten und 108 Tauben im zweiten Jahr erlegt
wurden. Auf Grund des schwarmhaften Auftretens der Ringeltauben in den
Sommermonaten war es maoglich, eine Stichprobe einer Population wahrend eines

begrenzten Zeitrahmens zu gewinnen.

3.1.1 Jagdgebiete

Die Tauben stammten aus zwei verschiedenen Jagdgebieten aus Deutschland.
Diese befanden sich im Krefelder Raum am linken Niederrhein, jedoch so nah
beieinander, dass eine Vermischung der Taubenpopulationen als wahrscheinlich
anzusehen war (Abb. 5). Das eine Jagdrevier lag in Moers Kapellen und umfasste
220 ha. Es teilte sich ein in ca. 10 ha Wasser, 100 ha Wald und 110 ha Feldflache.
Hier wurde von einer Ringeltaubenpopulation von ca. 4000 Stick wahrend der
Sommermonate ausgegangen.

Das andere Jagdgebiet in Meerbusch umfasste insgesamt 600 ha. Der Wiesen- und
Ackeranteil betrug hier 480 ha, die Waldflache 120 ha. Aus diesem Jagdgebiet
stammte der GroBteil der untersuchten Tauben. Die Gesamtpopulation wurde hier
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auf ca. 10.000 Stick geschatzt, wobei es zu einem jahrlichen Abschuss von etwa
1000 Tauben kommt. Laut den Tierseuchenkasseneintragen gibt es zur
Nutztierhaltung in Moers folgende Zahlen: Hihner 13.313, Puten 21, Enten 121,
Ganse 384 und Tauben 762. Die Dunkelziffer mag aber héher liegen. In Meerbusch
belaufen sich die Angaben bei Hihnern auf 2013 und bei Gansen, Enten und Puten
auf insgesamt 262.

In beiden Jagdgebieten kamen kleine Gefligelbestande mit Freilandhaltung vor und
beide befanden sich in unmitteloarer Nahe der gréBeren Stadte Krefeld und
Dusseldorf bzw. Krefeld und Duisburg.

Jagdgebiete um
Meerbusch und Moers

Abb. 5:

Geografische Einordnung der Jagdgebiete

Dargestellt ist der Ort der Beprobung. Das Jagdgebiet befindet sich im
bevolkerungsreichen Nordrhein Westfalen und ist umgeben von einer Vielzahl von
Stadten.
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3.1.2 Probennahme

Insgesamt wurden 241 Ringeltauben in die Untersuchungen einbezogen. Die Tauben
wurden innerhalb einer bis drei Stunden nach Abschuss entgegen genommen und
schnellstmdglich beprobt. Zunachst wurden das Gewicht der Tauben sowie das
Geschlecht vermerkt und eine Altersschatzung (siehe 3.1.3) durchgefihrt. Wahrend
der Beprobung wurde auf makroskopisch erkennbare pathologische Veranderungen
geachtet. Es wurde Blut entweder aus dem Herzen oder, wenn es durch die
Schussverletzungen in die Koérperhéhle ausgetreten war, dort entnommen und
anschlieBend ca. 15 min bei 900 rpm. zentrifugiert (HETTICH, EBA 8), um Serum zu
gewinnen. Teilweise war das Blut schon geronnen, so dass sich aus den Blutkoagula
durch Zentrifugation nur noch in kleinen Mengen Serum gewinnen lieB. Das
gewonnene Serum wurde in Eppendorf GefaBe geflllt und bei -20°C tiefgefroren. Es
wurden Proben von den Nieren jedes Tieres entnommen und ebenfalls in Eppendorf
GefaBen bei -20°C gelagert. Die Proben wurden so lange bei —20°C gehalten, bis sie
gekuhlt zur weiteren Untersuchung in das Friedrich Loeffler Institut—Insel Riems
verbracht wurden, wo sie weiterhin bei -20°C bis zu folgenden Untersuchungen

gelagert wurden.

3.1.3 Altersschatzung

Zur Altersschatzung wurden die GréBe, sowie die Befiederung der Tauben
herangezogen. Jung- und Alttauben unterscheiden sich in der Befiederung der Flugel
(SCHERNER, 1980). Wahrend bei Jungtauben die Deckfedern einen braunen Saum
besitzen, erscheinen sie bei Alteren ohne Saum und blaulich (Abb. 6). Die juvenilen
Handschwingen sind klrzer und schmaler als die der adulten Tauben. Durch diese
Kriterien lassen sich jedoch nur Tauben von unter einem Jahr vor der Mauser von
alteren Tauben abgrenzen. Selbst diese Schatzung ist jedoch unzuverlassig, da
Armschwingen mitunter jahrelang unvermausert bleiben kénnen. Da erst Ende April
mit den ersten Jungtieren zu rechnen ist und bis Oktober Taubenproben genommen
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wurden, konnte bei den Tauben die als Jungtauben identifiziert, ein Alter von

maximal 6 Monaten angenommen werden.

-9!01.’20W

Abb. 6:

Gefieder von Jung und Alttaube im Vergleich.

Abgebildet sind ein Fllgelpaar einer juvenilen (oben), und einer adulten Ringeltaube
(unten). Das Fligelpaar der juvenilen Taube ist kleiner und zeigt Federn mit
braunlichem Saum. Von diesem ist das untere von einer Alttaube stammende
Fligelpaar anhand blaulicher Federn zu differenzieren. Des Weiteren ist die
unterschiedliche Lange der Handschwingen als Unterscheidungsmerkmal zu
erkennen.

(Foto von einem Praparat aus der Landesanstalt fir Okologie, Bodenordnung und
Forsten Nordrhein-Westfalen (LOBV)
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3.2 MATERIALIEN UND PUFFER

3.2.1 Materialien fiir die PCR

RRT-PCR Platte

(NERBE PLUS, Winsen)

Proben

extrahierte RNA der Nierengewebe-Proben der Ringeltauben

Positivkontrolle

extrahierte RNA des APMV-1-Stammes 599, eingestellt auf einen ct-Wert von 30.
Dies entsprach einer Verdiinnung von 10° der aus Allantoisfliissigkeit extrahierten
RNA.

RL Puffer

(MACHEREY-NAGEL, Duren)

Edelstahlkugel

5mm Durchmesser (Werkstoffnr. 1.3541, ISOMETALL, Pleidelsheim)

AlumaSeal® Aluminiumfilm

(EXCEL Scientific, Wrightwood, CA, US)
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3.2.1.1 MPCR

TE (Tris EDTA) Puffer (pH 8.0)

TRIS HCI, 1 M 500,0 pl (10mM)
EDTA, 0,5 M 100,0 pl (1mM)
Aqua bidest 49,4 ml (ad 50ml)

NDV M - Mix FAM: Primer und Sonden (OPERON, KélIn)

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

Endkonzentration

Primer + 10 pmol/ pl
Primer - 10 pmol/pl
Sonde 6 pmol/pl

Sequenzen von Primer und Sonde der NDV M PCR 1

Primer M + 4100:
5-AGTGATGTGCTCGGACCTC-3' Tm 51 (°C)

Primer M + 4220:

5-CCTGAGGAGAGGCATTGCTA-3' Tm 54 (°C)
Sonde M+ 41:
5'-[FAM]JTTCTCTAGCAGTGGGACAGCCTGC[BHQ 1]-3' Tm 67,89 (°C)

'nach WISE et al, 2004
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Mastermix fir die M PCR unter Zuhilfenahme des One-step RT-PCR Kits
(QIAGEN, Hilden)

Mastermix-Komponente Volumen pro Ansatz
RNAse freies H20 - 10,95 pl

5 x PCR buffer - 5,00 pl
dNTP-Mix (Nucleotide) - 0,80 pl
MgCl2 - 1,25 pl
Enzym-Mix - 1,00 pl
NDV-M-Mix-FAM ( Primer—Sonden-Mix) - 1,00 pl
Template RNA - 5,00 pl
3.2.1.2 NP PCR

Sequenz von Primer und Sonde der NP PCR?

Primer 1 NDVnp-1066F TGACAGYGACCAGATGAGCTT
Primer 2 NDVnp-1231R CCTGAGCCTGAGCRTACTC
Sonde NDVnp-LNA3-FAM  5-[FAM]-ACA1TCATTYTGGMGACT-[BHQ1]-3

2nach WACKERLIN, 2009

Mastermix fiir die NP-PCR unter Zuhilfenahme des dem Quantitec Probe
RT-PCR Kits (QIAGEN, Hilden)

Mastermix-Komponente Volumen pro Ansatz
5x PCR Buffer - 12,50 pl
Primer 1066F - 1,00 pl
Primer 1231R - 1,00 pl
Sonde NDVnp-LNA3-FAM - 0,8 pl
RT-Mix - 0,25 pl
RNAse freies H20 - 5,25 ul
Gesamt Mastermix 20,00 pl
Template RNA - 5,00 pl
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3.2.2 Materialien flir den ELISA:

Antigen

gradientengereinigtes APMV-1 Vollvirus (LaSota Clone 30, 1000ug /1000ul),
verdiinnt zu 10ug pro 1000 ul in Bicarbonatpuffer (HAUSLAIGNER, 2008)

1.Antikorper

a) PPMV 1 positives Serum einer Taube, aus einem Infektionsversuch mit dem
Stamm R/72/95 im Rahmen einer Impfstoffprifung (SCHMELLEKAMP, 2005)

b) definiert negatives Taubenserum von SPF Tauben aus der Klinik fir Voégel,
Tierarztlichen Fakultat, LMU Minchen (MESSANA, 1998)

c) Testserum der Ringeltauben

2. Antikoérper

gegen Taube gerichtetes, polyklonales Hyperimmunserum, gewonnen durch
Immunisierung eines adulten Kaninchens (Charles Rivers) mit aufgereinigtem
Tauben IgY (GRUND, 2004).

3. Antikorper:

Gegen Kaninchen IgG gerichteter, mit Meerrettichperoxidase markierter Antikérper
(SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

ELISA Platten

96 Loch Platten Polysorp (NUNC)

Substrat

Ortho-phenylendiamindihydrochloride (OPD, SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
1 Tablette gelést in10 ml Citrate Phosphate Puffer: 0,05 M, pH 4, unter Zugabe von
4[1' H202 30 %
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Bicarbonat Puffer pH 9.6
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na; HCO 3) 429 (ROTH, Karlsruhe)
ad 11 Aqua bidest

PBS Tween Puffer 0,025 % ig: (Waschpuffer):

Natriumchlorid (NaCl) 0,80g (ROTH, Karlsruhe)
Kaliumchlorid (KClI) 2,00g (ROTH, Karlsruhe)
Di-Natriumhydrogenphosphat 1,159 (ROTH, Karlsruhe)
(NazHPO42H50)

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) 0,20g (ROTH, Karlsruhe)

Tween 20 25,00 ul  (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

ad 1L Aqua bidest

Blockpuffer:

3 mg Magermilchpulver (Hobbybackerversand, Bellenberg)
ad 100ml Waschpuffer

3.2.3 Materialien fiir die SDS Page :

Antigen:

gradientengereinigtes APMV-1 Vollvirus

(LaSota CLone 30, 1000ug/1000ml), 1,67 pg pro mm bzw. 75 pl pro Gel einer
Verdinnung aus Antigen, Nacl 0,85% pH 7,4 und

Laemmli Puffer (SIGMA-ALDRICH, Steinheim) im Verhaltnis 1:1:2,

denaturiert bei 99°C fir 5 Minuten (eppendorf Thermomixer compact,
(EPPENDORF, Hamburg) zur Dissoziation und Denaturierung der Disulfidbriicken

der viralen Proteine.

Marker:

prestained Protein Marker IV (PEQLAB, Erlangen), der zehn vorgefarbte Banden bei
Proteingr6Ben zwischen 10 und 170 kDa aufweist, 5 pl pro 0,5 cm Gelspur.
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Sammelgelpuffer pH 6.8
Ultra Pure Tris Base 9 ¢ (INVITROGEN, Carlsbad, USA)
ad 100 ml Aqua bidest
Trenngelpuffer pH 8.8
Ultra Pure Tris Base 18 ¢ (INVITROGEN, Carlsbad, USA)
ad 100 ml Aqua bidest
Sammelgel
Aqua bidest. 4 ml
Acrylamid Stammlésung 1 ml (ROTH, Karlsruhe)
(Rotiphorese Gel 30)
Sammelgelpuffer 1 ml
SDS 20% 30 ul (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
Tetramethylendiamin (TEMED) 4 ul (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
Ammoniumpersulfat 10% 100 pl (ROTH, Karlsruhe)
Trenngel (10%)
Aqua bidest. ml
Acrylamid Stammlésung ml (ROTH, Karlsruhe)
(Rotiphorese Gel 30)
Trenngelpuffer 3 ml
SDS 20% 60 pl (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
Tetramethylendiamin (TEMED) 8 ul (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
Ammoniumpersulfat 10% 100 i (ROTH, Karlsruhe)
Laufpuffer
Ultra Pure Tris Base 3,02 ¢ (INVITROGEN, Carlsbad, USA)
Glycin 14,40 ¢ (ROTH, Karlsruhe)
SDS (20%) 5,00 ml (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

ad 1L Aqua bidest
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3.2.4 Materialien fuir den Western Blot:

Filterpapier

Whatman Gel Blotting Paper, GB 003, 0,8mm, (WHATMAN, Maidstone, UK)

Nitozellulosemembran

9,5 x 7 cm, PorengréBe 2 um (PEQLAB, Erlangen)

Etiketten

63,5 x 33,9 mm (AVERY / DENNISON, ZWECKFORM, Holzkirchen)

Blotpuffer

Glycin 22,504 ¢ (ROTH, Karlsruhe)

Methanol 40,000 ml (ROTH, Karlsruhe)

Ultra Pure Tris Base 4,840 ¢ (INVITROGEN, Carlsbad, USA)

ad 1L Aqua bidest

TBST-Puffer pH 7,5

Tris HCL 15,76 ¢ (ROTH, Karlsruhe)
NaCl 17,54 ¢ (ROTH, Karlsruhe)
Tween 20 2,00 ml (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

ad 2L Aqua bidest

Ponceau S
Eisessig 1,0 ml (ROTH, Karlsruhe)
Ponceau S 0,2 ml (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

ad 100 ml Aqua bidest

Blockpuffer

3 g Magermilchpulver (Hobbybackerversand, Bellenberg)
ad 100 ml TBST-Puffer
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Testseren

entsprechend den Seren im ELISA und zusétzlich:

Monoklonale Antikérper

Absterbekultur vom 29.05.07 aus dem Labor von KOLLNER, FLI-Insel-Riems
1) mMAK 36 NP

2) mMAK23 P

3) mMAK 60 HN

Monospezifisches Hyperimmunserun aus Kaninchen

1) Rabbit F:
Durch Immunisierung eines Kanninchens mit Bacculo-Virus exprimiertem F-Protein

gewonnener monospezifischer Antikdrper aus dem Labor VEITS, FLI, Insel Riems.

APMV Hyperimmunseren aus Hihnern:
Referenzseren aus dem Friedrich-Loeffler-Institut - Insel Riems

APMV-1 ND-His. Hu 1980
APMV-2 His Ha 1983, Pool 1
APMV-3 1)His-Neth/499/75/ Hu 1983 (P)

2)His/tk/Engl/1087/836 Hu13 TV6 /99 (T)
APMV-4 His-Hu1984
APMV-6 His-Hu 1984
APMV-7 His/Hu-Ms, 1984
APMV-8 His/Tv5/91/Hu53
APMV-9 His/TV9/97,1435

Substrat

Super Signal West Pico Chemoluminescense Substrate , 70 ul / Streifen
(PIERCE, Rockford, IL)

Rontgenfilm
Amersham Hyperfilm TM MP (GE HEALTHCARE LIMITED, UK)

~44 -



- MATERIAL UND METHODEN -

3.2.5 Materialien zum Farben eines Polyacrylamidgels

Coomassie
Coomassie Brilliant Blue 48 mg (AppliChem, Darmstadt)
Methanol 50 ml (ROTH, Karlsruhe)
Eisessig 200 ml (ROTH, Karlsruhe)
ad 1 L Aqua bidest
Entfarber
Methanol 100 ml (ROTH, Karlsruhe)
Eisessig 150 ml (ROTH, Karlsruhe)
ad 1 L Aqua bidest
Fixierer
Methanol 200,0 ml (ROTH, Karlsruhe)
Glycin 50,0 ml (ROTH, Karlsruhe)
Eisessig 37,5 ml (ROTH, Karlsruhe)

ad 1 L Aqua bidest

3.2.6 Materialien fir den Hamagglutinationshemmungstest

96-Loch Mikrotiterplatte

(GREINER)

1%ige Huhnererythrozytenlésung

hergestellt aus dreimal mit NaCl-Lésung gewaschenen Erythrozyten von Hihnern

aus dem FLI-Riems

Isotonische Kochsalzlésung pH 7.2-7.4

Natriumchlorid (NaCl)
ad 5 L Aqua bidest

4259 (ROTH, Karlsruhe)
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APMV Hyperimmunseren aus Hilhnern und Kaninchen sowie Virus aus dem

Referenzmaterial des Friedrich-Loeffler-Institut - Insel Riems

Antigene
APMV-1 Clone 30 NDV 96 1209634
pPMV-1 R 151/94 AF
APMV-2 Ich Calif Yuc 56
APMV-3 Parakeet Netherland 449/75 (P)
APMV-3 England (T)
APMV-6 8/85
APMV-7 dov/ Tn/4/75
APMV-8 Goose/Delawa/re/1053/76
APMV-9 Dom. Duck/NewYork 22/78
Testseren
APMV-1 NDV His Hu
pPMV-1 R 151/94 ch 13/99
APMV-2 His Hu 1983
APMV-3 1)449/75 His Hu 1983 (P)
APMV-3 2)His Hu13 TV 6/99 (T)
APMV-5 Ka 1984
APMV-6 1984 His Ka
APMV-7 His 1984 Ka 5
APMV-8 TV 5/91 Hu 53 30908
APMV-9 TV 9/97 1435 His
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3.3 UNTERSUCHUNGSMETHODEN

3.3.1 Nachweis von Virusgenom — RRT-PCR

3.3.1.1 Aufbereitung des Organmaterials

Um die potentiell in den Organen vorhandene Virus RNA zu gewinnen, wurden
zunachst Organstiicke von den Nieren der Ringeltauben von jeweils ca. 30 mg
Gewicht (StecknadelkopfgréBe), unter sterilen Bedingungen mit 400 ul RL-Puffer und
einer sterilen Edelstahlkugel, in ein 2 ml Eppendorf GefaB gegeben. Es wurde nach
jedem siebenten Organ eine Negativkontrolle ohne Zugabe von Gewebe mitgeflhrt,
um eventuelle Kontaminationen zu detektieren. AnschlieBend wurde das Gewebe
zwei min bei 30 r/s in einem QiaShredder (QIAGEN, Hilden) mechanisch zerkleinert.
Hiernach wurden die Proben bei -80 °C gelagert, bis sie der RNA Extraktion
zugefuhrt werden konnten. Nach dem Auftauen und der Zentrifugation der Proben
wurde aus dem Uberstand mittels eines Hamilton MICROLAB STAR® eine
automatische RNA-Extraktion per Silikamembrantechnologie durchgefihrt. Die im
96-Loch Plattenformat extrahierte RNA wurde mit AlumaSeal® abgeklebt und bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die Bearbeitung der extrahierten RNA
erfolgte parallel mit den zwei durchgefiihrten PCR Protokollen, um eine durch
wiederholtes Einfrieren und Tauen verursachte Degradation der RNA zu vermeiden.

