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1 Einleitung

Die Gesunderhaltung von Hunden und ihren Nachkomged®rt zu den wesentlichen
Aufgaben der tierarztlichen Kunst. Probleme in eimsBereich wie Fruchtbarkeits-
storungen und Welpensterblichkeit werden in engggammenarbeit mit betroffenen
Zichtern seit mehreren Jahren in verschiedenendrandtensiv untersucht. Der Tod
einzelner Welpen oder des gesamten Wurfes istidar Zichter nicht nur eine starke
emotionale Belastung, sondern bedeutet auch imnmen einanziellen Verlust und
einen Ruckschlag fir den bisherigen Zuchterfolg.

Die Welpensterblichkeit wird in verschiedenen Semdi(ANDERSON 1957; FOX
1963; SAGER u. REMMERS 1990; WIDMANN-ACANAL 1992; IBLEN et al.
1998) mit 6-34 % angegeben. Zuverlassige Datengntie Beurteilung der aktuellen
Situation ermoglichen, sind aufgrund ungenauer Argaund der geringen Anzahl toter
Welpen, die tatsachlich untersucht werden konnewyk verfigbar. Der Anteil der
infektiosen Ursachen an der Welpensterblichkeitl&ter weitgehend unbekannt. Zwei
Virusinfektionen scheinen hier aber eine weserdli¢dkolle zu spielen: das canine
Herpesvirus 1 und das canine Parvovirus Typ 1.

Die wohl bei Zichtern und Tierdrzten bekanntestaudinfektion im Zusammenhang
mit dem Auftreten von Welpenverlusten ist eine litifen mit dem caninen Herpes-
virus. Die Auspragung einer Infektion hangt von digiektionsroute, dem Tréchtig-
keitsstadium, dem Zeitpunkt der Infektion sowie deltularen und humoralen Immun-
antwort des Hundes ab. Fir den erwachsenen Hurdieidhfektion mit dem caninen
Herpesvirus ungefahrlich. Umso schwerwiegender slied Auswirkungen einer In-
fektion fur den Welpen. Die Welpen infizieren siabf unterschiedlichen Wegen. Bei
einer Infektion vor der Geburt im Mutterleib stembelie Embryonen ab, werden
resorbiert oder es kommt zum Abort. Erfolgt eindeltion gegen Ende der
Trachtigkeit, werden lebensschwache Welpen gebddém.meisten Welpen stecken

sich jedoch wahrend der Geburt beziehungsweise karzach mit dem caninen
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Herpesvirus an. Wahrend der Passage des Geburtswalgen die Welpen Kontakt mit
Sekreten in der Scheide, die das Virus enthaltemdg.

Doch auch durch Nasen- und Rachensekrete der Mafteleren sich die Welpen in
den ersten Stunden ihres Lebens. Durch den engetakianit den Wurfgeschwistern
und stetiges Belecken der Mutter verbreitet sick \daius schnell von einem Welpen
zum anderen. Die Welpen erkranken meist in deeidtei Lebenswochen. Sie zeigen
Durchfall, Nasenausfluss, Bauchschmerzen, Saudunind anhaltendes Wimmern,
beziehungsweise Schreien.

Das zweite Virus, das bei erhohten Welpenverlustea Rolle spielen kann und bisher
einen geringen Bekanntheitsgrad besitzt, ist dasn@aMinute Virus (CnMV, synonym
canines Parvovirus Typ 1). Entdeckt wurde CnMV 19BMN et al. 1970). Die
Bezeichnung "minute”, auf deutsch klein, erhieltvesgen seiner im Vergleich zu
anderen Viren geringen Grél3e. Die Zusatzbezeichfiiypgl wurde notig zur Unter-
scheidung von dem spater entdeckten caninen Pamgoviyp 2. Bei erwachsenen
Tieren verlauft die Infektion meist unauffallig.féktionen wahrend der Trachtigkeit
kénnen zu Fruchtresorption, Aborten, Missbildungew der Geburt lebensschwacher
Welpen fuhren (CARMICHAEL 1987; CARMICHAEL et al991). Infizierte Welpen
sind apathisch, zeigen Saugunlust, haben Atemwelglgone und leiden oft auch unter
Durchfall. Plotzliche Todesfélle infolge einer Heraskelentziindung treten ebenfalls
auf. Das Canine Minute Virus wurde in Deutschland 1996 b&iner Yorkshire-
terrierhiindin und ihrem Wurf beschrieben (TRUYEMNk).

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, folgende Frageklaren:Wie hoch ist der Anteil von
CHV- und CnMV-bedingten Fruchtbarkeitsstérungenmbéiiund? Wie hoch ist das
Vorkommen von spezifischen Antikérpern gegen diésen bei Zuchthindinnen und
Ruden in Deutschland, das heifl3t, wie weit sinded\ésen in unserer Hundepopulation
verbreitet. Gleichzeitig war es das Ziel, den Nagiswon CnMV spezifischen Anti-
korpern im Labor durch die Entwicklung eines diagjfisthen Tests basierend auf

rekombinanten Virusantigen zu vereinfachen.



2 Literaturibersicht

2.1 Welpensterblichkeit

Der Begriff perinatale Welpensterblichkeit umfaafie Todesféalle vom geburtsreifen
Fetus bis zum 14. Lebenstag. Die Hohe der Welpérster héngt von einer Vielzahl
von Faktoren ab wie Wurfgré3e, Alter, Aufzuchtertalg der Mutter, Rasse, Haltung
und Futterung. Die Welpensterblichkeit wird in d#eratur (ANDERSON 1957; FOX
1963; SAGER u. REMMERS 1990; WIDMANN-ACANAL 1992; IBLEN et al.
1998) mit 6 bis 34 % der lebendgeborenen Welperegetzen. Flinfzig bis siebzig
Prozent der Welpenverluste werden durch infektiba&torenerkrankungen hervor-
gerufen, deren Genese oft sehr komplex ist und Bbwmdektiose Ursachen als auch
Managementfehler in Haltung und Zucht zusammenf@g#YR-BIBRACK 1982;
SAGER u. REMMERS 1990; MUNNICH et al. 1995). Im 8&schsprachigen Raum
wurde fir diesen Sachverhalt der Begriff des Fadtuppy Syndroms gepragt. In
Tabelle 1 sind wichtige Differentialdiagnosen zusabhenkomplexen zusammen-
gefasst. Bakterielle Infektionen werden mit 50 Bs % am haufigsten nachgewiesen
(SAGER u. REMMERS 1990; MUNNICH et al. 1995). Dentgil der viralen Infek-
tionen ist weitgehend unbekannt. Zwei Virusinfeka scheinen hier eine wesentliche
Rolle zu spielen: das canine Herpesvirus 1 undcdage Parvovirus Typ 1. Unter den
nichtinfektiosen Ursachen spielt die Asphyxie oglech neonatale Atemdepression eine
besondere Rolle. Das toxische Milchsyndrom tritt ddon 3. Lebenstag auf. Dabei
gelangen bei Puerperalstérungen der Hindin toxigemtallsprodukte aus dem sich in
Involution befindlichen Uterus in die Milch. Die§®xine bewirken beim Welpen eine
Hemmung der Darmperistaltik (EBEL 1984). Die Diagawon Erkrankungen bei neo-
natalen Welpen ist schwierig, da verschiedene HKrait&n eine sehr ahnliche oder
gleiche Symptomatik haben und die Blutenthnahmediagnostische Untersuchungen
erschwert ist. Die klinische Allgemeinuntersuchwles kranken Welpen fuhrt i.d.R. zu
folgenden unspezifischen Befunden: Verhaltensamgem wie Schreien, Wimmern,

Apathie, Hypoxie, Hypo- oder Hyperthermie, resgreiche Symptome, Dehydration,



Literaturtibersicht 4

abdominaler Schmerz und Durchfall. Die Letalitdt24 bis 48 h nach Auftreten der
ersten Symptome am grofdten. Bei einem perakutemkKedtsverlauf verstirbt der

Welpe plétzlich, ohne vorherige Anzeichen Klinisclsymptome. In einer Studie von
NIELEN et al. (1998) Uber die Todesursachen voneéBarlpen in den Niederlanden
lag die Mortalitat bis zum 50. Tag bei 21,7 %. Daw@rstarben 47,1 % innerhalb der
ersten drei Wochen.

Tabelle 1: Ubersicht Differentialdiagnosen Welpensirblichkeit

perinatale Welpensterblichkeit

nichtinfektidse Ursachen infektiose Ursachen
* Anomalien/Missbildungen - Bakterien
- teratogen - Staphylokokken
- genetisch - Streptokokken, Typ G
«  pra- und postnatale Mangelernahrung - hamolysierendé.coli
.. - Salmonellen
* Verhaltensstorung Mutter
- Klebsiellen
*  Hypothermie/Hypoglykamie-Komplex
*  Toxisches Milchsyndrom .
* Viren
*  Fruh-/Schwergeburt -CHV-1
- Neonatales Atemnotsyndrom/ - CnMV (canines Parvovirus Typ-1)
Fruchtwasseraspiration - Rotaviren
- Traumen - canines Coronavirus
- geringes Geburtsgewicht - canines Parvovirus Typ-2
- fehlerhafte Haltung/Stellung/Lage des Foeten - Staupevirus
- Adenoviren

* Parasiten

- Ancylostoma caninum

- Toxoplasmen
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2.2 Minute Virus of Canines (CnMV)

Das Minute Virus of Canines (Canine Minute Viru:pMV) oder synonym canines
Parvovirus Typ-1 (CPV-1) wurde 1967 als erstes ®arus des Hundes aus dem Kot
eines klinisch unauffalligen Schaferhundes, deresnér amerikanischen Militarbasis in
Deutschland stationiert war, isoliert. Anhand seibmlogischen und physikalischen
Eigenschaften konnte es in die Familie Barvovireneingeordnet werden (BINN et al.
1970). Zunéchst lie3 sich dem isolierten Virus ndahine klinische Erkrankung
zuordnen. Experimentelle Infektionen von Beaglerdém spaten 80er Jahren fuhrten
jedoch zu transplazentaren Infektionen mit Fruduretion, insbesondere bei Infektion
vor dem 30.d der Trachtigkeit (CARMICHAEL 1987; CAMRCHAEL et al. 1991).
Weitere Studien zeigten einen Zusammenhang mitaBkkmgen und Todesfallen von
Welpen innerhalb der ersten drei Lebenswochen (CKRMEL et al. 1994). Bei
Welpen und alteren Hunden mit Enteritis wurde Cnébénfalls isoliert.

1978 berichteten Tierarzte und Medien von einemengich weltweit rasant aus-
breitendem, zweitem Parvovirus (CPV-2), das beidéuneine schwere blutige Durch-
fallerkrankung mit hoher Todesrate verursacht. Seiher Entstehung hat sich das
Virus verandert und wurde mittlerweile durch neudigene Typen (CPV-2a und
CPV-2b) verdrangt. Beide Viren, CPV-1 und CPV-Zdseigenstandige Erreger, die
sich genetisch und antigenetisch deutlich voneieandterscheiden (MACARTNEY et
al. 1988; MOCHIZUKI et al. 2002).

Das dritte beim Hund vorkommende Parvovirus ista@asne Adeno-assoziierte Virus,
das jedoch klinisch unbedeutend ist (SUGIMURA u.NAGAWA 1968).

2.2.1 Taxonomie der Parvoviren

Die Parvovirenlassen sich in zwei Subfamilien unterteilen: Bervovirinaeund die
Densovirinae Letztere kommen nur bei Invertebraten (Insek@arnelen und Krab-
ben) vor und sollen deshalb an dieser Stelle migiter erlautert werden. Einen Uber-
blick Gber die taxonomische Einteilung dearvovirinaegibt die Tabelle 2. Die Sub-
familie der Parvovirinae besteht aus drei Genera und umfasst die Parvowdesn
Vertebraten.Dependovirenkdnnen sich nur durch Koinfektion der Wirtszellat m
Adeno- oder Herpesviren, so genannten Helferviregffizient replizieren
(MCPHERSON et al. 1985). Diese Hilfe scheint siblereindirekt durch Einflisse der
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frihen Genprodukte der Helferviren auf die Wirtkzells direkt auf die parvovirale
Replikation darzustellen. In Abwesenheit eines étgifus entwickelt sich eine latente
Infektion, in deren Folge das virale Genom in dastd¥ellgenom integriert wird
(BERNS et al. 1975; KOTIN et al. 1992). Die Mitglier der beiden weiteren Genera
Erythrovirus und Parvovirus replizieren sich dazu im Gegenteil ohne Hilfe arde
Viren und werden deshalb auch als autonome Pamm\bezeichnet. Alle wichtigen
tierpathogenen Parvoviren gehéren zum GdParvovirus. Die Feline Panleukopenie
(synonym Katzenseuche) ist eine schwere verlusieelerkrankung der Feliden, die
durch Fieber, Durchfall, Erbrechen und Leukoperekegnzeichnet ist. Neugeborene
Katzchen zeigen nach transplazentarer Infektiontrakrervose Symptome, die als
cerebellare Ataxie bezeichnet werden. Die klassiseéwrvovirose des Hundes, verursa-
cht durch das canine Parvovirus Typ-2, ist einevech hamorrhagische Gastroenteritis.
Bei jungen Welpen, bei denen kein Schutz gegen €Mésteht, kann sich eine
Myokarditis entwickeln, die in den meisten Falleurch die schwerwiegende
Schadigung des Herzmuskels zum Tod des Welpen. flBbrzine Parvoviren verursa-
chen Fruchtbarkeitsstérungen bei der Sau in Form Machttod mit nachfolgender
Resorption oder Mumifikation. Erwachsene Sauenamten nach einer Infektion nicht.
Neuere molekularbiologische Untersuchungen zeiglass das bovine Parvovirus
Typ 1 und das Aleutian Mink Disease Virus jeweilgeastandige Genera sind
(OHSHIMA et al. 2004; TATTERSALL 2006). Die Infekih des Rindes mit dem
bovinen Parvovirus wahrend der Trachtigkeit fuhrtnzFruchttod und beim neugebo-
renen Kalb zu schweren wassrigen Durchfallen. Bawachsenen Tier ist der Verlauf
der Infektion inapparent.

CnMV wurde in das GenuBocaviruseingeordnet, da es mit 43 %iger Sequenzhomo-
logie am engsten verwandt mit dem bovinen Parveviryp-1 ist, gefolgt von B19 als
nachsten Verwandten (SCHWARTZ et al. 2002).

Das Genu<rythrovirus beinhaltet das einzige bekannte humanpathogene\Rars
B19. Charakteristisch und namensgebend fur diesenu$ ist der ausgepragte
Tropismus zu Vorlauferzellen der roten BlutkorpenrchDie Infektion mit B19 ver-
ursacht beim Menschen Ringelroteln (Erythema indsam, engl. Fifth Disease),
Arthritis, chronische Anamien, Hydrops fetalis undglicherweise Myokarditiden.
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Tabelle 2: Taxonomie der Parvoviridae*

Subfamilie  Genus Spezies Wirt
Parvovirinae Parvovirus Canine Parvovirus Hund
Feline Parvovirus Katze
Raccoon Parvovirus Waschbar
Mink enteritis virus Nerz
Porzine Parvovirus Schwein
Mice minute virus Maus
Lulll Parvovirus Maus
Kilham rat virus Ratte
Erythrovirus B19 Parvovirus Mensch
Simian Parvovirus Affe
Dependovirus Canine Adeno-associated Virus  Hund
Adeno-associated Virus 1-5 Mensch
Goose Parvovirus Gans
Amdovirus Aleutian mink disease virus Nerz
Bocavirus Bovine Parvovirus Typ 1 Rind
Canine Minute Virus Hund
Densovirinae Densovirus Junonia coenia Densovirus  chm@tterling
Iteravirus Bombyx mori Densovirus Seidenspinner
Brevidensovirus Aedes aegypti Densovirus Steddlie

Pefudensovirus  Periplaneta fuliginosa DensovirahaSe

* modifiziert nach Bucher-Osmond,C., ICTVdB : Theivdrsal Virus Database of the International
Committee on Taxonomy of Viruses. 2005 und TATTER3206

2.2.2 Struktur/Eigenschaften autonomer Parvoviren

Die parvoviralen Viruspartikel besitzen ein aus B@psidproteinen bestehendes
unbehdilltes ikosaedrisches Kapsid mit einem Durdserevon 18-26 nm, das ein
einzelstrangiges DNA-Genom aus etwa 5097 bp entbé@t Struktur des Virions ist
mittlerweile fur verschiedene Parvoviren mittelsnRjien-Kristallstrukturanalyse sehr
gut untersucht (AGBANDJE et al. 1993; SIMPSON et24102; KAUFMANN et al.
2004). Bei den meisten Parvoviren ist die einzéhgjige DNA komplementér zur
viralen mRNA .

Die Virionen haben eine hohe Tenazitat. Parvovsieid resistent gegentber Alkohol-
und Chloroformbehandlung, Erhitzung auf 56 °C hisemer Stunde sowie pH-Werten
zwischen 3 und 9. Das Virus wird durch Behandlung Rormalin, Natronlauge,

Glutaraldehyd 3-Propriolakton oder Hydroxylamin inaktiviert. Dagrkplette Virion
von CnMV hat in CsCl eine Dichte von 1,40 — 1,4dntf (MACARTNEY et al. 1988).
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Einige Parvoviren haben onkosuppressive Eigensamattie zur Zeit im Hinblick auf
eine mogliche Anwendung rekombinanter Parvovirender Therapie von Krebs
genauer erforscht werden (CORNELIS et al. 2004; GA&t al. 2005).

M1 WHT

M1 WH2

Abbildung 1: Genomstruktur von CnMV und Lokalisatroder Open Reading Frames

Den ORF’s sind die zugehdrigen Transkriptionspradudchematisch zugeordnet. Der Abstand zwischen
den weillen Unterbrechungen auf dem Genomstrangidietr000 bp. Der ORF von NP1 Uberlappt
sowohl mit Nichtstrukturprotein 1(NS1) als auch a&irier Lange von 17 bp mit dem Virusprotein 1
(VP1).

2.2.3 Genom und Virusproteine

Der Aufbau des Genoms von CnMYV ist typisch fur Bamen. Die Gesamtgenomlange
betragt 5390 bp (SCHWARTZ et al. 2002). Terminafiriken sich palindromische
Sequenzabschnitte von 150 und 160 Basen, die d&sRdgionen €ngl. inverted
terminal repeatsbezeichnet werden (ASTELL et al. 1985). Die BEndand dadurch in
der Lage, sich zu doppelstrangigen T- bzw. Y-foenigsekundarstrukturen, die auch
als Haarnadelschleifen bezeichnet werden, zusamuagezn und werden zur
Replikation und Verpackung der DNA bendtigt. Auf dechten Seite codiert ein grol3er
Leserahmen (Open Reading Frame, ORF) fir das Nicktsrprotein NS-1. Daran
schliel3t sich teilweise Uberlappend ein kleiner O&F der aquivalent zum NP-1
Protein des bovinen Parvovirus ist. Die Funktiors déP-1 Proteins bei CnMV ist
unklar. Die rechte Halfte des Genoms kodiert fur dKapsidproteine VP1
(Virusprotein 1) und VP2 (Virusprotein 2). Das \8protein 3 (VP3) entsteht durch
proteolytische Spaltung von VP2 in reifen infekétisPartikeln. Mit einem Anteil von
90-95 % ist VP2 das Hauptprotein des Kapsids. Dmekllargewichte der viralen
Proteine von CnMV &hneln denen anderer Parvovirehgaind in Tabelle 3 aufgefihrt
(SCHWARTZ et al. 2002). VP1 kommt zu ca. 5 % inpKia vor. VP1 und VP2 sind
bis auf einen aminoterminalen Bereich von 132 Améwen identisch. Dieser Bereich
wird als VP1 unique region bezeichnet. Durch dipcgxerte Lage von VP2 und VP1

an der Partikeloberflache sind beide Proteine wgehAngriffsziele fur die Immun-
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abwehr des Wirtes. Die bei vielen Parvoviren kovisgle Region innerhalb der
VP1 unique region mit Phospholipase-A2-Aktivitankee auch im Genom von CnMV
nachgewiesen werden. Die Phospholipase A2 ist vesheBtung fur die Infektion der
Zelle und hat Funktion im Signaltransduktionsprgzd3as NS-1 Protein ist essentiell
fur die Virusreplikation und ist innerhalb der Pawviren hochkonserviert. NS-1 besitzt
u. a. sequenzspezifische Endonuklease- und eine-abhBngige DNA-Helikase-
aktivitat, wirkt als Aktivator viraler Promotoremd initiiert die Transkription viraler
Strukturproteine. NS1 ist ein zur Oligomerisati@idhigtes Phosphoprotein (NUESCH
u. TATTERSALL 1993). NS1 ist hauptsachlich fur digusvermittelte Zytotoxizitat

verantwortlich.

Tabelle 3: Molekulargewichte der viralen Proteine wn CnMV

Protein NS1 VP1 VP2 VP3 NP1

kDa 81,9 78,9 67 und 63 61 21,7

(SCHWARTZ et al. 2002)

2.2.4 Replikation autonomer Parvoviren

Die Replikation der parvoviralen DNA findet nur idellkern von sich in der S-Phase
des Zellzyklus befindlichen Zellen statt. Wahreredt 8-Phase werden eine Reihe von
zellularen Faktoren exprimiert, die fur den Startl Wlen Ablauf der viralen Replikation
bendtigt werden (COTMORE u. TATTERSALL 1987). In #lung 2 ist die Replika-
tion autonomer Parvoviren schematisch dargest8ERNS 1990; COTMORE u.
TATTERSALL 1995). Ausgangspunkt der Replikation @émzelstrangigen DNA sind
die ITR-Sequenzen an beiden Genomenden. PalindcbhenSequenzen an den Genom-
enden fuhren zu doppelstrangigen Haarnadelstrukigaarpin), die namensgebend fir
den Replikationsmechanismul{ing hairpin mechanismsind. Das 3’-OH-Ende der
gebildeten Haarnadelschleife dient dabei der zakum DNA-Polymerase als Primer
(COSSONS et al. 1996). Durch fortschreitende Esteahgverdrangungssynthese
bilden sich Dimere und Tetramere. Das NS1 Protainblei der Verdrangungssynthese
ATP-abhéngige Helikase-Funktion und spaltet mieihNukleaseaktivitdit monomere
Genome ab, an deren 5-Ende je ein NS1 kovalentrgggm bleibt (COTMORE u.
TATTERSALL 1989).
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Abbildung 2 Rolling Hairpin -Modell der Replikation Autonomer Rrvoviren. Modifiziert nach
COTMORE und TATTERSALL (1987) .

A : Ausbildung von Haarnadelschleifen an den Germter. B : Initiation der DNA-Synthese beginnend
am 3-Ende. C: Auffaltung durch Verdrangung desEfdes durch fortschreitende Synthese (engl.
displacement synthese) und Elongation (engl. gapyinthese); Restrukturierung der Haarnadelenden.
D: NS-1 bindet an replizierte DNA und trennt moeoen Virusgenome ab. E : Verpackung der
Minusstrange in vorgefertigte Kapside. c: zur ssDBenom komplementarer Strang; v: ss DNA Minus-
strang. Die Pfeile zeigen auf die Binde- und Stéieile des NS1-Proteins auf dem Virusgenom. Im
weiteren Verlauf ist das gebundene NS1 als schwanaekt gekennzeichnet.
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Die 3'-OH-Enden dienen als Ausgangspunkt flr neegliRationen. Die monomeren
Genome interagieren mit Proteinen und werden igefertigte leere Kapside verpackt.
Die Freisetzung der Viruspartikel erfolgt durch eyder Wirtszelle. Der Verpackungs-
mechanismus ist dabei noch kaum untersucht. Bentwaten Parvoviren wird haupt-
sachlich der zur RNA komplementére Minusstrang aekp Das bovine Parvovirus,
dem Canine Minute Virus am nachsten verwandt iradbrder Parvoviren, bildet hier

mit einem Anteil von nur 20 bis 30 % inkapsidierddmusstrangen eine Ausnahme.

2.2.5 Epidemiologie

Bisher konnte CnMV nur bei Caniden nachgewiesenderer Seroepidemiologische
Studien konnten zeigen, dass CnMV weltweit in demdiepopulationen verbreitet ist.
Die Inzidenz unter wilden Caniden ist nicht beka(BTEINEL et al. 2001). BINN et
al. (1970) konnte in kommerziell erhaltlichen camnrHyperimmunseren aus dem Jahre
1956 hohe Antikorpertiter nachweisen. Tabelle 4ltsegne Zusammenfassung aller
Arbeiten Uber die Seropravalenz von CnMV mit Angdbe angewandten Methode dar.
Die Seropravalenz in den USA ist mit 50 bis 87,5&r hoch. In Italien und der Turkeli
haben im Durchschnitt 13-24 % der Hunde Antikorgegen CnMV. Dabei ist der
Unterschied zwischen einzelnen Regionen in Itafjesfd. In Palermo sind 30,5 % der
Hunde seropositiv, in Neapel 9,5 % (PRATELLI et E98; RINALDO et al. 2000a).
In Asien liegt der Anteil positiver Seren bei 5 bk %.

Bisher gibt es auf3erhalb der USA nur wenige Falthée von neonataler Welpensterb-
lichkeit, bei denen virologisch und serologisch GhMachgewiesen werden konnte
(JARPLID et al. 1996; PRATELLI et al. 1999; MOCHIRW et al. 2002). Den bisher
einzigen Fall einer CnMV-Infektion in Deutschlandrinte TRUYEN (1996) im Zu-
sammenhang mit einem Spatabort bei einer Yorkgnmet-Hindin dokumentieren.
Die Ubertragung des Virus erfolgt bei einer natlmin Infektion hauptsachlich
oronasal. Die Ausscheidung erfolgt mit dem Kot zken dem 4. und 8.d p.i.
(CARMICHAEL et al. 1991; CARMICHAEL et al. 1994). 1V wurde sowohl bei
Hunden mit mildem Durchfall, aber auch im Kot voiefén nachgewiesen, die Kklinisch
vollig gesund erschienen (EUGSTER u. NAIRN 1977;RBACHAEL et al. 1980).

Die Infektion mit CnMV verlauft wahrscheinlich inaelen Fallen subklinisch. Acht Wo-
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chen alte Welpen erkrankten nach experimentelléktion nicht. In der Sektion
konnten makro- und mikroskopisch keine L&sionen tgisellt werden
(CARMICHAEL 1987). Erfolgt eine Infektion mit CnM\zwischen dem 25. und
35. Trachtigkeitstag, kommt es zu fetalem Tod mrtuchtresorption, Totgeburten oder

der Geburt lebensschwacher Welpen.

Tabelle 4: Seropravalenz von CnMV

Land Autor Proben Test Seropravalenz
USA (BINN et al. 1970) 27 Seren HI /SNT 79,4 %
(SIEGL 1976) HI 70 %
(MACARTNEY et al. 1988) 80 Seren HI 89,7 %
(CARMICHAEL et al. 1991) HI < 30 bis >70 %
(CARMICHAEL et al. 1994) 1008 Seren HI 47,0 %
Japan (MOCHIZUKI et al. 2002) 238 Seren HI 5%
(HASHIMOTO et al. 2001) 226 Seren HI 15,4 %
Korea (JANG et al. 2003) 314 Seren HI 11,8 %
Tarkei (TORUN u. YILMAZ 2005) 100 Seren IF 18,0 %
Italien (RINALDO et al. 2000a) 211 Seren IF 24,17 %
(PRATELLI et al. 1998) 446 Seren IF/ISNT 13,6 %

HI — Hamagglutinations Inhibitionstest, IF — indikte Immunofluoreszenz,
SNT - Serumneutralisationstest

2.2.6 Pathogenese und Pathologie

Es fehlen Studien zur Pathogenese. DECARO et @22und TORUN und YILMAZ
(2005) vermuten jedoch, dass die Reduktion der myAcen Phagozytose mit der
Folge einer Immunosuppression eine Bedeutung ifPddrogenese von CnMV hat und
ein pradisponierender Faktor fur die Entwicklungnv®ekundarerkrankungen beim
Hund ist.