3.3.1.2 M-Gen-spezifische RRT-PCR

Als M-Gen-spezifische RRT-PCR wurde das validierte und USDA-zertifizierte
Protokoll nach WISE et al. (2004) angewendet, wobei in Abweichung zum
publizierten Protokoll kein RNAse Inhibitor eingesetzt wurde.

Bei dieser Real Time RT-PCR wird der Abschnitt der Virus RNA, der flr das
Matrixprotein codiert, amplifiziert. Zur Durchflhrung wurde das One-Step Protokoll

unter Zuhilfenahme des One-step RT-PCR Kits angewandt. Der Mastermix mit einem
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Gesamtvolumen von 20 ul pro Probe, setzte sich wie beschrieben zusammen (siehe
3.2.1.1). Die Primer sind in der Lage ein 184 bp groBes Fragment zu amplifizieren.
Die Sonde von 24 Basenpaaren Lange ist am 5° Ende mit FAM als Fluorophore und
am 3 Ende mit BHQ 1 als Quencher markiert. Es wurde hieraus ein Primer-Sonden-
Gemisch aus den Primern M+ 4100 und M- 4220 in Konzentrationen von jeweils 10
pmol / yl sowie der Sonde M+ 4169 in einer Konzentration von 6 pmol / pl in 0,1 x
TE-Puffer hergestellt und dem Mastermix als NDV-M-Mix-Fam zugefihrt.

Der Mastermix wurde in einer 96-Loch RRT-PCR Platte in Aliquots von 20 pl
vorgelegt, anschlieBend wurden 5 ul Proben-RNA pro Ansatz zugegeben.
AnschlieBen wurden die Aliquots zugedeckelt. Als Positivkontrolle diente RNA des
APMV-1 Stammes 599, die auf einen cT Wert von 30 eingestellt war. Die
Durchfihrung der RRT-PCR wurde auf einem Stratagene Mx3000P Real-Time

Cycler nach dem in Tab. 5 angeflhrten Temperaturprofil vorgenommen.

Tab. 5:
Temperaturprofil der RRT-PCR Reaktion
Durchgefiihrter Schritt Zeit Temperatur
Reverse Transkription 30 min 50°C
Aktivierung der Tag Polymerase 15 min 95°C
Denaturierung 10 sec 94°C
Anlagerung 30 sec 52°C 40 Zyklen
Finale Elongation 10 sec 72°C

Zur Fluoreszenzmessung wurde ein Filterset mit einer Exzitationswellenldange von
492 nm und einer Emissionswellenlange 516 nm (FAM-Filter set) eingesetzt. Die
Auswertung wurde mit den Einstellungen ,Amplification based threshhold, ,Adaptive

baseline“ sowie ,Moving average smoothing“ vorgenommen
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3.3.1.3 NP-Gen spezifische RRT-PCR

Zusétzlich zum oben genannten PCR-Protokoll wurde eine Methode genutzt, die das
fir NP-Protein kodierende Gen als Zielgen nutzt (WACKERLIN, 2009). Die RRT-
PCR wurde als One-Step PCR unter Zuhilfenahme des Quantitec Probe RT-PCR
Kits durchgefihrt. Der Mastermix fir den PCR Ansatz setzt sich wie in 2.1.2.2
beschrieben zusammen.

Der Mastermix wurde in einer 96-Loch Platte in je 20 pl vorgelegt, anschlieBend
wurden pro Vertiefung 5 ul Proben RNA hinzugefiigt. Als Positivkontrolle diente hier
ebenfalls RNA des APMV-1 Stammes 599. Die Amplifikation wurde Uber 40 Zyklen
mit dem unten aufgeflihrten Temperaturprofil durchgefthrt (Tab. 6). Es wurde ein
Filterset mit einer Exzitationswellenlange von 492 nm und einer

Emissionswellenlange 516 nm (FAM-Filter set) eingesetzt.

Tab. 6:
Temperaturprofil der RRT-PCR auf dem NP-Proteingen
Durchgefiihrter Schritt Zeit Temperatur
Reverse Transkription 30 min 50°C
Aktivierung der Taq Polymerase 15 min 95°C
Denaturierung 30 sec 95°C
Annealing 30 sec 55°C 40 Zyklen
Finale Elongation 30 sec 72°C

Die Ergebnisse der RRT-PCR Protokolle wurde mit den Softwareeinstellungen
~ZAmplification Based Threshhold“, ,Adaptive Baseline“ sowie ,Moving Average

Smoothing“ vorgenommen.
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3.3.2 NACHWEIS VON VIRUSSPEZIFISCHEN ANTIKORPERN

3.3.2.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Samtliche gewonnene Ringeltaubenseren wurden im ELISA auf APMV-1 spezifische
Antikérper im Doppelansatz untersucht. Kontrollen mit Positivserum, Negativserum
sowie Konjugatkontrollen ohne die Zugabe von Serum wurden in jedem ELISA
mitgeflhrt. Zunachst wurde die Antigenverdinnung zu 50 pl pro Vertiefung auf die 96
Loch ELISA-Platten verbracht, die dann Uber Nacht bei Raumtemperatur mit Folie
abgedeckt zur Inkubation stehen gelassen wurden. Am nachsten Morgen wurden die
Platten abgeschuittet und ein Waschschritt durchgefthrt. Daflr wurden die Platten
abgeschuttet und die Vertiefungen drei Mal mit 300 pul Waschpuffer aufgefllt und
anschlieBend wieder abgeschittet und ausgeklopft. Die noch freien
Bindungskapazitaten auf den ELISA-Platten wurden anschlieBend eine Stunde lang
mit Blockpuffer, zu 100l pro well, geblockt. Es folgte wieder ein Waschschritt, bevor
als erster Antikdrper 50 pl der Serumverdinnung (1:400 in Blockpuffer) der zu
testenden Seren, je im Doppelansatz in die Vertiefungen gegeben wurde. Als
Kontrollen wurden ein positives und ein negatives Serum in gleicher Verdinnung,
sowie reiner Blockpuffer als Konjugatkontrolle mitgeflihrt. Nach dreiBig minutiger
Inkubationszeit folgte erneut ein Waschschritt, bevor zu 50 ul in jede Vertiefung als
zweiter Antikérper ein im Kaninchen hergestelltes, gegen Tauben IgY gerichtetes
Serum (1:1000) gegeben wurde. Nach dreiig Minuten Inkubation wurde erneut
gewaschen und ein dritter, gegen Kaninchen IgG gerichteter, enzymmarkierter
Antikérper (1:4000) mit 50 pl fir weitere dreiBig Minuten in jede Vertiefungen
gegeben. Nach einem folgenden Waschschritt wurde nun 100ul Substrat pro
Vertiefung far 10 Minuten in Dunkelheit auf den Platten belassen. Die Reaktion
wurde anschlieBend mit 50ul 2M Schwefelsaure pro Vertiefung gestoppt. Bei der
Prasenz von Antikérpern in den Testseren kam es durch enzymatische Reaktion zu
einer Farbentwicklung der Flissigkeit in den Vertiefungen von klar zu Gelb-Orange.
Die optische Dichte(OD) der Proben wurde mittels ELISA-Messgerat (Sunrise,
Tecan) bei einer Wellenlange von 490 nm und einer Referenzwellenldnge von 650
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nm gemessen. Fir eine einheitliche Bewertung der Tests wurde der S/P Wert mit
folgender Formel errechnet:

S/P=(0D Testserum-OD Konjugatkontrolle)/(OD Positivserum-OD Konjugatkontrolle)
Hiermit wurden die Ergebnisse der Testseren mit dem APMV-1 positiven

Taubenserum in Beziehung gesetzt.

3.3.2.2 Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Die SDS Page wurde nach LAEMMLI et al (1970) durchgefthrt. Hierfir wurde die
Gelkammer Perfect Blue 10*10 cm (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen),
benutzt. Zunachst wurde ein 10%ges Trenngel gegossen und mit Ethanol
tberschichtet, um ein Austrocknen zu verhindern. Nach einer Stunde Polymerisation
wurde Ober das Trenngel das Sammelgel gegossen und auf jeder Seite der
Gelkammer ein praparativer Kamm eingesetzt. Nach weiteren 30 Minuten
Polymerisation wurden die Kdmme entfernt und die Kammer mit Laufpuffer gefullt. In
die kleinen Taschen wurden jeweils 5 pl Marker, in die groBen Taschen je 3*25 ul der
Antigenverdinnung eingesetzt. Nun wurden die Antigenproteine mittels
Elektrophorese in einem 55 minatigem Lauf bei 80 mAs, 300 V und 150 W.
aufgetrennt.

3.3.2.3 Farbung eines Polyacrylamidgels

Im Polyacrylamidgel wurde mittels Coomassie-Farbung die aufgetrennten Proteine
sichtbar gemacht. Hierfir wurde das Gel Gber Nacht in einer Coomassie-Ldsung
inkubiert, und anschlieBend 60 min oder bis zum kompletten Entfarben des
Hintergrundes bei Erhaltung der Bandenférbung in Entfarberlésung unter Schitteln
inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel zwischen zwei Cellophanblattern (Roth,

Karlsruhe) getrocknet.
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3.3.2.4 Western Blot (WB)

Die in der SDS Page aufgetrennten Virusproteine und der Marker wurden in einem
Semi Dry Blotter (PEQLAB, Erlangen) von dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Hierflir wurden ein 10 x 10 cm groBes Filterpapier, die Membran, das
Gel und nochmals ein Filterpapier jeweils in Blotpuffer getréankt und Ubereinander
gelegt. Dann wurden die Proteine fir 60 Minuten bei 300 mAs, 14 V und 300 W
transferiert. Um das Ergebnis des Blottens zu Uberpriufen wurden die Membranen
anschlieBend funf Minuten mit Ponceau Rot gefarbt womit die Proteinbanden
sichtbar gemacht wurden. AnschlieBend wurden die Membranen so lange mit
Wasser gewaschen, bis dieses klar blieb. Danach wurden die Membranen eine
Stunde lang mit Blockpuffer geblockt. Nach dem Anbringen von Klebestreifen mit
fortlaufender Buchstabenkennzeichnung am unteren und oberen Rand der
Membranen, wurden diese entsprechend der Buchstabenbreite in 2-3 mm breite
Streifen geschnitten, so dass jeder Streifen Uber einen Buchstaben zu identifizieren
war. Diese Streifen wurden bei -20°C bis zu ihren Einsatz gelagert. Fir die
Untersuchung wurden die Teststreifen einzeln in je eine Unterteilung einer
Kunststoffwanne gegeben und zur besseren Inkubation auf einen Schittler gestellt.
Es wurde je ein Teststreifen Gber Nacht bei 4°C auf einem Schuttler mit 1,5 ml des
Testserums (1: 800 in Blockpuffer) inkubiert. Positiv- und Negativ- sowie
Konjugatkontrollen ohne den Einsatz von Testserum wurden mitgefihrt. Am
nachsten Tag wurden die Streifen 3 x 5 Minuten mit TBST-Puffer gewaschen und
anschlieBend 1,5 ml gegen Tauben IgG gerichteter Antikdrper (1:1000) aus
Kaninchen auf die Streifen gegeben. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die
Streifen mit einem dritten, gegen Kaninchen IgG gerichteten, Enzym markierten
Antikorper (1:4000) 30 Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die
Teststreifen fir 5 Minuten mit dem Substrat bedeckt und anschlieBend die
Enzymreaktion mittels Roéntgenfilm bei einer Belichtungszeit von 20 Sekunden
dokumentiert.

Die Rontgenfilme wurden von Hand entwickelt. Dafiir wurden sie 60 sek. in
Entwicklungsflissigkeit getaucht, danach in klarem Wasser gewaschen, 60 sek.
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fixiert und anschlieBend unter flieBendem Wasser gewaschen. Nach dem die Filme

getrocknet waren konnten sie beurteilt werden.

3.3.2.5 Hamagglutinationshemmungstest (HAH)

Der HAH wurde nach den Vorgaben der EU-Richtlinie 92/66/EWG folgendermaBen
durchgefihrt:

Einstellen der Virusverdiinnung auf 4 hamagglutinierende Einheiten (HAE):

Zunachst wurde ein Hamagglutinations (HA)-Vortest zur Einstellung der Antigen-
Verbrauchsverdinnung auf 4 hamagglutinierende Einheiten (HAE) durchgefihrt.
HierfGr wurde eine Verdinnungsreihe des Antigens im Doppelansatz angelegt und
anschlieBend getestet.

HierfGr wurden 25 pl 0,9% NaCl-Lésung (pH 7,0-7,4) in jede Vertiefung einer 96-
Loch Mikrotiterplatte vorgelegt. Danach wurden flr jede Testreihe 25ul des Antigens
in die erste Vertiefung gegeben. Durch Transfer von je 25 pl von einer in die nachste
Vertiefung der jeweiligen Reihe wurden VerdUnnungsstufen im Logarithmus zur
Basis 2 hergestellt. Die unterste Reihe der Platte wurde dabei ausgespart und diente
der Erythrozytenkontrolle.

Nach Zugabe von 1%iger Hihnererythrozytenldsung in alle Vertiefungen, wurde die
die Platte 30 Minuten bei RT zur Inkubation stehen gelassen.

Um das Ergebnis ablesen zu kénnen, wurden die Platten in einem Winkel von 45°
gehalten, so dass nicht agglutinierte Erythrozyten der Schwerkraft folgend nach
unten flieBen konnten. Als Hamagglutination wurde gewertet, wenn die Erythrozyten
nicht oder im Vergleich zur Erythrozythenkontrolle nur stark verzdgert abliefen.

Die héchste Verdinnung, bei der noch eine Agglutination festgestellt wurde enthielt 1
HAE in 25pl. Die Gebrauchsverdiinnung sollte 4 HAE enthalten, das heiBt sie musste
vier mal so konzentriert sein wie die Verdinnung, die 1 HAE enthielt. Es wurde nun
eine Virusverdinnung mit 0,9% NaCl-Lésung (pH 7,0-7,4) hergestellt, in der die
errechneten 4 HAE Antigen enthalten waren. In einen erneuten HA Test wurde
kontrolliert, ob tatsachlich eine Agglutination bis zu einer Verdinnung von
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einschlieBlich 1:4 stattfand. War dies der Fall, konnte mit dem HAH Test begonnen

werden, ansonsten wurde das Virus neu eingestellt.

Untersuchung der Seren auf spezifische Antikérper

Beim anschlieBenden HAH zur Untersuchung der Seren auf Antikérper, die mit dem
Testvirus reagieren, wurden die Seren im Doppelansatzes getestet.

Wie beim HA Test wurden zun&chst 25 pl einer 0,9% NaCl-Lésung (pH 7,0-7.,4) in
jede Vertiefung einer 96-Loch Mikrotiterplatte vorgelegt. Ebenfalls in Log2 Stufen
wurde eine Verdinnungsreihe mit den zu testenden Seren angelegt. Dann wurde
das auf 4 HAE eingestellte Antigen in 25ul pro Vertiefung hinzugegeben. Nach 45
mindtiger Inkubation bei RT wurden 25 ul einer 1% HUhnererythrozytensuspension
pro Vertiefung hinzugegeben. Eine weitere Inkubationzeit von 30 min bei RT wurde
abgewartet. Als Kontrollen wurden eine Erythrozytenkontrolle (ohne Serum, ohne
Antigen), sowie eine Serumkontrolle (ohne Antigen) mitgeflihrt, die eine
Autoagglutination der Erythrozyten bzw. eine unspezifische Agglutination durch das
eingesetzte Serum ausschlieBen sollen. Das Ablesen des Tests erfolgte wieder in
einem Winkel von 45° Als Hamagglutinationshemmung wurde gewertet, wenn die
Erythrozyten ebenso schnell abliefen wie die in der Erytrozytenkontrolle.

Der Titer ergibt sich aus der letzten Serumverdinnung, bei der die Agglutination
noch vollstandig gehemmt wird und wird in log2 Stufen angeben. Demnach
entspricht der Titer 1 einer Serumverdinnung von 1:2 und 11 einer Verdinnung von
1:2048
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3.4 STATISTISCHE BEWERTUNG

Die statistische Bewertung der Testergebnisse wurde in Zusammenarbeit mit Herrn
Hendrik Wilking aus dem Friedrich-Loeffler-Institut Wusterhausen durchgefuhrt.

3.4.1 Signifikanz

Um zu beurteilen, ob Ergebnisse einem kausalen Zusammenhang entsprechen oder
ob sie zufallig auftreten, wird die Signifikanz errechnet. Liegt dabei der Wert p<0,05,
wird ein Ergebnis als Signifikant bezeichnet und Wahrscheinlichkeit, dass die
Ergebnisse zuféllig zustande gekommen sind, liegt bei 5%. Hier wurde der Wilcoxon
Rangsummentest flr die Berechnung der Signifikanz eingesetzt.

3.4.2 Sensitivitat und Spezifitat

Fir die Bewertung der Testgenauigkeit des ELISA wurden die Sensitivitat und die
Spezifitat der Ergebnisse bei der Wahl einer bestimmten Ausschlussgrenze ermittelt.
Hierbei ist von Bedeutung, ob der ELISA positive Seren erkennt (richtig positiv rp),
nicht erkennt (falsch negativ fn) bzw negative Seren erkennt (richtig negativ rn) oder
nicht erkennt (falsch positiv fp). Die Sensitivitat des Tests ergibt sich aus der Formel
(rp/(rp+fn)) und beschreibt den Anteil der richtig erkannten positiven Seren an allen
positiven. Die Spezifitéat ergibt sich aus der Formel (rn/(rn+fp)) und beschreibt den

Anteil der richtig negativ erkannten Seren von allen negativen.

3.4.3 ROC-Analyse

In ROC-Kurven werden die Wertepaare von Sensitivitdt und Spezifitat eines
diagnostischen Test flr alle moglichen Cut-off Werte innerhalb des Messbereichs
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aufgetragen (Abb. 7) Entlang der Abzisse sind hierbei die Werte der Spezifitat,
entlang der Ordinate die Werte der Sensitivitdt aufgetragen. Der Punkt, der sich
dabei am meisten dem linken oberen Eck der Grafik nahert, ist als Cut-off Wert
anzusehen, der die groBte Testgenauigkeit liefert. Die entstandene Kurve begrenzt
einen Bereich zu einer Diagonalen der Grafik, die als area under the curve (AUC)
bezeichnet wird (Abb. 8). Inr Wert kann zwischen 0,5 und 1 liegen und gibt Aussage

Uber die Qualitat des Testes. Je gréBer die AUC, desto hdher ist die Trennscharfe
des Tests.

1,0 =
0,8 =
5 0,6 =
>
[ 0,4 =
Q
n
0,2 =
0,0 =
| | | | | | | | | | | |
1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0,0
Spezifitat

Abb. 7:

Darstellung einer ROC-Analyse

In Abhéngigkeit der Sensitivitdt und Spezifitdt, die durch einen bestimmten Cut-off
erzielt werden, werden die Punkte in die Graphik eingetragen. Als bester Cut-off Wert

wird derjenige Wert gewahlt, der sich dem linken oberen Eck der Graphik am
meisten ndhert.
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Abb. 8:

Darstellung einer ,,area under the curve“ in der ROC-Analyse

Dargestellt ist als AUC bezeichnete Flache, die sich zwischen der Diagolnalen und
der durch den gewéhlten Cut off ergebene Kurve ergibt. Die GroBe der Flache qilt als
Ma@B fur die Testgenauigkeit bei diesem Cut-off und kann zwischen 0,5 und 1 liegen.
Je gréBer dieser Wert, desto sicherer ist der Test.

(Quelle: HENDRIK WILKING aus dem Friedrich-Loeffler-Institut Wusterhausen)

3.4.4 Konfidenzintervall

Das Konfidenzintervall schlieBt einen Bereich um den geschatzten Wert eines
Parameters ein, der mit einer festgelegten Wahrscheinlichkeit die wahre Lage des
Parameters trifft. Somit gibt er die Wahrscheinlichkeit flir die Wahrheit einer
angegebenen GréBe an.
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4. ERGEBNISSE

4.1 SEKTION

FOr die Untersuchung einer Ringeltaubenpopulation auf das Vorkommen von
APMV-Infektionen wurden Tauben herangezogen, die wahrend der Jagd erlegt
wurden. Die insgesamt 241 beprobten Vdégel stammten aus dem Raum Krefeld
(NRW) und wurden in den Jahren 2007 und 2008 wahrend der Monate Juli—-Oktober
bzw. Juli-September geschossen (Tab. 7). In den beprobten Schwarmen verhielten
sich alle Tauben lebhaft und aufmerksam, nahmen Nahrung auf und waren flugfahig.
Bei der Adspektion der geschossenen Vdgel erschienen samtliche Exemplare,
abgesehen von Schussverletzungen und dadurch bedingten Blutungen, mit
sauberer, geschlossener Federdecke, klaren Augen und trockenen Nasendéffnungen.
Jungtauben konnten anhand ihres im Vergleich zu den Alttauben braunlich
erscheinenden Gefieders und der geringer ausgepragten Gonadenentwicklung
identifiziert werden. Des Weiteren wichen sie in GréBe und Gewicht sichtlich von den
erwachsenen Artgenossen ab und waren unter anderem dadurch gut abzugrenzen.
Bei funf Tauben wurden wahrend der Sektion weiBBe, stechnadelkopfgroBe, knotige
Veranderungen an der Leber festgestellt. Alle anderen Tauben wiesen keinerlei
makroskopisch erkennbare, pathologische Veranderungen der Organe auf. Bei 15
Tauben fiel ein Befall mit Bandwirmern auf, die auf Grund von Schussverletzungen
des Darmes bereits ausgewandert waren und frei zwischen den Darmschlingen

lagen.
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Tab. 7:
Beschreibung der Ringeltaubenstichprobe
Einteilungskriterien Anzahl Gewicht
2007 2008 Gesamt
Mannliche Tauben 69 45 114 (47%) 520 +29¢g
Weibliche Tauben 65 62 127 (53%) 526 £29¢g
Jungvogel 9 4 13 (5%) 356 +26g
Gesamtzahl 134 107 241 (100%)

4.2 VIROLOGISCHER NACHWEIS - RRT - PCR

Es wurden Gewebeproben der Nieren samtlicher Ringeltauben mittels
real-time-RT-PCR auf das M- und das NP-Proteingen hin untersucht. In samtlichen
Proben lieB sich RNA, spezifisch fur APMV-1, nicht nachweisen.

4.3 SEROLOGISCHER NACHWEIS

4.3.1 Hamagglutinationshemmungtest

Die gewonnenen Seren der Ringeltauben wurden mittels HAH auf APMV-1
spezifische Antikérper untersucht (Tab. 8). Nur ein Serum reagierte im HAH deutlich
positiv. Wahrend es mit dem PPMV-1 Antigen eine Titerstufe von 5 aufwies, war mit
dem Antigen APMV-1 LaSota eine Hemmung bis zur Titerstufe 6 festzustellen. Des
Weiteren kam es mit APMV-1 LaSota bei 35 Seren zu einer geringen Hemmung der
Hamagglutination bis zu drei Titerstufen. Finf dieser Seren reagierten mit PPMV-1
bis zur Titerstufe 1 positiv. Die gleichen Seren wiesen mit dem APMV-1 LaSota
Antigen zweimal eine Hemmung bis zur ersten, zwei bis zur zweiten und eins bis zur
dritten Titerstufe auf.

Das mitgefihrte PPMV-1 spezifische Referenzserum reagierte mit dem homologen
PPMV-1 Antigen bis zur elften und mit dem heterologen APMV-1 LaSota Antigen bis
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zur achten Titerstufe positiv. Analog dazu reagierte ein PPMV-1 positives Serum aus
einer Taube mit PPMV-1 bis zur Titerstufe 8 positiv, wahrend es mit APMV-1 LaSota
bis zur Titerstufe 5 die Hamagglutination hemmte.

Reziprok hierzu rief ein mitgefihrtes ND Referenzserum mit APMV-1 LaSota eine
Hemmung bis zur neunten und mit PPMV-1 eine Hemmung bis zur siebten.
Titerstufe hervor.

Nach der Richtlinie 92/66/EWG, die eine Reaktion >3 als seropositiv einordnet,
konnten mit dem APMV-1 LaSota Antigen vier Ringeltaubenseren positiv und mit
dem PPMV-1 Antigen ein Serum positiv beurteilt werden. Um die HAH Ergebnisse
und dabei insbesondere die Spezifitdt der niedrigen Serumantikbrpertiter zu
uberprifen, wurden weitere enzymverstarkte serologische Untersuchungen
angeschlossen.

Tab. 8:
Aktivitat der Ringeltaubenseren im Hamagglutinationshemmungstest
Titer im HAH APMV-1
Antigen >1 1 2 3 4 5 6 seropositiv’
APMV-1 (LaSota) | 2052 | 16 | 16 3 1 4 (16%)
PPMV-1 (R151/94) [ 2352 | 5 ] 1(0,4%)

1 Seropositiv nach der Richtlinie 92/66/EWG:>3
2 Anzahl der reagierenden Seren in den korrespondierenden Titerstufen

4.3.2 ELISA zur Untersuchung von Ringeltauben auf APMV-1

Zur Uberpriifung der Arbeitskonzentration der Seren im ELISA wurde eine
Verdinnungsreihe eines definiert APMV-1 positiven und negativen Taubenserums
angelegt (Abb. 9). Das positive Taubenserum erreichte in der geringsten Verdinnung
(1:50) einen OD-Wert von annahernd 1 (0,98). Bis zur 6. Verdinnungsstufe (1:1600),
fielen die OD-Werte jeweils weniger als 30% ab, zwischen der 7. und 10.
Verdlnnungsstufe (1:3200, 1:25600), betrug die Reduktion zum vorherigen Wert 38-
58%, danach sanken die OD-Werte wieder langsamer ab bis der Wert schlieBlich bei
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der 14. Verdiinnungsstufe (1:2048) bei 0 lag. Der OD-Wert des Negativserums lag in
der starksten Konzentration (1:50) bei 0,24 und sank bis zur 7. Verdinnungsstufe
(1:3200) recht stetig auf den Wert 0. Der Quotient der gemessenen OD-Werte des
positiven und des negativen Serums lie als P/S Wert ausgedrlickt die Differenz
zwischen der Reaktivitdt beider Seren erkennen. Dieser Wert nahm bis zur 6
Verdinnungsstufe (1:1600) zu und danach wieder ab. Bei einer Serumverdinnung
von 1:400 gab das positive Serum mit einem OD-Wert von 0,71 ein deutlich
messbares Signal welches um 13,7x héher lag als das des Negativserums. In
diesem Bereich der Serumverdlinnung war eine Unterscheidung zwischen dem
positiven und dem negativen Serum gut mdéglich, eine vollstdndige Sattigung wurde
durch das positive Serum noch nicht erzielt, so dass noch héher-titrige Seren als das
eingesetzte positive Kontrollserum detektiert werden konnten. Diese Verdinnung
wurde gewahlt um alle 241 Ringeltaubenseren zu testen. Die dabei gemessenen
OD-Werte wurden jeweils in Relation zu einem positiven Referenzserum gesetzt
(S/P-Wert).
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Abb. 9:

ELISA-Reaktivitat in Abhangigkeit von der Serumkonzentration

Dargestellt ist die Reaktivitat eines definiert PPMV-1 positiven Taubenserums (4)und

eines definiert APMV-negativen Taubenserums (®) im ELISA, in Abhangigkeit zur
Serumkonzentration. Der Abstand der Reaktionen beider Seren wurde als P/S- Wert
eingetragen (A ). Bei der gewéhlten Verdiinnung fiir die spatere Untersuchung der

Ringeltaubenseren von 1:400, sind die Symbole vergréBert und schwarz hinterlegt.

Um die Ergebnisse der Ringeltaubenseren im ELISA nach ihrem APMV-Serostatus
in positiv oder negativ einteilen zu kdnnen, wurden 21 definiert APMV-1 negative
Taubenseren bei der gewéahlten Verdinnung von 1:400 getestet. Die gemessenen
OD-Werte lagen in einem OD-Bereich von 0,03 bis 0,07. Die Werte wurden in
Beziehung zu dem PPMV-1 positiven Kontrollserum gesetzt (S/P-Werte). Die S/P-
Werte lagen hier zwischen 0,01 und 0,06 (Abb. 10) und fielen damit im Vergleich
zum positiven Referenzserum sehr gering aus. Auf der Grundlage des
arithmetischen Mittels der S/P Werte zuzlglich der 3-fachen Standardabweichung
wurde eine Ausschlussgrenze von 0,08 errechnet. Ab diesem Wert wurden die

Ringeltaubenseren als positiv beurteilt.
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Die getesteten Ringeltaubenseren fielen im Vergleich zu den negativen
Referenzseren sehr hoch aus. Die ermittelten S/P-Werte lagen in einen Bereich
zwischen 0 und 0,98, wobei die Hauptverteilung der S/P-Werte mit 122 Seren
zwischen 0,08 und 0,3 lag. Von den Ringeltaubenseren fielen nur 19 mit ihrem S/P-
Wert unter die gewahlte Ausschlussgrenze von 0,08 und waren demnach als
seronegativ zu beurteilen. Alle anderen Ergebnisse (222) lagen Uber diesem Wert
und wurden als APMV-1 positiv beurteilt (Abb. 11).

Die hohe Anzahl der ELISA-positiven Ergebnisse stand in extremen Gegensatz zu
der geringen Anzahl der im HAH ermittelten APMV-1 positiven Seren. Es war nicht
auszuschlieBen, dass die Seren auf Grund von speziesspezifischen Eigenschaften
der Seren. und/oder den nicht optimalen Bedingungen bei der Serumgewinnung,
hohe unspezifische Hintergrundreaktion aufwiesen. Daher wurde zur Absicherung
der Ergebnisse als weiteres Testverfahren ein Western Blot angeschlossen.

0,06

0,05 -

0,04 -

0,03 -

S/P-Werte

0,02 -

0,01 -

0,00 -

APMV negative Seren

Abb. 10:

ELISA-Reaktivitat bei definiert APMV-negativen Taubenseren

Getestet wurden Seren von 21 SPF-Tauben bei einer Verdinnung von 1:400 im
ELISA. Dargestellt ist das Verhéltnis der OD Werte dieser Negativseren in Bezug zu

dem positive Referenzserum, ausgedriickt als S/P Wert.
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Abb. 11

ELISA-Reaktivitat der Ringeltaubenseren

Ringeltaubenseren (n=241) wurden bei einer Verdinnung von 1:400 im ELISA
gestestet. Dargestellt sind die Spanne und die Haufigkeit der erreichten S/P-Werte.
Hauptverteilung der S/P-Werte lag zwischen 0,08 und 0,3. Nach Berechnung
Ausschlussgrenze von 0,08 fielen 122 Seren (92%) der 241 ELISA getesteten
Ringeltaubenseren in den positiven Bereich. Es erreichten 19 (8%) der Seren S/P-

Werte zwischen 0 und 0,8 und fielen damit in den negativen Bereich.
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4.3.3. SDS-Page und Western Blot

4.3.3.1. Darstellung von Virusproteinen nach Auftrennung in der
SDS-PAGE

Die fur die WB-Untersuchungen préaparierte APMV-1 Aufreinigung wies ein
Proteinmuster auf, welches deutlich von den nachweisbaren Proteinen der

unbeimpften Amnioallantoisfliissigheit (AAF) abzugrenzen war (Abb.12).
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Abb. 12:

Darstellung der Proteine von APMV-1 und unbeimpfter Amnio-
allantoisflissigkeit im Coomassie gefarbten Gel

Dargestellt sind die Proteine von 52 upg APMV-1 (2) bzw. 25 pl
Amnioallantoisflissigkeit (3) pro Spur, die in einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt

wurden. Nach Farbung mit Coomassie erkannte man ein unterschiedliches
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Bandenmuster hinsichtlich Anzahl, Intensitdt und Position der Proteinbanden.
Anhand der mitgefihrten Marker (1+2) lieB sich das Molekulargewicht dieser

Proteinbanden errechnen.

Basierend auf dem GréBenvergleich zu einem mitgeflihrten Marker, dominierte von
den Proteinbanden der APMV-1 Aufreinigung diejenige bei 55 kDa. Dariberhinaus
zeigten sich Proteinbanden im Bereich von etwa 72, 52, 50 und 40 kDa.