Nach oronasaler Aufnahm& CnMV vom 1. bis 3.d der Infektion im Blut naceisbar
(CARMICHAEL et al. 1991). Wahrend dieser Phase\desimie breitet sich das Virus
im ganzen Koper aus. CnMV bendétigt wie alle Parsavimitotisch aktive Wirtszellen
um sich vermehren zu kdonnen. Die Replikation devd&aren fihrt zum Absterben der
Zelle. Als Ausdruck einer Virusvermehrung lassechgpostmortal vor allem an der
Lunge, dem Dunndarm und den Organen des lymphatis@ystems nekrotisch ent-

zundliche Veranderungen feststellen. Die Verandggnonin der Lunge entsprechen
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histopathologisch einer interstitiellen Pneumorme, durch Hypertrophie und Hyper-
plasie der Alveolarzellen charakterisiert ist. Ddrymus, die Milz und die Korper-
lymphknoten sind 6dematisiert, nekrotisch und nmtzZEndungszellen infiltriert. Nach
experimentellen Infektionen konnte das Virus in éofTitern erfolgreich aus Thymus,
Milz, lleum und Lymphknoten reisoliert werden (MA®ANEY et al. 1988).

Im Dinndarm, v.a. in Duodenum und Jejunum, komn#wesiner akuten Enteritis mit
Epitelzellhyperplasie. An der Zottenspitze lasshsn den Zellkernen der Epithelzellen
mittels Immunofluoreszenz Virusantigen nachweis@ARMICHAEL et al. 1994;
TRUYEN et al. 1996; JARPLID et al. 1996). Die Peésenen Platten und die
Darmlymphknoten sind nekrotisch veréndert. Als tighes Unterscheidungsmerkmal
zur klassischen Parvovirose, bei der vor allemRiemkrypten nekrotische Lasionen
aufweisen, sind bei einer Infektion mit CnMV dieyidten bis auf einzelne nekrotische
Zellen nahezu unverandert (CARMICHAEL et al. 199ARPLID et al. 1996).

In allen veradnderten Bereichen sind mikroskopiselsophile oder azidophile intra-
nukleare Einschlusskoérperchen nachzuweisen. Im DOmefimden sich die Einschluss-
korperchen vor allem in den Spitzen der Darmuvilli.

JARPLID et al. (1996) berichtet von 2 Todesfallenginem Wurf von 5 Miniatur
Schnauzer, die eine nichteitrige Myokarditis aubeie.

In experimentellen Infektionen, die Fruchtresarpén zur Folge hatten, wurden bei
der spateren histopathologischen Untersuchung tereita fokale nekrotische La-
sionen gefunden. Die endometrialen Endothelienteeifpkale papillare Hyperplasien
(CARMICHAEL et al. 1991).

2.2.7 Kilinik

Bei erwachsenen Tieren verlauft die Infektion meustauffallig ohne Auftreten
klinischer Symptome. Experimentelle Studien konnismgen, dass oronasale und
intraventse Infektionen mit CnMV zwischen dem 2Bdw35. Trachtigkeitstag zu
Fruchtresorption, Aborten, Missbildungen und derb@e lebensschwacher Welpen
fuhren (MACARTNEY et al. 1988; CARMICHAEL et al991). Infektionen bis zum
30. Tag der Trachtigkeit fuhrten in allen Fallen embryonalem Fruchttod mit
nachfolgender Resorption. Nach dem 30. Trachtigtagt sind die klinischen Aus-

wirkungen einer Infektion variabel. Beobachtet vegrdFruchtresorption, Totgeburten,
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Geburt lebensschwacher Welpen und/oder Welpen masarka und Myokarditis
(CARMICHAEL et al. 1991).

Welpen, die sich in den ersten drei Lebenswochdizieren, zeigen als klinische
Symptome Dyspnoe, Saugunlust, Erbrechen und/odeshiiali. Der Auspragungsgrad
der Symptome ist altersabhangig und variiert inakrleines Wurfes (CARMICHAEL
et al. 1994; JARPLID et al. 1996). Zwei von funf \en zeigten am 5. Tag p.i. eine
milde Dyspnoe nach oronasaler Infektion am 5. Letssn Ein Welpe musste aufgrund
von Saugunlust mit nachfolgender Dehydratation kmmhatdsem Zustand euthanasiert
werden.

Bei zwei 35 Tage alten Schaferhundwelpen wareniregspsche Symptome die ein-
zigen klinischen Befunde (PRATELLI et al. 199®)l6tzliche Todesfalle treten in Ver-
bindung mit einer viralen Myokarditis auf.

Welche Faktoren bei der Entstehung klinischer adéklinischer Infektionen und dem
Auspragungsgrad der Symptome eine Rolle spielenidkt bekannt.

2.2.8 Diagnose

Die Diagnose einer CnMV Infektion bei Welpenstasbkeit kann in den meisten
Fallen nur postmortal gestellt werden. Der direWieusnachweis ist mittels Virus-
isolierung, PCR, Immunofluoreszenz und Hamaggltitnamdoglich. WRCC 3873-D
Zellen galten lange Zeit als die einzige permisgigemanente Zelllinie, die fiur die Iso-
lierung und Vermehrung von CnMV genutzt werden kenmei MOCHIZUKI et al.
(2002) war die Virusisolierung von CnMV mit Aushiidg eines cpE in MDCK Zellen
erfolgreich. CnMV vermehrt sich auch in primaretafen Hundezellen aus der Lunge,
jedoch nicht aus der Haut (CARMICHAEL et al. 1991).

HASHIMOTO (1999) entwickelt fir den routineméaiigé&lachweis von CnMV im
Labor die in situ-Hybridisierung (ISH). Der inditek Nachweis einer Infektion mit
CnMV ist durch den Nachweis spezifischer Antikorpgdglich. Testmethoden, die in
der Literatur zum Antikdrpernachweis beschriebermrder, sind der indirekte Ham-
agglutinationstest und der indirekte Immunofluossszzest. CnMV agglutiniert aus-
schlie3lich die Erythrozyten von Rhesusaffen undin@n Meerkatzen bei einer
Temperatur von 4 °C und pH-Werten zwischen 5,5 6y BINN et al. (1970) und
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MACARTNEY et al. (1988) empfehlen, den Titer derddsuspension vor dem Einsatz
im Hamagglutinationshemmungstest durch Ultrazargefion oder durch Erhitzung bei
56 °C fur 20 min aufzukonzentrieren. HASHIMOTO &t(2001) klassifiziert Seren mit
einem HI-Titer> 1:40 als seropositivKkommerzielle Hyperimmunseren zum Nachweis

von CnMV sind nicht erhaltlich.

2.2.9 Prophylaxe

Die Diagnose CnMV Infektion wird i.d.R. post mortegestellt. Durch die relativ
unspezifischen Symptome und die hohe Letalitdten drsten drei Lebenswochen der
Welpen nach Auftreten der ersten Symptome, ist epmptomatische Therapie
schwierig beziehungsweise wére auch mit wenig Ahssauf Erfolg. Eine Impfung
gegen das Canine Minute Virus ist nicht moglich.ntke, die im Rahmen einer
jahrlichen Impfung gegen die Parvovirose (CPV-Apgt werden, sind gegen CnMV
aufgrund fehlender Kreuzimmunitat nicht geschutzt.
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2.3 Canines Herpesvirus (CHV-1)

Anfang der 60er Jahre trat eine bis dahin unbekaschwere systemische Erkrankung
bei neugeborenen Welpen auf, die in vielen Fallen @lod ganzer Wirfe zur Folge
hatte. Innerhalb eines Jahres isolierten und biesshr drei Arbeitsgruppen unabhéngig
voneinander als Ursache dieses neu aufgetretenkrankungsbildes das canine
Herpesvirus (CARMICHAEL et al. 1965; SPERTZEL et 8065; STEWART et al.
1965). Beim erwachsenen Hund verlauft die Infektoit dem caninen Herpesvirus
mild bis subklinisch. Die Auswirkungen einer Infekt der Welpen in den ersten drei
Lebenswochen sind jedoch fatal und enden meisictédBei der Zuchthiindin kann
eine Infektion zu Unfruchtbarkeit, zu einer Vermanadng der Wurfgrof3e und der
Geburt lebensschwacher Welpen fuhren. Fur den Biidigdeutet der Nachweis von
CHV-1 im Zuchtbestand wirtschaftlicher Verlust unmlie Einhaltung umfassender

zuchthygienischer MaRnahmen zur Eliminierung deas/aus dem Bestand.

2.3.1 Taxonomie, Klassifizierung der Herpesviren

Der Name Herpesvirus leitet sich aus dem Grieckisckion herpein ( = kriechen) ab
und weist auf die kriechende Ausbreitung des dufgrpes-Simplex-Viren beim
Menschen verursachten Hautausschlages hin. Herpesgind in der Natur weit
verbreitet und mit anndhernd einhundert Spezie$rgyatiese Familie zu einer der
grof3ten Virusfamilien (ROIZMANN et al. 1992). Tiefhogene Herpesviren, die unter
anderem als Erreger von Erkrankungen des Respigationd Genitaltraktes zu
teilweise grol3en finanziellen Verlusten in der Zieht und Landwirtschatft fihren, sind
die equinen Herpesviren Typ 1 bis 5, die bovinenpEsviren Typ 1 bis 4, das porzine
Herpesvirus 1 (SHV-1, Aujeszkysche Krankheit), damrzine Cytomegalievirus
(PCMV) beim Schwein und zwei Vertreter beim Gefliigalas infektiose
Laryngotracheitis-Virus (ILTV) und das Marek’s-Dase-Virus (MDV). In Deutsch-
land ist die Infektion mit dem bovinen Herpesvirligp 1 und die Aujeszkysche
Krankheit anzeigepflichtig. Ein charakteristischigerkmal der Herpesviren ist die
Ausbildung einer latenten Infektion. Durch Streskerolmmunsuppression kommt es
zur Reaktivierung und Ausscheidung der Herpesvireit oder ohne Klinischer
Manifestation. Aufgrund ihres biologischen Verhaiewerden Herpesviren in drei

Subfamilien unterteilta-, B- und y-Herpesvirinag(siehe Tabelle 5).
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Tabelle 5: Subfamilien der Herpesviridae und ihre blogischen Eigenschaften

Eigenschaft a-Herpesvirinae [B-Herpesvirinae y-Herpesvirinae
Wirtszellspektrum  weit eng eng

Replikation in vitro  schnell langsam unterschielllic
cpE Zelllyse Zellhyperplasie unterschiedlich
Orte der Latenz sensorische Gangli&peicheldrisen, B- und

lymphoretikulares Lymphozyten
Gewebe

Die Subfamilien ihrerseits werden anhand der DNAt®®z, der Genomstruktur und
der immunologischen Verwandtschaft bestimmter \firagine untereinander weiter
unterteilt in verschiedene Genera (siehe Tabell@@R&EMOND et al. 1996). Das canine
Herpesvirus gehort zu dea-Herpesvirinae.Spater wurde durch vergleichende Se-
guenzanalysen von MC GEOCH et al. (1995) und REABIdd FIELD (1999) die
Zugehdrigkeit zum Genus Varizellovirus bestéatigH\G1 hat im Vergleich zu anderen
Alphaherpesviren in vivo und in vitro ein relatinges Wirtsspektrum. Das Virus
wachst im Labor nur in Zellen caninen Ursprungs WMBCK, NLDK oder A72.
LEBICH et al. (1994) und MC GEOCH et al. (2000) ¢de®iben jedoch einen Plaque-
reduktionstest mit NBL-/-Zellen (fetal mink lunglige CHV-1 ist am né&chsten ver-
wandt mit dem Felinen Herpesvirus (FHV) und demdrten Herpesvirus, dem Her-
pesvirus der Seehunde (KIMBER et al. 2000).
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Tabelle 6: Charakteristische Vertreter der Herpesvien

Unterfamilie  Genus

Spezies

Krankheit/Wirt

a-Herpesviren Simplexvirus

Varizellovirus

Mardivirus

lltovirus

Human herpesvirus 1
Human herpesvirus 2

Bovine herpesvirus 2

Herpes simplex
(labialer Typ)
Herpes simplex
(genitaler Typ)
Mamillitisvirus des
Rindes

Cercopithecine herpesvirus 1 Herpes-B-Virus, Affe

Macropodid Herpesvirus

Human herpesvirus 3
Bovine herpesvirus 1

Equine herpesvirus 1
Equine herpesvirus 4

Suid herpesvirus 1

Canine herpesvirus
Caprine herpesvirus
Feline herpesvirus
Phocid herpesvirus
Cervid herpesvirus
Equine herpesvirus 3

Kanguruh

Varizella-&ost
Infektibse Bovine
Rhinotracheitis, Rind

Stutenabort, Pferd
Rhinopneumonitis,
Pferd
Aujeszkysche
Krankheit, Schwein

Hund

Ziege

Rhinotracheitis , Katze

Seehund

Reh, Elch

Koitalexanthem

"Marek's disease-like virusedarek’sche

Krankheit, Geflugel

"Infectious laryngo-tracheitisghfektiose Laryngo-

like viruses"

tracheitis, Geflugel

B-Herpesviren Cytomegalovirus Human herpesvirus 5

Porcine herpesvirus

MuromegalovirusMurid herpesvirus 1

Roseolovirus

Murid herpesvirus 2
Human herpesvirus 6
Human herpesvirus 7

humanes CMV
Einschlusskorperchen-
rhinitis, Schwein
Maus
Ratte
Exanthema subitum
Exanthema subitum,
Enzephalitis

y-Herpesviren Rhadinoviren

Lymphocrypto-
viren

Alcephaline herpesvirus 1

Human herpesvirus 8

Bosartiges
Katarrhalfieber, Rind

Epstein-Barr
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Abbildung 3: Struktur der
Herpesvirionen

In der die Virionen nach aul3en
begrenzenden Hulle  sind  virale
Glykoproteine  eingelagert. Zwischen
Kapsid und Hulle befindet
sich das Tegument. Das Kapsid enthalt
die mit fibrillaren Proteinen
assoziierte lineare ds DNA.

Tegument N \4
Kapsid
Core

lineare ds DNA

T I

150-200 nm
2.3.2 Struktur und Eigenschaften

Der Durchmesser der behllten Herpesvirionen vammeischen 150 und 200 nm. Der
Kern (core) der Herpesvirironen bestehen aus der doppelsgé@ndinearen DNA, die
mit einer fibrillaren Proteinmatrix assoziiert iflie DNA ist umgeben von einem iko-
saedrischen Kapsid, das einen Durchmesser voni&dad.6 nm hat und aus 162 Kapso-
meren, vornehmlich Hexameren, und einem DutzendtaReren besteht. Das
Tegument ist eine asymmetrische amorphe Proteinalie den Bereich zwischen
Kapsid und Hulle ausfillt und deren Proteine in fiéhen Phase des Infektionszyklus
wichtige Funktionen tUbernehmen. In die Hille sing u zwolf Glykoproteine und
eine Reihe nicht glykosilierter Proteine eingelagdie wie Spikes nach auf3en ragen.
Die Form der behillten Viren erscheint, mit dem &dpals Zentrum, im Elektronen-
mikroskop spiegeleiformig. In CsCl haben die Viradikel eine Dichte von 1,20-
1,29 g/cd. Herpesviren haben nur eine geringe Tenazitatein Wmwelt und sind
mittels einfacher Reinigungs- und Desinfektionsnadidmen leicht zu inaktivieren. Eine
Erhitzung tUber 4 min auf 56 °C fuhrt ebenso wieediagerung bei 37 °C fur 22 h zur
Inaktivierung des caninen Herpesvirus (THEBAULT 20

2.3.3 Genom

Die lineare doppelstrangige DNA des caninen Heripes\hat eine Gesamtlange von
128 kb und kodiert fur Gber 75 Proteine. Der GC-&ehariiert je nach Autor und
betrachtetem Genomabschnitt zwischen 29,8 (REUBELale 2002) und 38 %
(MANNING et al. 1988).
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Die DNA-Synthese erfolgt nach deRolling CycleMechanismus. Dabei entsteht ein
langer DNA-Strang, der aus mehreren Einheiten daso@®s zusammengesetzt ist und
als Concatamer bezeichnet wird.

Die Sequenzen fur die Gene der viralen Thymidink&nader Proteinkinase, der

Glykoproteine gB, gC, gD, gG, gH, gl und gE sowie Teile des Genoms in der,U
und Y liegen durch die Arbeit mehrerer Arbeitsgruppen (dMBACH et al. 1994;

REMOND et al. 1995; REMOND et al. 1996; TYACK et 4997; REUBEL et al.
2002; YAMADA et al. 2005). Nach der von ROIZMANNY26), basierend auf der Ge-
nomorganisation entwickelten Einteilung der Herpesv in die Gruppen A bis F,
gehdort das canine Herpesvirus in die Gruppe D.dokematische Aufbau des Genoms,

das aus einer unique long,(lund einer unique short YRegion besteht, die wieder-

um von sich repetitierenden Sequenzregionen flanwied, ist in Abbildung 4 darge-
stellt.

Aufgrund der GroRe des Genoms und der milden kima Auswirkungen einer
Infektion beim Hund eignet sich CHV-1 als lebendekirvakzine. So wurde ein
rekombinantes canines Herpesvirus, bei dem dasf@edie virale Thymidinkinase
durch das Glykoprotein gG des Tollwutvirus ersetatirde, Hunden intranasal
appliziert. Der Titer gegen Tollwut war im Verglkienit anderen klassischen Impf-
stoffen deutlich héher (XUAN et al. 1998). KurzeitZgpater gelang es NISHIKAWA
et al. (2000), ein Neospora caninum-Protein exmiendes rekombinantes Herpesvirus

herzustellen, das die Bildung von spezifischen Rg@ikorpern im Hund induzierte.

b IR Usg TR

] ]
<« — A
gc =] g5 oD gE

Abbildung 4: schematischer Genomaufbau CHV-1

Das Genom von CHV-1 ist in eine ca. 100 000 bp graf3que long (UL)- und eine 7400-8600 bp grofRe
unique short (US)-Region unterteilt. Die US-Regird von zwei inversen Repetitionen, internal repea
(IR) und terminal repeat (TR), flankiert. Unterhalles Genomstranges ist die Lokalisation und
Orientierung ausgewahlter Glykoproteine angegel®edingt durch Rekombination kdnnen die US -
und UL-Region unterschiedliche Orientierung zuettemhaben. Dadurch gibt es zwei Isoformen des
Genoms, die zu gleichen Anteilen in den Virionegefanden werden.
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2.3.4 Infektionszyklus

Vertreter deir-Herpesviren binden tber die in der Huille befinadin Glykoproteine gB
und/oder gC an Heparansulfat-Proteoglycane auf Z#dloberflache (SHUKLA u.
SPEAR 2001). Diese noch wenig spezifische und daBindung wird durch die
Interaktion von gD mit Rezeptoren auf der Zelloldmiie gefestigt. Innerhalb der
Herpesvirusfamilie sind die fir die Infektion deellé verwendeten Rezeptoren nicht
einheitlich (SPEAR u. LONGNECKER 2003), gehoren rabe vielen Fallen der
Familie der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren und khemunoglobulin-Rezeptor-
familie an. Nach der durch das Zusammenwirken vBn gD und gH induzierten
direkten Verschmelzung der viralen Hulle mit deasphamembran erfolgt der Trans-
port des Kapsids zum Kern. Durch eine Kernporerggldie DNA in den Zellkern und
zirkularisiert dort. Verlauft der Infektionszyklulytisch, beginnt die Synthese der
immediate early(IE oder a)-Gene, deren Produkte die Transkription dsrly

(E oderf)-Proteine steuern. Diearly Proteine wiederum sind fir die DNA-Replikation
wichtig, schalten die zelleigene Proteinsyntheseirad regulieren die Bildung déate

(L odery)-Proteine. Zu den spaten Proteinen gehdren vema8trukturproteine, die fur
die Bildung und den Zusammenbau des Virus im Zatlkéchtig sind.

Durch Knospung Hudding an der inneren Kernmembran erhalten die Pariiied
Hulle. Im endoplasmatischen Retikulum erfolgt dieifng der Virionen, insbesondere
durch Glykosilierung der Hillproteine. Die Freisgtg der in Vesikeln akkumulierten
Virionen erfolgt durch Exocytose tber den Golgi-Apgt an der Zelloberflache. Durch
die Inanspruchnahme des gesamten Zellsynthesapparat Produktion der Viren stirbt
die Zelle ab. Nach einer priméren lytischen Infektverbleibt das Virus lebenslang im
Organismus, kann aber in Stresssituationen, dunemuinsuppression und andere
Faktoren reaktiviert werden und es kommt zu eimenporaren Ausscheidung von
infektiosen Viren. Diese Eigenschaft aller Herpemviwird als Latenz bezeichnet. Das
Virus-DNA verbleibt in bestimmten Zellen des Wgteach Eindringen in den Zellkern
in zirkularisierter Form als Episom. In der Phase Hatenz werden keine Virionen
gebildet, die Wirtszelle Uberlebt. Durch die feldenoder stark reduzierte Synthese
viraler Proteine wird jedoch verhindert, dass igiite Zellen durch das Immunsystem

erkannt und bekampft werden.
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2.3.5 Immunologie

CHV-1 ist ein schwach immunogenes Virus, d. h. Aitikorperbildung im Wirt wird
nur mafig induziert. Fir das Herpes-Simplex-Viruss dMenschen konnte nach-
gewiesen werden, dass bei lokalen Formen auf det tHad der Infektion des ZNS die
zellulare Immunantwort fur die Bekampfung und Ehition einer (Herpes-) Virusin-
fektion besonders wichtig ist (MANICKAN u. ROUSE 98 ZINKERNAGEL et al.
1996).

Insgesamt gibt es sieben canine Herpesvirusprotggen die, wie im Western Blot
nachgewiesen, Antikorper nach einer Infektion gidilwverden (TAKUMI et al. 1990).
Drei der in die Plasmamembran eingelagerten viraBdykoproteine sind Haupt-
angriffspunkt der Immunabwehr des Korpers fur dilig neutralisierender Anti-
korper. In ihrer Eigenschaft, Komplement fur dierdgneutralisation zu bendtigen,
unterscheiden sich die Antikdrper. Der Zusatz varmiglement fordert beziehungs-
weise verstarkt die Bindung neutralisierender Aimger gegen gB und gC. Die Neutra-
lisation von gD und bestimmten Epitopen von gB lgifdkomplementunabh&angig
(XUAN et al. 1991). Fur die Glykoproteine gB, gC dugD wurden die haupt-
immunogenen Epitope durch Serien von monoklonalemtikBrpern néaher
charakterisiert. Die Antigenitat ist abhangig vaer &ekundar- und Tertiarstruktur der
Glykoproteine (XUAN et al. 1991).

Nach einer Infektion dauert es zwei bis drei Woclws Antikdrper nachgewiesen
werden konnen. Die ersten Antikérper werden gegBn(145/112 kDa) gebildet,
gefolgt von gD (47 kDa) und gC (80 kDa) (XUAN et. &992). Maximale
Antikorpertiter sind drei bis vier Wochen p.i. zuwarten. Bei LUNDGREN und
CLAPPER (1969) war der hochste im Serumneutratinatest gemessene Titer 1:40.
KOJIMA et al. (1990) dokumentiert bei einem Ausbrumn CHV-1 unter spezifisch
pathogenfrei gehaltenen Beaglen durchschnittlichdik@rpertiter von 1:64-1:128.
Dieser relativ geringe Anstieg der Antikorpertitest in der Literatur mehrfach
beschrieben (PERCY et al. 1971; OKUDA et al. 1993).

Uber die Dauer der Persistenz von Antikérpern inutBlind die Angaben in der
Literatur sehr widersprtchlich. EVERMANN (1989) giainen Zeitraum von 30 d an.
OKUDA et al. (1993) konnte bei Verlaufsuntersuchemgach experimentellen Infekti-

onen bei allen untersuchten Hunden Antikérper in 2@ Woche p.i. nachweisen.
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Die Titerhéhe blieb in den ersten zwei Monaten kamts um dann langsam abzufallen.
Ein Titer von 1:4 schitzt Welpen vor einer Erkrangunach oronasaler und intraperi-

tonealer Infektion mit 1?)TCID50 (POULET u. DUBOURGET 1993).

Herpesviren haben die Fahigkeit, lebenslange latérfektionen hervorzurufen. Das
Virus kann sich in sensorische Ganglien des Neggtemss, geschutzt vor der korper-
eigenen Immunabwehr zurlckziehen. Eine Reaktiveprder Virusausscheidung ohne
Anzeichen klinischer Symptome durch die Gabe voedRisolon ist nachgewiesen
worden. Bei erwachsenen Hunden ist dies verbundereinem Anstieg der Titerh6he
(OKUDA et al. 1993).

2.3.6 Epidemiologie

Das canine Herpesvirus weist ein limitiertes Wieldpum auf, das sich wahrscheinlich
ausschliel3lich auf Mitglieder der zoologischen Hemider Canidae beschrankt. Bei
seroepidemiologischen Untersuchungen in Nordamekikanten KIMBER et al.
(2000) jedoch Antikorper gegen CHV-1 bei Otterre dur Familie der Marderartigen
gehdren, nachweisen. Neben dem caninen Herpesygihises noch das porzine
Herpesvirus und das feline Herpesvirus, die beinndHnachgewiesen wurden und
klinische Bedeutung haben kénnen (EVERMANN et 882).

Der Hund kann sich tber die Nahrung mit dem porziHerpesvirus-1 infizieren. Die
Erkrankung verlauft akut bis perakut und endet absrslos tddlich. Ein wichtiges
Symptom der so genannten Pseudowut ist der auggepdackreiz, der bis hin zur
Automutilation fuhren kann. EVERMANN et al. (198Xonnte ein dem felinen
Herpesvirus dhnliches Herpesvirus aus dem Kot wsthportal aus dem mesenterialen
Lymphknoten von an Durchfall erkrankten Junghunidefieren.

Fur den erwachsenen Hund ist die Infektion mit daminen Herpesvirus ungefahrlich.
Umso schwerwiegender sind die Auswirkungen ein&klion bei den Welpen. Die
oronasale Ubertragung durch soziales Verhaltene(®eh, Beschnuppern) der Hunde
untereinander ist der Hauptlbertragungsweg zwisokemachsenen Hunden. Auf
welchem Weg sich die Feten im Mutterleib anstecksinpnoch nicht hinreichend ge-
klart. APPEL et al. (1969), CORNWELL und WRIGHT @%, sowie LOVE und
HUXTABLE (1976) konnten experimentell eine trang@atare Ubertragung nachwei-
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sen. Die meisten Welpen infizieren sich jedoch wabtrder Geburt durch virushaltige
Sekrete in der Scheide (FULTON et al. 1974).

Doch auch durch Nasen- und Rachensekrete der Msitteine Infektion der Welpen in
den ersten Stunden ihres Lebens mdglich. Wahrendkidgen Phase einer Infektion mit
CHV-1 scheiden alle Hunde nach 3 bis 5 Tagen fiie &auer von zwei bis drei Wo-
chen das Virus Uber Nasensekrete aus, unabhangigeamlnfektionsroute (APPEL et
al. 1969; CARMICHAEL 1970; OKUDA et al. 1993). Diraden engen Kontakt mit
den Wurfgeschwistern und stetiges Belecken der éviwterbreitet sich das Virus
schnell von einem Welpen zum anderen.

Die fur alle Herpesviren typische Eigenschaft dessBildung einer latenten Infektion
konnte auch fur das canine Herpesvirus bestatigiemve(BURR et al. 1996; MIYOSHI
et al. 1999).

Studien Uber die Verbreitung des caninen Herpeswviuwrden seit der Entdeckung 1965
in vielen Landern der Erde durchgefuhrt. Abhangig der verwendeten Methode wer-
den in Europa bei 40 — 80 % der untersuchten Hwirdsspezifische Antikérper ge-
funden. In den 70er Jahren erfolgte die Titerbastimg meist mittels Serumneutralisat-
ionstest. Studien dieser Zeit aus Washington, dewsiz und den Niederlanden zeigten
Pravalenzen von 1 bis 8 % fur einzeln gehalteneddumd 19,8 % fir Zwingerhunde.
TAKUMI et al. (1990) entwickelten einen ELISA uneigten, dass dieser Test sen-
sitiver als der Serumneutralisationstest ist. Begizspateren Studien wurde der Serum-
neutralisationstest (mit oder ohne Komplementzysaiad/oder der ELISA ver-
gleichend zur Bestimmung der Seropravalenz angem@&tADING u. FIELD 1998;
KOENIG et al. 2004). Beide Studien konnten zeigtass die Ergebnisse von SNT und
ELISA zu tUber 97 % Ubereinstimmten.

Eine hohere Seropravalenz wurde im ZusammenhangdenitGro3e des Zwingers,
insbesondere wenn die Hygienebedingungen mangedivadt und wenn in der Vor-
geschichte Zwingerhusten aufgetreten ist (RONSSHE €004), nachgewiesen.

SEO et al. (1994) und VAN GUCHT et al. (2001) zeigtdass mit dem Alter der
Anteil seropositiver Tiere ansteigt. Bei RONSSEakt(2004) war kein Hund, der
junger als 6 Monate war, seropositiv. Der Anteriogenvertierter Hunde stieg bis zum

2. Lebensjahr deutlich an.
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Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwisaeam Antikorpertiter und dem
Auftreten von Aborten in einem Zwinger, aber niahit aus der Vorgeschichte
bekannten Fallen von Welpensterblichkeit oder Wiftbarkeit (RONSSE et al. 2004;
RONSSE et al. 2005).

Tabelle 7: Ubersicht Seropréavalenz des caninen Hegsvirus (CHV-1)

Land Autor Population* Seropra-
valenz
USA (LUNDGREN und 282 Hunde aus Haushalten 12,8 %
CLAPPER 1969) (2;4)
(FULTON et al. 1974) 100 Hunde (4) 6,0 %
Niederlande (OSTERHAUS et al. 197107 Hunde aus Haushalten (1) 2,8 %
(VAN GUCHT et al. 2001) 115 Hunde aus Zwingern (1) 12,0 %
(RIJSEWIIK et al. 1999) 224 Hunde (3) 39,3 %
Belgien (SCHWERS et al. 1980) 100 Hunde (2) 1,0 %
97 Hunde aus Zwingern (1) 49,5 %
(RONSSE et al. 2002) 102 Hunde aus Haushalten 046,1
545 Hunde aus Zwingern (1;2;3) 45,7 %
Schweiz (ENGELS et al. 1980) 632 Hunde aus Hausmalt 6,3 %
134 Zuchthunde (1) 18,7 %
Deutschland (BIBRACK u. 128 Zuchthunde 39,1 %
SCHAUDINN 1976) 125 Hunde aus Haushalten 12,0 %
62 Welpen (1) 8,1 %
(ACKERMANN 1975) 328 Hunde 30,0 %
(KOENIG et al. 2004) 1666 Hunde aus Zwingern 18,8
Grol3britannien (READING u. FIELD 325 Hunde aus Haushalten 76-88 %
1998) (1;3)
Frankreich (DELISLE 1982) 185 Hunde aus Haushalten 0,5%
433 Hunde aus Zwingern 28,4 %
(LACHERETZ u. 99 Hunde (5) 43 %
COGNARD 1998)
(POULET u. 345 Hunde aus Zwingern 15,9 %
DUBOURGET 1993)
(GUIGAL et al. 2002) 640 Hunde aus Zwingern 30,6 %
Italien (SAGAZIO et al. 1998) 280 Hunde insgesamt 1,41%
79 Hunde aus Zwingern (2) 66,6 %
(RINALDO et al. 2000b) 300 Hunde (2) 21,6 %
Japan (TAKUMI et al. 1990) 557 Hunde (1;3) 26,3 %
Korea (SEO et al. 1994) 338 Hunde insgesamt 37 %
davon Zuchthunde (3) 58 %

*In Klammern ist die Art des verwendeten Testes Bastimmung der Antikorpertiter als Ziffer
angegeben. 1 : SNT mit Komplementzusatz, 2 : BN& dusatz von Komplement, 3 : ELISA,
4 : Plaquereduktionstest, 5 : Immunofluoreszenz
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2.3.7 Pathogenese und pathologisch-anatomische Ved&rungen

Nach einer oronasalen Infektion erfolgt eine enrgteisvermehrung in den lokalen
Lymphknoten des Kopfes und Halses. Die systemigalgbreitung erfolgt von dort
zellassoziiert Uber die Blutbahn. Labordiagnostistidiese kurze Zeit der Viramie nur
sehr selten nachzuweisen. Die Verbreitung von CHWR1Korper erfolgt Leuko-
zyten-assoziiert (APPEL et al. 1969). Ein Hinwais die gefaRassoziierte Ausbreitung
des caninen Herpesvirus im Korper fand HASHIMOTOakt (1982), als er Virus-
antigen in den BlutgefaBwanden der maternalen etadeh Plazenta nachwies. CHV-1
bedingte Vaskulitiden, hyalinscholligen Degenenagio und Odeme der GefaRwande
fuhren zu fokalen Nekrosen in der Plazenta undisehein der Pathogenese von
Aborten von entscheidender Bedeutung zu sein (HAEMIO et al. 1979b;
HASHIMOTO et al. 1979c; PERL et al. 1982).

CHV-1 gelangt tber das Blut in die parenchymatt®egane und vermehrt sich dort.
HASHIMOTO et al. (1979a) fanden zusatzlich Veraodeen in Thymus, Speichel-
drise und Schilddriise und schlussfolgerten darsues dantropismus (Empfanglich-
keit aller Kérpergewebe) des caninen Herpesvirus. Ausdruck einer zum Zell-
untergang fuhrenden Virusvermehrung kommt es zurositkhpischen Verdnderungen
in Form von fokalen hamorrhagischen, nekrotischee entziindlichen Veranderungen
in Lunge, Leber, Niere, Darm und mesenterialen pykmoten. Pathognomonisch sind
stecknadelkopfgroRe subkapsulare und intrakapstida@araorrhagien, insbesondere in
Niere, Milz und Leber (HASHIMOTO et al. 1979a; PERLal. 1982; LIN et al. 1983)
Die mikroskopischen Veranderungen an der Nierehadien fibrinoide Nekrosen der
Arterien und Degeneration der Tubuli.

Erreicht CHV-1 das ZNS, kommt es zu nichteitrigeerithgoencephalomyelitiden mit
fokaler Neuritis und Gliosis (PERCY et al. 1968;HREY et al. 1970). Die Invasion des
ZNS erfolgt wahrscheinlich auf hamatogenem Wege.

Veranderungen an den Augen in Form von unilater&etinabdemen und fokaler
Retinadysplasie in mehreren Fallen wurde beschniéPERCY et al. 1968).

Zum Schluss sei noch erwahnt, dass CHV-1 bei eidemd mit malignem Lymphom
isoliert wurde (KAKUK et al. 1969).
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2.3.8 Kilinik

Die Inkubationszeit nach einer Infektion mit CHVbgtragt 3 bis 7 Tage. Todesfalle
von neugeborenen Welpen innerhalb der Inkubationsleuten auf eine prénatale
Infektion mit CHV-1 in uteri (HASHIMOTO et al. 1982Die klinischen Symptome
beim Welpen sind Wimmern, Apathie, Durchfall, Dgep und Bauchschmerzen. Ein
bis drei Tage nach Auftreten der ersten Symptorhelies Letalitat am grof3ten. Die
Infektion alterer Welpen verlauft mild (POSTE u.NG 1971; POULET et al. 2001).
Im ersten Drittel der Trachtigkeit fuhrt eine Infeln zu embryonalem Tod mit
Fruchtresorption; die Hundinnen bleiben ,leer* (FEMAN 1908). Experimentell
konnte gezeigt werden, dass eine Infektion mit Giivinittleren und letzten Drittel der
Trachtigkeit Aborte, Totgeburten und neonatale Wldét zur Folge hat. Die
Herpesinfektion beim erwachsenen Hund ist wenigfaligd mit etwas klarem
Nasenausfluss und einer milden Konjunktivitis vom Ris 5. Tag p.i. Die
Korpertemperatur verandert sich nicht (HASHIMOTO at 1982). Die Symptome
verschwinden ohne Behandlung nach wenigen Tagen setiosst und werden vom

Besitzer meist nicht als Erkrankung wahrgenommen.

Virusexpositiol
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v v
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Abbildung 5: Verlaufsformen einer Infektion mit demaninen Herpesvirus (RONSSE et al. 2003)
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BINN et al. (1967) isolierte CHV-1 bei Hunden méspiratorischen Symptomen und
KARPAS et al. (1968) gelang es, bei experimentefizierten Hunden produktive

Tracheobronchitiden hervorzurufen. Das canine Heipgs wird zu den sekundaren
pathogenen Erregern des Zwingerhustenkomplexesigeza

HASHIMOTO et al. (1983), HILL und MAREE (1974) bdseiben vesikulare

Lasionen an den Genitalschleimhauten erwachsenadddals Ausdruck der lokalen
Virusvermehrung und Ausscheidung. Diese Lasionetertr bei der Hindin im Pro-
Ostrus auf und bilden sich spontan im Andéstrus @uPOSTE u. KING 1971). Beim

Ruden sind die vesikularen Lasionen an der Prdpatileimhaut sowie an der Basis
des Penis nachweisbar und sind von Bedeutung fiiér midgliche venerische Ubertra-
gung des caninen Herpesvirus beim Deckakt.

Die dramatischsten Auswirkungen einer CHV-1 Infektitreten bei Welpen in den
ersten drei Lebenswochen auf. Der Tod tritt innkrlvan 24 bis 48 h nach Auftreten
der ersten Symptome ein. Die Symptome sind Anoréathie, Saugunlust, Dyspnoe,

angespanntes Abdomen, gelblich-griner Durchfallwil blutiger Nasenausfluss.

2.3.9 Diagnose

Anhand der klinischen Symptome kann nur eine Vdrtkattagnose gestellt werden. Im
Blut von Welpen ist eine deutliche Reduktion derorhbozyten nachweisbar (KAKUK
u. CONNER 1970). Die Diagnose von einer CHV-1 Itk erfolgt im Labor mittels
Virusisolierung, PCR, Immunhistologie und Elektronekroskopie. Mittels Elektro-
nenmikroskopie lassen sich Viruspartikel direktstielien. Diese kdnnen aber nicht
weiter charakterisiert werden. Die Virusisolierumgf eine spezifische Nachweis-
methode, aber selten aufgrund der InstabilitatHidte, von Erfolg gekront. CHV-1-
spezifische monoklonale Antiseren fur den immumhigfischen Nachweis sind kom-
merziell nicht erhéaltlich. In der Zellkultur stelich der cpE durch Anschwellung und
Abrundung von Zellen dar, die sich kurz darauf abtd Dieser Prozess setzt sich nach
auf3en fort. Basophile oder auch azidophile EK snitdder Nuklearmembran assoziiert.
Die pathologischen Veranderungen sind pathognorobniglistopathologisch sind

Einschlusskorperchen zu sehen. Der direkte Virusmars ist mittels PCR mdglich.
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2.3.10 Prophylaxe

Die Therapie einer CHV-1 Infektion beim Welpen &fosymptomatisch. Infizierte
Welpen hatten eine langere Uberlebenszeit odeldiiten, wenn ihre Koérpertempera-
tur kinstlich auf 39 °C erhoht wurde (CARMICHAEL at 1969; CARMICHAEL
1970). Das canine Herpesvirus wird in seiner Vemmead bei Temperaturen tber 37 °C
deutlich gehemmt (LUST u. CARMICHAEL 1971). Die nmale Korpertemperatur von
Welpen betragt 38 - 39 °C. Die Fahigkeit, die Kotpeaperatur konstant zu halten, ist
bei Welpen erst ab der 2. Lebenswoche vollstandigviekelt. Bis dahin sind sie
angewiesen auf die Warmezufuhr durch das Muttedasr durch geeignete Mal3-
nahmen (Warmelampe) im Wurflager. Die Vermehrung eaninen Herpesviren bei
optimal versorgten Welpen lasst sich wirkungsvaitath eine ausreichend warme Um-
gebung vermindern. Seit einiger Zeit gibt es eilmapfstoff auf dem Markt, der ver-
hindert, dass in den ersten Lebenstagen mit CHKfitierte Welpen erkranken und
sterben. Die Infektion der Mutter und die Ubertnagules Virus auf die Welpen wird
nicht verhindert. Bei der Subunit-Vakzine handatsech um das aufgereinigte virale
Glykoprotein gB. Seronegative Hindinnen werden westirder Trachtigkeit zweimal
geimpft: Die erste Impfung erfolgt wéhrend der ligkéit oder 7-10 Tage nach
Deckakt, die zweite 1-2 Wochen vor dem errechneBaburtstermin. Bei nach-
folgenden Trachtigkeiten erfolgen die Wiederholumggungen nach demselben Impf-
schema.

Seronegativ heildt, dass die Hindin noch nie Kontaktlem caninen Herpesvirus hatte
und deshalb auch keine Antikérper zum Schutz adsibikonnte. Ob die Hindin einmal
Kontakt mit dem Virus hatte, lasst sich nur durtcteeBlutuntersuchung feststellen. Mit
dem als Goldstandard geltenden Serumneutralisétiinist es im Labor nicht méglich
zu unterscheiden, ob der Antikérpertiter eines Husndon einer Impfung herrihrt oder
ob die Antikdrper aufgrund einer natirlichen CH\frfektion gebildet wurden.
DELISLE (1982) sowie POULET und DUBOURGET (1993) mahlen als Meta-
phylaxe die Serotherapie. Von erwachsenen seropasiHunden des gleichen Zwin-
gers wird Serum gewonnen. Davon werden 1 bis 2lenl Welpen am ersten oder
zweiten Lebenstag intraperitoneal verabreicht.

Die Wirksamkeit antiviraler Chemotherapeutika zdrefiapie einer Infektion mit dem

caninen Herpesvirus ist nicht untersucht. In vBtodien zeigen eine Hemmung der
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Virusvermehrung von CHV-1 in MDCK-Zellen unter Ztwsavon rekombinantem
caninen Interferon- (NISHIKAWA et al. 2001). Klinische Studien zum Egiz von
Interferon bei einer Infektion mit dem caninen Heyirus beim Hund fehlen.
Zuchtmanagement und Hygiene sind wirkungsvolle @llittm die Infektion und Ver-
breitung des caninen Herpesvirus in einem Zwingewverhindern. Drei Wochen vor
der Geburt sollten trachtige Hundinnen isoliert wtekssarm gehalten werden. Latent
infizierte Hunde tragen durch klinisch symptomléd®asen der Virusausscheidung zur
Verbreitung von CHV-1 bei und sollten von seronagatt Zuchttieren getrennt werden.
Reinigungs- und Desinfektionsmalinahmen sind, antgrder Empfindlichkeit der

Virionen gegentber Detergentien und lipidloslicleinigungsmitteln, einfach.

2.4 Arbeitsplan

Ziel dieser Arbeit ist es, die Verbreitung und &edeutung des caninen Herpesvirus
und des Canine Minute Virus unter Zuchthunden intB&hland naher zu untersuchen.
Dazu sollten Seren von Zuchthunden, Abstriche, Kditen und Organe von
verstorbenen Welpen oder Abortmaterial auf CHV-d @GmMV untersucht werden.
Gleichzeitig soll der diagnostische Nachweis vorvi®@ndurch die Herstellung poly-
klonaler Antikdrper gegen CnMV im Kaninchen und dHerstellung rekombinantem
Virusprotein inE.coli vereinfacht werden. Das synthetisierte CnMV-Prosall spater
als Basis fur die Entwicklung eines ELISA zum Naeisvvon CnMV-spezifischen

Antikorpern beim Hund dienen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, spezielle Reagenzien

Chemikalien wurden bezogen von den Firmen RothckjekppliChem und Sigma. Im
Folgenden sind spezielle Chemikalien bzw. Produktkihre Hersteller aufgefiihrt:

NEA Biochrom, Berlin
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin

Trypsin 1:250 Biochrom, Berlin

Guinea Pig Complement Sigma, Saint Louis, USA

Freunds Adjuvans incomplete Sigma, Saint LouisAUS

RotilJ- Blue Roth, Karlsruhe

Bradford Reagent Sigma, Saint Louis, USA
Bis-Acrylamid (30%/0,8%) Roth, Karlsruhe

PMSF Roth, Karlsruhe

Seesand, reinst Windaus Labortechnik, Claustbhértal
3.1.2 Marker

DNA-Molekulargewichtsmarker PEQLAB BiotechnologiembH,

Protein Marker, Broad Range New England Biolabs b&m Frankfurt
PageRuler™ Prestained Protein Ladder MBI FermeaiabH, St. Leon-Rot
pegqGOLD 100 bp DNA Marker PEQLAB Biotechnologie Gi) Erlangen

3.1.3 Antikérper und Enzyme

sheep anti-dog 1IgG HPO Serotec, Dusseldorf

sheep anti-dog IgG FITC Serotec, Dusseldorf

sheep anti-rabbit IgG HPO Bethyl Inc.,Montgomdrgxas, USA
swine anti-rabbit-lgG HPO Dako A/S, Glostrup, Barark

goat anti-rabbit-IgG Cy2 dianova GmbH, Hamburg

goat anti-mouse-lgG HPO Serotec, Dusseldorf
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mouse anti His Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg
Restriktionsendonukleasen und Puffer MBI Fermen@sbH, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
Pfu-DNA-Polymerase Stratagene, La Jolla, CA, USA
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

3.1.4 Puffer und Lésungen

PE-Puffer 500 mM Saccharose, 100 mM Tris-HCI, 1 BDITA,
pH 8,0
PBS 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM NROy, 1,5 mM
KH,PO,, pH 7,4
PBS/T PBS mit 0,05 % Tween®20
Boratpuffer 0,2 M Borsaure, 0,5 M NaCl, pH 7,4
CsCI (1,39 g/cr¥) CsCI 530 mg/ml
5 M NaCl NaCl 292,2 g, A. bidest ad 1 |
TE-Puffer Tris, EDTA, pH 8,0
Bindepuffer 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 5 mM Imidazgld 7,9
Elutionspuffer 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 1 M Imidazq@H 7,9
Waschpuffer | 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 20 mM ImidazpH 7,9
Waschpuffer Il 20 mM Tris, 0,5 M NaCl, 50 mM ImidazpH 7,9
SDS-Probenpuffer nach2,5 % (v/v) 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 5 % (v/{3}
Laemmli Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glycerol, 2 % (w/v) SDS
0,2 % (w/v) Bromphenolblau
Thowbin-Puffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin
SDS-Elektrophoresepuffer (5xp mM Tris, 38,4 mM Glycin, 0,02 % SDS
Phosphatpuffer (10x) 720 mM KHPQ,, 170 mM KH,PQ,, pH 7,0
0,5 M Tris-HCI 6,00 g/ 100 ml, pH 6,8
1,5 M Tris-HCI 18,15 g/ 100 ml, pH 8,8
Puffer X2 20 mM Tris Cl, 20 mM EDTA, 200 mM NaCIlQo&nM
DTT, 4 % SDS, 25@g/ml Proteinase K
TBE 10x 108 g Tris, 55 g Borséaure, 8,3 g EDTA, Adstad 1 |
Sammelgel fur SDS-Page (2x): Trenngel 12 % fur SDS-Page (2x):
A. bidest. 3,075 ml A. bidest. 3,4 ml
0,5 M Tris-HCI 1,25 ml 1,5 M Tris-HCI 2,5ml
SDS 20 % 25 SDS 20 % 5@l
Bis-Acrylamid 0,67 ml Bis-Acrylamid 4,0 ml
APS 10 % 25 APS 10 % 5@l

TEMED S5ul TEMED Sul
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3.1.5 Kits

QIAquickd PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

QIAamp DNA Stool Mini Kit Qiagen, Hilden

QIAamp] DNA Mini Kit Qiagen, Hilden

QIAamp Viral RNA Mini Kit Qiagen, Hilden

QIAGENO Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

Nucleo Spinl -Extract Il Macherey-Nagel, Diren

Fast Start High Fidelity PCR System Roche DiageesEmbH, Penzberg
ReddyMix1 PCR Master Mix Abgene House, Surrey, UK
TOPO TA Cloning] Invitrogen GmbH, Karlsruhe

3.1.6 Untersuchungsmaterial

Durch Veroéffentlichungen tber das infektiose Wekierben und deren virale Ursachen
in einigen Mitgliedszeitschriften von interessiarteHundezuchtvereinen wurden
Zuchter aufgefordert, Serumproben einzusenden. dinér speziell eingerichteten

Homepage mit der URL http://www.herpes-beim-hundktennten Tierarzte und

Zichter einen dazugehoérigen Probenbegleitscheinntetaden, auf dem zusatzliche
Daten Uber z. B. Geschlecht, Rasse und Alter d@rfvagden. Ein Abdruck des Proben-
begleitscheines ist im Anhang (Seite Il) dieser eirldargestellt. Zusatzlich kénnen
40 Seren der Serumbank aus Minchen, die 1998 imm&aheiner seroepidemio-

logischen Studie zur Wirksamkeit verschiedener solpémata und Impfstoffe bei

Hunden angelegt wurde, mit in die Untersuchungaebeziogen werden. Von Frau Prof.
Gunzel-Apel, Institut fir Reproduktionsmedizin, fMeztliche Hochschule Hannover
wurden freundlicherweise 31 Spermaproben und 26ngamoben aus dem Patientengut
der Klinik in Hannover zur Verfigung gestellt. Aehen Marz 2004 und Oktober 2005
konnten so insgesamt 429 Serumproben, 34 Spermapr@y Tupferabstriche und

16 Kotproben gesammelt werden.

Die positiven Referenzseren fur die Antikérperbastung gegen das Canine Minute
Virus und ein negatives Referenzserum eines Hunuds SPF-Status Uberliel3

freundlicherweise Prof. Leland E. Carmichael, JBAker Institute, Cornell University,

NY, USA.



Material und Methoden 34
3.1.7 Medien
MEM- enthalt 20 mM HEPES, 4,5 g/l Glukose ; vor GebraZigbatz 1x

Earle/HEPES NEA, 120 mg/l Na-Pyruvat, 2 mM/I Glutamin, 1,1 g/M&Cl,
100 IE Penicillin, 10Qug/ml Streptomycin (Biochrom, Berlin)

DMEM 3,7 g/l Natriumhydrogencarbonat, 4,5 g/l Glsko 1,028 g/l
Glutamin; vor Gebrauch Zusatz 1x NEA, 100 IE Péimgi
100pg/ml Streptomycin (Biochrom, Berlin)

LB 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 171 mM NaCl, gt

FKS Biochrom, Berlin

SOC 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 8,56 mM NaZb mM KClI, 20
mM Glukose, pH 7,0

B 11,8 g/800 ml Pepton, 23,6 g/800 ml Hefe, 4 6/&l Glyzerin,

vor Gebrauch Zugabe von 100 ml 20% Glukose, 100 ml
10xPhosphatpuffer, 50g/ml Ampicillin

Alle Puffer, Lésungen und Medien wurden mit A. lstleangesetzt und anschlie3end

autoklaviert. Feste Nahrboden enthalten zusataljslo (w/v) Bacto-Agar. Die Zugabe

von Antibiotika erfolgte nach Abkuhlen der autoktaten Medien auf ca. 40 °C.

Zellkulturmedien wurden bei 4 °C gelagert und voeb@&uch auf Raumtemperatur

erwarmt.

3.1.8 Mikroorganismen

Wirtsstamm

Genoty)

TOP10F
(Invitrogen)

F (lacl9 Tn10 (Tef? )) mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
d80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A (ara-
leu)7697galU galK rpsL endAl nupG

XL-1Blue suE44hsaR17recAl endAl gyrA46 thi relAl lacF
(Stratageng) [proAB laclqg lacZ AM15 TU(tef)]
BL21-CodonPlus(DE3)RIL  E. coliB F ompThsd$rs” mg) demi Tetl gal A\(DE3)
(Stratagene®) endAHte [argU ileY leuWCani]
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3.1.9 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotiderden von der Fa. Biomers, Ulm
und Sigma Genosys hergestellt. Die Auswahl der ddligsleotidsequenzen erfolgt
manuell und unter Verwendung des Programms PrinlR3ZEN u. SKALETSKY
2000). Der Einbau von Restriktionsschnittstellefolgt manuell. In Tabelle 8 sind alle
verwendeten Oligonukleotide unter Angabe der Anngt#mperatur und der Position
innerhalb der in der Genbank verdéffentlichten Segee fir CnMV (NC004442) und
CHV-1 (AF361073) zusammengefasst.

Tabelle 8: Oligonukleotide

Primer Sequen® "Tm Position

CnMV12s 5’-aca agc cat cac agt gga tc-3’ 60°C 4206-4225
CnMV18as 5'-tcg tte ttt gac tcg ggt ct3’ 60°C  4926-4907
CnMVbas 5'- aac fca ctt tcc gga gca g&' 60°C  4482-4463
CHVgBrb) 5'-ttg caa tgc ccc tca taa tt -3’ 56°C 2128-2109
CHVngb) 5’-cag gac tat tgg act ata gt-3’ 56°C 2009-2028
VP2MBamHI|  5'-tattagigat ca atg gaa ccg cag gaa actgag -3 56 °C  3329-3249
VP2MEcoRI 5'- atg aya atti cct gcg ttt tgt tta tgc ctc ttc -3’ 56°C 5041-5019
VP2Bgllli2.1 5'- ccg qal g atctca geg tca geg ttt tgt tta tg-3 56°C 5041-5026
VP2 Pael2.1 5'- caa gc atgl caa ccg cag gaa act g-3’ 56°C  3332-3247

a) Fettgedruckt sind die jeweiligen Erkennungssegee fir die Restriktionsenzyme. Der Pfeil
signalisiert die Schnittstelle.
b) (BURR et al. 1996)

3.1.10 Labormaterial

PAGEr Duramidél Precast Gels = Cambrex Bio Science Inc., RocklaishA U

Hybond-P Blotting Membran Amersham BiosciencesoparGmbH, Freiburg
Gel Blotting Papier Schleicher & Schuell BioSwe GmbH, Dassel
Dialyseschlauch Roth, Karlsruhe
Plastikmaterial Nunc, Danemark; Simport Plas€@nada

Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

BSN medical, Hamburg

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
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3.1.11 Gerate

Blotapparatur Trans-Blot Semi Dry Transfer CellpBad Laboratories,
Munchen

ElektrophoreseapparatureReqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Geldokumentationsgerate  GelDoc 2000, BioRad Labaest, Miinchen

Inkubatoren CO, Unitherm 170, UniEquip, Martinsried; Heraeus,
Heracell

Kamera Leica DC 180, Leica Microsystems Ltd, Heaglr
Schweiz

Mikroskope Leica DM IL, Leica Mikrosysteme GmbH, Y¥kar

Netzgerate BioRad Power Pac 200, 300, 1000, 30@dickkn

pH-Meter WTW Laboratory Equipment, Weilheim

Photometer Multiskan Ascent®, Labsystems, HelsiBkinland
Perkin Elmer Lambda Bio uv/vis, Rodgau

Pipetten Eppendorf, Gilson S.A.S., Frankreich

Wasserbad medingen W 12, Medingen

Zentrifugen Heraeus Biofuge Stratos

Heraeus Biofuge fresco
Hettich Unversal 30F, Tuttlingen
Beckmann Optima L-70K Ultracentrifuge

Horizontal-Schattler Ultrawash PLus®, Fa. Dynat@&elchnologies Ltd.,
Guernsey, UK

Schuttel-Heizblock Vortemp 56 EVC, UniEquip, Masried

sterile Werkbanke Heraeus, Kojair

PCR-Cycler eppendorf Mastercycler gradient, Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland
Tpersonal 48, Whatman Biometra, Gottingen

Waagen Sartorius; Kern und Sohn;

Reinstwasseranlage Clear UV Plus Reinstwassersystem
SG-Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH,
Hamburg

Vortex Vortex Genie 2, Scientific Industries, USA ;

VWR international

3.1.12 Software

Diese Arbeit wurde unter Anwendung von MicrosoftfiCd 98 realisiert. Als
Werkzeuge zum Bearbeiten und Analysieren von DNBNA- und Proteinsequenzen
wurde Software von DNASTAR benutzt. Fir die Dokutagon und Archivierung von
Aufnahmen mit der Mikroskopkamera kam das Prograbeica IM50 zum Einsatz.
Graphiken wurden mit Micrografx Picture Publishestellt und bearbeitet. SPSS 11.5
und RegioGraph 6.0 wurden fur die statistische ys®lund die graphische Darstellung

der Ergebnisse verwendet.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturverfahren

3.2.1.1 Kultivierung WRCC-Zellen

Die WRCC-Zellen wurden von Prof. Leland E. Carm@haames A. Baker Insitute,
Cornell, USA zur Verfugung gestellt und stellenecipermanente Zelllinie aus einer
subepidermalen Zyste eines bestrahlten HundesDdarepithelioiden WRCC-Zellen
sind, zusammen mit einzelnen MDCK-Stammen, dieigibekannten permissiven Zel-
len flr das Canine Minute Virus. Die Kultivierungagt in DMEM supplementiert mit
10 % FKS, nicht essentiellen Aminosauren und Aatika, bei 5% CQ Im Rahmen
dieser Arbeit wurden Zellen der Passage 14 - 4wemdet. Fur die Passage wird der
konfluent gewachsene Monolayer zweimal kurz mit5092 Trypsin gewaschen und
anschliel3end bis zur Ablésung der Zellen mit 0,29 8#psin inkubiert. Die abgeldsten
Zellen werden im Wachstumsmedium suspendiert undg@awinschtem Verhaltnis
geteilt. Zur Einstellung der gewlnschten Zellzahber Suspension werden die Zellen
wie in Punkt 3.2.1.3 beschrieben gezahlt.