Bei den Proteinen der Allantoisflissigkeit war kein Protein exakt auf der gleichen
Hbéhe der Lauffront wie bei der Virusaufreinigung sichtbar. Eine relativ starke Bande
ergab sich im Bereich von etwa 48 kDa, ein paar schwachere Proteinbanden lagen
auf der H6he von etwa 76, 74, 72 und 57 kDa.

Im weiteren galt es abzuklaren, gegen welche der APMV-1 Virusproteine im Western
Blot Antikérper detektiert werden. Ein definiert PPMV-1 positives Taubenserum wies
im Western Blot 4 Hauptbanden auf (Abb. 13, Nr.1). Im Vergleich zum Marker kam
es dabei zu einer Reaktion bei etwa 74 kDa. Es folgten zwei eng beieinander
liegende Banden (Im weiteren auch als Doppelbande (DB) bezeichnet), die sich auf
der Hohe zwischen 55 und 43 kDa befanden. Die unterste, gut zu erkennende Bande
lag auf der Hohe von etwa 40 kDa. Nach lhrem Molekulargerwicht, konnten den
Banden die Virusproteinen HN im Bereich der obersten Bande (74kDa), F1/P/NP,
komigrierend und nicht weiter zu differenzieren im Bereich der Doppelbande (43-55
kDA) und M, im Bereich der untersten Bande, (40 kDa) zugeordnet werden.

Diese Proteinidentifikation der Virusaufreinigung konnte mit monoklonalen Seren
bzw. einem monospezifischen Serum bestéatigt werden. Der gegen das HN Protein
gerichtete monoklonale Antikérper (mAK), reagierte im Bereich von etwa 74 kDa wo
auch das positive Taubenserum eine Bande aufwies (Abb. 13, Nr 4). Der NP
spezifische mAK reagierte im Bereich der Doppelbande sowohl bei 55 als auch bei
43 kDa, wogegen der gegen das P-Protein gerichtete monoklonale Antikérper nur im
oberen Teil der Doppelbande, bei etwa 55 kDa binden konnten und hier nur eine
schwache Reaktion aufwies (Abb. 13, Nr 2 und 3). Ein monospezifisches Serum aus
Kaninchen, das gegen das F Protein gerichtet war reagierte zum einen im Bereich
der Doppelbande und zusétzlich im Bereich von ca. 170 kDa, wo das positive
Taubenserum keine Bande aufwies. Insgesamt befanden sich die Virusproteine an
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den erwarteten Positionen und konnten durch die Antikérper als Virusprotein

verifiziert werden.

MW in kDA

170
130

95
72

35 ' - pm FIP
e NP

43

.i[l- .
A A

34

Abb. 13:

Darstellung der APMV-1 Proteine im Western Blot

Dargestellt ist die Reaktivitat eines PPMV-1 spezifischen Taubenserums (1), sowie
monoklonaler Antikérpern spezifisch fir das NP-Protein (2), das P-Protein (3), das
HN-Protein (4) und die Reaktion eines F-Protein spezifischen Serums aus einem
Kaninchen (5) mit dem Antigen APMV-1 LaSota im Western Blot. Durch die
spezifischen Reaktionen der Antikérper konnten die Virusproteine charakterisiert und

an Hand des mitgefihrten Markers das spezifische Gewicht errechnet werden.

Mit dem Ziel, eine Virusmenge zu ermitteln, bei der die vier virusspezifischen
Hauptbanden HN, P/NP/F1 und M im Western Blot eine deutliche Reaktion
aufwiesen und Hintergrundreaktionenen maoglichst gering ausfielen, wurden
verschiedene Virusmengen pro Spur untersucht (Abb. 14). Hierflr wurden von der
Antigenverdinnung pro Spur 5, 10, 15 bzw. 20ul eingesetzt. Die Volumina enthielten
1,25ug, 2,549, 3,75ug bzw. 5ug Antigen. Bei der gréBten Menge des Antigens (5ug),
traten mit dem PPMV-1 positiven Taubenserum in einer Verdinnung von 1:800 die 4
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Hauptbanden sowie unspezifische Banden im Bereich von 34 kDa auf. Bei der
geringsten verwendeten Menge (1,25ug), kam es zum Verblassen der HN-Bande.
Beim Einsatz von 2,5 pg und 3,75 pg waren alle vier virusspezifische Banden gut zu
erkennen, unspezifische Banden traten nicht auf. Es gab zwischen den beiden
Konzentrationen keinen wesentlichen Unterschied im Reaktionsmuster. Im
Folgenden wurde die Virusmenge gewahlt, bei welcher die vier Hauptbanden noch
gut sichtbar waren und die den geringsten Antigeneinsatz forderte, was auch
unspezifische Reaktionen verringert. Demnach wurde fir die weiteren Versuche als

Virusmenge von 2,5ug pro 0,5cm Lauffront gewahlt (Abb. Nr. 14).

MW in kDa
1 2 3 4
130
92
72 <4HN
<«F1/P
95 <NP
43
- <
34
26 - ~

Abb. 14: Titration des APMV-1 Antigens

Variierende Mengen einer APMV-1 Virusaufreinigung wurden in der SDS-Page
aufgetrennt und im Western Blot mit einem PPMV-1 positiven Taubenserum bei einer
Verdinnung von 1:800 getestet. An den Seiten ist ein mitgeflrter Marker mit der
Angabe des Molekulargewichtes der jeweiligen Bande sichtbar. Pro Spur wurden
folgende Mengen Virusaufreinigung eingesetzt:

1,25ug (1); 2,519 (2); 3,75ug (3) und 5 pg (4)
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4.3.3.2 Kreuzreaktionen anderer APMV-Stamme mit APMV-1

In einem weiteren Vorversuch sollten Kreuzreaktionen anderer APMV-Serotypen mit
dem APMV-1 Antigen im Western Blot abgeklart werden.

Hierflr wurden Western Blot-Analysen mit serotypspezifischen Hyperimmunseren
durchgefihrt. Ein APMV-1 positives Hyperimmunserum wies im Bereich des
HN-Proteins eine relativ schwache, im Bereich der Doppelbande und des M Proteins
eine deutlich starkere Reaktion auf (Abb. 15 Nr. 1). Dartberhinaus waren schmale
virusunspezifischen Banden unterhalo 43 kDa sichtbar. Auch das APMV-7
Hyperimmunserum reagierte mit alle vier Banden, zeigte jedoch eine sehr schwacher
Reaktion im Bereich des unteren Teils der Doppelbande. AuBer durch das APMV-1
Hyperimmunserum wurde nur durch das APMV-9 Hyperimmunserum die
Doppelbande in starker Intensitat erkannt. Eine Doppelbande in Kombination mit der
M-Bande zeigte sich bei Einsatz der Seren APMV-6 und 9, allerdings fiel die
Reaktion mit der unteren Doppelbande hier sehr schwach aus. Andere Seren wiesen
eine unterschiedlich starke Reaktivitdt nur im Bereich der oberen Doppelbande
(APMV-2 und -3T) auf. Bei anderen Seren war hierzu zusatzlich die M-Bande
sichtbar ( APMV-3(P), 4 und -8).

Am haufigsten und intensivsten waren insgesamt die Kreuzraktionen im Bereich der
oberen Doppelbande (F1, P, NP- Proteine) im Bereich von etwa 55 kDa sowie des
M-Proteins (Tab. 9). Alle vier virusspezifischen Banden wurden nur durch das APMV-

1 Hyperimmunserum deutlich erkannt.
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Tab 9:
Reaktionen der APMV Antiseren 1-9 und den Proteinen von APMV-1 im

Western Blot

APMV-Hyperimmunseren
1 2 3(P) 3(T 4 6 7 8 9
HN X X
DB X X X X X X X X X
DB X X X X X
M X X X X X X X
X starke Reaktion x schwache Reaktion
MwW
in
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9
170
130
95
72 - , <HN
55 -
- - e 0 8 = <F1,P,NP
- " <4NP
43
‘ = - B <M
34 B
Abb. 15:

Kreuzreaktionen zwischen APMV-Hyperimmunseren und APMV-1

Getestet wurde eine Kreuzreaktion von gegen verschiedene APMV-Stdamme
gerichteten Hyperimmunseren der APMV mit dem Antigen APMV-1 im Western Blot.
Hierbei wurde das APMV-1 Hyperimmunserum in einer Verdinnung 1:5000

eingesetzt, alle anderen Seren in einer Verdinnung 1:1000. Uber den mitgefiihrten
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Marker lassen sich die Molekulargewichte der durch die Antikdrper erkannten
Proteinbanden ermitteln. Verwendet wurden die Hyperimmunseren gegen die
Serotypen:

APMV-1 (1), APMV-2 (2), APMV-3 (P) (3), APMV-3 (T) (4), APMV-4 (5), APMV-6 (6)
APMV-7 (7), APMV-8 (8) und APMV-9 (9)

Da die Anzucht von Virus im embryonierten Hihnerei erfolgt, kénnen in einer
Virusaufreinigung folglich auch Proteine der Amnioallantoisflissigkeit enthalten sein.
Zur Abklarung, ob es sich bei den festgestellten Kreuzreaktionen um virusspezifische
Reaktionen oder aber um Kreuzreaktionen mit anderen in der Virusaufreinigung
vorhandenen Proteinen handelte, wurden folglich die entsprechenden

Hyperimmunseren mit infizierter Amnioallantoisfliissigkeit getestet (Abb. 16).

Hierfir wurde nach dem gleichen Protokoll aufgereinigtes und in der SDS-page
aufgetrenntes H5N1 eingesetzt. Die Membranstreifen wurden mit den gegen die
Seroypen -1,- 2, -3P, -3T, -4, -6, -7, -8 und -9 gerichteten Hyperimmunseren
untersucht. Es kam zu Reaktionen im Bereich von ca. 50 kDa durch die
Hyperimmunseren 1, 7, und 8. Darliber hinaus kam es bei den Seren -6, -7, und -8
zu einer Reaktivitat im Bereich von ca. 170 kDa. Alle anderen Hyperimmunseren
zeigten  keine  Kreuzreaktionen ~mit den  Proteinen  der infizierten

Amnioallantoisflissigkeit.
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Abb. 16:

Kreuzreaktionen von APMV-Hyperimmunseren mit Proteinen einer

H5N1 infizierten Amnioallantiosfliissigkeit

Dargestellt sind Reaktionen der Hyperimmunseren gegen die Serotypen APMV-1 (1),
6 (2) 7 (3) und 8(4), in der eingesetzten Verdinnung von 1:1000 mit Proteinen der
Amnioallantiosflissigkeit einer HSN1 Aufreinigung im Western Blot. Die H5N1
Aufreinigung war nach dem selben Protokoll hergestellt wie die fir die Tests
verwendete APMV-1 LaSota Aufreinigung und wurde in einer Konzentration von 0,57
HQg pro mm eingesetzt.

4.3.3.3 Titration eines definiert positiven Taubenserums

Es sollte untersucht werden, welche Virusproteine die durch die Serumantikérper im
Western Blot erkannt werden kdnnen und mit welchen Virusproteinen diese
schwerpunktmaBig reagieren. Des Weiteren sollte eine geeignete Serumverdiinnung
fur die nachfolgenden Tests ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurde eine Titration
eines PPMV-1 positiven Taubenserums vorgenommen (Abb. 17). Bei Einsatz der
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ersten zwei Serumverdinnungsstufen (1:200 und 1:400) des PPMV-1 positiven
Taubenserums zeigten sich die Doppelbande sowie je eine deutliche breite Bande im
Bereich des HN- und des M-Proteins. Diese Banden erschienen bei der zweiten
Verdlnnungsstufe geringflgig blasser als bei der ersten, jedoch war auch die
Hintergrundreaktionen nicht so ausgepragt. Zusatzlich waren zwei schmalere
unspezifische Banden im Bereich zwischen 55 und 43 kDa sichtbar und vier schmale
unspezifischen Banden unterhalb 43 kDa. Ab einer Verdinnung des eingesetzten
Positivserums von 1: 800 traten die schmalen unspezifischen Banden nicht mehr auf,
wahrend die Banden des HN- und des M-Proteins bereits blasser wurden.
AnschlieBend verblasste zunachst die HN Bande bei einer Verdiinnung von 1:1600,
danach die M Bande bei einer Verdinnung von 1:3200. Bei weiterer Verdinnung
(1:6400) verblasste schlieBlich der untere Teil der Doppelbande, so dass zuletzt nur
noch der obere Teil der Doppelbande sichtbar blieb. Dieser war spater bei einer
Serumverdinnung von 1:12800 nicht mehr zu erkennen. Fir die weiteren Versuche
wurde die Serumverdinnung 1:800 gewahlt, bei der die vier virusspezifischen
Hauptbanden noch deutlich zu erkennen waren und praktisch keine
Hintergrundreaktionen mehr auftrat. Ein definiert APMV negatives Taubenserum
wurde mit der ausgewahlten Verdinnungsstufe (1:800) im Western Blot untersucht.
Es zeigte sich eine schmale Bande mit geringer Intensitdt im oberen Teil der
Doppelbande (Abb. 19, Nr. 2) Auch der Schwerpunkt der Kreuzreaktivitdten der
anderen APMV-Serotypen lag in diesem Bereich (Abb. 15). Demnach wurden in den
weiteren Untersuchungen diese Bande, wenn sie alleine auftrat, als mdglicherweise
virusunspezifisch gewertet und das entsprechende Serum als negativ gewertet. Da
bei dem PPMV-1 positiven Taubenserum die Reaktion im Bereich der Doppelbande
am starksten ausfiel, so dass sie auch bei der Verdiinnung des Positivserums von
1:3200 noch erkennbar war, wurden Seren die im Bereich der vollstandigen
Doppelbande reagierten, als positiv gewertet.
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Abb. 17

Verdiinnungsstufen eines PPMV-1 positiven Taubenserums

Es wurden die Reaktionen der Antikérper eines PPMV-1 positiven Taubenserums mit
den Proteinen von APMV-1 im Western Blot getestet. Dabei wurde das positive
Taubenserum in abnehmenden Konzentrationsstufen eingesetzt. Mit zunehmender
Verdiinnung des Serums ist eine Abnahme der Bandenanzahl zu erkennen.
Verdinnungsstufen:

1) 1:200 2) 1: 400 3) 1:800 4) 1: 1600 5) 1:3200 6) 1: 6400 7) 1: 12800

4.3.3.4 Untersuchung der Ringeltaubenseren im Western Blot

Samtliche 241 Ringeltaubenseren wurden einer Untersuchung auf APMV-1
spezifische Antikdrper mittels Western Blot zugefihrt. Bei der Bewertung der
Reaktionen der Ringeltaubenseren im Western Blot wurde darauf geachtet, ob und
an welcher Stelle virusspezifische Banden auftraten. Es lieBen sich

unterschiedlichste Bandenmuster feststellen (Abb. 18). Bei einem Teil der Seren war
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eine Reaktion mit allen vier virusspezifschen Banden gleichzeitig anzutreffen (HN,
DB1, DB2, M). Beim Auftreten von drei virusspezifischen Banden kam es zu
Kombinationen der Doppelbande (DB 1+2) mit der HN- oder M-Bande. Bei zwei
virusspezifischen Banden handelte es sich zumeist um die Doppelbande, aber auch
der obere Teil der Doppelbande in Kombination der HN- oder M-Bande kam vor. Die
Intensitat der Reaktion mit den Virusbanden war unterschiedlich ausgepragt, meist
trat die Doppelbande im Vergleich zu anderen Virusbanden deutlicher hervor. Auch
unterschieden sich die Banden in lhrer Breite. Meist handelte es sich um Banden,
deren Breite mit denen des positiven Kontrollserums vergleichbar waren, es kamen
jedoch auch weitaus schmalere Banden vor. (Abb. 18, Nr. 12-15).

erfolgte Anhand der Doppelbande eine Einteilung der Seren in positiv, unabhangig
von ihrer Intensitat und Breite sowie anderen auftretenden Banden.

Bei einigen Seren war nur eine einzige virusspezifische Bande festzustellen. Hierbei
handelte es sich zumeist um den oberen Teil der Doppelbande, aber auch die M
Bande trat isoliert auf. Einige Seren zeigten im Western Blot keinerlei Reaktion mit
den Virusproteinen. Alle Seren, die nur den oberen Teil der Doppelbande (DB 1)
oder gar keine Virusbande aufwiesen galten als negativ (Abb. 19).

Seren die mindestens eine Virusspezifische Bande aufwiesen, die nicht dem oberen
Teil der Doppelbande entsprach, aber die Doppelbande nicht oder nicht vollstandig

erkannten, wurden als fraglich eingestuft.