3.2.1.2 Kultivierung MDCK-Zellen

Die Vermehrung des caninen Herpes Virus erfoldfladin Darby Canine Kidney Cells
(MDCK-Zellen), die freundlicherweise von Herrn DRoland Riebe, Zellbank flr
Zelllinien in der Veterinarmedizin (ZBV), Friedridboeffler-Instititut, Bundes-
forschungsanstalt fur Tiergesundheit zur Verfuggegtellt wurden. Die epithelioiden,
schnell proliferierenden Zellen wurden in diesebdit von der 66. bis 104. Passage
eingesetzt. Die Kultivierung erfolgt mit MEM/Earl2D) mM HEPES unter dem Zusatz
von 5 % FKS, 120 mg/l Natriumpyruvat, 1,1 mg/ml Nanhydrogencarbonat, 2 mM/I
Glutamin, nichtessentiellen Aminosauren und Antikex Die Zellen wurden zwei- bis
dreimal in der Woche je nach Konfluenz im Verh&td/3 bis 1/10 passagiert. Die
Zellen werden dazu zweimal mit Trypsin gewascheth danach bis zur Ablésung der

Zellen bei 37 °C inkubiert. Alle Zellkulturarbeiteerfolgen unter einer Sterilwerkbank.
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3.2.1.3 Zellzahlung

Die Auszahlung der im Wachstumsmedium resuspemediefiellen erfolgt in einer
Neubauer-Zdhlkammer. Sofort nach Zugabe von 10 #¢) (Vrypanblau wird die

Zellsuspension in die Kammer geflllt. Blau gefariee Zellen werden nicht gezahilt.
Die Auswertung erfolgt rechnerisch nach folgenderntel, nachdem die Zellen in

mindestens 9 Grol3quadraten ausgezahlt worden sind.

Zellen /ml = N DVG
Q Vk Vz

N = Summe aller gezéhlten Zellen
Q = Anzahl der ausgezahlten Grol3quadrate

V= Kammervolumen = 0,0001
V= eingesetztes Gesamtvolumen in ml

V= davon Zellsuspension in ml

3.2.1.4 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Zur Langzeitlagerung werden die WRCC in DMEM und @GO in MEM mit
10 % FKS in einer Zellzahl von 2 bis 4 x%Bellen/ml nach Zugabe von 10 % (v/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO) in Einfrierréhrchen mit e2n Abkuhlrate von —1 °C/min bis
auf —60 °C heruntergekihlt und dann in flissigeickStoff Uberfiihrt. Tiefgefrorene
Zellen werden im Wasserbad bei 37 °C rasch bis @smirierpunkt aufgetaut und
zusammen mit auf 37 °C vorgewarmtem Kulturmediunvarbereitete Kulturflaschen

ausgesat.
3.2.2 Viruskultur

3.2.2.1 Virusstamme

Der CnMV Stamm-GA3 (CARMICHAEL et al. 1991) und deanine Herpesvirus-
stamm-11 wurden freundlicherweise von Prof. Dr.abel E. Carmichael, J. A. Baker
Institute, Cornell University, NY, USA fur diese Beit zur Verfligung gestellt.
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3.2.2.2 Virusisolierung

Ein bis zwei Gramm Organmaterial oder Kot werdern etwas Seesand in einem
Morser mit Pistill fein zerrieben. Nach der Zugamen 5 ml PBS und Antibiotika
(200 IE/ml Penicillin und 200ug/ml Streptomycin) wird der flissige Uberstand
zentrifugiert (3000 rpm / 20 min/ 4 °C), sterilfigrt und portioniert bis zur weiteren
Verwendung kurzfristig bei 4 °C, ansonsten bei 280gelagert. 50Qul des Uber-
standes werden in 25 érZellkulturflaschen, die 5 x POfrisch ausgesate WRCC oder
7,5x 1@ MDCK Zellen enthalten, inokuliert. Die Flaschen rden bei 37 °C und
5 % CQ, fur funf Tage inkubiert und taglich auf das Autee eines cpE kontrolliert.

Bei negativem Ergebnis werden die Flaschen zweienagefroren und wieder auf-
getaut, die Zellsuspension zentrifugiert und deerStand ein zweites Mal mit frischen
WRCC- bzw. MDCK-Zellen passagiert. Bildet sich naohkeimaliger Passage kein
cytopathischer Effekt aus, wird versucht, mittelsdiiekter Immunofluoreszenz

Virusantigen in der Zelle nachzuweisen.

3.2.2.3 Virusaufreinigung
WRCC-Zellen werden mit CnMV in einer MOI von 1 ineert und bei 37 °C und
5 % CQ, bis zum Auftreten eines 70 bis 100 %igen cpE imbNach einem zwei-

maligen Gefrier- und Tauzyklus wird die Zellsuspensvon groben Zelltrimmern
durch Zentrifugation (3000 g, 20 min, 4 °C) befr@as im Uberstand befindliche Virus
wird mit PEG-6000 (Endkonzentration 10 % w/v) unshee 5 M NaCl-Lésung
(10 % v/v) Uber Nacht bei 4 °C unter Ruhren audljefdas Prazipitat wird 45 min bei
1500 g und 4 °C sedimentiert und in geringer Memyeat-Puffer resuspendiert.
Anschliel3end wird Chloroform in einem Verhaltnisnva:1 dazugegeben und das
Gemisch wahrend der einstindigen InkubationszditRie mehrmals aufgeschiittelt.
AnschlieBend wird zentrifugiert (4000 rpm/ 20 mdn/C) und der Uberstand liber einen
isopyknischen CsCI-Gradienten gereinigt. Dazu wirdjedes Roéhrchen eine CsClI-
Lésung mit einer eingestellten Dichte von 1,39 ¢/¢88 %) vorgelegt und mit dem
virushaltigen Uberstand tiberschichtet. Nach derazéntrifugation bei 40 000 rpm fir
21 h bei 4 °C in einem SWA41 Rotor befinden sichizvwpalisierende Virusbanden im
mittleren Rohrchendrittel. Durch seitliches Einsgat mit einer Kanile werden die

Banden abgezogen und durch erneute Zentrifugagor2® 000 rpm und 4 °C fir 3 h
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pelletiert. Das Pellet wird in PBS resuspendiertl mach Bestimmung des Protein-
gehaltes (3.2.9.4) und der Kontrolle der Reinhaiteiner SDS-Gelelektrophorese
(3.2.9.1) als Antigen zur Herstellung des Hyperimsarums gegen CnMV (3.2.10) in

Kaninchen verwendet.

3.2.2.4 Virustitration

Zur Bestimmung der TCI§ wird die Methode der Endverdinnungstitration betlEs
wird diejenige Virusverdinnung ermittelt, in derchaeine infektiése Einheit vorhanden
ist. Vorbereitend werden zunachst Zellen passagierd gezahlt. Von der auf
1,510 Zellen/ml eingestellten Zellsuspension werden 100n jede Kavitét einer
96-Well-Mikrotiterplatte gegeben. Auf separaten\®e#-Mikrotiterplatten erfolgt die
Herstellung einer Virusverdinnungsreihe. Dazu wefdel80ul Medium in jedes Well
vorgelegt und je 2Qul der zu untersuchenden Virussuspension in diee efgtalte
gegeben. Nach einem griindlichen Durchmischen eréigUberpipettieren von 20l

in die jeweils nachfolgende Kavitat. Zwischen jed&rdinnungsstufe werden die
Pipettenspitzen gewechselt. 1QDjeder Virusverdinnung werden auf die Zellkultur-
platte Ubertragen. Um einen erneuten Spitzenwechseimgehen, wird dabei mit der
hochsten Verdinnungsstufe begonnen. Die Auswertrfggte nach zwei bis vier
Tagen lichtmikroskopisch. Die Kalkulation des Téeals TCIRy0,1 ml erfolgt nach
KAERBER (1931) und SPEARMAN (1908). Der Titer besagie viele infektiose
Einheiten im unverdiinnten Ausgangsmaterial vorharsited.

3.2.3 Praparation viraler DNA

Die DNA-Praparationen aus Organmaterial, Zellkuiberstand, Tupferproben und Kot
erfolgt mit kommerziell erhaltlichen Aufreinigungskder Firma Qiagen, Hilden nach
Vorschrift des Herstellers. Fur die Aufreinigungnvviraler DNA aus Sperma wurde
das Protokoll des Herstellers durch einen zuséeticSchritt abgeandert. Zu 10
Sperma wird das gleiche Volumen Puffer X2 gegeb@a.Probe wird fir eine Stunde
bei 55 °C inkubiert und zwischendurch gevortextciNZugabe von je 20Ql Puffer
AL und Ethanol erfolgt die weitere Aufreinigung wier gemal dem Protokoll des
Herstellers. Die eluierte DNA wird bei —20 °C gedday
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3.2.4 Diagnostische PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ermdglicht die Afmpkrung spezifischer DNA-
Abschnitte. Der Anfang und das Ende des DNA-Fradegewird bestimmt durch das
Design zweier gegenlaufiger Primer, die zu demb&ziehungsweise 5-Ende des zu
amplifizierenden DNA-Abschnitts komplementar siigie Oligonukleotide zur spe-
zifischen Diagnostik einer CnMV-Infektion wurdenteeder manuell oder mit dem
Programm Primer 3 (ROZEN u. SKALETSKY 2000) desmjnand anschlieRend mit
der Datenbank des National Center for Biotechnolodgormation (NCBI, Bethesda,
MD, USA, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) unteNMerwendung des BLAST
Programms (ALTSCHUL et al. 1990) hinsichtlich einéoraussage der Spezifitat
verglichen.

In einem Standardreaktionsansatz vonp2swerden 22,511 PCR Master Mix (1.1x
ReddyMix™, ABgene House), O}8 je Oligonukleotid und 1,5l Template gegeben.
Die einzelnen Bestandteile liegen in folgenden EBmdlentrationen vor: 200m dNTP,

0,75 U Taq Polymerase, 2,5 -2,75 mM MgQind 0,2 — 0,44M je Oligonukleotid.
Die genauen Angaben beziglich MgClund Oligonukleotidkonzentrationen sowie

Annealing-Temperaturen sind in Tabelle 9 zusammiasge

Nach einer initialen Denaturierung bei 94 °C fim® werden 40 Amplifikationszyklen
durchgefuhrt. Ein Zyklus besteht jeweils aus eidenaturierung bei 94 °C (30 s), der
Anlagerung der Primer (30 s) bei der fur jedes Brpaar spezifischen Schmelztem-
peratur (siehe Tabelle 8) und der Extension beéiCZ#ir 30 s. Anschliel3end wird der
Reaktionsansatz fir weitere 7 min bei 72 °C inktbieum eventuell noch
unvollstandige DNA-Strange zu komplettieren.

Als Negativkontrolle wird A. bidest und/oder viralNA von einem anderen als dem
gesuchten Virus genommen. Positivkontrolle ist leir®NA aufgereinigt aus Zell-
kulturtiberstand.

Die PCR-Produkte werden anschlielend gelelektragisch aufgetrennt und die
Ergebnisse dokumentiert (3.2.5).
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Tabelle 9: Ubersicht der Reaktionsbedingungen der ®R zum Nachweis von CnMV und CHV-1

Oligonukleotid Konzentration  MgCl, Annealingtemperatur Fragmentgrol3e

CHVgBr

CHVgEBH 0,4puM 2,75 mM 56°C 120 bp
CnMV 12s 0
CnMV 5as 0,2uM 2,5mM 60°C 276 bp
CnMV 12s 0
CnMV 18as 0,2uM 2,5mM 60°C 702 bp

3.2.5 Gelelektrophorese
Die Auftrennung von DNA-Molekilen erfolgt in Abhéiggeit von den GroR3en der

DNA Fragmente in 1 bzw. 2%igen Agarosegelen inre(delelektrophoresekammer in
1XTBE-Puffer. Die Elektrophorese wird bei 120-1400v 45-60 min durchgefuhrt. Die
GrolRe des Fragmentes wird durch visuellen Vergleath einem eingesetzten DNA-
Standard-Marker bestimmt. Die Agarosegelelektropb®mwird auch zur Reinigung von
DNA-Fragmenten benutzt. Dazu wird das gewinschteA{bkagment mit einem
Skalpell so knapp wie mdglich aus dem Gel ausgésehrund mit Hilfe des Nucleo
Spin Extraction Kit Il (Macherey-Nagel, Diren) nadén Angaben des Herstellers aus

dem Gel eluiert.

3.2.6 Klonierung

Das Oberflachenprotein VP2 von CnMV ist bedingtatiuseine exponierte Lage auf
der Virusoberflache ein wichtiges Antigen. VP2 @gmsich deshalb zum Einsatz in
einem diagnostischen Nachweissystem fir CnMV. Daféirden relativ grof3e Mengen
an Antigen benotigt. Die Herstellung von rekombieam Protein durch Genexpression
in E.coli ist eine etablierte Methode und I&sst sich flie &antinuierliche Produktion
des Proteins in unterschiedlichen Mengen sehrtgatlardisieren.

Das Gen fur VP2 wird amplifiziert und zun&chst inem Klonierungsvektor eingebaut.
Spater erfolgt die Subklonierung in einen Expressiektor und die Transformation in

einenE.coli-Expressionsstamm.
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3.2.6.1 Herstellung Amplifikat

Die Amplifizierung des VP2-Gens erfolgt in einer RQunter Verwendung einer
thermostabilen DNA-Polymerase aus dem Bakteriityrococcus furiosus(Pfu-
Polymerase). Die 3 5-Exonukleaseaktivitat dePfu-Polymerase ermdglicht die
Synthese groRer DNA-Fragmente (bis 12 kb) mit sedulriger Fehlerrate. Durch diese
Aktivitat ist das Enzym in der Lage, falsch eingaieaNukleotide herauszuschneiden
und durch das richtige zu ersetzen. Pieg-Polymerase wird im Sinne einer Hotstart-
PCR erst nach dem initialen Denaturierungsschuitt Reaktionsansatz zugegeben.
Das 1737 bp grol3e Fragment wird mit dem FastStgh Hidelity PCR System (Roche
Diagnostics GmbH) unter Verwendung des Oligonuldipatares VP2Bglli2.1 und
VP2Pael2.1 amplifiziert und dann nach Angaben desstdllers in den Vektor
pCR®2.1-TOPQ (Invitrogen) kloniert. Der das Insert enthaltenekide wird mittels
Restriktionsverdau und Sequenzierung ermittelt @ndalt die neue Bezeichnung
pCR®2.1MVP2.

Tabelle 10: PCR-Programm zur Amplifizierung des VP2Gens von CnMV mit VP2MBamHI und
VP2MECcoRI

Zyklenanzahl Temperatur Zeit

95 °C 5 min
95 °C 1 min
30 x 56 °C 1 min
72 °C 2 min
72 °C 10 min
4°C 00

3.2.6.2 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme bakterielesprungs, die an spezifischen
Sequenzen der DNA binden und sie dort spalten Hokennungssequenzen sind i.d.R.
palindromisch aufgebaut. Die Lange variiert zwistheund 6 bp.

Zum einen dient die Behandlung mit Restriktionsemely zur Vorbereitung von
Fragmenten und Vektoren fir eine LigationsreaktMit.dem Restriktionsverdau wird
zum anderen aber auch Uberpruft, ob die prapamieRlasmide das gewilnschte
Fragment enthalten (siehe Tabelle 11). Alle in eliedrbeit verwendeten Restriktions-

enzyme hinterlassen Uberstehende Enden, die ascticdy endsbezeichnet werden.
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Die DNA-Fragmente werden in einem Agarose-Gel etnéppnt und das
Restriktionsmuster ausgewertet.

Tabelle 11: Pipettierschema fir den Restriktionsvedtau des Vektors pET22b(+)M-VP2 mit EcoRl
und BamHI (Inkubation: 37 °C, 30-45 min)

Ansatz 50|
Vektor 5l
EcoRl 1
BamHI 1l
10xPuffer 5ul
Aqua bidest. 38 ul

3.2.6.3 Subklonierung genomischer Fragmente

Das VP2-Gen von CnMV wird aus dem Vektor p2RIMVP2 in den Vektor
pET22b(+) subkloniert. pCR.1MVP2 wird dazu als Template in einer weitererRPC
eingesetzt. Der Expressionsvektor pET22b(+) wurdandlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Herrn Dr. Martin Giersberg, Fa. Nowyl| Gatersleben. Das 1739 bp
grof3e Insert wird mit Hilfe flankierender Primer K2-M-Eco, VP2-M-BamHIfwd)
und der Pfu DNA-Polymerase amplifiziert. Die Zusammensetzures dReaktions-
ansatzes und das Amplifizierungsprogramm sind ibella 12 zusammengefasst. Die
gewiinschte Bande wird aus dem Agarosegel extrammettdas eluierte Fragment zur
Herstellung Uberhangender Enden mit EcoRI und Bamditlaut. Gleichzeitig wird
vorbereitend fir die anschlieRende Ligationsreakter Vektor pET22b(+) mit EcoRl
und BamHI linearisiert. Mit dem Nucleo Spin ExtrdlcKit (Macherey-Nagel, Diren)

werden die Restriktionsenzyme nach 30-minttigeuliaition bei 37 °C entfernt.

Tabelle 12: PCR fur die Subklonierung von VP2

Ansatz 50l Zyklenanzat Temperatur Zeit
10xPCR-Puffer 5,0ul o .
Pfu-Polymerase 0,5ul 95°C 5 min
VP2MBamHI 0,4ul 95 °C 30s
VP2MECcoRI 0,4ul 25 x 56 °C 1 min
dNTP 0,4l . .
Template 0,25ul 2c 2 min 30 s

_ 72 °C 10 min
Aqua bidest. 38ul

4 °C )
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3.2.6.4 Plasmidligation

Zur kovalenten Verknupfung von Vektor- und FragmeMA wird nach dem in
Tabelle 13 dargestellten Schema ein Ligationsartsertgestellt und anschlieRend tber
Nacht bei 4 °C inkubiert.

Tabelle 13: Pipettierschema des Ligationsansatzes

Ansatz 20 ul
Vektor 2ul
Fragment 5ul
10xLigasepuffer 2u
T4-DNA-Ligase 1p
Aqua bidest. 10ul

3.2.6.5 Transformation

Alle Primartransformationen erfolgen in déncoli K12-Stamm XL-1Blue. Fir die
Expression des VP2 Proteins werden die aufgeremiBlasmide pET22b(+)JMVP2 in
den Stamm BL21CodonPlus(DE3)RIL transformiert. CiseltkompetenteE.coli-
Zellen des genannten Stammes, freundlicherweise @onMartin Giersberg, Fa.
Novoplant, Gatersleben zur Verflugung gestellt, warcduf Eis aufgetaut. Nach der
Zugabe von {il des Ligationsansatzes erfolgt eine Inkubation Eisf fir 30 min. Es
folgt ein Hitzeschock fur 30 s bei 42 °C im Wasserlind eine 2 minttige Inkubation
auf Eis. Anschlieend wird der Ansatz mit 1 ml vewgirmten S.O.C.-Medium
aufgeflllt und fir 45 min bei 37 °C geschittelte®akterienzellen werden fur 10 s bei
12000 rpm pelletiert und nach vorsichtigem Dekaatiein dem sich noch im
Eppendorfgefald befindlichen Restmedium resuspdandiavon werden 10Ql mit
einem Drigalskispatel auf LB-Platten (Zusatz 3a§ml Ampicillin) ausplattiert und
12-24 h bei 37 °C inkubiert. Einzelne Kolonien wamdn LB-Medium tber Nacht bei
37 °C inkubiert und - wie in den folgenden Absctentbeschrieben - analysiert und
selektiert. Zur Kryokonservierung werden 8dGer Bakterienkultur mit 150l sterilen

Glycerols (100 %) versetzt und bei —80 °C gelagert.
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3.2.6.6 Praparation der Plasmid-DNA aus kleinent®&&npraparationen (Mini-Prép)
Durch alkalische Lyse bakterieller Zellen kann Bikasmid-DNA nach Ausfallen der
restlichen zellularen Bestandteile, einschlie3tbhomosomaler DNA, isoliert werden
Zu diesem Zweck werden ausgehend von Einzelkolokidturen in 5 ml LB-Medium
Uber Nacht bei 37 °C geschuttelt. Von diesen Kaliuwerden dann 1,5 ml in eine
Eppendorfgefald Gberfihrt und 2 min (7000 rpm) keimRtemperatur sedimentiert. Das
Bakteriensediment wird durch alkalische Lyse nadhere Standardmethode von
SAMBROOK und RUSSEL (2001) aufgeschlossen. Die DWi#d in 50 pl Wasser
aufgelost und bei —20 °C gelagert. Zur genauen Kommationsbestimmung wird die
DNA-LOsung bei 260 nm spektralphotometrisch gemes&#ie Analyse der Klone
erfolgt mittels Restriktionsendonukleasenverdau2.632) und Sequenzierung des
Vektorinserts. Die Sequenzen werden nach der Dwyescleotid-Kettenabbruch-
Methode nach SANGER et al. (1992) durch das Ingeiplinare Zentrum fir Klinische
Forschung Leipzig (IZKF) ermittelt.

3.2.7 Genexpression

Eine schnelle und effiziente Herstellung von Progai ist mit Hilfe bakterieller
Expressionsysteme mdglich. Fur die Expressionderit pET-System wird der Wirts-
stamm BL21CodonPlus(DE3)RIL verwendet. Die Exprssion lacZ-Promotor re-
gulierten Genen findet in geringem Umfang auch oldie Anwesenheit des
synthetischen Induktors IPTG statt. Der Zusatz @&lokose zum N&ahrmedium soll
diese Basisexpression verhindern (DE BELLIS u. SGYRVZ 1990). Eine
Einzelkolonie von pET22b(+)JMVP2 tragenden BL21Quellis(DE3)RIL Zellen wird
in 50 ml LB-Medium (5Qug/ml Ampicillin, 10 mM Glucose) angeimpft und tbéacht
bei 37 °C geschiittelt. Die Vorkultur wird 1:10 rhiB-Medium (50ug/ml Ampicillin,
10 mM Glucose, 1x Phosphatpuffer) verdinnt und 3&FPC weitergeschuttelt. Bei
einer OQw von 0,5-0,8 erfolgt die Induktion der Expressioasdrekombinanten
CnMV-VP2-Proteins mit IPTG (Endkonzentration §iM). Die Bakteriensuspension
wird fur weitere 3 h bei 26 °C geschittelt (175 jpBurch die Entnahme von Aliquots
vor und zu unterschiedlichen Zeiten nach Induktikeann eine Induktionskinetik
verfolgt werden. AnschlieRend werden die Zellen3@10 x g fur 15 min pelletiert. Die

Aufreinigung des exprimierten CnMV-VP2-Proteinsuster Punkt 3.2.8 beschrieben.
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3.2.8 Immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC)

Das rekombinant hergestellte CnMV-VP2 Protein tragt C-terminalen Ende eine
Markierung (Tag), bestehend aus 6 Histidinrest®urch den His-Tag lasst sich das
CnMV-VP2 Protein affinitatschromatographisch UberQtielat-Saulen aufreinigen.
Bei der Proteinreinigung durch immobilisierte Métalen-Affinitatschromatographie
(IMAC) wird ausgenutzt, dass bestimmte Aminoséurem, Histidin, pH-abhangig
Komplexe mit divalenten Metallionen (N, Zr?*, C#") bilden. Diese Bindung ist
durch Anderung des pH-Wertes oder Zusatz von Inoildeeversibel. Der zur Protein-
expression verwendete Vektor pET22b(+)M-VP2 entledit pelB-Exportsignal. Aus
diesem Grund erfolgt die Aufreinigung des rekombtea VP2-Proteins getrennt aus
dem periplasmatischen und cytoplasmatischen ExtzaktHerstellung des periplasma-
tischen Extraktes wird das aus Kapitel 3.2.7 eenalt Zellpellet mit destilliertem
Wasser vorsichtig gewaschen und anschlie3end iRWter (40 ml pro 1 | Kultur) zu
einer homogenen Losung resuspendiert. Alle weitedebeitsschritte erfolgen ab
diesem Schritt bei 4 °C. Die Losung wird zweimal 1% min bei 5000 g zentrifugiert
und der Uberstand (periplasmatischer Extrakt) iN@cht gegen Bindepuffer (Zusatz
von 2 mM PMSF) dialysiert. Die Dialyse dient dazias im Bindepuffer enthaltene
EDTA zu entfernen. EDTA wiurde die weitere Reiniguiiger Ni-NTA-Agarose durch
die Komplexierung der Ni-lonen storen. Nach derly@@a wird der periplasmatische
Extrakt nochmals fir 20 min 14 000 x g und 4 °C tdtugiert, um eventuell
prazipitierte Proteine zu entfernen. Fir die Reaingdes im Zytoplasma verbleibenden
VP2 wird das Zellpellet aus der Zentrifugation Herstellung des periplasmatischen
Extraktes in 15 ml Bindepuffer (Zusatz von 2mM PNMNSEsuspendiert und einer
Ultraschallbehandlung (20 min, 100 %, 0,5 Zyklusswasserbad) unterzogen. Der
Zelldetritus wird durch eine 30-minitige Zentriftigan bei 50 000 x g vom
cytoplasmatischen Extrakt abgetrennt. Beide Ex#¢rdidgen jetzt in Bindepuffer vor
und werden im Batchverfahren (Becherglas) mit et Ni-NTA-Agarose (His-
Bind-Resin, Novagen) unter standigem Ruhren 2 lilibgart. Das Gemisch wird Uber
eine 10 ml Leersédule mit Fritte gegeben, auf deh glie Agarose absetzt. Der
Durchlauf wird nach Entnahme eines Aliquots verworfDie Ni-NTA-Agarose wird
nacheinander mit jeweils zwei Saulenvolumen Bindfepu Waschpuffer |1 und I

versetzt. Das Waschen mit ansteigenden Imidazotktrationen dient dazu, andere
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histidinhaltige Proteine, wie z. B. Metalloproteaseu entfernen. Das rekombinante
CnMV-VP2 Protein wird mit 4 x 1 ml Elutionspufferom der S&ule eluiert. Die

erhaltenen Fraktionen (Rohextrakt, Durchlauf, WasgltEluate) werden anschlieRend
mittels Proteinbestimmung, SDS-Polyacrylamid-Gddetgphorese (3.2.9.1) und

Western Blot (3.2.9.3) analysiert. Die Langzeitiagg des rekombinanten Proteins im
Elutionspuffer erfolgt aliqotiert bei —80 °C.