Banden die nicht virusspezifisch waren, hatten keinen Einfluss auf die Bewertung
der Seren. Einige Seren verursachten eine starke Hintergrundreaktionen die den
Membranstreifen vollstandig schwarzten, so dass virusspezifische Reaktionen nicht

mehr zu ermitteln waren. Diese Seren waren nicht auswertbar.
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Abb. 18:

Reaktionsmuster von als positiv bewerteten Taubenseren

Insgesamt 241 Ringeltaubenseren wurde im Western Blot bei einer Verdiinnung von
1:800 mit dem APMV-1 Antigen getestet. Abgebildet sind Reaktionsmuster von
Ringeltaubenseren, die im Western Blot mit APMV-1 im Bereich der
virusspezifischen Doppelbande reagierten und daher als APMV-1 positiv gewertet
wurden. Dargestellt sind verschiedene Bandenmuster positiv bewerteter Seren:

e definiertes positives Taubenserum (1)

e Seren mit 4 virusspezifischen Banden (2-4)

e Seren mit 3 virusspezifischen Banden (6-8)

e Seren mit 2 Banden (virusspezifischer Doppelbande) (9-11)

e Seren mit schmalen Banden im Bereich der virusspezifischen Proteine (12-15)
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Abb. 19:

Reaktion von APMV-1 positiven und negativen Taubenseren mit APMV-1 im
Western Blot

Abgebildet ist die Reaktion eines PPMV-1 positiven Taubenserums mit APMV-1
Proteinen im Western Blot (1). Im Vergleich hierzu sind unspezifische Reaktionen
von einem definiert negativem Taubenserum (2), sowie im Western Blot negativ
bewerteten Ringeltaubenseren dargestellt, die nur den oberen Teil der Doppelbande
erkannten.

Am haufigsten trat bei den als positiv bewerteten Seren nur eine Doppelbande auf,
gefolgt von Seren, bei denen alle vier zu erwartenden virusspezifischen Banden
auftraten (Tab. 10). Etwas seltener waren Kombinationen der Doppel- mit der
M-Bande zu beobachten. Die Doppelbande in Verbindung mit der HN-Bande war am

seltensten unter den als positiv bewerteten Seren vertreten.
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Tab. 10:
Reaktionsmuster von im Western Blot APMV-1 positiv bewerteter

Ringeltaubenseren

Virusbanden 2 3 3 4

HN X X

DB1 X X X X

DB2 X X X

M X X

Anzahl der Seren 36 7 22 28
Anteil in Prozent! 38% 8% 24% 30%

Gesamt: 93 Seren

' Prozentualer Anteil bezogen auf alle Seren dieser Gruppe
X = variierende Reaktivitat der mit dieser Bande

Bei den als negativ zu bewertenden Seren kamen Seren ohne eine Bande etwa
ebenso haufig vor wie Seren die eine Bande zeigten, die sich auf derselben Hbhe

wie die des definierten negativen Taubenserums befand (Tab. 11).

Tab. 11:
Reaktionsmuster von im Western Blot APMV-1 negativ bewerteter

Ringeltaubenseren

Virusbanden 1 0
HN
DB1 X
DB2
M
Anzahl der Seren 53 49
Anteil in Prozent! 92 % 48 %

Gesamt 102 Seren

' Prozentualer Anteil bezogen auf alle Seren dieser Gruppe
X = variierende Reaktivitat der Seren mit dieser Bande

-79 -




-ERGEBNISSE -

Seren, die im Bandenmuster zwar virusspezifische Banden, nicht jedoch die
Doppelbande aufwiesen, traten nur vereinzelt auf und wurden als fraglich beurteilt.
Nicht auswertbar auf Grund zu starker Hintergrundreaktionen, waren etwa 11% der
Seren (Tab. 12).

Tab. 12:
Reaktionsmuster von im Western Blot APMV-1 nicht eindeutig zuzuordnende
Ringeltaubenseren

Virusbanden Fragliche Seren n.a.2
HN X X
DB1 X X X
DB2
M X X X
Anzahl der Seren 15 31
Anteil in Prozent! 33% 67%
Gesamt 46

' Prozentualer Anteil bezogen auf alle Seren dieser Gruppe
2 nicht auswertbare Seren

X = variierende Reaktivitdt der Seren mit dieser Bande

4.3.4 Vergleich der Ergebnisse des Western Blot und des ELISA

Nach der Bewertung des ELISA (ber die anhand der SPF-Seren definierten
Ausschlussgrenze von 0,08, lieBen sich 222 positive Seren ermitteln. Demgegentber
konnten durch den WB nur 93 positive Seren festgestellt werden. Damit bestand
zwischen den Ergebnissen beider Testverfahren eine groBe Diskrepanz.

Bei den Ringeltaubenseren mit unbekannten APMV-Status war eine genaue
Zuordnung in positiv oder negativ nur an Hand des visuell Gberprifbaren
Ergebnisses im Westerblot mdglich. Einige Seren waren hier jedoch nicht auswertbar
oder nicht genau zuzuordnen. Um den ELISA bewerten zu kénnen, wurden die

Seren ausgewahlt, zu welchen der Western Blot ein eindeutiges Ergebnis liefern
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konnte. Diese Gruppe umfasste 195 Seren mit 93 positiven und 102 negativen
Seren. Nun wurde den als Western Blot positiv bzw negativ definierten Seren ihr im
ELISA erreichter S/P-Wert zugeordnet (Abb. 20). Es stellte sich heraus, dass das
Niveau der S/P-Werte der WB-positiven Seren insgesamt héher lag als das der WB-
negativen Seren. Es konnten jedoch WB-positive Seren sehr niedrige Werte im
ELISA aufweisen und umgekehrt wurden WB-negative Seren mit sehr hohen S/P-
Werten verzeichnet werden. Insgesamt reichte die Verteilung der S/P Werte bei den
WB-positiven Seren von 0,05 bis 0,98 und bei den WB-negativen Seren von 0,00 bis
0,82. Nicht nur die meisten S/P Werte der WB positiven lagen weit Gber der
ermittelten Ausschlussgrenze von 0,08, auch WB-negative Seren wiesen zu GroBtell
weit Uber der Ausschlussgrenze liegende S/P-Werte auf.

S/P-
Wert 1,00

0,80

0,60 |

040 H|“"“"”|||IIII|||m.....

0,20 (ilieeeeeeere |
0.08 »

0,00

WB-positive und negative Seren
Abb. 20:

Ergebnisse des ELISA und des Western Blot im Vergeich

Die Abbildung zeigt die im Western Blot als positiv bzw. negativ definierten Seren
und ihre dazugehdrigen S/P-Werte. Fir jedes getestete Serum gilt ein Strich, dessen
Farbe dem Ergebnis des Western Blots entspricht und dessen Lange abhangig ist
vom S/P-Werte des ELISA.

(A) Western Blot negative Seren (A) Western Blot positive Seren
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Der Median der S/P-Werte der WB-negativen Seren lag bei diesem Vergleich
deutlich niedriger als bei den WB-positiven Seren (Abb. 21). Bei den WB-positiven
kam es zu einer breiteren Streuung der S/P Werte als bei den WB-negativen.

Zwischen den S/P-Werten der beiden Gruppen konnte mittels Wilcoxon

Rangsummentest ein signifikanter Unterschied (P-Wert 0,03) festgestellt werden.

1,0 A 0
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0,8 - ° '
|
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Abb. 21:

Verteilung der S/P im ELISA von uber den Western Blot definierten Seren

Die S/P-Werte des ELISA wurden anhand der Western Blot Ergebnisse seropositiven
oder seronegativen Tieren zugeordnet. Die S/P-Werte der Western Blot-negativen
Seren unterschieden sich signifikant von denen der Western Blot-positiven. In beiden
Gruppen kam es zu einer breiten Streuung der S/P-Werte. Innerhalb der Box
befinden sich 50% der S/P Werte, der Balken innerhalb der Box beschreibt den
Median der Werte. Einzelne Werte wichen stark vom Medianwert ab.

(Quelle: WILKING, FLI-Wusterhausen)

Die Ergebnisse des Vergleichs der beiden Testverfahren flihrten zu der Annahme,
dass die Ringeltaubenseren im ELISA mdglicher Weise eine hohe
Hintergrundreaktionen hervorriefen und daher die Uber die SPF-Tauben erstellte
Ausschlussgrenze fur die Bewertung des Tests nicht geeignet war. Anhand der tUber
den WB vorgenommenen Gruppierung der S/P Werte in positiv und negativ, wurde
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mittels ROC-Analyse die Ausschlussgrenze fir den ELISA ermittelt, die mit der
besten Sensitivitat und Spezifitdt einherging. (Abb. 22). Dieser Wert lag bei 0,27. Mit
dieser Ausschlussgrenze lag die Sensitivitat des ELISA bei 0,74 und die Spezifitat
bei 0,70. Mit dieser Ausschlussgrenze wurde eine weitaus groBere Testsicherheit
des ELISA erzielt als mit der Uber die SPF-Seren ermittelte Ausschlussgrenze (Tab.
13). Die ,area under the curve“ (AUC) betrug bei dieser Ausschlussgrenze 0,72, was
eine mittelmaBige Testqualitat bedeutet.

1 ,—f/_/_’//_/““
0,2 -
’E 0,4 A
=
7] 0,6 -
c
&
cut off: 0.27
0.8 - Sensitivity 0.7419
Specificity: 0.7059
1,0 - AUC: NaN
I I I I T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 0,0
Spezifitat
Abb. 22:

Ermittlung der besten Ausschlussgrenze (Cut off) fir die Bewertung des ELISA
mittels ROC-Analyse

FlOr die Berechnung der Ausschlussgrenze wurden fur alle Méglichkeiten in 0,01
Abstéanden zwischen 0 und 1 die zugehérige Sensitivitat und Spezifitdt errechnet. In
Abhangigkeit dieser Werte kommt es zu einem Eintrag in den Graphen. Die
Ausschlussgrenze die sich dabei dem linken oberen Eck am meisten nahert, gibt
dabei das beste Ergebnis im untersuchten Testverfahren und liegt hier bei 0,27. Die
AUC liegt bei dieser Ausschlussgrenze bei 0,72.

(Quelle: WILKING, FLI-Wusterhausen)
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Tab. 13:
Testgenauigkeit des ELISA bei unterschiedlichen Ausschlussgrenzen
Ausschlussgrenze WB positiv | WB negativ | Sens | Spez
ELISA pos 90 3
0,08 ELISA neg 89 13 97% | 13%
ELISA pos 69 30
0,27 ELISA neg 24 72 74% | 70%

Es sollte anschlieBend Uberprift werden, ob es sich bei den Im Western Blot

fraglichen Seren um zuféllige Ereignisse handelte, oder um stark positive oder stark

negative Seren. Dafiir wurden die S/P-Werte dieser Gruppe mit den S/P-Werten der

WB-negativen und positiven Seren verglichen (Abb. 23). Hier zeigte sich, dass die

ELISA-Werte der fraglichen Seren im Bereich zwischen positiv und negativ

anzusiedeln waren. Die Spanne reichte hier von 0,01-0,5.
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Abb. 23:

Verteilung der S/P-Werte der WB negativen, positiven und fraglichen Seren.

Dargestellt ist die Verteilung der S/P Werte der Seren nach ihrer Einteilung in die

durch den WB ermittelten Gruppen. Die Median der fraglichen Seren lag dabei
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zwischen den Medianen der positiven und negativen Seren. (Quelle: Hendrick
Wilking, FLI-Wusterhausen)

4.3.4.1 Ermittlung der analytischen Sensitivitat des ELISA und des
Western Blot

Um zu ermitteln, wie die tatséchliche analytische Sensitivitat des ELISA im Vergleich
zum Western Blot bei der Ausschlussgrenze von 0,27 zu beurteilen war, wurden
sechs im Western Blot als positiv bewertete Seren sowohl im Western Blot als auch
im ELISA titiriert.

Im Western Blot wurde bei steigender Verdinnung eine Abnahme der
Bandenintensitat und Bandenanzahl festgestellt (Abb. 24). Je nach Testserum waren
die Banden anfangs in unterschiedlicher Anzahl und Intensitat vorhanden, und so
verblassten sie auch bei sinkender Serumkonzentration in unterschiedlicher
Reihenfolge. Zuletzt blieb hier jedoch auch in jedem Fall die Doppelbande bestehen.
Die ersten zwei Verdinnungsstufen wiesen teilweise noch  starke
Hintergrundreaktionen auf. Die Doppelbande war bis zu einer Verdinnung von 1:800
bei allen sechs Seren noch sichtbar. Ab der flinften Verdiinnungsstufe (1:3200), war
sie nur noch bei zwei Seren sichtbar, ab der sechsten (1: 6400) war die Doppelbande
bei keinem Serum mehr sichtbar. Der Endtiter der Seren lag damit zwischen 800 und
3200.

Bei der Verdinnung dieser sechs positiven Seren im ELISA kam es zu einem
gleichmaBigen Absinken der S/P-Werte im Laufe der Verdinnung (Abb. 25). Die
Anfangs-S/P-Werte lagen zwischen 0,89 und 1,34, welche bis zur 11.
Verdinnungsstufe sich immer weiter dem Wert 0 ndherten. Beim ELISA lag der
Endtiter der Seren fiir eine positive Bewertung zwischen 1:400 und 1:12800.

Im Vergleich zum Western Blot zeigte der ELISA unter Bewertung der

Ausschlussgrenze von 0,27 eine geringere Sensitivitat (Tab. 14).
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Abb. 24:

Verdiinnungsstufen von positiven Ringeltaubenseren

Dargestellt sind sechs positive Ringeltaubenseren, die jeweils in den
Verdinnungsstufen 1: 200., 1: 400, 1: 800 1:1600 1:3200 und 1: 6400 im Western
Blot getestet wurden. Dabei kam es zu einem Verblassen der Doppelbande in
unterschiedlichen  Verdinnungsstufen. Es wurde und die maximale

Verdinnungsstufe fir eine positive Bewertung ermittelt.
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Abb. 25:

SP-Werte im Verlauf der Verdiinnung von positiven Ringeltaubenseren

Getestet wurden im ELISA die zuvor im Western Blot titrierten positiven Taubenseren
in den Verdinnungsstufen 1:50-1:512000. Dargestellt ist der Verlauf der S/P-Werte
der entsprechenden Seren in Abhangigkeit zu Serumkonzentration.

Zuordung der Seren zu den Seren im Western Blot:

mA *B ¢C eD — E AF
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Tab. 14:
Vergleichende Titrationen APMV positiver Ringeltaubenseren im Western Blot
und ELISA

Serum- Serum mit letzer Titerstufe fiir eine positive Bewertung

verdiinnung
A B C D E F
1:400 - -
1:800 Y m
1:1600 ° om om
1:3200 ° ®
1:6400
1:12800 -
1:25600
1:51200
Western Blot-positiv (o)

ELISA-Positiv bei Ausschlussgrenze 0,27 ( W )

4.3.5 HAH mit den Antigenen APMV-2-9

Da der Western Blot und der ELISA mehr positive Ergebnisse ergaben als die HAH
Untersuchung mit dem APMV-1 Antigen, sollte fiur die WB-positiven
Ringeltaubenseren abgeklart werden, ob evil. Serumantikdrper mit anderen
APMV-Serotypen als APMV-1 im HAH reagierten. Daher wurden diese Seren gegen
die Antigene APMV -2, -3(P), -3T, -6, -7, -8 und -9 getestet.

Durch den Einsatz von spezifischer Hyperimmunseren gegen die Serotypen
APMV-1, -2, -3(P), -3(T), -5, -6, -7. -8 und -9, die jeweils mit jedem Antigen gestestet

wurden, lieBen sich Kreuzreaktionen zwischen den Seren und den Antigenen
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darstellen (Tab. 15). Kreuzreaktionen von APMV-1 Seren konnten vor allem mit dem
Antigen APMV-3 beobachtet werden und mit dem APMV-1 Antigen konnten vor
allem Kreuzreaktionen durch die Hyperimmunseren ausgelést werden, die gegen die
Antigene -3, -6 und -7 gerichtet waren. Kreuzreaktionen mit dem Antigen PPMV-1
waren ofters zu beobachten und fielen starker aus als mit dem Antigen APMV-1. Die
meisten Kreuzreaktionen wurden durch die Hyperimmunseren 1 und 7 ausgeldst.
Antigene bei denen die meisten Kreuzreaktionen auftraten waren PPMV-1 und
APMV-3(P).

Tab. 15:
Kreuzreaktionen zwischen Hyperimmunseren und Antigenen verschiedener
APMV-Serotypen

APMYV - Seren

1 1p 2 3T 3P 4 6 7 8 9

1 9 8 3 <1 1 4 5 7 2 3

1p 7 11 3 5 3 5 6 6 4 5

GE, 2 1 2 10 <1 <1 4 5 <1 5 2
= 3T | 7 7 | <1 | 8 [ 8 <1 <1 < 3 5
EI 3P 6 8 2 7 11 5 5 7 4 5
& 6 3 <1 5 1 2 5 9 <1 6 2
7 3 4 2 <1 <1 4 4 10 4 3

8 3 6 6 <1 <1 6 7 7 12 4

9 4 6 1 <1 5 3 3 <1 <1 12

(m) Reaktion mit dem homologen Antigen
(m) Titerunterschied zur Reaktion mit dem homologen Antigen < 4

Beim Einsatz der WB-positiven Ringeltaubenseren reagierte mit dem Antigen
APMV-2 ein Serum mit einer Hemmung der Agglutination bis zur dritten Titerstufe
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(Tab. 16). Mit dem Antigen APMV-8 riefen 2 Seren eine Hemmung bis zur ersten,
zwei bis zur zweiten und 2 Seren eine Hemmung bis zur dritten Titerstufe hervor.
Dabei handelte es ich bei dem einen Serum welches die Hamagglutination bis zur
dritten Titerstufe hemmte um dasselbe Serum welches auf APMV-1 zu der
Hemmung von 5 bzw. 6 Titerstufen flihrte. Andere hier positiv reagierende Seren
reagierten mit APMV-1 negativ.