3.2.9 Proteinanalytik

3.2.9.1 Denaturierende Proteingelelektrophoresé&(BBge)

Zur Analyse und GroéfRRenbestimmung werden Proteindtelsii SDS-Page im
diskontinuierlichen Puffersystem (LAEMMLI 1970) getrennt. In Abhangigkeit von
den zu untersuchenden Proben und der jeweiligemgeBtallung kommen selbst
hergestellte Acrylamidgele (10-12 %) oder komméraenaltliche Gradientengele zur
Anwendung. Die Proteinproben werden zunachst inb&rpuffer nach Laemmli erhitzt
und kurz zentrifugiert. Nach dem Auftragen der Rrol{Probenvolumen: 15-20l)
werden die Gelplatten in die Elektrophoresekamnretelan Il (Biorad Laboratories,
Minchen) eingespannt und der SDS-Laufpuffer (1x)dia Kammer gefillt. Das
Einwandern der Proben in das Sammelgel erfolgt7BelV und die Auftrennung im
Trenngel bei 140 V.

3.2.9.2 Kolloidale Coomassie-Farbung

Zum Nachweis der Proteinbanden wird das Gel UbechiNan einer kolloidalen
Coomassie-Brilliant-Blau-Farbelésung (RotBlue, Roth) geschittelt. Der kolloidale
Farbstoff bindet mit hoher Spezifitat und Sendidivian Proteine und nur minimal an
der Gelmatrix. Eine Entfarbung ist nicht notwenddgschlieRend wird das Gel unter
mehrmaligem Wechsel von A. bidest gewaschen. Zghifierung der Gele werden
diese getrocknet und anschliel3end mittels Scangealdiert. Hierzu werden die Gele
fur eine halbe Stunde in einer wassrigen Ethanpt&in-Losung bei Raumtemperatur
equilibriert. Zur Trocknung werden die Gele fur diis zwei Tage zwischen zwel

Cellophanfolien auf Trockenrahmen gespannt.
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3.2.9.3 Western-Blot

Nach der SDS-Page werden die Proteine auf PVDF-Mambeblottet. Zum Transfer
der Proteine werden zwei in Transfer-Puffer getté@nkilterpapierlagen vorgelegt.
Darauf wird die zuvor mit Methanol benetzte PVDF#vtean gelegt, gefolgt von dem
in Transfer-Puffer equilibrierten SDS-Page-Gel. &dd wird das Ganze noch einmal
von zwei Lagen in Transferpuffer getranktem Hitgrier. Der Transfer erfolgt nach
Aufsetzen der oberen Elektrodenplatte fir 35 min b@ V in einer semi-dry
Elektroblotting-Apparatur. Anschliel3end wird die ggvatur abgebaut und die PVDF-
Membran entnommen. Vor dem Nachweis der Proteirtespezifischen Antikdrpern
werden unbesetzte Bindungsstellen der Membran hsbaturch eine Inkubation mit
1x Roti® Block-Lésung (Roth, Karlsruhe) Uber Nachei 4°C abgesattigt. Die
Membran wird anschlieBend mit einem fur den Tagdbemgsweise das Protein spe-
zifischen Antikdrper oder zu untersuchenden Sererdiinnt in PBS/Tween 0,1 % bei
37 °C fur eine Stunde inkubiert. Nach dreimaligeraséhen (PBS/Tween 0,1 %) wird
die Membran mit einem Meerretichperoxidase-mar&rersekundaren Antikdrper 1 h
inkubiert. Nach drei erneuten Waschschritten miSABveen 0,1 % kann die Membran
mit dem Substrat TMB (Sigma, Saint Louis, USA) kedewerden. Die Substrat-
reaktion wird durch grindliches Spilen mit Wassstgppt.

3.2.9.4 Proteinbestimmung

Bei der quantitativen Proteinbestimmung nach BRABBO(1976) wird das sich
verschiebende Absorptionsmaximum von Proteinen @& bis zu 595 nm) durch die
Bindung an den Farbstoff Coomassie-Blau ausgenztet Erstellung einer Eichkurve
wird eine Verdinnungsreihe von bovinen SerumalbufB®A V) in PBS im Bereich
von 5 bis 100ug hergestellt und nach Bradford-Reaktion bei 540 dienAbsorption
spektralphotometrisch gemessen. Dazu werdqu 8er Proteinlosung mit 100Ql
Bradford-Reagenz versetzt und bei Raumtemperatut(imin inkubiert. Die Messung
erfolgte gegen einen Leerwert |6 PBS + 1000ul Bradford-Reagenz). Somit kdnnen
die ermittelten Extinktionswerte der zu untersucieen Proben mit Hilfe der BSA-

Eichkurve in die entsprechenden Proteinkonzentraticumgerechnet werden.
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3.2.10 Herstellung von Hyperimmunseren

Zwei Kaninchen der Rasse Weille Neuseelander wemlen Herstellung von
polyklonalen Antikdrpern gegen CnMV mit dem aus Rulg.2.2.3 gewonnenen

Antigen nach folgendem Schema immunisiert.

Tabelle 14: Immunisierungsschema zur Herstellung @yklonaler Antikorper

Tag Bluter Proteinmenge Adjuvans bzw. Puffer Applikationsart

0 X 168pug FAIC i.d.
14. 2509 PBS l.m.
21. X
28. 330ug PBS I.m.
45. X

Die terminale Entblutung erfolgt durch Herzpunkticmm narkotisierten Tier.
Zur Narkose werden zuvor Ketamin (60 mg/kg) und a¢yt (3 mg/kg) in einer
Mischspritze intramuskulér verabreicht. Das Immuuase wird nach Gerinnung und
Kontraktion des Koagulats (bei 4 °C Uber Nacht)tetst Zentrifugation (15 min,
3000 g, 4 °C) gewonnen.

Die Herstellung polyklonaler Antikérper im Kaninchewurde dem Séchsischen
Sozialministerium in Dresden angezeigt (AZ 24-928802-VV4/04).

3.2.11 Serumneutralisationstest (SNT)

Die Seren werden vor der Verwendung im Serumnesdtadnstest 30 min bei 56 °C
inaktiviert und anschliel3end logarithmisch zur Bazgivei mit Zellkulturmedium im
Doppelansatz verdinnt. Nach Zugabe von 100 F&1 ml CHV 11 wird das
Serum-Virus-Gemisch fir eine Stunde bei 37 °C ufd 8Q-Athmosphéare inkubiert.
Anschlie3end werden je Well 1Q0 des Gemisches auf MDCK-Zellen Ubertragen und
die Platten fir 48 bis 72 h bei 37 °C und 5 % ,@Ghmosphéare inkubiert. Pro
Testansatz wurden negative, stark und schwachiymditontrollseren sowie Zell-
kontrollen mitgefihrt. Anhand der Virusricktitratiovird die tatsachlich eingesetzte
Virusdosis zur Kontrolle bestimmt. Die Auswertundotgte lichtmikroskopisch. Die
Beechung der Serumneutralisationstiter wurde nd&h Methode von KAERBER
(1931) vorgenommen. Seren mit einem Titer von uritet werden als negativ

bezeichnet.
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3.2.12 Indirekter Immunofluoreszenztest (IFT)

Im Rahmen der serologischen Untersuchungen zumwvidash/on AntikGrpern gegen
CnMV werden in Mikrotiterplatten WRCC-Zellen ausgesnd mit einer MOI von 0,1
mit CnMV infiziert. Nach einer Inkubationszeit von 24werden die Zellen nach
Ausschlagen des Kulturmediums sowie zweimaligem dvas mit PBS mit einem
eiskalten Aceton:Methanol (1:1) fur 15 min bei 2D fixiert. Nach Abtrocknen der
Platten an der Luft kdnnen diese bis zum Gebrawth-120 °C gelagert werden oder
werden sofort weiterverwenddiinspezifische Bindungsstellen werden zunachst durch
eine 30-minutige Inkubation bei Raumtemperatur Irfib Roti] Block-Losung in PBS
abgesattigt. Pro Well werden 10Dder Serumverdiinnung gegeben und fur mindestens
3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion gesaren Antikdpers erfolgt nach
dreimaligem Waschen mit PBST mit einem 1:200 vent#m sheep-anti-dog-l1gG-
FITC-Konjugat. Fur die Bestimmung des Titers derdaminchen gewonnenen Hyper-
immunseren wird der 1:100 verdinnte goat-anti-rtalggs-Cy2 konjugierte Antikdrper
zur Detektion verwendet. Nach einer weiteren Inkigingzeit von 2 h im Dunkeln
werden die Platten gewaschen und durch Zugabe Wnul4PBS je Well vor
Austrocknung geschiitzt. Die Auswertung der antigemgischen Fluoreszenz erfolgt
mit einem Fluoreszenzmikroskop und wird digital dolentiert. Alle aus einem ersten
Screening bei einer Verdinnung von 1:10 positiesgfeten Seren werden in einem

zweiten Test im Doppelansatz titriert.

3.2.13 ELISA zum Nachweis von Antikérpern gegen CnM

Optimale Konzentrationen des Coating-Antigens, $ieten und des Konjugats werden
zuvor durch checkerboard-Titrationen bestimmt. debléell einer Maxisorp-Platte
(Greiner) wird mit 200 ng des Antigens verdiunntBimdepuffer Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Nichtadsobiertes Antigen wird durch Waesie mit PBS/Tween 0,1 % entfernt
und die Platte wird mit 150l je Well einer 3 %igen BSA/PBS-L6sung fiur einerte
bei Raumtemperatur geblockt. Die Platten werdendesrZugabe von 100l je Well
der zu testenden Serumverdinnung dreimal mit B0®BS/Tween 0,1 % gewaschen.
Die zu testenden Seren werden beginnend ab 1:Hbditlmapisch zur Basis zwei in der
Blocking-Losung verdunnt. Die Inkubation der Plattét den Seren erfolgt fir eine

Stunde bei Raumtemperatur. Nach einem erneuten hW&fasovird 10Qul des 1:5000



Material und Methoden 52

verdinnten peroxidase-markierten anti-dog-lgG-Kgajs zugegeben und fir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Plattedwgewaschen und es folgt die
Zugabe des Substrates TMB. Nach 10-minutiger Inkkaban der Dunkelheit wird die
Farbreaktion mit 1M BSO, gestoppt und die Extinktion spektralphotometrideh

450 nm gemessen.

3.2.14 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgt mit SPSS 11.5 Wimndows. Die Merkmale
Geschlecht, Alter, Rasse, Zwingergrol3e, Fruchthlmdtérungen und Zahl der Aus-
stellungsbesuche werden einzeln unter AnwendungCtieQuadrat-Tests im Hinblick
auf Signifikanz mit der Seropravalenz von CHV-1araticht. Als Signifikanzniveau
wird bei zweiseitiger Fragestellung eine Irrtumsvegheinlichkeit von 5 % (p < 0,05)
vorgegeben.

Die Bestimmung des Konfidenzintervall fir die Seéy@alenz in der Grundgesamtheit
erfolgt mithilfe der Binomialverteilung unter Vorsgetzung einer statistischen Sicher-

heit von 95 % nach folgender Formel:

Pt 1,96Q/p—(1_p)
n

Seropravalenz p:

k = Anzahl seropositiver Seren

n = Gesamtzahl der untersuchten Seren
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Die Odds Ratio lasst sich mit ,relative Chance”rgleézen und ist eine Méglichkeit, die
Anteilswerte innerhalb einer Vierfeldertafel mitender zu vergleichen. Der sich
ergebende Faktor ist Ausdruck fur die Starke deefdohieds zwischen zwei Gruppen.
Die Bestimmung der Odds Ratio (OR) erfolgt in dre&ebeit fir das Verhaltnis des

Geschlechts zum serologischen Status nach folgéutarel:

OR:a_[d
bl¢

Dabei stehen die Buchstaben fir die jeweiligen #swerte in der Vierfeldertafel.

weiblich  mannlich

seropositiv. - a b a+b
seronegativ. ¢ d c+d
at+c b+d

Die Bestimmung des Konfidenzintervall fir die OdRistio (OR) erfolgt unter Voraus-

setzung einer statistischen Sicherheit von 95 % fagender Formel:

Intervall = (ex1; exz)

X =INOR+ 196[%
X, =INOR-196[%

1 1 1 1
s= || =+=+=2+2
\/(a b c dj
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4 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die Verbreitung des nani Herpesvirus und des Canine
Minute Virus (canines Parvovirus Typ-1) unter Zuhtden in Deutschland zu unter-
suchen. Die Bestimmung der Seropravalenz von CHwYd CnMV erfolgt mit in-
direkter Immunofluoreszenz und Serumneutralisatidm die Nachweismoglichkeiten
von CnMV zu verbessern und zu vereinfachen, waireJeilziel der Arbeit, das Ober-
flachenprotein VP2 von CnMV rekombinant herzustellmd dessen Einsatz im ELISA

ZU testen.

4.1 Virusanzucht

4.1.1 Virusvermehrung

CHV-1 auf MDCK

Der cytopathische Effekt von CHV-1 auf CnMV ist gekzeichnet durch initiale
Abrundung der Zellen an fokalen Stellen des Zellatayers. Es kommt zentral in den
Plagques zur Ablosung und Lyse der Zellen. Diesezéss setzt sich mit fortschrei-
tender Infektionszeit nach peripher fort. Ein 10@é6 cpE ist gekennzeichnet durch
vollstandige Ablosung der Zellen vom Boden und ddrgse. In Abbildung 29 ist die
Entwicklung des fur CHV-1-typischen cpE fotografidestgehalten worden.

Zu Beginn der Arbeit stellte sich das Problem, ddss verwendete CHV-1-Stamm
bedingt durch die lange Lagerung einen sehr niedrigiter (18% TCIDs, /100 pl)
hatte. Nach zweimaliger Passage gelang es, denaliteine TCIB,von 163100 pl

zu erhohen. Die im SNT verwendeten Viruspassagéer&irustiter im Bereich von
10° TCIDsy/100pl.

Durch den membranschadigenden Gefrier- und Taupsozerliert ein Grof3teil der
Virionen seine Hille und damit seine Infektiosithnliches konnte spater beobachtet
werden. Der Titer eines Virusaligots sank wahreinéresechsmonatigen Lagerung bei
—80 °C von 10TCIDsy/100pl auf Null,

In einem anderen Infektionsversuch wurde der Tgetrennt in Medium und Zellen
bestimmt. Extrazellular betrug der Titer 20 h pir 16%¥1 ml. Intrazellular wurde
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zum selben Zeitpunkt eine TC{Pvon 1691 ml ermittelt. Die Ergebnisse bestétigen
die in der Literatur von AURELIAN (1969) beschriglem Beobachtungen, dass die
Viren zellassoziiert auftreten. Erst bei grof3fl@ehni Zelllyse werden die Viren in das

Medium abgegeben.

CnMV auf WRCC

Der cpE von CnMV auf WRCC-Zellen ist charakterisielurch Zellabrundung,
Ausbildung langer strahlenformiger Zellfortsatzed ufelllyse mit Ablésung der Zellen
vom Boden. Der cpE tritt durchschnittlich nach 8 BiTagen auf. Im Anhang sind in
Abbildung 30 Bilder des fur CnMV typischen cpE zusaengestellt.

4 Tage nach Infektion von WRCC-Zellen mit einer M@ 2,1 betrug der Virustiter
10° TCIDsy/100 pl. Firr die Herstellung des Immunisierungsantigens Rroduktion
polyklonaler Antikdrper im Kaninchen wurde insgesdnl Zellsuspension mit CnMV

infiziert.

CnMV auf MDCK

WRCC-Zellen gelten als die einzig permissive Zeidli fir CnMV. In der Literatur
berichtet MOCHIZUKI et al. (2002) von der erfolgrtken Anzucht von CnMV auf
MDCK. Die Infektion von den in unserem Labor verdeten MDCK-Zellen mit

CnMV fluhrte nicht zur Auspragung eines cpE.
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4.1.2 Virusaufreinigung

FUr die Immunisierung der Kaninchen zur Herstellwog Hyperimmunseren werden
insgesamt mindestens 1,5 mg virales Antigen benhdtipn diese Menge herzustellen,
wurde insgesamt 1 | Zellsuspension (1,8-Z@llen/ml) mit CnMV infiziert und
ausgesat. Nach 4 Tagen Inkubation entwickelte sch vollstandiger cpE. Das
Protokoll zur Aufreinigung setzt sich aus verschigeh konzentrierenden und
reinigenden Schritten zusammen. Nach einem zwegeraliGefrier- und Tauzyklus
befindet sich die Mehrheit der Virionen im Mediumduwird Uber Nacht mit PEG
prazipitiert. Durch die Behandlung von CnMV mit Ghdform verlieren die Virionen
ihre Infektidsitdt nicht. Alle Parvoviren sind chbdormstabil. Es folgt die
Ultrazentrifugation dber einen isopyknischen Cs@hdienten. Wahrend der
21-stindigen Zentrifugation bildet sich im Rohrcleaém Dichtegradient aus. Am Boden
des Rohrchens ist die Dichte der Flussigkeit gra@ernm oberen Teil. Die Virionen
sammeln sich in derjenigen Schicht an, die ihrgemen Dichte entspricht (siehe
Abbildung 6). Die Dichte von CnMV ist durch die Agib von MACARTNEY et al.
(1988) bekannt und betragt 1,40 — 1,44 dldReife Partikel haben eine hohere Dichte
als leere Partikel. Die Banden wurden abgezogenpetidtiert. Der Proteingehalt des
resuspendierten Pellets betrug 2,8 mg/ml. Zur Ulbiéupg der Reinheit wurde das
Antigen in der SDS-Page (siehe Abbildung 7) untrsuVier der sieben sichtbaren
Banden entsprechen nach den Molekulargewichtenlemirdroteinen von CnMV
(Tabelle 3). Bei der Bande im Bereich von ca. 1B@kandelt es sich wahrscheinlich
um Dimere beziehungsweise Aggregate von VP2. Imt¥viesBlot reagieren sowohl
seropositive Hundeseren als auch die Hyperimmunsdez Kaninchen
mit dieser Bande. Durch den Vergleich mit nichzrdriten WRCC-Zellen
im Western Blot konnte ausgeschlossen werden, elssch hierbei um

zellulare Proteine handelt (siehe Abbildung 8).

Abbildung 6 : Bild nach Ultrazentrifugation Uber G3l-Gradienten

In dem dargestellten Réhrchen fur einen SW41 ReémkKmannn) wurden 9 ml CsCl-
Lésung mit einer eingestellten Dichte von 1,39 §/amit 1 ml Virussuspension
Uberschichtet und anschlieBend fur 21h bei 40 Off und 4 °C zentrifugiert. Die
beiden opalisierenden Banden werden einzeln dugitichkes Einstechen mit einer
Kanile abgezogen.
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Abbildung 7: SDS-PAGE des Immunisierungsantigen

Zur Uberpriifung der Reinheit wurde die aufkonzemte Virussuspension in der SDS-Page analysiert.
Es sind insgesamt sieben Banden zu sehen. Vieard@asnden konnen den viralen Proteinen NS1, VP1,
VP2 und NP1 von CnMV zugeordnet werden. Zusatgliwh zwei zarte Banden im Bereich von ca. 40
und 35 kDa zu sehen, die wahrscheinlich Verunreimign mit Zellproteinen von WRCC darstellen.

Im Western Blot reagieren die im Kaninchen herditsteHyperimmunseren sehr stark mit der obersten
Proteinbande (ca. 130 kDA). Es handelt sich hieglicterweise um Dimere von VPRI: Marker;
PageRuler/ Protein Ladder, Fermentas.

4.2 Herstellung von polyklonalen Antikdrpern im Kaninchen

4.2.1 Immunisierung und Gewinnung des Blutes

Das Immunisierungsprotokoll zur Herstellung polyldéer Antikdrper sieht initial eine

intradermale Injektion von aufkonzentriertem undgateinigtem CnMV zusammen
mit inkompletten Freund’s Adjuvans vor. Die Gesasrnige wurde nach Rasur und
Desinfektion zwischen den Schulterbléttern auf 150Depots verteilt. Nach zwei und
vier Wochen wurde mit ansteigenden Proteinmengboagert. Die errechnete Menge
an Proteinldsung wurde bei den Boosterungen mit B&Sein Gesamtvolumen von
ca. 0,5 ml verdunnt und intramuskular verabreichm individuelle Unterschiede in der
Immunantwort auszugleichen und die Gesamtmengeeamtzu erhéhen, wurden zwei
Kaninchen parallel immunisiert.

Bei der terminalen Entblutung konnten von beidemiKehen insgesamt 115 ml Blut
und daraus 58 ml Serum gewonnen werden. Die Lageenfolgt bis zur weiteren

Verwendung aligotiert bei —20 °C.
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4.2.2 Titerbestimmung

Die Analyse der Seren erfolgte im Serumneutrabsastiest und im indirekten
Immunofluoreszenztest fir beide Kaninchen getrei¢ Titer sind in Tabelle 15

aufgelistet.

Tabelle 15: Titerbestimmung Hyperimmunseren

Kaninchen <aninchen
NB ZwB EB NB ZwB EB
IFT negativ negativ 1:20 negativ n.u. 1:160
SNT ct 1:20 1:40 negativ 1:100 1:320

NB — Nullblutung, ZwB — Zwischenbutung, EB — Endlinlg, IFT — indirekter Immunofluoreszenztest,
SNT — Serumneutralisationstest, ct — cytotoxisgh; micht untersucht.

4.2.3 Einsatz der Hyperimmunseren in ELISA und Westrn Blot

Die sehr guten Ergebnisse bei den ersten Testse(girhang 9) des Hyperimmunseren
im ELISA mit dem rekombinanten CnMV-VP2 mussteri-nage gestellt werden, da die
Seren in spateren Tests starke Kreuzreaktionendimérsen Bakterien- und Hefe-
proteinen sowie mit Pflanzenextrakten zeigten @rdrshe Mitteilung von Dr. Marcus
Riehl, Fa. Novoplant, Gatersleben, Februar 200bAHdbildung 8 ist zu sehen, dass die
hohen Extinktionen durck.coli spezifische Antikorper bedingt sind. Auch hier sind

Antikdrper gegen die Bande bei ca.130 kBébildet worden.

1 2 3 4 1 2 3 4
M M 158 kDA

s

— — — 66 kDz
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Abbildung 8: SDS-PAGE und Western Blot mit den Hypamunseren

A: In der SDS-Page wurden nichtinfizierte WRCCetelll), E.coli (2), CnMV (3) und das rekombinante
CnMV-VP2 (4) aufgetragen. B: Western Blot mit Narilsn von Kaninchen 2. C: Western Blot mit
Endserum von Kaninchen 2. Beide Seren wurden &r &ardiinnung von 1:5000 eingesetzt. M: Marker,
Broad Range (A) und Prestained (B und C), NEB.
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4.3 Sensitivitat und Spezifitdt der diagnostischeRCR

Zur Optimierung der analytischen Sensitivitat d&RPzum Nachweis von CnMV und
CHV-1 wurden verschiedene Mg&Konzentrationen (1,5-3,5 mM), Primer Konzentra-
tionen (0,2 und 0,41M), Annealing-Temperaturen (47-68 °C) und Anzahl dgklen
(35,40) getestet. Als Optimum wurden die in Tabeéledargestellten Reaktions-
bedingungen ermittelt.

Die analytische Sensitivitat des Nachweises von it dem Primerpaar CnMV12s
und CnMV5as wurde experimentell ermittelt und bgitr@,1 TCID/100 ul. Die
Sensitivitat kann durch eine vorgeschaltete PCR et Primern CnMV12s und
CnMV18as im Sinne einer Seminested-PCR auf 0,0D§g100ul erhéht werden.

Die Nachweisgrenze der PCR fur CHV-1 mit dem aus lderatur entnommenen
Primerpaar CHVgBr und CHVgBf liegt bei 1 TG§100pl.

3
.
O
=
o
—

Abbildung 9: Analytische Sensitivitat der diagnosthen PCR

Die Bestimmung der Sensitivitat erfolgte mit auikdiuriberstand aufgereinigter viraler DNA. Die
DNA wurde logarithmisch zur Basis 10 verdiinnt. i&l glie Verdinnungen, die 1 und 0,1 TCID50
entsprechen, beschriftet. A: PCR mit PrimerpaaM®12s und CnMVb5as. B: Seminested-PCR zum
Nachweis von CnMV. Am Anfang des Gels sind die ifilkapé aus der ersten PCR mit den Primern
CnMV12s und CnMV18as aufgetragen. Diese Produktelemuals Template in einer zweiten PCR mit
den Primern CnMV12s und CnMV5as eingesetzt. Dadenotiht sich die Sensitivitat auf 0,01 TCID50.

C: Darstellung Sensitivitat fir den Nachweis vdd\G1. M : Marker.
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Abbildung 10: Spezifitat der diagnostischen PCR

Darstellung der Spezifitdit der PCR zum Nachweis vo CnMV mit dem PrimerpaarCnMV12s und
CnMV5a und: CHV-1 mit dem Primerpaar CHVgBr und CHVgBf.

In der ersten und der letzten Reihe befindet satb@ bp-MarkerPK: Positivkontrolle;

NK: Negativkontrolle;

1. bei (A) CHV-1 bei (B) CnMV,2: felines Herpesvirus3: canines Parvovirus Typ 2: porzines
Parvovirus.

4.4 Untersuchung des Probenmaterials

4.4.1 Untersuchung Organproben

Aus 14 Wurfen mit akut auftretender Welpenstertdehwurden insgesamt 37 Welpen
zur Untersuchung eingeschickt. Von jedem Welpendenrfolgende Organproben
entnommen und mit PCR auf CHV-1 und CnMV untersudiimymus, Lunge, Herz,
Leber, Niere, Milz und Jejunum. Im Anhang sind iab€&lle 24 die Daten und die
Ergebnisse zu den einzelnen Wirfen und Welpen zumssmgefasst dargestellt. In

keinem Fall konnte CHV-1 oder CnMV nachgewiesendear

4.4.2 Untersuchung Spermaproben

Untersuchungen hinsichtlich des Nachweises deseartierpesvirus in Hundesperma
gibt es nicht. Das bovine Herpesvirus wird Gber 8perma beim Deckakt Ubertragen.
Rindersperma wirkt inhibitorisch in der PCR. In Motersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass auch Hundesperma eii@tanbche Wirkung beim
Nachweis von CHV-1 von der PCR hat. Die Sensiiiviter PCR reduzierte sich beim
Einsatz von Vollsperma um den Faktor 10. Wird ras 8eminalplasma untersucht, tritt
eine geringere Inhibition auf.
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Insgesamt konnten Spermaproben von 34 Hunden inUdiersuchung einbezogen
werden. 31 Proben davon wurden von Frau Prof. Giizel, Hannover zur
Verfugung gestellt. Drei Proben wurden von Tiegaraxen eingesandt. In Anhang 1
sind die Daten zu jeder Probe, soweit bekannt, esadwe Ergebnisse zusatzlicher
serologischer Untersuchungen tabellarisch zusamefi@sss.

Es erfolgte die Modifikation des DNA-Aufreinigungspokolls gemal3 den Empfeh-
lungen des Herstellers (siehe 3.2.3). Das Spermmdemwor der DNA-Aufreinigung mit
dem Puffer X2 vorbehandelt. In der anschlieRendé® Rum Nachweis von CHV-1

war das Ergebnis aller 34 Proben negativ.

120 bp

Abbildung 11: Ergebnisse der PCR auf CHV-1 bei 3geésmaproben

In der oberen Reihe sind zunachst die Kontrollehdms Gel aufgetragen. PK: Positivkontrolle CHV-1.
NK 1: Negativkontrolle 1, CnMV; NK 2: Negativkorlteo2; A. bidest. Bei dem Marker (M) handelt es
sich um einen 50 bp-Marker. Die Grol3enangabe degjffentes steht links neben der Abbildung. Dann
folgen die PCR-Produkte aller untersuchten 34 Spgnoben. In Anhang 1 dieser Arbeit sind die
Spermaproben und die dazu zur Verfigung stehen@déenlentsprechend der Reihenfolge im Gelbild
aufgelistet.