Tab. 16:
Reaktionen WB positiver Taubenseren im HAH mit anderen APMV Antigenen
als APMV-1

Titerkennzahl

APMV <1 1 2 3 4 Positiv’
2 92 1 0
3 93 0
3 93 0
6 93 0
7 93 0
8 88 2 2 2 0
9 93 0

1 Seropositiv nach Richtlinie 92/66/EWG: >3

4.3.6 Vergleich aller serologischen Ergebnisse

Von den Seren bei denen im HAH mit APMV-1 eine Hemmung bis zur 3.
Verdinnungsstufe auftrat, stellten sich im WB nur 13 von 35 Seren als
WB-Positivseren heraus. Dabei war als Trend eine Zunahme des Anteils
WB-positiver Seren mit steigender Titerstufe im HAH zu erkennen. (Abb. 26). Bei der
1. Titerstufe betrug der Anteil WB-positiver Seren an allen hier reagierenden Seren
nur 6 %. Bei der Titerstufe 3 waren 31% der hier reagierenden Seren auch Uber den
WB als positiv definiert. Bei der Titerstufe 3 reagierten nur zwei Seren, von denen
eines WB positiv war. Uber den ELISA waren von den im HAH schwach
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reagierenden Seren 15 bei einer Ausschlussgrenze von 0,27 als positiv zu
beurteilen. Das Serum welches im HAH mit LaSota bis zur 6. und mit PPMV-1 bis zur
5. Verdinnungsstufe positiv ausfiel, wies im Western Blot alle vier virusspezifischen
Banden auf und war in der Bandenbreite und Intensitdt mit dem definierten
Positivserum vergleichbar. Im ELISA zeigte es einen S/P-Wert von 0,83.

HAH-Titer 1 HAH-Titer 2

94 % 50 %

Abb. 26:

Vergleich der Titerstufen des HAH mit den Ergebnissen des Western Blot
Dargestellt ist die Verteilung der Western Blotergebnisse der Seren, die im HAH
einen Titer von 1 oder 2 aufwiesen. Bei beiden Titerstufen reagierten 16 Seren mit
dem Antigen APMV-1 LaSota. Bei einem Titer von 3 war ein von zwei Seren durch
den Western Blot positiv bewertet. Ein Serum das einen Titer von 6 erhielt, war
ebenfalls im Western Blot positiv und wies hier 4 virusspezifische Banden auf.

B WB positive Seren @ WB negative Seren B im WB nicht auswertbare Seren

D WB fragliche Seren
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4.4 PRAVALENZSCHATZUNG VON APMV BEI RINGELTAUBEN

Zur abschlieBenden Beurteilung aller Serumproben bezogen auf die Jahre 2007 und
2008, wurden die Testergebnisse der seropositiven Proben von WB und ELISA
verglichen. Zunachst wurden die Ergebnisse des WB analysiert. Da durch den WB
einige Seren nicht bewertet werden konnten, wurden eine minimale und ein
maximale Anzahl fUr die positiv ausfallenden Seren errechnet. (Tab. 17). Dabei
wurden die fraglichen Seren dem positiven bzw. dem negativen Bereich zugeordnet.

Innerhalb des entstandenen Intervalles war die wahre Pravalenz zu erwarten.

Tab. 17:

Minimale und maximale Jahresverteilung der positiven Ergebnisse im WB
Jahr n mind. pos. max. pos.
2007 134 22% 62%
2008 107 17% 52%

Bei einer Ausschlussgrenze von 0,27 wurden alle Seren im ELISA entweder positiv
oder negativ bewertet. Aus der sich daraus ergebenen Pravalenz lieB3 sich unter
Berlcksichtigung der Werte der bekannten Sensitivitdt und Spezifitdt des Tests bei
dieser Ausschlussgrenze die wahre Pravalenz errechnen (Tab. 18). Das
Konfidenzintervall fir dieses Testergebnis lag bei 0,95.

Tab. 18:
Jahresverteilung der positiven Ergebnisse im ELISA und wahre Pravalenz
Wahre
Jahr n ELISA - positiv Pravalenz
2007 134 52% 51%
2008 107 47% 40%

Damit lagen die errechneten Pravalenzen des innerhalb des ELISA innerhalb des
durch den Western Blot vorgegebenen Intervalls.
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5. DISKUSSION

5.1 GRUND UND ZIEL DER UNTERSUCHUNGEN

Trotz weltweiter umfangreicher BekampfungsmaBnahmen gegen das Newcastle
Disease Virus (NDV, APMV-1), kommt es immer wieder zu Ausbrichen unter
Gefliigel, welche erhebliche wirtschaftliche Verluste nach sich ziehen kénnen.

Ohne das Wissen, in welchem Umfang und welche Stdmme bei Wildvdgeln
anzutreffen sind, ist das von ihnen ausgehende Gefahrdungspotential fir
Wirtschaftsgefligel und auch fir Brieftaubenhaltungen nicht abzuschatzen (EFSA,
2007).

Ringeltauben besitzen auf Grund ihrer anzunehmenden Empfanglichkeit fir APMV-1
(PLACIDI und SANTUCCI, 1954; KALETA und BALDAUF, 1988), ihrer hohen Anzahl
in Deutschland, ihrer Nahe zum Wirtschaftgeflligel und lhres Migrationsverhaltens
maoglicherweise ein besonderes Potential, als Vektor fir APMV-1 zu fungieren.

In der vorliegenden Arbeit sollte eine Uber einen Zeitraum von zwei Jahren in
Nordrhein Westfalen gesammelte Stichprobe mit einem Umfang von 241
geschossenen Ringeltauben serologisch und virologisch auf die Prasenz aviarer

Paramyxoviren untersucht werden.

5.2 UNTERSUCHUNG DER RINGELTAUBEN

5.2.1 Probennahme

Das gewahlte Gebiet flr die Beprobung der Ringeltauben lag in Nordrhein Westfalen,
wo innerhalb Deutschlands die hdchste Populationsdichte unter Ringeltauben
herrscht. Dies wird durch die jahrlich zunehmenden Jagdstrecken widergespiegelt
(DJV, 2005). Diese ist von 1987 bis 2005 von ca. 300.000 auf tGber 600.000 erlegte

-93 -



-DISKUSSION -

Ringeltauben angestiegen und hat sich damit innerhalb von 18 Jahren mehr als
verdoppelt.

Flr die Beprobung einer Ringeltaubenpopulation kommen nur erlegte Tiere oder
Lebendfange in Betracht. Lebendféange bringen einen enormen Aufwand mit sich und
massten eigens fir die Untersuchung durchgefihrt werden. Ringeltauben werden
aber unabhangig davon jahrlich, auf Grund des landwirtschaftlichen Schadens den
sie verursachen, geschossen. Der Vorteil der Beprobung von geschossenen Tauben
lag weiter darin, dass viele Tauben in einem relativ kurzen Zeitraum aus einer
bestimmten Gruppe (Schwarm) zur Verfligung standen und so eine Stichprobe einer
Population untersucht werden konnte.

Der Nachteil bestand in einem relativ eingeschréankten Beprobungszeitraum in den
Sommermonaten, da sich die Ringeltauben nur dann in groBen Schwarmen auf
Ackern aufhalten, wo sie erlegt werden kénnen. Des Weiteren konnten die Proben
nicht steril entnommen werden. Insbesondere bei der Blutentnahme ist zu beachten,
dass durch die Schrotgeschosse teilweise Darm verletzt wurde, was zum Austritt von
Darminhalt flhrte und damit zu bakteriellen Verunreinigung von Blut und
Organproben fihren konnte. Auch bei verzdgerter Probennahme konnte es
beginstigt durch die warmen Sommertemperaturen schnell zum Austritt von
Darmbakterien und damit zur Kontamination des Probenmaterials kommen.
Bakterielle Kontamination der Proben hat vor allem einen méglichen Einfluss auf den
Virusnachweis mittels Anzucht und die serologischen Testverfahren, wahrend sie die
RT-PCR nicht wesentlich beeinflusst. Auch war durch meist schon geronnenes Blut
eine Serumgewinnung erschwert. Als Alternative zu Serum steht daher die
Gewinnung von antikérperhaltigem Fleischsaft in der Erprobung (Schweine-

Salmonellen-Verordnung, 2007).

Unter den geschossenen Tauben befanden sich etwas mehr weibliche als ménnliche
Tiere (53% zu 47%) Dies entspricht einer Untersuchung an geschossenen Tauben in
England und Schottland 1943-1945, wo nach monatlichen Untersuchungen auch ein
relativ ausgeglichenes Geschlechterverhéltnis festgestellt wurde. Schwankungen
konnten eine Uberzahl sowohl mannlicher als auch weiblicher Individuen bedingen
(COLQUHOUN, 1951). In der untersuchten Ringeltaubenpopulation waren insgesamt
5% Jungtauben zu vermerken. Dieses Ergebnis liegt leicht unter den Angaben einer
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Untersuchung aus Oxford, die in den Monaten Juli und August, in denen hier die
Hauptbeprobung (88%) stattfand, durchschnittich 9% Jungtauben feststellte
(COLQUHOUN, 1951). In den spateren Monaten stiegen diese Zahlen an auf bis zu
20%. Das Gewicht von Jungtauben reicht von durchschnittlich ca. 300 g, wenn sie
mit etwa 3-4 Wochen das Nest verlassen bis 380g im Alter von etwa 10 Wochen.
Auch diese Angaben sind mit den hier festgestellten 356 +26g vergleichbar und
lassen vermuten, dass es sich um Jungtauben zwischen 6 und 10 Wochen handelte.
Alle Tauben erschienen klinisch unauffallig. Der Erndhrungszustand und somit das
Gewicht der Tauben entsprach mit ca. 500 g den Normalwerten fiir Ringeltauben zu
dieser Jahreszeit (COLQUHOUN, 1951, BETTMANN, 1973, SCHERNER, 1980). Bei
der Probennahme waren bei finf Tauben Leberveranderungen zu vermerken, die
moglicherweise auf chronische bakterielle Infektionen zurlckzufihren waren. Des
Weiteren ergaben sich durch Schussverletzungen des Darms Zufallsbefunde
ausgewanderter Bandwirmer, die jedoch nicht Gegenstand der Untersuchungen
waren und daher nicht ndher spezifiziert wurden.

Eine APMV-1 Infektion der Tauben konnte auf Grund des klinischen und
pathologische Bildes nicht ausgeschlossen werden. Bei Haustauben (Columba livia)
wird oftmals weder durch PPMV-1 noch durch velogene APMV-1 ein klinisches
Krankheitsbild erzeugt (ALEXANDER und PARSONS, 1984, DE OLIVEIRA TORRES
CARRASCO et al., 2007). Auch ein unauffalliges Bild wahrend der Probennahme
spricht nicht gegen eine APMV-Infektion. So werden bei APMV-Infektionen zumeist
nur wenig makroskopisch erkennbare Verdnderungen der Organe festgestellt
(KALETA 1992a).

Trotz Einschrankungen ist die Beprobung von erlegten Tauben als geeignet
anzusehen um eine generelle Einschatzung des Infektionsstatus zu treffen. Flr die
Organuntersuchung mittels RT-PCR sind die Gewebeproben gut geeignet, und auch
wenn einige Serumproben nicht auszuwerten waren, so steht der Mehraufwand einer
Probengewinnung durch Lebendfange nicht im Verhaltnis zu den nicht verwertbaren
Ergebnissen einzelner Proben, da nicht die Einzeltierdiagnostik sondern eine
allgemeine Pravalenzschatzung angestrebt wurde. Es handelte sich bei den Tauben
um eine normal zusammengesetzte Population, die zwar nicht frei von Infektionen

war, aber auch keinem seuchenhaften Geschehen unterlag.
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5.2.2 Virologische Nachweisverfahren

Um aus infiziertem Gewebe Virus nachzuweisen, gibt es die Mdoglichkeit einer
Virusisolierung und des Nachweises von Virusgenom mittels RRT-PCR.

Der RRT-PCR wurde hier der Vorzug gegeben, da es sich bei 241 Proben um einen
groBen Arbeits- und Kostenaufwand gehandelt hatte, mit allen Proben eine Anzucht
durchzufihren. Auch kann durch die RRT-PCR Virusmaterial nachgewiesen werden,
welches nicht mehr infektids ist. Da nicht auszuschlieBen war, dass es durch
teilweise verzbégerte Probennahme zur Herabsetzung der Infektidsitat des Erregers
kam, was in einer Virusanzucht zu falsch negativen Ergebnissen geflihrt hatte, stellte
die PCR das sicherere Verfahren dar. Auch im Falle bakterieller Kontamination des
Probenmaterials war der RRT-PCR der Vorzug zu geben. Bei der RRT-PCR handelt
es sich des Weiteren des um eine sehr sensitive Methode, die gegenlber der
Anzucht auch sehr geringe Mengen Virus nachweisen kann. Dadurch verlangert sich
der Zeitraum der Nachweismdglichkeit in Infiziertem Gewebe und eine Detektion von
subklinischen Infektionen mit nur geringer Virusreplikation ist eher madglich
(BARBEZANGE und JESTIN, 2003). Eine Viruscharakterisierung ist Uber die
RRT-PCR allerdings nur bedingt mdglich, weshalb an in der RRT-PCR positive
Ergebnisse eine Anzucht zur weiteren Differenzierung anzuschlieBen gewesen ware.
Das Ergebnis der RRT-PCR war bei allen Proben und fir beide verwendeten
Protokolle negativ.

Dieses Ergebnis deckt sich mit anderen Studien, da auch hier bei hohen
Stichprobenzahlen aus Tauben nur selten Virus isoliert oder mittels RT-PCR
nachgewiesen werden konnte (LILLEHAUG et al., 2005; Kim et al., 2008). So fanden
KIM et al. (2008) in einer Stichprobe von 1416 Tauben nur 15 APMV-1 Isolate. Hier
wurden auBerdem 10 von 15 Isolaten wahrend der kalteren Monate Oktober bis April
gewonnen, obwohl der GroBteil der Stichproben aus den warmeren Monaten Mai bis
September stammte. Die hier untersuchten Proben von Ringeltauben stammten aus
den Sommermonaten.

Handelte es sich bei den untersuchten Tauben gezielt um erkrankte oder tote Tiere,
oder fanden die Isolationen zu Zeiten aktueller Seuchenzlige statt, so konnte
haufiger APMV-1 aus Tauben isoliert werden (ALEXANDER ,1986; HLINAK et al,
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1998; WERNER et al., 1999). Bei den hier untersuchten Tauben entstammten die
Proben jedoch einer Population ohne erkennbare Krankheitssymptome.

Einen Hinweis auf das mdoglicherweise seltene Gelingen eines Virusnachweises
selbst bei Seuchengeschehen gibt auch eine Studie aus Norwegen. Hier wurde
versucht aus 100 verwilderten Haustauben APMV-1 nachzuweisen. HierfUr wurden
Tauben eingefangen und eine Kloakentupferprobe entnommen, die mittels PCR und
Virusanzucht untersucht wurden. Ein Virusnachweis gelang nicht, obwohl im gleichen
Jahr in Norwegen ein Ausbruch unter Tauben statt gefunden hatte (LILLEHAUG et
al., 2005).

In der RT-PCR wurde Nierengewebe untersucht, welches im Vergleich zu anderen
Organen auf Grund des Erregertropismus gut fir den Nachweis von Virusgenom
geeignet ist (BARBEZANGE und JESTIN, 2003). Dies gelang nach experimenteller
Infektion aus diesem Gewebe flir 24 Tage bei allen untersuchten Tauben. Aus
anderen Organe wie Leber oder Pankreas konnten hingegen nur bis zum 10. Tag p.i.
Virusgenom sicher nachgewiesen werden. Die gewahlte Methode der M Real time
RT-PCR nach WISE und Mitarb. (2003) ist geeignet, um APMV-1 des Genotyp Il,
worunter auch PPMV-1 einzugruppieren ist, nachzuweisen. Auch mit der
angewandten NP-Real time RT-PCR (WACKERLIN, 2009), ist ein Nachweis von
PPMV-1 und anderen APMV-1-Stdmmen mdglich. Die Sensitivitidt zum Nachweis
von APMV-1 in der angewendeten RT-PCR ist sehr hoch, so dass Virusgenom ab
einer Menge von 10 Eiinfektiésen Dosen 50 (EID50) nachgewiesen werden kann
(WISE et al., 2003).

Eine APMV Infektion der Ringeltauben kann durch diese Untersuchungen nicht
vollkommen ausgeschlossen werden. Durch die verwendeten Protokolle wird nur
APMV der Klasse-Il, darunter auch PPMV-1 nachgewiesen, jedoch keine anderen
APMV-1 der Klasse-I. Der Klasse Il sind sowohl die klassischen Impfstamme, als
auch die APMV-1 Stdmme der vergangenen und aktuellen ND-Ausbrlche
zugeordnet. Demgegenuber wird die als phylogenetisch alter einzustufende Klasse-I
zumeist aus frei lebendem Wassergefligel isoliert (GLOBIG, 2005). Diese APMV-1
sind als apathogen bzw. lentogen einzuordnen. Zudem konnten durch die negativen
RT-PCR Nachweise eine lokale APMV-Infektion bei den Ringeltauben nicht sicher
ausgeschlossen werden. So bleibt eine Infektion mit lentogenen Stdmmen, zu
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welchen auch Huhnerimpfstamme zahlen, auf das Epithel von Respirations- oder
Digestionstrakt beschrankt (ROTT, 1979) Eine derartige Infektion wurde durch die
Untersuchung der Nieren nicht erfasst. Des Weiteren kdnnen Untersuchungen
mittels RRT-PCR nur Hinweise auf akute, nicht aber auf bereits abgeklungene
Infektionen geben. Eine akute Infektion mit den fir die Seuchenziige
verantwortlichen PPMV-1 und anderen mesogenen bzw. lentogenen APMV-1 der
Klasse Il, denen der Schwerpunkt der Untersuchung galt, konnte jedoch

ausgeschlossen werden.

5.2.3 Serologische Nachweisverfahren

Einen gréBeren Zeitrahmen fir den Nachweis stattgefundener APMV-Infektionen
bieten serologische Untersuchungen. Wie lange nach einer natirlichen Infektion ein
solcher Nachweis mdglich ist, ist nicht bekannt. Allerdings induzierten Impfungen von
Tauben im HAH messbare Antikdrper von bis zu mehr als einem Jahr, wenn auch in
einem niedrigen Titerbereich von 3-4 (FORSTER et al., 2002). Bei erneuter Infektion
stieg der Titer jedoch stark an. Da vermutet wird, dass PPMV-1 zumindest unter
Haustauben endemisch verbreitet ist (WERNER et al., 1999) ist durch einen
Boostereffekt durch Reinfektionen zu rechnen. Da es sich bei den untersuchten
Tauben um Wildtiere handelt, besteht hier die Verwechslungsmdglichkeit mit
Impfantikdrpern nicht.

FUr Ringeltauben gibt es keine evaluierten Tests zur Diagnose von APMV-1
Infektionen. Des Weiteren stehen keine Referenzseren dieser Spezies zur
Verfagung, weshalb auf Seren der Spezies Columba livia zurlckgegriffen wurde.
Dies erschwert die Beurteilung der Testverfahren, da diese Seren in ihrer Reaktivitat
nicht direkt mit denen der Wildvdgel vergleichbar sind. Des Weiteren stammten die
untersuchten Seren von geschossenen Vdégeln, wodurch keine sterile
Blutprobenentnahme gewahrleistet werden konnten. Grundsatzlich besteht bei
serologischen Untersuchungen das Risiko von unspezifischen Hintergrundreaktionen
oder Kreuzreaktionen durch andere Antikérper als die gegen APMV-1 gerichteten.
Méglicher Weise verursachten Seren mit bakterieller Kontamination hohe
Hintergrundreaktionen. Auch als Rheumafaktoren bezeichnete Autoantikérper,
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gebildet in  Folge chronischer  Entzindungen, kdnnen  unspezifische
Bindungsreaktionen verursachen und zu einer Reaktivitdt in den Tests fuhren
(MILLER und LEVINSON, 1996). Zumindest bei finf Tauben waren chronische
Hepatitiden feststellbar, und auch die Belastung durch Parasiten ist bei Wildvdgeln
kein seltenes Geschehen. Durch verschiedene Vorbehandlungen der Seren kénnten
einiger dieser unspezifischen Reaktivitadten unterbunden werden, jedoch sind sie oft
sehr aufwandig und fur die Untersuchung von Seren in hoher Stickzahl seltener
angewendet.

Serologische Untersuchungen wurden mittels Western Blot, ELISA und HAH
durchgefihrt.

Unter diesen drei Testverfahren wurde der Western Blot als sicherstes Verfahren zur
Identifizierung positiver und negativer Seren bewertet. Dieser weist neben einer
hohen Sensitivitat auch eine hohe Spezifitat auf. Da die viralen Proteine im Western
Blot aufgetrennt werden, kann beurteilt werden an welche Bestandteile die
Serumantikérper binden. Durch eine Darstellung einer enzymbedingten
Lichtemission im Falle von Antikérperprdsenz kann diese Reaktion mittels
Roéntgenfilm im Gegensatz zu anderen Testverfahren visuell spezifiziert werden.
Dadurch kénnen unspezifische Hintergrundreaktionen von virusspezifischen
Antikorperbindungsreaktionen  unterschieden werden. Durch Versuche mit
monoklonalen Antikérpern wurden die Proteine von APMV-1 LaSota identifiziert.
Unspezifische Kreuzreaktionen mit den Proteinen der Amnioallantoisflissigkeit in
denen das Virus angezichtet wurde, wurden untersucht. Durch vergleichende
Untersuchung einer AIV-H5N1 Viruspréaparation kam es im Bereich von etwa 45-50
kDa zu einer Kreuzreaktion durch die Hyperimmunseren, die zu Verwechslung mit
virusspezifischen Banden flhren konnte. Allerdings stammten die Testseren von
immunisierten Tieren, so dass bei lhnen eine Anitkérperreaktion auf Proteine der
Ammnioalantoisflissigkeit in Folge der Impfung haufiger anzutreffen ist. Eine
Coomassiefarbung der aufgetrennten Virus und Allantoisflissigkeitsproteine im
Vergleich machte deutlich, dass die Hauptproteine auf verschiedenen Ebenen lagen
und die Virusaufreinigung von Eiproteinen weitgehend frei war. Daher konnte
angenommen werden, dass im Western Blot sichtbare Banden durch spezifische
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Bindungsreaktionen der Serumantikdrper an das Virusprotein hervorgerufen wurden.
Um jedoch Verwechslungen auszuschlieBen, wurden spater einzeln auftretende
Banden in diesem Bereich als nicht virusspezifisch gewertet.

Kreuzreaktionen von gegen andere APMV-Serotypen gerichteten Antikérpern und
dem APMV-1 konnten im Western Blot spezifiziert werden, was im HAH und im
ELISA bereits von einigen Autoren beschrieben wurde (ALEXANDER et al., 1983 a,
b.; ADAIR et al., 1989). Die Hyperimmunseren lieferten aber ein zumeist
unvollstandiges Bandenmuster, reagierten also nicht mit allen Virusbestandteilen.
Die Hauptreaktion von APMV-1 Seren lag im Bereich der oberen Doppelbande, die
die Proteine F1, P und NP reprasentieren, sowie des M-Proteins. Die Bindung an das
HN-Protein und den unteren Teil der Doppelbande war weniger prominent. Eine
Verwechslungsmadglichkeit mit APMV-1 war durch APMV-7 spezifischen Antikérpern
gegeben, die wie das APMV-1 Hyperimmunserum alle vier Virusbanden erkannte.
Jedoch fiel die Reaktion mit der Doppelbande hier im Vergleich wesentlich
schwéacher aus. Eine starkere Reaktion wurde durch APMV-9 spezifische Antikérper
verursacht, jedoch wurden hier andere Virusbanden nicht erkannt. Dadurch sind
tendenziell durch Antikérper gegen andere APMV-Stamme hervorgerufene
Kreuzreaktionen von Reaktionen der APMV-1 spezifischen Antikdrpern zu
unterscheiden. Am eindeutigsten ist dies mdglich, wenn das Testserum alle 4
virusspezifischen Banden aufweist und die Doppelbande von starker Intensitat ist.
Die Titration eines positiven Taubenserums zeigte eine besonders starke Reaktivitat
im Bereich der virusspezifischen Doppelbande, die auch bei steigender Verdinnung
als letztes sichtbar blieb. Auch bei allen positiven Ringeltaubenseren die titriert
wurden, blieb die Doppelbande im Bereich der Proteine NP, P und F1 bei hoher
Serumverdinnung sichtbar. Da offenbar die Hauptreaktion der positiver APMV-1
Seren in diesem Bereich stattfand, wurde dies als Hauptbewertungsgrundlage fir die
APMV spezifische Reaktivitat der Testseren herangezogen. Bei weiterer Verdinnung
war nur noch der obere Teil der Doppelbande zu erkennen, der auch bei definiert
negativen Seren auftrat. Daher konnten Seren, die nur diese Bande aufwiesen nicht
eindeutig zugeteilt werden. Aufgrund der Anfalligkeit fir Kreuzreaktionen in diesem
kDa-Bereich durch das definiert negative Taubenserum und durch die
Hyperimmunseren, sowohl mit Virusproteinen als auch der Eiflissigkeit, wurden

diese Seren letztendlich negativ gewertet. Als fraglich beurteilt wurden Seren, die
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zwar virusspezifische Banden aufwiesen, aber nicht die vollstandige Doppelbande.
Damit erflllten sie weder die Kriterien flr eine positive, noch flir eine negative
Beurteilung. Unter Umsténden handelte es sich hier um positive Seren und es
bestand ein Zusammenhang des abweichenden Bandenmusters mit dem
Infektionszeitpunkt. Bei der Titration des positiven Taubenserums veranderte sich
nur die Anzahl der vorhandenen Antikérper, nicht aber deren Zusammensetzung.
Daher verhielt sich das Bandenmuster in Abhangigkeit von der schwerpunktméaBigen
Verteilung der Antikérper in diesem Serum. Da die Zusammensetzung der AntikGrper
eher vom Infektionszeitpunkt abhangt, kdénnten verschiedene Bandenmuster im
Western Blot erzeugt werden. Auch bei immunisierten Enten und Génsen war je
nach Infektionszeitpunkt 3-10 Wochen p.v. nicht immer die komplette Doppelbande
im Western Blot sichtbar (KOTHLOW et al., 2008; HAUSLAIGNER et al., 2009). Da
die Seren aber nicht sicher eingeordnet werden konnten, bildeten sie eine eigene
Gruppe von fraglichen Seren. Einige Seren riefen bei diesem Test so starke
Hintergrundreaktionen hervor, dass die ganze Membran geschwarzt war. Damit
konnten virusspezifische Banden nicht mehr erkannt werden und eine Bewertung
dieser Seren war unmoglich. Mdglicherweise waren diese starken
Hintergrundreaktionen bakteriell bedingt. Auch diese Seren wurden der fraglichen
Gruppe zugeordnet.

Basierend auf diesem Bewertungsschema konnten mittels Western Blot 93 Seren als
APMV-positiv identifiziert werden. Der Western Blot gibt damit an, wie viele
untersuchte Seren der Population mindestens positiv zu bewerten sind. Je nachdem,
wie viele der fraglichen Seren zusétzlich in den positiven Bereich fallen, wére das
tatsachliche Ergebnis fir die Population nach oben zu korrigieren. Durch die sich
daraus ergebende minimale und maximale Anzahl positiver Seren kann ein Bereich
angegeben werden, in welchem sich der tatsachliche Wert der positiven Seren
befindet.

Da im ELISA mit starker Verdiinnung der Reagenzien gearbeitet wird, kénnen schon
kleine Abweichungen zu stark unterschiedlichen Ergebnissen in den OD-Werten bei
gleicher Antikérperkonzentration fihren. Um diese Unsicherheit auszuschlieBen und
um die Ergebnisse der einzelnen ELISA-Tests untereinander vergleichbar zu

machen, wurde immer dasselbe positive Taubenserum mitgefihrt. Die gemessenen
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Werte der Testseren wurden in Relation zu dem Wert dieses Serums gesetzt und als
S/P-Wert bezeichnet. Im ELISA kam es zu einer Verteilung der bei den
Ringeltaubenseren gemessenen S/P-Werte zwischen 0 und 1. Zusétzlich getestete
definiert negative Seren aus SPF Tauben wiesen nur sehr geringe S/P-Werte auf.
Verglichen mit diesen Seren wiesen fast alle Wildtaubenseren deutlich héhere S/P-
Werte auf und fielen in den Bereich fUr eine positive Bewertung.

Wie im Western Blot kann es auch im ELISA zu unspezifischen Reaktionen kommen,
die zu falsch positiven Ergebnissen flhren. Es war fraglich, ob diese hohen Werte im
ELISA tatsachlich auf spezifische Antikérperreaktionen oder auf unspezifische
Hintergrundreaktionen zurlckzufihren waren, denn diese Testergebnisse waren mit
den im Western Blot gewonnenen Erkenntnissen nicht stimmig. Dies deutet darauf
hin, dass sich die Ringeltaubenseren von den Seren der SPF-Tauben durch hohe
Hintergrundreaktionen zu stark abhoben und die gesetzte Ausschlussgrenze zu
niedrig war. Daher wurden viele Seren falsch APMV-seropositiv erkannt. Im ELISA
kénnen hamolytische oder bakteriell verunreinigte Seren unspezifische Reaktionen
auslésen (WARFORD, 1992). Beide Tatsachen traten in den Testseren bedingt
durch die Vorraussetzungen bei der Beprobung oft auf. Des Weiteren besteht im
ELISA zumindest bei Hihnern in den gemessenen OD-Werten eine gewisse
Altersabhangigkeit (ADAIR et al., 1989). Wiesen bei einer Studie 50 untersuchte
Negativseren von 7 Wochen alten Hihnern einen durchschnittlichen OD-Wert von
0,095 auf, so war bis zu 40 Woche ein kontinuierlicher Anstieg bis zu durchschnittlich
0,268 zu verzeichnen. Auch bei anderen Vogelspezies wurde bereits eine solche
Altersabhangigkeit festgestellt. An dieser Stelle sei noch einmal darauf hingewiesen,
dass es sich bei den untersuchten Tauben fast ausschlieBlich um Alttauben
handelte, die ein Alter von etwa 16 Jahren erreichen kénnen (SCHERNER, 1980).
Um einen besseren Wert fiir die Ausschlussgrenze bei dem ELISA fir die
Herausstellung einer moglichst hohen Anzahl an richtigen Ergebnissen wurden die
Werte des ELISA mit den Ergebnissen des Western Blot verglichen. Hierflr wurden
nur die Ergebnisse der Seren herangezogen, die im Western Blot sicher zu
beurteilen waren.

Die S/P-Werte des ELISA lagen bei Western Blot positiv bewerteten Seren im
Durchschnitt signifikant héher als die negativ bewerteten Seren, was die jeweiligen
Ergebnisse insgesamt bestétigt. Offenbar kommt es im ELISA zu unterschiedlich
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starken Hintergrundreaktionen bei den Seren. Diese Hintergrundreaktionen schienen
jedoch nicht an die Spezies gebunden zu sein, da sie nicht generell und bei jedem
Serum auftraten. So gab es auch WB-negative und sogar WB-positive Seren mit
relativ niedrigen S/P-Werten.

Dies erschwerte eine eindeutige Identifizierung positiver und negativer Seren im
ELISA durch eine festgelegte Ausschlussgrenze. Daher eignet er sich hier nicht zu
Einzeltieranalyse, kann aber zur Pravalenzschatzung einer Population eingesetzt
werden. Daflir wurde durch die ROC-Analyse die beste Ausschlussgrenze fir diesen
Test ermittelt. Diese ergab eine Sensitivitat des Testes von 74% und eine Spezifitat
von 70%. Die niedrigere Sensitivitat des ELISA bei dieser Ausschlussgrenze wurde
in Titrationsversuchen mit APMV-positiven Seren bestatigt. Mit der Kenntnis, wie
hoch die Sensitivitdt und Spezifitdt des ELISA lag, konnte im Anschluss auch durch
diesen Test eine Einschatzung der tatsachlichen Pravalenz gegeben werden, deren
Konfidenzintervall 0,95 betrug. Dieses Ergebnis fiel in den Bereich des durch den
WB ermittelten Intervalls.

Im HAH reagierten insgesamt 35 Seren positiv mit dem Antigen APMV-1. Dabei
stellte sich bei den Untersuchungen nur ein einziges Serum heraus, welches im HAH
nach den Vorgaben der Richtlinie 92/66/ EWG positiv reagierte. Wertet man auch die
Seren mit geringen Titerzahlen als positiv, so entspricht das etwa 15% der
getesteten Seren. Dieses Ergebnis fallt etwas geringer aus als das von HLINAK et al
(1998), die zwischen 1992 und 1997 insgesamt 321 Seren von Haus und
StraBentauben mittels HAH mit dem Antigen LaSota untersuchten und eine
Seropravalenz von etwa 20% feststellten. Auch hier flossen Seren mit Titer unter vier
in die Bewertung ein. Hier waren 3% der untersuchten Seren nach der Richtlinie
positiv, wobei auBerdem bedacht werden muss, dass sich hier méglicherweise auch
geimpfte Tiere unter den Beprobten befanden. So bestand hier eine
Verwechslungsmadglichkeit von Infektions- mit Impftitern. Diese Untersuchung fand
auch zu einem Zeitpunkt statt, wo es in Deutschland stellenweise zu ND-Ausbrtichen
bei Wirtschaftsgefligel kam. Andere Autoren sehen hier einen Zusammenhang
zwischen aktuellem Seuchengeschehen und dem Nachweis von APMV-1
Antikérpern bei Tauben. Diese Autoren konnten bei der Untersuchung von
Taubenseren in Zeiten von ND-Freiheit mittels HAH gar keine APMV-1 Antikorper
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feststellen (KALETA und HEFFELS; 1982 MALDONADO et al., 1994). Ein Serum
bzw. 6 Seren verursachten die Hemmung der Agglutination bis zu

einem Titer von drei mit den Antigenen APMV-2 bzw. -8. Wahrend Antikérper gegen
APMV-2 mittels HAH schon haufiger bei Tauben und auch schon bei Ringeltauben
nachgewiesen werden konnten (KALETA und HEFFELS, 1982; MALDONADO et al.,
1994), qgibt es bisher noch keine solche Nachweise fir APMV-8 spezifische
Antikdrper. Bei Uberpriifung der Testergebnisse im HAH anhand der Western Blot
Ergebnisse lieB3 sich aber feststellen, dass gerade in den unteren Titerstufen eine
hohe Anzahl der positiven Ergebnisse unspezifischen Reaktionen zuzuordnen
waren. Erst ab einem Titer von vier schien der HAH die Seren sicher als positiv zu
identifizieren. Im Vergleich mit dem Western Blot konnte weiter festgestellt werden,
dass viele positive Seren durch den HAH nicht erkannt wurden. Anhand der Titration
eines positiven Taubenserums, stellte sich im Western Blot eine weitaus hdhere
Sensitivitat als im HAH heraus. Hier war mit dem Antigen APMV-1-LaSota bereits bei
einer Verdinnung von 1:32 und mit PPMV-1 bei einer Verdinnung von 1:256 die
Nachweisgrenze erreicht. Dasselbe Serum konnte im Western Blot bis zu einer
Verdinnung von 1:800 noch mit vier Virusbanden als APMV-1 spezifisch erkannt
werden und bis zu einer Verdinnung von 1:32000 lieBen sich noch zwei
Virusbanden feststellen, die noch zu einer positiven Bewertung der Testseren geflhrt
hatte. Daher ist es mdglich, dass auf Grund mangelnder Sensitivitat weit weniger
Seren positiv identifiziert werden konnten als durch den WB.