Ergebnisse 62

4.4.3 Untersuchung Kotproben

Canine Parvoviren werden Uber den Kot ausgeschiedaa Canine Minute Virus
(CnMV) wurde 1967 aus dem Kot eines klinisch undllifen Hundes isoliert. Deshalb
erfolgte die Untersuchung der Kotproben mittels P@R fur CnMV. Alle 16 einge-

sandten Kotproben waren in der PCR negativ fur CnMV

4.4.4 Untersuchung Tupferproben

Herpesviren werden Uber die Schleimhaute und ikleefe ausgeschieden. Die einge-
sandten Tupferproben stammen von Hunden mit Vetdadh akute Herpesvirus-
infektion. Insgesamt konnten 37 Tupferproben untEhrs werden. Die Abstriche
erfolgten an folgenden Lokalisationen: Vagina (A8), Rachen (n = 12), Rachen und
Vagina (n = 2), Nase (n = 1), unbekannte Lokalsaiin = 4). Bei einzelnen Proben
wurde parallel zur Untersuchung mit PCR versuchtevVin Zellkultur zu isolieren.
Das PCR-Ergebnis sowie die Virusisolierung allepfégproben war negativ.

4.5 Herstellung des rekombinanten VP2 von CnMV

Fur die Herstellung und Entwicklung eines diagrsaz$ten Testes zum Nachweis von
CnMV wird virales Antigen in ausreichender Mengedunoher Reinheit bendtigt.
Hierzu wurde das pET-Expressionssystem (Fa. NovageiK) ausgewahlt.
Prokaryotische Expressionssysteme haben den Vattss die Kultivierung voR.coli
einfach und mit geringem technischen Aufwand mdglgt. Das erste rekombinante
Protein liegt bei optimalem Verlauf innerhalb retakurzer Zeit nach Auswahl der
Oligonukleotide fur die Klonierung vor. Etabliefxpressions- und Aufreinigungspro-
tokolle erlauben eine kontinuierliche und standaedie Produktion des gewtinschten

Proteins in hoher Ausbeute.

4.5.1 Klonierung des VP2-Gens von CnMV
Zunachst erfolgte der Einbau des VP2-Gens in demiktungsvektor pCE.1-TOPO.

Durch daslacZa-Gen im Vektor ist die Identifizierung positiver ¢fle durch Blau-
Weil3-Selektion erleichtert. Mehrere weilRe Kolonigarden zufallig gepickt und die
daraus aufgereinigten Plasmide analysiert. NaclriR@&snsverdau und Sequenzierung

verblieb von den zehn ausgewéahlten Kolonien nue emt vollstandig und korrekt
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eingebautem VP2-Gen. Die Subklonierung erfolgtealpelrin drei verschiedene Ex-
pressionsvektoren. Alle ausgewahlten Vektoren elictiign die Aufreinigung des
rekombinanten Proteins mittels Metallaffinitatsahedographie durch einen end-
standigen His-Tag. Beim Vektor pET16b befindet sleh His-Tag N-terminal und lasst
sich spater vom aufgereinigten Protein enzymataadpalten. Der Vektor pET22b(+)
zeichnet sich durch einen C-terminalen Hexahistedinaus, der sich nicht abspalten
lasst und besitzt zusatzlich eine Signalsequenzdir Transport des Proteins in den
periplasmatischen Raum. Die Expression wird beddxeidurch den Ta&c-Promotor
kontrolliert.

Zusatzlich wurde in Zusammenarbeit mit Dr. MarcushRund Dr. Martin Giersberg
von der Fa. Novoplant, Gatersleben, die sich aeifEtipression rekombinanter Proteine
in Pflanzen spezialisiert haben, der Versuch gestatas VP2-Gen von CnMV in den
Vektor PICH 10990 zu klonieren und damit Tabakpkm zu infizieren. Trotz mehr-
facher Wiederholungen gelang es jedoch nicht, das @ den Vektor einzubauen.
Innerhalb des VP2-Gens von CnMV befinden sich avegiirliche Schnittstellen fir das
RestriktionsenzynmBsal In der folgenden Ligationsreaktion konnten diervéo ent-
standenen Fragmente nicht in der korrekten Reiltgmfond Orientierung verbunden
werden. Es wuchsen keine Kolonien.

Der Vektor pET16b wurde trotz erfolgreicher Ligationd Transformation nicht weiter
verwendet, da sich in der weiteren Analyse keingtpen Klone identifizieren liel3en.
Die Klonierung und Ligationsreaktion des VP2-Gensn vCnMV in den Vektor
pPET22b(+) ist in Abbildung 12A dargestelit.

Zur Uberprufung, ob die aufgereinigten Expressitampide pET22b(+)JMVP2 das
gewiinschte Fragment enthielten, wurde eine Resimgdnalyse miEcoRlund BamHI
durchgefuhrt und anschlieBend die Fragmente in neimggarosegel aufgetrennt.
Positive Klone sind im Gelbild dadurch zu erkenndesss zusatzlich zum linearisierten
Vektor (Bande bei ca. 3200 bp) das ca.1700 bpVR#@gment als zweite Bande im
Agarosegel zu sehen ist (siehe Abbildung 12 B).
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Abbildung 12: Klonierung und Analyse der transformiten Plasmide

Der Vektor pET-22b(+) und das zu inserierende Fragtnwurden in Vorbereitung fur die folgende
Ligationsreaktion mit EcoRI und BamHI geschnittenBild A sind Vektor und Fragment linearisiert auf
das Gel aufgetragen. Das daraus entstandene Liggpimdukt ist auf Spur drei und vier zu sehen. Nach
Transformation des Plasmids in E.coli missen digitipen Klone herausgesucht werden. 20 Kolonien
wurden zuféllig gepickt und vermehrt. AnschlieRemdden die Plasmide aufgereinigt und mit EcoRI und
BamHI verdaut. BildB zeigt das Ergebnis nach Verdau. In Spur 1 befisitgt ein positiver und in
Spur 2 ein negativer Klon. Die obere Bande stadti inearisierten Vektor (ca.7200 bp) dar. Das lettr
inserierte Fragment ( 1737 bp) wird als zweite Basdchtbar. M: Smart Ladder (Eurogentec).

Um sicherzustellen, dass die inserierten Fragmenmtkorrekten Leseraster und ohne
Sequenzabweichungen im Plasmid vorliegen, wurdgedi@bschnitt der Plasmid-DNA

mit Standard-Oligonukleotiden fiir das entsprecheAl@smid (T7 Promotor- und T7

Terminator-Primer) sequenziert. Die Auswertung 8equenzen ergab den korrekten
und vollstandigen Einbau der VP2-Gens von CnMV as dExpressionsplasmid. Der
schematische Aufbau des Expressionsvektors isbirildung 31 dargestellt.

Das Expressionsplasmid wurde in ddacoli Expressionsstamm BL21Codon-
Plus(DE3)RIL transformiert. Es erfolgte zunachsheeiTestexpression im kleinen

Maflstab zur Bestimmung der Ausbeute. Nach Bestimynder optimalen Expres-

sionsbedingungen wurde die Expression im 5 |-Ansatrlerholt.
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4.5.2 Induktionskinetik

Die Bestimmung der Ofg ist nicht nur eine einfache und schnelle Methad®r,den
optimalen Zeitpunkt der Induktion zu bestimmen. VW#ld der Expression kénnen
Verlaufsmessungen des Wachstums schon HinweisgeauErfolg der Proteinsynthese
geben. Die Verlangsamung der Wachstumsgeschwindiglex induzierten BL21-
CodonPlus(DE3)RIL im Vergleich zur Kontrolle istfaine verstarkte Aktivierung des
Proteinsyntheseapparates zur Herstellung des rekantbn Proteins zurickzufihren.
Die Zellen der Kontrolle kénnen ihre Stoffwechseéhakiaten auf die Zellteilung
konzentrieren. Aus der Graphik ist weiterhin erlich, dass das rekombinante
CnMV-VP2 nicht toxisch fur die Zellen ist.

Aufgrund der eintretenden Sattigung der Wachstumekikann die Gesamtdauer der

nachfolgenden Grol3expressionen auf 3 h begrendener

Wachstumskinetik

Induktion

OD600

Zeitin h

——1 ——Ktr. —A—2 3

Abbildung 13: Wachstumskurve nach Induktion mit IRG'

Bei der Testexpression wurde die Vorkultur von gib(2)JMVP2 tragenden BL21CodonPlus(DE3)RIL
Zellen 1:10 mit frischem LB-Medium verdiinnt und3&PC inkubiert. Es wurden vier Erlenmeyerkolben
parallel beimpft. Bei Erreichen einer Qg von 0,5-0,8 erfolgte bei drei Kolben die Induktioit IPTG
(Endkonzentration 5QM) zum Zeitpunkt O h. Der vierte Kolben mit BL21rdeuzur Kontrolle nicht
induziert. Alle Kolben wurden fur weitere 4 h béi <€ inkubiert. Die Messung der @9 erfolgte
stundlich.

4.5.3 Expression des rekombinanten CnMV-VP2

Um die Loslichkeit des rekombinanten CnMV-VP2 zhdren, erfolgte die Expression
nach Induktion mit 5QuM IPTG bei 26 °C fur drei Stunden (3.2.7).
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Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, tritt im SDS-Gelch der Induktion eine deutliche
Bande mit einer Grb63e von ca. 48-50 kDa auf. Irh siaran anschlie3enden Western
Blot mit einem anti His-Konjugat konnte bestatigérden, dass es sich bei dieser Bande
um das rekombinante Protein handeln muss. Das iRrage deutlich kleiner als
erwartet. Die in der Literatur angegebenen Molelgdavichte fur die viralen Proteine
von CnMV wurden in Tabelle 3 aufgefiihrt. Bei deretten Bande im Western Blot im
Bereich von ca. 30 kDa handelt es sich um die @nighenicol Acetyl Transferase.
Dieses histidinreiche Protein ist fur die Chlorampicol-Resistenz der verwendeten

BL21 verantwortlich und wird durch das anti His-Kogat erkannt.
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Abbildung 14: Induktion der Expression mit IPTG

Aufgetragen ist das Zelllysat von BL21CodonPlus([B3n der SDS-PAGE und Western Blot mit
anti His-Konjugat unmittelbar vor und 3 h nach Iiktion der Expression mit IPTGi: vor Induktion;
ni: nach InduktionM: Marker.

4.5.4 Proteinaufreinigung

Insgesamt wurden 5 | Medium mit Bakterien infiziartd nach Erreichen einer @f
von 0,5 bis 0,8 die Expression mit IPTG (Endkonmmdn 50uM) induziert. Nach
3-stundiger Inkubation bei 26 °C wurde das Zelllygantrifugiert. Im ersten Schritt
wurde der cytoplasmatische vom periplasmatischdrakixgetrennt. Die Aufreinigung
des rekombinanten CnMV-VP2 erfolgte jeweils getteiiber Ni-NTA Saulen (siehe

3.2.8). Die C-terminale Lage des His-Tags bewiddss nur vollstdndig translatierte
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Proteine mit den Nickelionen eine Bindung eingelé@mnen. Durch das pelLB-
Signalpeptid sollte das exprimierte CnMV-VP2 in deeriplasmatischen Raum
transportiert werden. Der Vorteil dieser Translakat liegt in der verbesserten
Loslichkeit des exprimierten Proteins und der ah&en Aufreinigung infolge
geringerer Kontamination mi.coli-Proteinen. Die Analyse in der SDS-PAGE und im
Western Blot (siehe Abbildung 15 und Abbildung 1figte jedoch, dass dieser
Transport nicht stattgefunden hat. Das rekombindhatein befindet sich nur im
Cytoplasma und ist stark mi.coli-Proteinen kontaminiert. Trotz des sich im Puffer
befindlichen Imidazol ist der Reinigungseffekt delseimaligen Waschens nur
ungenigend. Im Western Blot sind in den EluaterbiS1E4 2 bis 5 Banden zu sehen.
Bei den obersten beiden Banden handelt es sichasmettombinante CnMV-VP2 und
die Chloramphenicol-Acetyl-Transferase. Nach deafukiion (Abbildung 16) ist die
Bande im Bereich von 48-50 kDa sehr dick. In denakn (Abbildung 15) fallt sie
etwas dunner aus, ein Hinweis darauf, dass sichLd®ichkeit des Proteins im
Vergleich mit den ersten Testexpressionen deudlezbessert hat. Das Problem bei den
ersten Expressionsversuchen war, dass nach dektioil@ine Bande zu sehen war, die
in den Eluaten nicht mehr nachweisbar war. Mit mOMahrscheinlichkeit haben sich
unlosliche Aggregate des Proteins, so genannteidizcibodies gebildet (Ergebnisse
nicht dargestellt). Die unteren Banden stellen lonhationen oder Bruchstiicke dar.

DL _Wi1w2W3 E1E2 ESE4 E§ DL W1W2W3 E1 E2 E3E4 ES

62 kD¢
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!
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32,5 kDa bt ¢ I~
_— 0w - — ﬁm—_

16,5 kDa

Abbildung 15: Cytoplasmatischen Aufreinigung von GHW/-VP2
DL: Durchlauf; W1-W3: Waschschritte 1 bis &1-E5: Elution des rekombinanten CnM-VP2 aus der
Ni-NTA Matrix.
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Abbildung 16: Periplasmatischen Aufreinigung von G4V-VP2
ni: 3h nach InduktionDL: Durchlauf; W1-W3: Waschschritte 1 bis F&1-E5: Elutionsfraktionen des
rekombinanten CnMV-VP2 aus der Ni-NTA Matrix.

Zusatzlich wurden die Proteingehalte der einzelgewonnenen Eluate bestimmt
(3.2.9.4) und tabellarisch zusammengefasst (Tab®fe Nach Auswertung aller
Ergebnisse wurden die Eluate E1 bis E4 des cytoaschen Extrakts gepoolt und
aliquotiert bei —80 °C gelagert.

Tabelle 16: Proteinkonzentration der Eluate

Proteinkonzentratic El E2 E3 E4 E5

in mg/mi

cytoplasmatischer
Extrakt 2,4 19 0,5 0,1 0,2

periplasmatischer

Extrakt 1,5 2,3 0,5 0,2 -

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode Boadford. Der Proteingehalt wurde nach der
Bestimmung der Extinktion bei 595 nm durch Ableseriner Proteineichkurve in mg/ml ermittelt.
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4.6 Serumneutralisationstest (SNT)

4.6.1 Untersuchungen zum Zusatz von Komplement

Der Serumneutralisationstest ist Goldstandard a&stiBxmung von Antikérpern gegen
CHV-1. In der Literatur sind Protokolle zur Durchfiing des Testes mit und ohne den
Zusatz von Meerschweinchenkomplement beschriedereinem Vorversuch wurden
16 zufallig ausgewahlte Hundeseren nach derenilnaiking bei 56 °C fur 30 min ver-
gleichend mit und ohne den Zusatz vonub®leerschweinchenkomplement je Well im
Serumneutralisationstest getestet. Das Komplememtlevvergleichend in verschie-
denen Verdunnungsstufen (1:30, 1:100, 1:250, 1:8D@esetzt.

Von den 16 untersuchten Hundeseren waren 10 sowithind ohne den Zusatz mit
Komplement seronegativ. Bei den restlichen 6 sesitipen Seren (A-F) war das Bild,
wie in Abbildung 18 ersichtlich, uneinheitlich.

Die Zugabe von Komplement fuhrte bei Serum D unduB&chst zu einer konzen-
trationsabhéngigen Erhdhung der Titer, gefolgt wamem Abfall der Titer bei einer
Konzentration von 1:30 bzw. 1:100, wohingegen dderTvon Serum A nur bei
Erreichen einer Komplementkonzentration von 1:30 eme Stufe anstieg und
ansonsten konstant blieb. Eine Tendenz zum Abtdl Tters bei steigenden Konzen-
trationen war bei Serum F ersichtlich. Die Wirkuwhes Zusatzes von Komplement auf
die Titerhdhe scheint individual unterschiedlich sin. Eine generelle Erh6hung der
Titer findet nicht statt. Da sich das Verhaltnisosegativer zu seropositiven Seren im
Vergleich zur Kontrolle ohne den Zusatz von Kompdetin allen Verdiinnungsstufen

nicht veranderte, wurde auf den Zusatz von Kompiegmerzichtet.

4.6.2 Untersuchung der Seren

Insgesamt wurden 429 Seren zur Untersuchung eindes&echs Seren konnten
aufgrund zu geringer Mengen nicht untersucht weriféeitere sechs Seren erwiesen
sich in der Zellkultur als cytotoxisch. Seren mimhean Titer von = 1:4 wurden als

positiv gewertet. Der Titer 1.4 ist methodenbedidgt untere Grenztiter. Von den 423
untersuchten Hundeseren wurden bei 119 Antikorggrey CHV-1 festgestellt, das
entspricht einem Anteil von 28,1 %. Bezogen auf Gesamtzahl der eingesandten

Seren betragt die Seropravalenz 27,7 %. Das Kamdfideervall in der Grund-
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gesamtheit, das heil3t alle Zuchthunde in Deutsdhliggt mit 95 %iger Sicherheit bei
28,1 + 4,4 %. Die geographische Herkunft der Seiied in Abbildung 28 dargestellt.
Von den 40 Seren der Mutterhiindinnen aus der Mimeshienpfstudie aus dem Jahre
1998 hatten 24 neutralisierende Antikoérper gege’vV@HDas sind 60 %. Der Anteil
der positiven Seren aus dem Institut fir Reprodwmstnedizin der Tierarztlichen
Hochschule Hannover betragt 15,4 % (4/26).

Tabelle 17: Seropravalenz von CHV-1 unter Zuchthundn in Deutschland

Anzahl n Anzahl n Prozent
Seren seropositiver Seren
Seropravalenz (alle Seren) 429 119 27,7 %
Seropravalenz (auswertbare Seren) 423 119 28,1 %
davon aus:
Munchener Impfstudie 40 24 60 %
Institut fir Reproduktionsmedizin, 26 4 15.4 %

TiHo Hannover

Der hdchste Antikorpertiter in dieser Studie wak2B und kam bei 9 Hunden vor. Die
Titer der positiven Seren kamen in folgender Vartgj vor: 1:4 (n = 29), 1:8 (n = 34),
1:16 (n=21), 1:32 (n =13) und 1:64 (n = 13).

35%

30% - —

25% 4 —

20% +—

15% +—

10% -
5% A | |
0% \ \ \ \ \

1.4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
CHV-1 Titerstufen

% der positiven Seren

Abbildung 17: Haufigkeit und Verteilung der Antikdoertiter gegen CHV-1
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Abbildung 18: SNT mit und ohne Zusatz von Komplenten

Insgesamt wurden in einem Vorversuch exemplarighiddndeseren untersucht. In den Abbildungen
sind nur die Ergebnisse der 6 seropositiven SerdyisA- dargestellt. In Abbildung A und B sind die
CHV-1-Antikorpertiter den verschiedenen Versucheit umd ohne den Zusatz von Komplement
zugeordnet. Abbildung C: Darstellung der Titer aind desselben Serums in den verschiedenen
Versuchsansatzen mit ansteigender Komplementkivatien.
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Seit 2003 gibt es in Deutschland eine Impfung gedps canine Herpesvirus auf dem
Markt. Mit dem in dieser Arbeit verwendeten Seruntraisationstest lasst sich nicht
zwischen Impf- und Infektionstiter unterscheideronvV16 Seren ist vorberichtlich
bekannt, dass die Hunde ein- (n = 9) oder zweimal {) geimpft wurden. Bei 10 der
16 Hunde konnten keine neutralisierenden Antikbrmpachgewiesen werden. Sechs
Tiere, deren erste Impfung maximal 15 Wochen vat&itnahme erfolgte, reagierten
im Serumneutralisationstest positiv. Die Hohe dertikkdrpertiter und der zeitliche
Abstand zwischen Impfung(-en) und Blutenthnahme smdibbildung 19 graphisch
dargestellt. Ab einer Woche nach Impfung ist eingil&rperantwort nachzuweisen.
Bei zwei Hunden sind zwdlf und dreizehn Wochen nagbfung trotz Boosterung nach
sechs Wochen keine neutralisierenden Antikdrpehwatsbar. Das Serum mit der
Nummer 11 wies nach Impfung in der 15. und 11. Woebr Blutentnahme mit 1:128

den hochsten Antikdrpertiter auf.
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Abbildung 19: CHV-1-Titer nach Impfung

Die Blutentnahme geschah zum Zeitpunkt Null. DidkdBa stellen den Abstand der Impfung zur
Blutentnahme dar. Bei den Serennummern 4, 5, 80911 und 16 erfolgte eine Boosterung, deren
Zeitpunkt innerhalb des Balkens durch einen sefikegcStrich markiert ist. Die Farbe grau signalisie
seronegative Seren. Gelb markiert sind die positseren mit nebenstehender Angabe der Titerhdhe.
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Insgesamt wurden Serumpaarproben von 22 Hundeesandt und untersucht. Bei 21

Hunden waren weder in der ersten noch in der zwesterumprobe neutralisierende

Antikdrper gegen CHV-1 nachzuweisen. Eine viergérTeckelhindin (Nr. 17) hatte

eine positive zweite Blutprobe mit einem Titer vbi8. Zur Vorgeschichte ist nichts

bekannt. Die Blutproben wurden in einem Abstand ¥4 agen entnommen.

Tabelle 18: Ubersicht aller 22 Hunde mit Serumpaarpben

Tgb.Nr. Tgb.Nr. Tgb.Nr. Tgb.Nr.
Nr. | 1. Serumprobe 2. SerumprobgNr. 1. Serumprobe 2. Serumprobe
1. 220 240 12. 377 405
2. 269 270 13. 382 407
3. 271 285 14. 387 401
4. 273 279 15. 392 409
5. 267 281 16. 420 421
6. 318 319 17. 505 538 (1:8)
7. 320 321 18. 556 635
8. 322 323 19. 557 634
9. 324 325 20. 665 695
10. 330 397 21. 666 697
11. 372 403 22. 667 696

Bei 20 Hunden konnten in beiden Serumproben kaitiktkper gegen CHV-1 und CnMV nachgewiesen
werden. Eine Serokonversion fir CHV-1 trat bei Hdrdauf. Der Titer ist hinter der Tagebuchnummer

in Klammern angegeben
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4.7 Indirekte Immunofluoreszenz

Von den insgesamt 429 Hundeseren, die fiur diesesiddur Verfugung standen,
konnten 6 aufgrund zu geringer Menge nicht im Imofluoreszenztest untersucht
werden. 24 Seren der verbliebenen 423 Seren zalggdiir alle Parvoviren spezifische
nukleare Fluoreszenz bei einer Verdinnung von 10&s entspricht einer Seropra-
valenz von 5,7 %. Der Anteil seropositiver Hundeder Grundgesamtheit aller Zucht-
hunde in Deutschland liegt nach Bestimmung des identintervalls mit 95 %iger
Sicherheit zwischen 3,5 % und 7,9 %. Der Anteilifpeey Seren aus der Minchener
Impfstudie aus dem Jahre 1998 liegt bei 10 % (44@n Keines der 26 Seren aus dem
Institut fur Reproduktionsmedizin der Tierarztlichelochschule Hannover zeigte eine

nukleare Fluoreszenz bei einer Verdiinnung von 1:10.

Abbildung 20: IFT zum Nachweis von CnMV--spezifiseh Antikérpern

A: Zellkontrolle, WRCC-Zellen nichtinfiziert (200xB: negatives Hundeserum (200x}: Positives
Serum, deutliche Fluoreszenz der Zellkerne (20Dx)positives Serum, Fluoreszenz der Zellkerne bei
400x VergrofRerung.
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Tabelle 19: Seropravalenz von CnMV unter Zuchthunda in Deutschland

Anzahl n Anzahl n Prozent

Seren seropositiver Seren

Seropravalenz (alle Seren) 429 24 5,6 %
Seropravalenz (auswertbare Seren) 423 24 57 %
davon aus:

Minchener Impfstudie 40 4 10 %

Institut  fur  Reproduktionsmedizin,

0,
TiHo Hannover 26 0 0%

Zunachst wurden alle Seren in einem ersten Scrgdreneiner Verdinnung von 1:10
getestet. Alle positiven Seren wurden in einem @wel est zur Bestimmung des Titers
im Doppelansatz logarithmisch zur Basis zwei verdiin

Zwei Hundeseren wiesen einen Titer von 1:160 a6 Beren hatten einen Titer von
1:10 und 1:40. Die Titerstufen 1:20 und 1:80 trgeameils Smal auf.
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Abbildung 21: Haufigkeit und Verteilung der Antikgser gegen CnMV

Alle fur CnMV seropositiven Seren und die dazu lmekkan Daten sind im Anhang in
Tabelle 26 tabellarisch aufgefuhrt. Bei sieben Sdi@24, 29,2 %) sind Antikorper
sowohl gegen CnMV als auch gegen CHV-1 nachweidbas. sind 1,6 % aller Seren
und 5,9 % der fur CHV-1 positiven Seren.
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4.8 Analyse der Riskofaktoren

Nach der Ermittlung der Seropravalenz fur CHV-1 @waMV unter Zuchthunden in
Deutschland wurde im nachsten Schritt untersudhtsioh anhand der tber die Seren
zur Verfugung stehenden Daten Risikofaktoren adtelassen, die fir die Seroposi-
tivitat signifikant sind. Aufgrund der zu geringé&mzahl der fur CnMV seropositiven
Seren beschrankt sich die statistische AnalyseCiiMV auf die rein deskriptive
Beschreibung der Félle. Eine statistische Analyedes keine fir die Grundgesamtheit
glltigen Aussagen zulassen. Aus diesem Grund bmzieich alle folgenden Aus-
fuhrungen nur auf CHV-1. Fur die Tierarzte und Zéchvurde ein Probenbegleitschein
zur Verfugung gestellt, indem u. a. Angaben zursRasseschlecht, Alter, Impfung
gegen Herpes, Zwingergréfe und Ausstellungsbesecfiagt wurden. Zum Tell
wurden Seren ohne oder nur mit zum Teil ausgefulPeobenbegleitscheinen ein-
gesandt, so dass viele Datenséatze unvollstanddy 8§iai den einzelnen Merkmalen
wird die Anzahl der auswertbaren Datensatze fisefieMerkmal aufgefuhrt. Die Merk-
male wurden einzeln im Chi-Quadrat-Test auf Sigaifiz Uberprift.

4.8.1 Geschlecht

Von den 429 Seren fehlen von neun Tieren (2 %)Asigaben zum Geschlecht. 331
(77,2 %) Seren stammen von Hindinnen, 89 (20,7 8a) Riden. 12 der 89 Riden
(13,5 %) waren fur CHV-1 seropositiv. Bei den wmbhén Tieren betrug die Pravalenz
29,9 % (99/331). Zieht man die jeweils sechs Sedendie cytotoxisch waren oder
aufgrund der zu geringen Menge nur im Immunoflupeegtest untersucht werden
konnten, erhéht sich der Anteil seropositiver Hinmain auf 31 % (99/319). Die Odds
Ratio betragt 2,9 (Konfidenzintervall 1,5-5,6). Dighance, dass das Serum einer
Hundin positiv ist, ist demnach 2,9mal groRer as dines Riden.