Eine Erklarung hierfir ware, dass durch den HAH nur gegen das HN-Protein
spezifische Antikdrper detektiert werden. Demgegenlber werden im Western Blot
und auch in ELISA auch gegen andere Virusproteine gerichtete Antikdrper detektiert.
In einer anderen Studie an Enten und Gansen, konnten mittels ELISA nach einer
Impfung positive Seren detektiert werden, die durch den HAH negativ beurteilt
wurden. Wahrend anfangs die Sensitivitat beider Tests vergleichbar war, kam es
bereits drei Wochen nach der Impfung zu einem Abfall der Sensitivitat im HAH. Hier
konnten nur noch 75,8 % der Seren als positiv erkannt werden, wahrend der ELISA
97% der positiven Seren detektierte. Es konnten neben dem Einfluss des
Infektionszeitpunktes auf die Sensitivitdt des ELISA auch durch die Versuchstiere
bedingte individuelle Schwankungen festgestellt werden (HAUSELAIGNER et al.,
2009). Moglicherweise kommt es auch im Zuge von subklinischen Infektionen zu
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einer geringen Virusreplikation und damit zu einer Uberwiegend geringen
Antikérperbildung, die durch den HAH nicht detektiert wird. Auch GRUND (2004)
stellte bei subklinisch infizierten Graupapageien, die mittels ELISA und Western Blot
als APMV-1 positiv identifiziert werden konnten, im HAH ein negatives Ergebnis fest.
Eine sichere Beurteilung des Antikérperstatus der Ringeltauben mittels HAH war
nicht méglich. Zwar gab das stark reagierende Serum einen Hinweis auf die
mogliche Prasenz von Antikérpern, jedoch waren die Seren, die
Hamagglutinationshemmung in niedrigen Titerstufen verursachten, oft negativ
einzuordnen und umgekehrt wurde eine hohe Anzahl positiver Seren durch den HAH
nicht erkannt. Allerdings ist zu bemerken, dass die zu verzeichnenden Reaktionen
fast ausschlieBlich mit APMV-1 stattfanden und hier verstarkt mit dem Antigen
APMV-1 LaSota. Auch die einzig starke Reaktion fand mit diesem Antigen statt.

5.3 Epidemiologische Bedeutung der Ringeltauben fir APMV

In allen serologischen Testverfahren konnten Hinweise auf das Vorkommen von
APMV bei Ringeltauben gewonnen werden.

Durch die Kombination von Western Blot und ELISA kénnte eine
Pravalenzschatzung vorgenommen werden, deren Konfidenzintervall bei 95% liegt
Flr das fir das Jahr 2007liegt dieser Wert bei 51% und bei 40% flr das Jahr 2008.
Damit scheint ein bemerkenswerter Anteil der Ringeltaubenpopulation sich
immunologisch mit dem Erreger auseinander gesetzt zu haben.

Da Haustauben und Ringeltauben, bei denen APMV-1 oft isoliert wird, derselben
Gattung angehdéren und sie sich auch miteinander vergesellschaften ist damit zu
rechnen, dass ahnliche Virusinfektionen bei Ihnen stattfinden kénnen.

Wenn auch der APMV-Serotyp nicht sicher charakterisiert werden konnte, so
ergeben sich doch an Hand der Bandenmuster im Western Blot sowie der
Hauptreaktivitdt der Seren mit APMV-1 im HAH Hinweise auf stattgefundene
Infektionen mit APMV-1. Mdglicher Weise handelte es sich hierbei eher um
lentogene Stdmme, da aus der letzten Zeit keine Berichte Uber eine durch eine
solche Krankheit induzierte erhdhte Sterblichkeit unter Ringeltauben vorliegen.

Neben der Klasse-| ist auch eine Infektion mit Hihnerimpfstdmmen in Betracht zu
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ziehen. Lentogene Lebendimpfstdmme werden vor allem bei kommerzieller Hihner-
und Putenhaltung eingesetzt. Durch diese wird das Virus auch ausgeschieden und
ware zum Beispiel durch den Kot der Tiere tbertragbar.

In dem beprobten Gebiet wird vermehrt HUhnerhobbyhaltung betrieben. Diese
Huhner werden teils auf offenem Gelande gehalten und kénnen so direkt mit den
Tauben in Kontakt kommen. Bei grdéBeren Betrieben ist vorstellbar, dass
Ringeltauben die Lagerungsstatte fur HUhnerexkremete (Misthaufen), nach Ubrig
geblieben Futterbestandteilen absuchen oder dass durch Dingung der Felder mit

HUhnerexkrementen einen Exposition des Virus stattfindet.

Da APMV-1 bei Ringeltauben zu finden ist, kénnen sie eine Rolle bei der
Erregeribertragung und Verbreitung unter Wirtschaftsgefligel spielen.

Ringeltauben treten schwarmhaft auf und vergesellschaften sich in landwirtschaftlich
gepragten Lebensraumen oft mit anderen frei lebenden Végeln wie Haustauben,
Krahen und Sperlingsvégeln, die ebenfalls infiziert sein kénnen (KALETA und
BALDAUF, 1988). So kann zwischen diesen Spezies ein Erregeraustausch
stattfinden.  Ringeltauben kénnten daher auch als Idikatorspezies fir

seuchenrelevante APMV-1 in der Wildvogelpopulation dienen.
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6. Zusammenfassung

Das aviare Paramyxovirus-1 (APMV-1) I6st weltweit vor allem bei HUhnern und
Puten die verlustreiche Tierseuche Newcastle Disease aus. Aus Tauben (Columba
livia) wurde bisher Uberwiegend die meist mesogene Variante PPMV-1 isoliert,
daneben konnten auch andere, darunter velogenen APMV-1 Stdmme, isoliert
werden. Wenig bekannt ist Uber das Vorkommen und den Infektionsstatus von
APMV-1 bei Wildtauben, ihre mdgliche epidimiologische Bedeutung ist daher
ungeklart. Um einen Einblick in das APMV-1 Infektionsgeschehen bei der in
Deutschland am haufigsten vorkommenden Spezies zu erlangen, wurden 241
Ringeltauben (Columba palumbus) untersucht, die von Jagern nach Abschuss hierfir
zur Verfugung gestellt wurden. Die Beprobung fand in den Monaten Juli bis Oktober
der Jahre 2007 und 2008 statt. Die untersuchte Population setzte sich etwa zu
gleichen Teilen aus mannlichen und weiblichen Individuen zusammen, der
Jungvogelanteil betrug etwa 5%. Das Verhalten der Ringeltauben sowie das
durchschnittliche Gewicht der Alttiere von 520g+29g lieBen keine Erkrankungen
vermuten. Hinweise auf subklinische Erkrankungen bzw. eine parasitare Infestation
ergaben sich aber wahrend der Beprobung. Hier kam es zur Feststellung
chronischen Hepatitiden bei finf Tieren. Des Weiteren konnte als Zufallsbefund bei
15 Tieren ein Befall mit Bandwirmern festgestellt werden, die aufgrund von
Schussverletzungen des Darmes ausgewandert waren.

In der RT-PCR wurden Nierenproben untersucht. Dabei wurden zwei verschiedene
fir den Nachweis von APMV-1 geeignete Protokolle verwendet. Bei allen Proben und
mit beiden Protokollen war keine APMV-1 spezifische Virus-RNA nachweisbar.

Im Westernblot wurden mittels monoklonaler Antikrper APMV-1 virusspezifische
Proteinbanden charakterisiert. Versuche mit gegen verschiedene APMV-Serotypen
gerichteten Hyperimmunseren, zeigten im Westernblot vor allem mit der den
Virusproteinen P/NP/F1 zugeordneten, sowie der mit der M-Protein assoziierten
Bande Kreuzreaktivitdat. Damit war tendenziell eine Unterscheidung zwischen

Reaktionen APMV-1 spezifischer Antikdrper, die alle vier Virusbanden mit
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Schwerpunkt der P/NP/F1 assoziierten Doppelbande erkannten und anderen
APMV-Serotyp spezifischen Antikdrperraktionen mdglich.

Eine Verwechslungsmdéglichkeit war am ehesten mit APMV-7 spezifischen
Antikdrpern gegeben, die alle vier Virusbanden erkannten. Jedoch war die
Virusdoppelbande hier von schwacher Intensitdt. Die Doppelbande trat in starker
Intensitat mit dem APMV-9 spezifischen Hyperimmunserum auf, jedoch wurden hier
keine weiteren Virusbanden erkannt. Am sichersten konnten somit Bandenmuster als
APMV-1 spezifisch bezeichnet werden, die alle vier Virusbanden und darunter die
Doppelbande in hoher Intensitat aufwiesen. Die getesteten Ringeltaubenseren
zeigten Bandenmuster, die in Anzahl und Intensitat variierten. Im Vergleich zu dem
positiven Taubenserum sowie einem negativen Kontrollserum kam es zu einer
Einteilung der Seren in verschiedene Gruppen. So konnten 93 positive Seren und
102 negative Seren ermittelt werden. Als fraglich eingestuft wurden 46 Seren mit
abweichenden Bandenmuster oder zu hoher Hintergrundreaktivitat.

Demgegeniber, basierend auf einer mit Hilfe von SPF-Seren ermittelten
Ausschlussgrenze, wurden im ELISA 222 APMV-seropositive Tauben ermittelt. Da
dies den Ergebnissen des Westernblot wiedersprach wurde angenommen, dass
diese Ausschlussgrenze fir die Wildvogelspezies zu niedrig war und viele Seren
falsch positiv erkannt wurden. Um im ELISA zu einem verl&sslicheren Ergebnis zu
kommen, wurde Mittels ROC-Analyse eine Ausschlussgrenze errechnet, die die
héchst mégliche Sicherheit flir den ELISA bedingte. Als Bezugspunkt fir die Analyse
wurden Seren ausgewahlt, die im Westernblot sicher zugeteilt werden konnten. Bei
der ermittelten besten Ausschlussgrenze fir den Test betrug die Sensitivitat 74% und
die Spezifitdt 70%. Durch Kombination des WB mit dem ELISA konnte eine
Pravalenzschatzung vorgenommen werden. Mit bekannter Spezifitdt und Sensitivitat
des ELISA lieB sich aus den durch ihn ermittelten Werten die wahre Pravalenz
berechnen. Diese betrug im Jahr 2007 51% und im Jahr 2008 40%. Diesen Werten
konnte ein Konfidenzintervall von 95% zugeordnet werden.

Es wurden des Weiteren Untersuchungen mittels HAH durchgefiihrt. Nur ein Serum
reagierte Serum positiv im Sinne der Verordnung 92/66/EWG und hemmte die
Agglutination der Erythrozyten bis zu einer Titerstufe von 5 mit PPMV-1 bzw. 6 mit
APMV-1 LaSota. Andere Reaktionen in niedrigen Titerstufen bis 3 fanden vor allem
mit APMV-1, aber auch mit APMV-2 und -8 statt. Im Vergleich mit dem Westernblot
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konnten diese aber zumeist nicht als positive Reaktion bestéatig werden, was auf

unspezifische Reaktionen in diesen Titerstufen deutet.

Eine genaue Charakterisierung des fiir diese Antikdrperpravalenzen ursachlichen
Erregers konnte nicht vorgenommen werden. Jedoch geben Bandenmuster im
Westernblot und Reaktionen im HAH einen Hinweis darauf, dass es sich dabei um
APMV-1 handeln kénnte.

Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass die Ringeltaube als empfanglich fur
APMV-1 angesehen werden kann und eine beachtliche Antikdrperpravalenz zeigt.
Daher kommt sie mdglicher Weise bei Seuchengeschehen als Vektor in Betracht.

Da sie als Teilzieher weite Strecken zurlicklegen kann, ist dieser Erkenntnis auch bei

Ausbrichen von ND in Nachbarlandern Beachtung zu schenken.
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6. SUMMARY

Avian paramyxovirus of the serotype APMV-1 is the causative agent of Newcastle
Disease, a highly contagious animal disease associated with high losses, especially
in chicken and turkey. Mostly mesogenic PPMV-1 strains have been isolated from
pigeons (Columba livia) get isolation of other APMV-1 strains, including velogenic
ones, has been described. There is little knowledge on the occurrence of the virus
and infection status in wild pigeons, thus their epidemiological importance is
unknown. To gain insight into the infection status, 241 common wood pigeons
(Columba palumbus) which were contributed to the experiment by hunters, were
examined. Sampling took place from July to October of 2007 / 2008.

The examined population consisted of approximately equal numbers of male and
female animals and about 5 % of juveniles. Neither the behaviour nor the mean body
weight of the adult birds (520 g + 29 g) indicated any disease in the population.
However, during the sampling indications of subclinical disease and parasite
infestation were given. Five animals were diagnosed with chronic hepatitis.
Furthermore, 15 birds were infected with tapeworms wich were released into the
body charity as a result of shot injuries to the intestines.

Kidney samples were examined by reatime RT-PCR. Two protocols suitable fpr the
detection of APMV-1 were used. Virus-specific RNA was not detected in any of the
samples by either protocol. APMV-1 La Sota specific protein bands were
characterized be Westernblot with monoclonal antibodies. Westernblot experiments
conducted with hyperimmunesera directed against the different APMV-serotypes
showed cross-reactives with the P/NP/F1 — as well as the M-protein associated
bands. This made a differentiation of immunoreactions against other serotypes from
APMV-1 specific antibody reaction possible, the latter displaying all four virus protein
bands with the P/NP/F1 protein associated double band reacting strongest. The
likelihood of confusion is highest with APM -7 antibodies, which detected all four
virus-specific protein bands. However, the double band was weaker in reactivity

compered to APMV-1 specific sera. This double band was displayed strongly with
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APMV-9, yet no other virus protein bands were detected. The highest diagnostic
security was given with a reaction pattern displaying all four bands and the double
band at the highest intensity. The tested wood pigeon sera showed reaction patterns
of varying number of bands and intensity. In comparison to positive and negative
control pigeon sera, the woodpigeon sera were classified into the groups. This led to
the indentification of 93 positive and 102 negative sera. 46 sera were classified as
questionable due to untypical reaction patterns or high background reactivity.

In comparison, using a threshold of 0,08 determined by examination of SPF-sera,
ELISA testing detected 222 APMV-seropositive pigeons. Since this opposes the
Westernblot results, it was assumed that the threshold used was too low for the
examined wild bird species and many sera were diagnosed false positive. In order to
reach a reasonable ELISA result, a new threshold was calculated by ROC analysis,
resulting in the highest possible security ELISA results. Sera with a confirmed
Westernblot result were used. The test reached a sensitivity of 74 % and
specification of 70 % with this optimized threshold. A weaker sensitivity of the ELISA
as compared to the Westernblot analysis could also be seen by titration of positive
sera.

Combined results of Westernblot ans ELISA made an assumption of prevalence
possibility. With known sensitivity and specificity of the ELISA, three prevalences of 5
% in 2007 and 40 % in 2008 % could be determined at a confidence interval of
95%.Addintionally, hemagglutination inhibition (HI) tests were conducted. Only one
serum reacted positive according to the regulation 92 / 66 / EWG and inhibited
erythrocyte agglutination up to a titer of 5 using PPMV-1 as antigen and 6 using
APMV-1 La Sota. Other reactions with low titers up to 3 could be seen especially with
APMV-1, but also with APMV-2 and -8. When compared to the Westernblot, most of
these reactions could not be confirmed as specific positive.

A characterization of the agent causing these antibody prevalence could not be
performed. However, the reaction patterns in Westernblot and HI reactivity provide
evidence that this agent is most likely APMV-1. Due to strong HI reactivity, an
immunoreaction against the vaccine strain LaSota seems possible.

Conclusively, wood pigeons are susceptible to APMV-1 and show remarkable
antibody prevalence. Thus, their function as a vector in cases of disease outbreaks
seems possible. As the cover large distances in migratory movements, the insights
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obtained in this study also have to be taken into account in cases of ND outbreaks in
neighbouring countries.
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