Im Chi-Quadrat-Test erwies sich das Merkmal Gestitleals hoch signifikant
(p = 0,001). Aus diesem Grunde erfolgte die Ubdtprg der weiteren Merkmale nur

anhand der Falldaten der weiblichen Tiere.
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Abbildung 22: Geschlechterverhéltnis und Seropragakz CHV-1

4.8.2 Rasse

Die Herkunft der 424 von 429 in der Kategorie Ramsgwertbaren Seren verteilte sich
auf 69 Rassen. Die zehn am haufigsten vorkommeRdssen sind in absteigender
Reihenfolge: Teckel (n = 43), Deutscher Schaferhgmd= 30), Basset (n = 26),

Hovawart (n = 18), Labrador (n = 16), Whippet (r5), Coton de Tulear (n = 14),

Deerhound (n = 13), Beagle (n = 12) und Collie (133. Die Hunde wurden anhand
des fur diese Rasse zu erwartenden Durchschnitisigies in kleine (bis 15 kg),

mittlere (15-25 kg), grof3e (25-40 kg) und sehr gr@R40 kg) Rassen unterteilt.
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Abbildung 23: Rassenverhdltnis und Seropréavalennv@HV-1

Das Merkmal Rasse bzw. Rassegruppe erwies sich himQGadrat-Test als nicht
signifikant (p = 0,083).
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4.8.3 Alter

Das Alter des Hundes fehlte bei 86 Seren. Das Botuhttsalter der gultigen 343
Hunde betrug 3,8 Jahre mit einer Standardabweictwamg?2,4 Jahren. Der jingste
Hund war 2 Monate alt, der alteste Hund 13 Jahie. Hunde wurden in folgende
Alterskategorien zusammengefasst: bis 1 Jahr (&) 42 Jahre (n = 25), 3-5 Jahre
(n = 154) und alter als 5 Jahre (n = 119).
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Abbildung 24: Alter der Hunde und Seropréavalenz CHV

Das Merkmal Alter bzw. Alterskategorien erwies siaoh Chi-Quadrat-Test als nicht
signifikant (p = 0,542).

4.8.4 Zwingergrolde

Bei 324 Seren sind im Probenbegleitschein Angaben Zvingergrofe gemacht
worden. Die DurchschnittsgréfRe der Zwinger lag ®& Hunden. 50 % der Hunde
kamen aus Zwingern, die 4 bis 13 Tiere umfassee. $8ren wurden anhand der
Zwingergrof3e in die 4 folgenden Kategorien eindetgibis 4 Tiere (n = 110), 5 bis 8
Tiere (n = 69), 9 bis 13 Tiere (n = 76) und uUberTldre (n = 69). Das Verhaltnis der
ZwingergroR3e zur Seropravalenz ist in Abbildungg@aphisch dargestellt.

Das Merkmal ZwingergroRe erwies sich im Chi-Quadmdt als nicht signifikant
(p = 0,428).
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Abbildung 25: Zwingergrof3e und Seropréavalenz von ¢H

4.8.5 Ausstellungsbesuche

Von 292 Seren liegen Angaben Uber die durchscluhiéth Zahl an Ausstellungs-

besuchen der Hunde im Jahr vor. 165 Hunde (56,58tjem mehr als sechsmal im Jahr
auf Ausstellungen vorgefuhrt, 76 Hunde drei- bisfféial im Jahr und 43 Hunde ein-

bis zweimal. Acht Hunde waren noch nie auf einesdellung.
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Abbildung 26: Ausstellungsbesuche und Seropravalenn CHV-1

Das Merkmal Anzahl der Ausstellungsbesuche erwiels sn Chi-Quadrat-Test als
nicht signifikant (p = 0,806).
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4.8.6 Fruchtbarkeitsstérungen

Es wurden von 63 Hunden Seren zur Untersuchungesamglt, bei denen
Fruchtbarkeitsstorungen aufgetreten sind. Bei 2b,dieser Seren konnten Antikdrper
gegen CHV-1 nachgewiesen werden. CnMV-spezifisch8k8rper waren in 6 Seren
(9,5 %) vorhanden.

Ein einzelnes klinisches Symptom wurde bei 39 Hangenannt. Mehrfachnennungen
kamen insgesamt 24-mal vor. Kombinationen von z8nptomen dominierten mit
n = 22. Die restlichen 2 Hunde hatten ein Sympt@®taus Infertilitat, Totgeburten und
Welpensterblichkeit bzw. Totgeburten, Fruchtresorgn und verlangertem Angstrus.
Die absoluten Haufigkeiten der aufgetretenen kiimeh Stérungen und der Anteil der
Seren davon, bei denen CnMV- oder CHV-1-spezifiséimtikdrper nachgewiesen

werden konnten, sind in Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 20: Fruchtbarkeitsstérungen und serologisobr Status

n CHV-1 CHV-1%| CnMV  CnMV %
Fruchtbarkeitsstorungen 63 16 25,4 % 6 9,5 %
Welpensterblichkeit 24 9 37,5 % 2 8,3 %
Totgeburten 23 2 8,7 % 2 8,7 %
Infertilitat 17 4 23,5% 1 5,9 %
lebensschwache Welpen 6 - - 1 16,6 %
Spatabort 5 - - 1 20 %
Fruchtresorptionen 5 2 40 % 1 20 %
Andstrus 2 1 1/2 2 212
Ataxie 2 1 1/2 - -
Missbildungen 1 - - - -
Mumifikation 1 - - - -
vesikulare Lasionen in der 1 - - - -
Vagina
verlangerte Laufigkeit 1 - - - -
Scheintrachtigkeit 1 - - - -
respiratorische Symptome 1 - - - -

Die Pravalenz von CHV-1 ist bei den SymptomkompteX&elpensterblichkeit mit

37,5 %, Fruchtresorptionen (40 %), Anostrus (50%) Ataxie (40 %) bedeutend héher
als die ermittelte Seropravalenz aller in diesebeftr untersuchter Seren von 28,1 %.
Von den 63 Seren mit vorberichtlich bekannten Fi@tkeitsstorungen waren sechs
seropositiv fur CnMV (9,5 %). Die beiden Seren mé@n hdchsten Titerstufen von
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1:160 stammen von Hunden zum einem mit verlangeéteistrus und zum anderen mit

Welpensterblichkeit und der Geburt lebensschwadfepen.

Auffallend ist, dass bei den einzigen beiden Senéndem vorberichtlich genannten
Problem des Auftretens eines verlangerten Anost@rgylV-spezifische Antikorper
nachgewiesen werden konnten.

Der Anteil seropositiver Seren fur CnMV ist bei Higm mit Fruchtbarkeitsstérungen
im Allgemeinen und bei speziellen klinischen Erscbegen wie z. B. Totgeburten,
lebensschwache Welpen und Fruchtresorptionen deutlibher als die ermittelte

Seropréavalenz aller untersuchten Seren von 5,6 %.
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5 Diskussion

Die Gesunderhaltung von Hunden und ihren Nachkomgediért zu den Aufgaben der
tierarztlichen Kunst. Probleme in diesem Bereicle Wruchtbarkeits-stérungen und
Welpensterblichkeit bedeuten immer einen Rucksclideg bisherigen Zuchterfolges
und einen erheblichen finanziellen Verlust. Daviigesehen bedeutet das Auftreten
plétzlicher Todesfalle einzelner oder mehrerer Welpis hin zum Verlust des ganzen
Wurfes eine starke emotionale Belastung fir derhific

Zwei Virusinfektionen scheinen hier eine wesen#idRolle zu spielen: das canine
Herpesvirus und das Canine Minute Virus (caninasd®a&us Typ-1). Ziel der Arbeit
war es, die Verbreitung dieser beiden Viren in Belfand zu untersuchen. Um
herauszufinden, wie hoch der Anteil der Hunde @& schon einmal Kontakt mit
besagten Viren hatten, wurden Seren auf den Gefmaisspezifischer Antikdrper
getestet und daraus die Seropravalenz ermittdle ¥#n akuter Welpensterblichkeit in
den ersten drei Lebenswochen sowie Totgeburten emurdhittels PCR und
Virusisolierung auf CHV-1 und CnMV direkt unterstichufgrund der vor allem fir
Zichter relevanten und brisanten Problematik fanden Proben von Zuchthunden
beziehungsweise aller sich im Zwinger eines Zushbefindlichen Hunde Eingang in
die Untersuchungen.

In Hinblick auf die begrenzte Verfugbarkeit von CdMind die fur die Isolierung
bendtigte Zelllinie WRCC war es ein weiteres Ziar dvorliegenden Arbeit, das
Oberflachenprotein VP2 durch rekombinante Genesprasn E.coli herzustellen und

dessen Einsatz als Antigen im ELISA zu testen.

5.1 Seropravalenz von CHV-1

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Ermity der Seropravalenz von CHV
ist der Serumneutralisationstest. Die Bindung d@ehier Antikérper an der Oberflache
des Virus fuhrt zum Verlust der Infektiositat. Obdwalieser Test Goldstandard fur die
Bestimmung von Antikorper gegen CHV-1 ist, gibtkesn einheitliches Protokoll zur

Durchfuihrung des Tests.
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SNT mit und ohne den Zusatz von Komplementln der Literatur sind diverse
Protokolle mit und ohne den Zusatz von Meerschweinkomplement beschrieben.
FUr das Respiratorische Syncytialvirus beim Menscherd Sinn und Nutzen des
Zusatzes von Komplement beim labordiagnostischeohiNais mittlerweile kritisch
diskutiert (YODER et al. 2004). In einem Vorverswearden vergleichend 16 Seren im
Serumneutralisationstest mit und ohne den ZusatzKamplement getestet. Zunachst
wurde bei allen Seren durch eine halbstiindige lakab im Wasserbad das endogene
Komplement inaktiviert. Dann wurde der Test mit meebn Komplement-
konzentrationen parallel durchgefuhrt. Die von CARMAEL (1970) beschriebene
generelle zwei- bis achtfache Erhohung der Antikérfer unter dem Zusatz von
Komplement konnte jedoch in dieser Arbeit nichttiegt werden. Bei den sechs sero-
positiven Seren kam es mit steigender Komplemengmencht zu einem derartigen
Anstieg. Einzelne Seren wiesen sogar eine Erniedggdes Titers bei bestimmten
Konzentrationen von Komplement auf. Generell sakeirfir die Wirkung des
Komplements individuelle Unterschiede zwischen Hemden beziehungsweise Seren
eine groRe Rolle zu spielen. Welche Faktoren daine Rolle spielen, ist unbekannt.
HAMPAR et al. (1968) vermutet, dass der sehr véeidffekt von Komplement auf
den Titer in Beziehung steht zur Infektionsdaueziddaungsweise zum Stadium der
Infektion. Wie die neutralisierende Wirkung spesther Antikdrper in vitro durch den
Zusatz von Komplement verstarkt wird, ist nichtlstéindig geklart. Es scheint allein
die GroRRe des Virus-Antikdrper-Komplement-Komplexiss Eindringen in die Zelle
zu verhindern (YODER et al. 2004).

Nach einer Infektion mit CHV-1 sind neutralisierendAntikdrper gegen die
Hullproteine gB, gC und gD in 100 %, 70 % und 77 ddr untersuchten Seren
nachweisbar. Dabei erfolgt nur die Neutralisatioon \gC und zum Teil von gB
komplementabhangig (XUAN et al. 1991). Alle 10 3grelie ohne Komplement
negativ getestet wurden, hatten auch in allen amd€estansatzen mit Komplement ein
negatives Ergebnis. Dieses war mal3geblich fur diessdBeidung, die CHV-1-spezi-
fischen Antikdrper in dieser Arbeit im Serumneusatfionstest ohne den Zusatz von

Komplement zu bestimmen.
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Interpretation des UntersuchungsergebnissesPositive Serumtiter ohne akute Kkli-
nische Symptome lassen nur die Aussage zu, dassrdiind schon einmal Kontakt
mit CHV-1 hatte und dass sich das Virus mit hohehvgcheinlichkeit noch latent im
Korper befindet. Nur ein deutlicher Titeranstieg 8erumproben, die im Abstand von
zwei Wochen genommen werden, sind Hinweise aufage Infektion. Ein negatives
serologisches Ergebnis schlieldt eine Infektion @tV-1 nicht aus. Erst ein bis zwei
Wochen nach einer CHV-1-Infektion sind spezifisétrgikorper im Blut nachweisbar.
Der Titer steigt moderat an und fallt nach kirzexder |Angerer Zeit wieder ab.

Impfung gegen das infektiosse WelpensterbenEs ist bekannt, dass das canine
Herpesvirus nur schwach immunogen ist und die Ee#ulmmunantwort gré3ere Be-
deutung als die humorale bei der Bekdmpfung eimiektion hat. Zusatzlich scheinen
die individuellen Unterschiede in der Starke demimmantwort nach Infektion oder
Impfung grof zu sein. In Rahmen dieser Arbeit kennt6 Seren untersucht werden,
die nach den Angaben des einsendenden TierarzéeZaddhters gegen Herpes geimpft
worden sind. Wider Erwarten konnten bei 10 der &8 keine Antikdrper im Serum-
neutralisationstest nachgewiesen werden. Bei eiseranegativen Hund erfolgte die
Impfung einen Tag vor der Blutentnahme. Es istieseim Fall davon auszugehen, dass
ein bis zwei Wochen spater eine Serokonversionegiaegen und nachweisbar wére.
Seropravalenz.Insgesamt standen 429 Seren fir diese Untersuehung Verfigung.
Es wurde eine Seropravalenz fur CHV-1 von 27,7 8d &ir CnMV von 5,6 %
ermittelt. Bezogen auf die auswertbaren SerentstieigAnteil seropositiver Seren auf
28,1 % und 5,7 %. Ein Teil der Proben wurden voauRProf. Glnzel-Apel aus dem
Institut fir Reproduktionsmedizin der Tierarztlichelochschule Hannover zur Verfi-
gung gestellt. Von den insgesamt 26 Hunden wies€¢h5#4 %) CHV-1-spezifische
Antikérper auf, wohingegen keine Probe seroposfiiv CnMV war. Aus einer
Minchener Studie aus dem Jahre 1998, bei der vedssie Impfschemata zur Grund-
immunisierung von Welpen vergleichend getestet emyckonnten 40 Seren in die
Studie einbezogen werden. Der Anteil der CHV-14pomn Seren ist im Vergleich zur
Gesamtpravalenz von nur 27,7 % mit 60 % auffallandh. Dass es sich dabei um
Antikorper nach Impfung handelt, kann mit Sichetlaisgeschlossen werden, da der
Impfstoff gegen das Infektiobse Welpensterben exagt2003 auf dem deutschen Markt

erhaltlich ist und die Seren aus dem Jahre 1998ns&m. Durch die lange Lagerung der
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Seren sind die Antikorper einiger Proben sicheriiciMitleidenschaft gezogen, sodass
die Pravalenz moglicherweise noch etwas hoher endnen ist.

Es handelte sich bei den Minchener Seren um di¢eMiete der damals untersuchten
Wirfe. Die Proben stammen im engeren Sinne vonelfieren. Die Hindinnen leben
alle getrennt voneinander bei verschiedenen Zuchtiar unterschiedlich grof3en
Zuchten. Eine gegenseitige Ansteckung durch engemtakt in einem gemeinsamen
Zwinger und dadurch mdglicherweise bedingte hélegvalenz ist nicht moglich. Ob
es vorberichtlich Probleme mit Welpensterblichkgab oder Fruchtbarkeitsstérungen
aufgetreten sind, ist nicht bekannt. Die einzigen@@samkeit aller untersuchten Hin-
dinnen besteht darin, dass die Blutentnahme inneinelativ kurzem Abstand zur
Geburt erfolgte. So wie viele andere Herpesvirethakann eine latente Infektion mit
CHV-1 in Stresssituationen, wie der Geburt, rea&ttvwerden und zur Virusaus-
scheidung im Sinne einer Boosterung mit nachfolgemdinstieg der Antikorper im
Blut fuhren.

Eine Ubersicht der weltweit ermittelten Seropramatn des caninen Herpesvirus
wurde in Tabelle 7 gegeben. In Deutschland lieflein $976 bei 39,1 % der unter-
suchten Hunde neutralisierende Antikorper fesestelEine aktuelle Studie aus Giessen
hat eine Pravalenz von 18,81 % ermittelt. Bei Hund&t vorberichtlich bekannten
Reproduktionsstdorungen betrug der Anteil seropasitiTiere 28,8 % (KOENIG et al.
2004). Es ist zu bedenken, dass die Motivation enhier vorgestellten Studie teil-
zunehmen, vor allem bei denjenigen Ziuchtern stéalsgepragt gewesen sein wird, bei
deren Hunden Fruchtbarkeitsstorungen aufgetreted, sihne es im entsprechenden
Probenbegleitschein vermerkt zu haben. Eine Ubfmgi der darin gemachten

Angaben fand nicht statt.
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5.2 Seropravalenz von CnMV

In dieser Arbeit wurde die Bestimmung der Antikdrgegen CnMV mit indirekter
Immunofluoreszenz vorgenommen. Die ermittelte Seregdenz aller untersuchten
Seren betragt 5,6 % und zeigt, dass CnMV ebenfalBeutschland verbreitet ist. Im
Vergleich zu anderen Landern ist die Pravalenzgieagering. Ahnliche Werte sind aus
Japan bekannt (MOCHIZUKI et al 2002). Die Pravamnzer einzigen beiden bisher
untersuchten L&nder in Europa, ltalien und Turkeigen zwischen 13,6 % und
24,17 %. In der Teilgruppe der Seren aus der Mimamhémpfstudie lielBen sich bei
10 % der Tiere spezifische Antikérper nachweiseohingegen keines der vom Institut
fur Reproduktionsmedizin der Tierarztlichen HochdelHannover fiir diese Studie zur
Verfigung gestellten Hundeseren seropositiv war.e®bsich hier um ein zufalliges
Ereignis handelt oder ob es mdoglicherweise ein Mgird-Gefalle in der Durch-
seuchungsrate gibt, musste durch die Untersuchimey grol3eren Anzahl von Seren
genauer betrachtet werden. In Italien unterschiesien die Seropréavalenzen in den
einzelnen Regionen deutlich voneinander (RINALDOakt2000, PRATELLI et al.
1998). Die Ergebnisse der Arbeit bestéatigen, dagd\Cweltweit verbreitet ist und im
ursachlichen Zusammenhang steht mit Fruchtbarkeissgen beim Hund.

Die Methode der indirekten Immunofluoreszenz zeathsich durch eine hohe
Spezifitéat, jedoch nur eine mittelmalige Sensdiviaus. Unter Umstanden ist das
Ergebnis einiger Seren falsch negativ. Der Ersaitz iddirekten Immunofluoreszenz
durch sensitivere Nachweismethoden wie dem ELI$Aristrebenswert.

Die 24 seropositiven Hunde stammen aus 14 ZwingbrnZwingern mit hoher
Besatzdichte ist die Durchseuchungsrate deutlichehtDrei Faktoren bedingen in
groReren Bestanden einen hohen Infektionsdruckoot@#e Infektion, mangelnde

Hygiene im Zwinger und hohe Tenazitat der Parveovireder Umwelt.

5.3 Risikofaktoren

Neben der Ermittlung der Seropravalenz fur CHV-tl @nMV war es von Interesse,
anhand der Uber die Seren zur Verfigung stehenddéen[Risikofaktoren abzuleiten,
die fur die Seropositivitat von Bedeutung sind. Biatistische Auswertung der Daten
ergab, dass nur das Geschlecht einen signifikabtefluss auf den Serostatus von
CHV-1 hat.



Diskussion 87

Geschlecht.Seo et al. (1994) zeigten fur Korea eine hoheéyd&enz bei méannlichen
Tieren (42 %) als bei weibliche Tieren (33 %) aAfich fur Deutschland konnte
KOENIG et al. (2004) einen héheren Anteil mannlici{@9,9 %) als weiblicher
(18,2 %) seropositiver Hunde aufzeigen. In didsbeit betragt die Seropravalenz von
CHV-1 unter den Riden 13,5 % und unter den Hundin®@,9 %. Dies erscheint
aufgrund der vorherrschenden Gruppenhaltung vondidanen in Deutschland nicht
unlogisch. In dieser Arbeit konnte kein statistisignifikanter Zusammenhang zwi-
schen der Anzahl der Hunde ein einem Zwinger und 8erostatus nachweisen. Das
widerspricht zum Teil den Ergebnissen von KOENIGlet(2004) und RONSSE et al.
(2004). Fur die Durchseuchungsrate sind eher drehddie Zwingergrél3e bedingten
schlechteren Hygienebedingungen, die eine InfekiidnCHV-1 erleichtern (RONSSE
et al. 2004) als die absolute Anzahl der Hunde Bedeutung. Riden werden eher
einzeln oder in kleineren Gruppen gehalten, so dasdnfektionsmaoglichkeiten durch
direkten Kontakt geringer sind.

Alter. Obwohl fir das Merkmal Alter in dieser Studie Kkeisignifikanter
Zusammenhang mit dem serologischen Status von CHMadhgewiesen werden
konnte, ist der Anteil der seropositiven zu derosegativen Tieren in der Altersgruppe
von ein bis zwei Jahren gréf3er als in der Alterggeuunter einem Jahr. RONSSE et al.
(2004) konnte ein Ansteigen der Antikorpertiterambelgischen Zuchthunden in den
ersten zwei Lebensjahren beobachten. Das entsplahtErgebnissen von SEO et al.
(1994) und VAN GUCHT et al. (2001).

Fruchtbarkeitsstérungen. Die Pravalenz von CHV-1 ist bei den Symptomkomptexe
Welpensterblichkeit mit 37,5 %, Fruchtresorption@® %), Andstrus (50 %) und
Ataxie (40 %) bedeutend hoher als die ermittelteo@®valenz aller in dieser Arbeit
untersuchter Seren von 28,1 %. Dagegen ist die aRndw fir den Komplex
Fruchtbarkeitsstorungen generell und im speziellserbleiben und Totgeburten
geringer als die durchschnittliche Pravalenz. Degeld bestatigen, dass die Infektion
hauptsachlich durch virushaltige Sekrete wahrend karz nach der Geburt und
weniger intrauterin stattfinden kdnnte.

CnMV. Die Evaluierung statistisch signifikanter Risikktiaren fur CnMV ist aufgrund
der geringen Anzahl seropositiver Seren nicht ssfinlDaher werden die Falle nur rein

deskriptiv analysiert. Der Anteil positiver Serair £nMV ist bei Hunden mit Frucht-
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barkeitsstorungen im Allgemeinen und bei speziekénischen Erscheinungen wie
z. B. Totgeburten, lebensschwachen Welpen und Easdrptionen deutlich hdher als
die ermittelte Seropravalenz aller untersuchtemiseon 5,6 %. Auffallend ist, dass bei
den einzigen beiden Seren mit im Vorbericht geremnterlangerten Anéstrus, CnMV-
spezifische Antikorper nachgewiesen werden konntehne den Ausschluss von
anderen Ursachen fir einen verlangerten Andstnshesondere endokrinologischer
und diatetischer Natur, ist eine Bewertung, ob imdvelcher Art ein ursachlicher
Zusammenhang mit den hier gemachten Beobachtungdneimer CnMV-Infektion
besteht, nicht moglich.

Alle vorberichtlich genannten Probleme wie Totgebny Spataborte, Leerbleiben und
Fruchtresorptionen kénnen zum Komplex der Fruclkdstgstérungen zusammen-
gefasst werden. Bei TORUN und YILMAZ (2005) domimén in der Turkei Tracheo-
bronchitiden, Enteritiden und hamorrhagische Gad#m unter den genannten Kli-
nischen Problemen der 18 % seropositiven Tieref Fan 18 seropositiven Hunden
hatten abortiert. Die Proben stammen jedoch auchHwunden aus dem Patientengut

der Klinik fur Innere Medizin einer Universitatstidinik in der Turkei.

5.4 Prokaryotische Expression von VP2

Der virologische und serologische Nachweis von CnMV bisher nur in wenigen

Laboren weltweit moglich. Die dazu benétigten WRZ€llen und CnMV an sich sind

kommerziell nicht erhéltlich und sind bisher nur iRahmen von Forschungs-
kooperationen zwischen einzelnen Arbeitsgruppergetasscht worden. Nachweis-
systeme, die unabhangig von der Zellkultur von Cnldivid, wirden den breiten
Einsatz in der Routinediagnostik in verschiedenebdren erlauben und fordern
dadurch die weitere Erforschung von CnMV. Fir dentikrpernachweis werden
folgende Testverfahren genutzt: Hamagglutinatiomshangstest, Serumneutralisation
und indirekte Immunofluoreszenz. Gegen den routdf&gen Einsatz des Hamaggluti-
nationshemmungstestes zum Nachweis von Antikorggrgen CnMV spricht die

Tatsache, dass dazu Blut von Rhesusaffen bendiidt das schwer erhéltlich ist. Die
Vorteile der serologischen Diagnostik mittels ELIS#&gentber der konventionellen
indirekten Immunofluoreszenz und der Hamagglutoratwaren z. B. eine deutliche

Reduktion des Arbeitsaufwandes und die sehr guteiglivbhkeiten zur Standar-
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disierung. Die Methode wére durch eine Verringerdeg beanspruchten Zeit und des
Personals wirtschaftlicher und wirde eine objektived untersucherunabhangige
Auswertung in der Bestimmung von CnMV-spezifischentikorpern erlauben. Die
kontinuierliche Herstellung des dafir bendtigtentigens in groReren Mengen durch
prokaryotische Genexpressiongrcoli wirde sich sehr gut standardisieren lassen.
Klonierung und Genexpression.Der fur diese Arbeit verwendete CnMV-Stamm GA3
wurde von SCHWARTZ et al. (2002) vollstandig sequert und in der Genbank
vertffentlicht. Das Gen von VP2 wurde mit modifizen Oligonukleotiden in einer
PCR amplifiziert und anschlieRend in den Vektor BEZR-TOPCS (Invitrogen)
kloniert. Der positive Klon wurde mittels Restribtisverdau und Sequenzierung ermit-
telt und das Gen von VP2 in den Expressionsvekir22b(+) subkloniert. Nach
Transformation vorE.coli BL21CodonPlus(DE3) RIL mit dem konstruierten Vekto
pET22b(+)JMVP2 wurde die Expression des rekombasranCnMV-VP2 nach
Induktion mit IPTG in der SDS-PAGE nachgewiesen.

Proteinaufreinigung. Die Reinigung des Proteins erfolgte unter natiBexlingungen
getrennt aus Cyto- und Periplasma uber den siatri@ibal befindlichen 6xHis-Tag in
einer immobilisierten Metallionen-Affinitatschronographie. Das rekombinante
CnMV-VP2 in den Zellextrakten wurde im Batchverfahr an Ni-NTA-Matrix
gebunden und nach mehreren Waschschritten mit hidberentrationen von Imidazol
eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden gesammett der Proteingehalt bestimmt.
Die Analyse in SDS-PAGE und Western Blot ergab,sdas sich bei der Bande bei
48-50 kDa um das rekombinante Protein handeln m@s$nde, warum es deutlich
kleiner als erwartet ist, konnten im Rahmen dereftrimicht ermittelt werden. Die
Analyse des Plasmids mit dem Insert nach Sequemgjezrgab keinen Hinweis auf ein
vorzeitiges Start- oder Stopsignal im LeserasterurcBD den Zusatz von
Proteaseinhibitoren (PMSF) wurde versucht, dem epigtischem Abbau des
rekombinanten Proteins entgegenzuwirken. In derS-&Blen der Eluate sind
zusatzliche Banden zu sehen, bei denen es sicthahier Wahrscheinlichkeit um
Verunreinigungen mit zellularen Proteinen und unudBstiicke des rekombinanten
CnMV-VP2 handelt. Um die Identitat dieser Protemeuntersuchen, kann man zum
einen die Bande ausschneiden und Kaninchen zuitdlarg) polyklonaler Antikérper

immunisiseren. Neue Techniken erlauben auch diee&egerung des Proteins und die
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Bestimmung der Aminosauresequenz. Wider Erwarten ¢hear Transport des
synthetisierten Proteins in das Periplasma nicitgafunden. Das Proteinmolekll kann
Zu grol3 gewesen sein. Ungunstige Ladungsverhatmaiss N-terminalen Ende kdnnen
auch eine Translokation verhindern (KAJAVA et 000).

Inclusion Bodies. Nach Induktion ist zwar eine starke Bande zu selen Protein-
gehalt im Eluat und damit die Ausbeute ist jedoelativ gering. Mit hoher Wahr-
scheinlichkeit liegt das rekombinante CnMV-VP2 zmeen hohen Prozentsatz in
Inclusion Bodies vor. Dabei handelt es sich um siidbe Aggregate des rekom-
binanten Proteins in denaturierter Form. InclusBodies lassen sich leicht durch
Zentrifugation gewinnen und durch den Zusatz vorardinhydrochlorid oder Harn-
stoff in hohen Konzentrationen auflésen. Das rekoariite Protein kann so mit hoher
Ausbeute, jedoch in denaturierter und damit biaolgi inaktiver Form gewonnen
werden. Eine Zurlckfaltung ist theoretisch und psak méglich, jedoch schwierig und
die Erfolgsaussichten, am Ende ein Protein in aktlvorm zu haben, sind sehr stark
vom individuellen Protein abhéngig und kénnen ggming sein. Um die Loslichkeit
und Reinheit zu erh6éhen, gibt es mehrere Moéglidkkeilm Rahmen dieser Arbeit
wurden die Inkubationstemperatur wahrend der Exprasauf 26 °C und die Menge an
IPTG zur Induktion der Expression reduziert. Dekide pET22b(+) wurde aufgrund
seines pelLB-Signalpeptids ausgewahlt. Durch dennsp@t des synthetisierten
Proteins in das Periplasma werden bessere Bedieguiiig eine korrekte Faltung und
damit fUr eine bessere Loslichkeit geschaffen. Euegere Alternative wéare noch die
Fusion des rekombinanten VP2 mit gut I6slichen éinen wie Glutathion-S-
Transferase oder Thioredoxin.

Genexpression inkE.coli. Die Genexpression in bakteriellen Systemen it deel das
rekombinante Oberflachenprotein von CnMV herzustelerwies sich in dieser Arbeit
als nicht geeignet. Ahnliche Probleme, insbesondeeBildung von Inclusion Bodies
bei der prokaryotischen Genexpressiorkinoli traten auch in anderen Arbeitsgruppen
auf (personliche Mitteilung von L.E. Carmichaeltemational Parvovirus Meeting
2005, Leipzig Juli 2005; RAYMENT et al. 1990; SODHR\D et al. 1992). Eine
andere Mdoglichkeit ware der Einsatz von Baculaviogeler Hefen wi€Sacharomyces
cerevisiae Damit konnten rekombinante Oberflachenproteine Rarvovirus B19 und
Mice Minute Virus erfolgreich hergestellt werden HEBEGAARD et al. 2002;
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LIVINGSTON et al. 2002; LOWIN et al. 2005). Der Meil besteht zusatzlich darin,
dass sich die synthetisierten Proteine selbstggdrdi Kapsid-ahnlichen Partikeln
zusammenlagern kénnen und hervorragende antigegenggihaften in immuno-
logischen Nachweissystemen und funktionellen Téstsitzen. Die Nutzung dieser
Nachweissysteme erfordert jedoch umfangreiche techa und finanzielle
Voraussetzungen, die im Rahmen dieser Arbeit meddisierbar waren.

Genexpression in Pflanzen.Die Nutzung von Tabakpflanzen zur Herstellung
rekombinanter Proteine ist ein bisher wenig bekesyndber sehr interessantes System
zur Genexpression verschiedenster Proteine. Irediibeit scheiterte die Produktion
des viralen Antigens bereits in der Ligation deslen Gens von CnMV fur VP2 mit
dem linearisierten Vektor. Aufgrund zweier natitko Schnittstellen des Restriktions-
enzymsBsal innerhalb des VP2-Gens mussten 4 Fragmente irelderr Reihenfolge
und Orientierung verknlUpft werden. Trotz mehrfachéiederholung der Ligations-
reaktion mit unterschiedlichen Mengenverhaltnisdeneinzelnen Reagenten wuchsen
nach Transformation irkE.coli keine Kolonien. Auch der Versuch, durch partiellen
Restriktionsverdau die Anzahl der Fragmente aufizme reduzieren, war nicht

erfolgreich.

5.5 Herstellung polyklonaler Antikorper gegen CnMV

Die Titerbestimmung der von Kaninchen gewonnenerpedynmunseren mittels

indirekter Immunofluoreszenz gelang zunachst nidhtst bei Verwendung eines
sekundaren anti-Kaninchen-Antikorpers, der mit deamnbstoff Cy2 konjugiert war,

konnte das CnMV-spezifische Fluoreszenzbild detk&els beobachtet werden. Das
Fluoreszenzbild bei Verwendung von Kaninchen- unghdi€seren unterschied sich
nicht.

Generell sind die Titer der Hyperimmunseren gexingls erwartet ausgefallen.
Deutlich sind auch die individuellen Unterschiedeschen den Tieren. Das bestatigt
die Wichtigkeit, zur Herstellung von Hyperimmunseraindestens zwei Tiere parallel
zu immunisieren. Das verwendete Immunisierungsgoikdat sich im Hause bei der
Herstellung von Hyperimmunseren gegen Protothekéarsinien und porzinen

Parvoviren erfolgreich bewahrt. Einziger Untersdhibesteht in der Wahl von

imkompletten anstatt kompletten Freund’s Adjuvaes der ersten Immunisierung.
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Komplettes Freund’s Adjuvans hat durch den Zusatm \hitzeinaktivierten
Mykobakterien einen starkeren stimulierenden Effald das inkomplette Freund's
Adjuvans. Die nicht unerheblichen Nebenwirkungere duftreten kénnen, haben
hinsichtlich von Tierschutzaspekten zu einem Anwergsverbot als Adjuvans gefuhrt.
Der zweite Grund flur die niedrigen Titer liegt ierdungenigenden Aufreinigung des
Antigens. Die zuerst von YAMAMOTO et al. (1970) bkeebene Methode der Pra-
Zipitation von Virionen mit PEG und die im Protokfidlgende Ultrazentrifugation Uber
einen CsCl-Gradienten sind etablierte Standardndethh@ur Virusaufreinigung in der
Virologie. Trotzdem sind im SDS-Gel neben den Cnkpézifischen Proteinen Banden
zu sehen, die wahrscheinlich zellulare Verunreinggn darstellen.

Der Unterschied zwischen den Antikorpertitern ei@erumprobe, gemessen in IFT und
Serumneutralisationstest, ist mit dem Prinzip dashweisverfahrens erklarbar. Wohin-
gegen im IFT alle IgG detektiert werden, ist im (Beneutralisationstest nur der
Nachweis neutralisierender Antikorper aller Immulioebglinsubklassen maglich.

5.6 Direkter Nachweis von CHV und CnMV

Die Untersuchung von Abstrichen und Kotproben ehsaoer Hunde sowie Organma-
terial von verstorbenen Welpen erfolgte mit denl Zlg¢uelle Stdamme von CHV-1 und
CnMV fiur zukinftige Forschungsvorhaben zu isolietgrd naher zu charakterisieren.
Alle untersuchten Proben waren in der PCR und i/aesisolierung negativ.

PCR. Die Oligonukleotide fur den Nachweis von CnMV wendanhand der in der
Genbank veroéffentlichten Sequenzen von drei CnMafsBhen, die in den USA und in
Asien isoliert wurden, ausgewahlt. In Italien, Selan und Deutschland wurde CnMV
in mehreren Fallen von Welpensterblichkeit nachgeem. Von diesen Fallen gibt es
bis dato (Stand Februar 2006) keine veroffentlictBequenzen. Durch Mutationen im
Bereich der Anlagerungsstellen der Oligonukleotiésteht die Moglichkeit, dass das
Ergebnis in der Untersuchung dieser Proben vonp@isohen Isolaten mittels PCR ein
falsch negatives Ergebnis liefert. Sind nur sehnige Viren im zu untersuchendem
Material vorhanden und ist die Sensitivitdt der P@R gering, kann das Ergebnis
ebenfalls falsch negativ ausfallen. Die ermitteltealytische Sensitivitat fir den
Nachweis von CnMV in der PCR ist gut bis sehr gud betragt 0,1 TCIE/100 ul be-
ziehungsweise 0,01 TCHJ100 pl in der Seminested-PCR. Die Nachweisgrenze der
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PCR fur CHV-1 mit dem aus der Literatur entnommei@gimerpaar CHVgBr und
CHVgBf liegt bei 1 TCIBy/100pl und ist zufriedenstellend. BURR et al. (1996) war
maoglich, 1fg (entspricht 14 Kopien) viraler DNA thug aus Plazenta aufgereinigter
DNA nachzuweisen. In 2 ml Schafsblut war die untérenze bei 250 fg viraler DNA.
Nachweis CHV-1 Das canine Herpesvirus wird wie durch die Arbeien APPEL et
al. (1969), CARMICHAEL (1970) und OKUDA et al. (13Pnachgewiesen, intermit-
tierend fur wenige Tage bis zu drei Wochen UbereNasind Vaginalsekrete aus-
geschieden. Die Phasen der Virusausscheidung sindem meisten Fallen fur den
Besitzer oder den Tierarzt aufgrund fehlender &ther Symptome nicht von auf3en
ersichtlich. Vesikulare Lasionen auf den Schleintbdwer Vagina oder des Praputiums
kénnen ein Hinweis darauf sein, dass aktuell Vausgeschieden wird. Die Virusiso-
lierung wird zusatzlich dadurch erschwert, dasspeeviren sehr labil sind und wéh-
rend des Transportes zum Labor sehr schnell iHektinsitat verlieren. Schwierig-
keiten bei der Isolierung von CHV-1 sind in dererdtur mehrfach beschrieben worden
(POSTE u. KING 1971; HASHIMOTO et al. 1983). Um difolgsaussichten der
Virusisolierung aus Organproben zu erh6hen, empflIBRCY (1970) die Trypsinier-
ung des Organs und die Aussaat der gewonnenemd4sell&inne einer priméren Zell-
kultur. Die Chancen eines erfolgreichen Virusnadees in der Zellkultur und in der
PCR werden durch Kuhlung wahrend des Transportdsspezielle Tupfermedien fur
Viren erh6ht und durch fortschreitende Autolyse lamje Transportzeiten erniedrigt.
Die Anzahl der untersuchten Falle von Welpenstehkkit ist insgesamt zu gering, um
eine abschlieRende Beurteilung tber die Verbreitumg) die Haufigkeit einer urséch-
lichen Beteiligung von CHV-1 und CnMV an Féllen vivelpensterblichkeit in den
ersten drei Lebenswochen treffen zu kénnen. Insseeh 14 Falle wurden die Welpen
auf Wunsch des Besitzers zur Abklarung der Todestes pathologisch untersucht.
Davon wurde in drei Fallen kein Hinweis auf einektiéses Geschehen gefunden. Der
Befund in den anderen Fallen lautete bakteriellpti&&mie mit Nachweis voik.coli
und Staphylococcus intermedius.

Untersuchung Spermaproben Die Ubertragung von CHV-1 erfolgt oronasal und
venerisch, wobei die oronasale Ubertragung von eggiffBedeutung ist. Seropositive
Tiere sind mit hoher Wahrscheinlichkeit latentegeiévon CHV-1. Eine Reaktivierung

der Virusausscheidung durch Stress ist jederzeiglioid Vesikulare Schleimhaut-
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l&sionen an Penis und/oder Praputium als au3ersvett fir eine aktuelle Phase der
Virusausscheidung kénnen, mussen aber nicht vodmasein. Eine Infektion der Hun-
din wahrend des Deckaktes ist moglich. Aus dem t\artzereich ist die Gewinnung
von Sperma und die kinstliche Besamung nicht medgzuwdenken und spielt auch in
Hinsicht auf die Bek&dmpfung von Tierseuchen einehtige Rolle. In der Hundezucht
ist der nattrliche Deckakt traditionell noch wedrbreitet. Doch auch die Kleintier-
medizin hat Techniken zur Gewinnung und Ubertraguog Sperma bei Hund und
Katze entwickelt, die immer mehr in der taglichemaxs angewandt werden. Durch
kinstliche Besamung und die Untersuchung des Sgeauf CHV-1 ist der Einsatz
seropositiver Deckriden weiterhin moéglich. Probldmestehen jedoch beim Nachweis
in der PCR. Zum einen wirkt sich der hohe DNA-Gelvalden Spermien inhibitorisch
in der Polymerase Kettenreaktion aus (VAN ENGELENEWet al. 1993). Aus diesem
Grund wurde zur Aufreinigung der DNA das Protokadis Herstellers durch einen zu-
satzlichen Schritt gedndert. Durch Vorinkubatiort sinem Puffer, der Proteinase K
und DTT enthélt, gelang es, die fir den Nachweralen DNA aus Organproben

ermittelte Sensitivitat zu erreichen.

5.7 Abschlieliende Bewertung und Ausblick

Es wurden 429 Serumproben von Zuchthunden untersith Seropravalenz von
CHV-1 und CnMV betrug 28,1 % und 5,7 % bezogen @iafauswertbaren Proben.
Damit ist die Verbreitung von CnMV deutlich gerimgels erwartet. Die Seropra-
valenzrate ist nicht gleichzusetzen mit der HawdigkCHV-1-bedingter klinischer
Erkrankungen beziehungsweise Welpensterblichkegr h der Praxis gedul3erte
Verdacht einer CHV-1-Infektion konnte im Rahmen séie Studie in keinem Fall
labordiagnostisch bestatigt werden. Der Anteil bektl und nichtinfektiés bedingter
Welpensterblichkeit ist mit hoher Wahrscheinlichkain weitaus gré3erer Bedeutung.
Der betreuende Tierarzt sollte bei Welpensterbkthknbedingt die Todesursache der
verstorbenen Welpen bestimmen lassen und die Hilklidisch untersuchen.

Die Bedeutung von CHV-1 und CnMV flr akute Welpenlichkeit ist in Deutschland
von weitaus geringerer Bedeutung als erwartet. tNagstotrotz ist die Verbesserung
der diagnostischen Nachweismethoden fur die Zukuorit Bedeutung. Fur CHV-1 ist
die labordiagnostische Unterscheidung zwischen 4mpfnd Infektionstiter
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winschenswert. Fir die Bewertung der ErgebnisskerfeStudien tber die humorale
und zellulare Immunantwort nach einer Infektion @HV-1 und insbesondere CnMV.
Die prokaryotische Genexpression des VP2 von CnBMMiir die Etablierung eines
ELISA nicht geeignet. Der Einsatz eukaryotischer pfessionssysteme st

empfehlenswert und sollte weiter verfolgt werden.
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Die Welpensterblichkeit wird auf 10-20 % der lebegeborenen Welpen geschétzt.
Zwei Virusinfektionen scheinen bei Welpensterblieitkund Fruchtbarkeitsstérungen
des Hundes eine wesentliche Rolle zu spielen: dame Herpesvirus Typ 1 (CHV-1)
und das Canine Minute Virus (CnMV, synonym Minuteug of Canines). Ziel der
Arbeit war es, die Verbreitung dieser beiden Vitenier Zuchthunden in Deutschland
zu untersuchen.

Das klinische Erkrankungsbild ist bei beiden Vir@mlich. Bei erwachsenen Tieren
verlauft die Infektion meist unauffallig. Infektien wahrend der Trachtigkeit kbnnen zu
Fruchtresorption, Aborten, Missbildungen und Welterblichkeit fuhren. Infizierte
Welpen erkranken meist in den ersten drei Lebensamaind sind apathisch, zeigen
Saugunlust, haben Atemwegsprobleme, Erbrechenaidenl oft auch unter Durchfall.
Die Mortalitat ist hoch.

Zwischen Juli 2004 und Oktober 2005 wurden 429 i@praben gesammelt. Die
Bestimmung der Seropravalenz von CHV-1 erfolgt ienugnneutralisationstest (SNT)
mit Madin Darby Canine Kidney (MDCK)-Zellen ohnerd2usatz von Komplement.
CnMV-spezifische Antikorper wurden mittels indirektimmunofluoreszenz (IFT) auf
zuvor mit CnMV infizierten Walter Reed Canine Zell@VRCC) nachgewiesen. Des

Weiteren wurden 37 Abstriche, 34 Spermaproben, afpidben und 37 verstorbene
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Welpen aus 14 Wirfen mittels PCR und Virusisoligranf CHV-1 und CnMV direkt
untersucht.

27,7 % (119/429) aller Serumproben hatten neuieatisde Antikdrper gegen CHV-1.
Die Seropravalenz fir CnMV betragt 5,6 % (24/4Z8¢ statistische Auswertung ergab
nur fur das Geschlecht einen signifikanten Einflas$ den Serostatus von CHV-1.
Alter, Zwingergr6l3e, Anzahl Ausstellungsbesuche Ragse spielten keine Rolle fur
die Seropravalenz von CHV-1. Bei den klinischen bérichten Welpensterblichkeit
(n = 24) und Fruchtresorptionen (n = 5) ist diedpedivalenz von CHV-1 mit 37,5 %
und 40 % bedeutend héher als die ermittelte Gesawdlenz von 27,7 %.

Die Untersuchung der Abstriche, Sperma-, Kot- unda@proben von verstorbenen
Welpen mittels PCR und zum Teil Virusisolierung &dMV und CHV-1 verlief in
allen Fallen mit negativem Ergebnis.

Der Nachweis von CnMV ist bis heute nur in weni@peziallabors mdglich. Um die
Nachweismdglichkeiten von CnMV zu verbessern undveteinfachen, wurde das
Virusprotein-2-(VP2)-Gen von CnMV in den Vektor pEAb(+) kloniert. Das am C-
terminalen Ende mit einem 6x His-Tag markierte &rotwurde imE.coli-Stamm
BL21CodonPIlus(DE3)RIL exprimiert, aufgereinigt uald Antigen im ELISA getestet.
Die prokaryotische Genexpression des VP2 von CnBiMir die Etablierung eines
diagnostischen ELISA nicht geeignet. Wahrend depr&ssion aggregierte das Protein
zu unléslichen Inclusion Bodies. Nach Aufreiniguisty das Protein immer noch mit
E.coli-Proteinen kontaminiert. Im ELISA zeigte sich dakambinante Antigen wenig
spezifisch.

In Fallen von Welpensterblichkeit (n = 14), warelesé in weit weniger Fallen als
vermutet CHV-1 oder CnMV bedingt. Insgesamt sch@nMV in Deutschland weit

weniger verbreitet zu sein als in anderen Landern/delt.
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Canine herpesvirus (CHV-1) and Canine Minute Vi{@MV, canine parvovirus
type-1) are considered important viruses causingnai@l mortality and fertility
disorders in dogs. In order to determine the rdleCBV-1 and CnMV in neonatal
disease and infertility in dogs in Germany theiropeevalences were determined.
Studies on the seroprevalence of CHV-1 and CnM¥atibn suggest that these viruses
are widespread in canine populations in many casitiittle is known about the
distribution of these two viruses in breeding dagssermany. Clinical disease after
experimental infection with CHV-1 and CnMV can ri¢sa embryonic/fetal death after
in utero infection early in gestation. Infection mippies less than three weeks of age,
may result in vomiting, dyspnoe, diarrhea, apatin laigh mortality.

A total of 429 sera from breeding dogs collectetivkeen March 2004 and October
2005 were analysed. Serum neutralisation tests J$NM™Madin Darby Canine Kidney
(MDCK) cells with and without the addition of gue@ig complement were established
to determine of CHV-1 neutralising antibodies. Awirect immunofluorescence (IF)
assay was performed on CnMV infected Walter Reedir@aCells (WRCC) to detect
antibodies against CnMV. Further 37 swabs, 34 sesaemples, 16 fecal samples and
organ specimens of total 37 stillborn and decegasgabies from 14 different kennels
were tested for CnMV and CHV-1 by PCR and virugason.
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27,7 % (119/429) of all serum samples had neuingliantibodies against CHV-1, but
only 5,6 % (24/429) had CnMV-specific antibodiebefe is a significant association of
sex and serostatus for CHV-1, but not for age, dyratending exposition and kennel
size. In known cases of reproductive disorders @alhe neonatal mortality, embryonic
death with resorption and anoestrus, the prevalaic€HV-1 is higher than the
average prevalence in this study (37,5%, 40% arfb 5@spectively versus 27,7 %).
None of the clinical samples were positive in PGRby virus isolation, for CHV and
CnMV.

In order to facilitate laboratory diagnostics ofMVi specific antibodies, virus protein 2
(VP2) of CnMV was cloned into vector pET22b(+). eTtke-terminal His-tagged
recombinant protein, produced kncoli strain BL21CodonPus(DE3)RIL was tested as
antigen in an enzyme-linked immunosorbent assayISE&)l. The prokaryotic
genexpression appear not suitable for the productio/P2 of ChnMV as an antigen for
an ELISA. The VP2 most likely formed unsoluble usibn bodies and purification was
therefore insufficient. Contamination withcoli proteins caused strong cross reactivity
and low specifity.

In conclusion, CnMV appears less widespread in @agnthan reported from other
countries. In cases of neonatal mortality CHV @md/V is less common than assumed

in clinical practice.
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Anhang

Tabelle 21: Ubersicht Spermaproben mit Angabe der &ologie.

Nr. Tgb.Nr  Rasse SNT

1 144 Neufundl&nder 1:8
2 146 Labrador 1:8

3 149 Bearded Collie -

4 150 DSH -

5 151 - -

6 152 - -

7 153 - neg

8 155 - neg

9 158 Sloughi neg
10 160 Australian Shepherd neg
11 163 Rhodesian Ridgeback 1:8
12 165 Cheasapeak Bay Retriever neg
13 166 - -

14 167 Deutsch Langhaar 1:40
15 209 Collie -

16 243 Coton de Tulear -
17 354 Dt. Dogge neg
18 355 - -

19 356 Irish Setter 1:16
20 357 Dt. Langhaar -
21 358 Rhodesian Ridgeback neg
22 359 Rhodesian Ridgeback neg
23 360 - -

24 361 Gordon Setter neg
25 362 Dt. Kurzhaar neg
26 363 - -

27 364 - -

28 365 Gordon Setter neg
29 366 Span. Wasserhund neg
30 367 - -

31 368 Gordon Setter neg
32 369 Irish Setter neg
33 370 - -

34 371 Rottweiler neg

Bei den Feldern, die mit einem Strich versehen,

Serumprobe zur Untersuchung vor.

siad die Rasse nicht bekannt bzw. lag keine
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Probenbegleitschein

herpes-beim-hund.de

Institut fur Tierhygiene und Offentliches
Veterindrwesen

TA Jill Manteufel

An den Tierkliniken 1

04103 Leipzig

Datum:

Hund

Name/ Stempel Tierarzt

Name Hund:

Rasse:

Geschlecht: m / w

Alter:

Impfung gegen Herpes: ja / nein

wenn ja: Wann

Klinische Symptome / Vorgeschichte:

Anzahl Hunde im Haushalt:

Anzahl Wiirfe pro Jahr:

Anzahl Welpen pro Jahr:

Ausstellungsbesuche im Jahr: O 1-2

O 3-5 O mehr als 6

Besitzer

Name:

Postleitzahl:

Telefonnummer :

Art der Probe:

O |Serum O |EDTA-Blut

O |Kot O [Sperma

O |Tupferproben O |Rachen

O [Vulva/Vagina O |Praputium

O |Tierkorper Welpe O

euth./gestorben am:

Abbildung 27: Probenbegleitschein
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Abbildung 28: Geographische Verteilung der unterditen Serumproben

In der Graphik sind alle Postleitzahlenbereiche gkstellt, aus denen Seren zur Untersuchung
eingesandt wurden. Seren, die im Serumneutralisstiist als CHV-1 positiv ermittelt wurden, sind
entsprechend ihrer Postleitzahl als rote Punktdeén griinen Flachen markiert.



Anhang

Abbildung 29: Darstellung des cpE von CHV-1 auf MIX=Zellen

Frisch ausgesate MDCK-Zellen wurden mit CHV-1 iafiz Dargestellt wird die Entwicklung des cpE
und die verschiedenen Auspragungsgrade in Anhaatigion der ZeitA: Zellkontrolle. B: fokale
Abrundung der ZellenC: Fortschreiten der Abrundung und wallartigen Aufsithiig nach Peripher,
sowie gleichzeitiger zentraler Ablosung der ZellBn.50%iger cpE. Zwischen den sich vergréRernden
Plaques intakter ZellmonolaydE: 100% iger cpE. Vollstandige Ablésung der Zelleitd Ba. 72h nach
Infektion. Alle Aufnahmen mit 40x VergréRerung anfgnmen.
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Zellkontrolle, angefarbt mit Krystallviolett. (200¥0: Detailansicht der strahlenférmigen Zellfortsatze

A: Zellkontrolle WRCC. (40xB: cpE von CnMV. Zellen mit Krystallviolett angefarl{iOx) C:

Abbildung 30: Beispiel cpE von WRCC-Zellen infiztemit CnMV

-infizierten WRCC.(400x).

von CnMV



Ampicillin-Resisterizgen
1000

PET22b(+)JMVP2
7209 bp

pelB-Signalpeptid

BamHI (5291)

lac operator
T7-Promotor

Lacl

Pst 1 (429)
B: Bsa | (361) |
Miu 1(308) |

Neol(281) | | |
Hin d 11 (236) | ||

| Bsa | (1585)
BamH | (7) L1 IsnaBI(710) vP2 °

EcoR | (1729

/

VP2manteufel
1737 bp

Abbildung 31: Plasmidkarte des Expressionsvekto&T22b(+)JMVP2 und das CnMV-VP2 Insert im
Detail

A:  pET22b(+)JMVP2. Als Selektionsmarker dient die AmpicillinresigterOri bezeichnet den

Replikationsursprung zur Vermehrung der Plasmid-DMahrend der Bakterienzellteilung. Die

Regulation der Expression erfolgt Giber den laclHRepor am lac-operator. Die Balken auf dem Plasmid
zeigen die Lokalisation und Orientierung der kodimten Sequenzen. Die Schnittstellen der
Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI vor uimtieh dem inserierten CnMV-VP2-Gens sind
durch Pfeile gekennzeichnetdis-Tag Hexahistidin-Tag; Amp: Ampicillinresistenz; Lacl:

5
GalaktosegerB: CnMV-VP2 Genmit den fur die Klonierung eingebauten Restrikssehnittstellen fur
EcoRI und BamHI an beiden Enden des Fragmentes.
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Tabelle 22: Ubersicht Kotproben

Nr. Tgb.Ni Rasse Serum IFT PCR Vi

1. 317 Bernhardiner - - neg 1.P
2. 374 DSH - - neg 1.+2P
3. 379 DSH - - neg 1.+2.P
4. 384 DSH - - neg 1.+2P
5. 389 DSH - - neg 1.+2.P
6. 394 DSH - - neg 1.+2.P
7. 551 Boxer 550 neg neg -

8. 624 Beagle 623 neg neg 1.P
9. 626 Beagle 621 neg neg 1.P
10. 627 Beagle 618 neg neg 1.P
11. 628 Beagle 617 neg neg 1.P
12. 629 Beagle - - neg 1.P
13. 631 Beagle 614 neg neg 1.P
14. 678 Beagle - - neg 1.+2P
15. 679 Leonberger - - neg 1.+2.P
16. 748 Leonberger - - neg 1.P

Bei den Feldern, die mit einem Strich versehen,singde die Untersuchung nicht vorgenommen bzw.
lag keine Serumprobe zur Untersuchung vor. VI: 8isalierung, P: Passage
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Tabelle 23: Ubersicht Tupferproben

Nr. Tgb.Nr. Abstrich  Rass w/m  Serum Ergebnisse

von...

SNT PCR VI

1. 140 Vagina unbekannt (TiHO) w 142 neg. neg -
2. 141 Praputium unbekannt (TiHo) m 164 neg. neg -
3. 221 Vagina Frz. Bulldogge w 295 1:16 neg -
4. 222 Vagina Frz. Bulldogge w 296 1:8 neg -
5. 223 Vagina Frz. Bulldogge w 298 1:64 neg -
6. 224 Vagina Frz. Bulldogge w 300 1:4 neg -
7. 241 Ra./Vag. Irish Wolfhound w - - neg 1.+2.P
8. 242 Rachen Irish Wolfhound w - - neg 1.+2.P
9. 244 Vagina Coton de Tulear w - - neg 1.+2.P
10. 245 Vagina Bichon Frisee w - - neg 1.+2P
11. 246 Vagina Bolonka Zwetna w - - neg 1.+2.P
12. 247 Rachen Irish Wolfhound m - - neg 1.+2P
13. 248 Ra./Vag. Irish Wolfhound w - - neg 1.+2P
14. 309 Rachen Dogge w 307 neg. neg 1.+2P
15. 310 Vagina Dogge w 307 neg. neg 1.+2.P
16. 315 Rachen Bernhardiner w - - neg 1.+2P
17. 316 Vagina Bernhardiner w - - neg 1.+2.P
18. 332 Rachen Golden Retriever w 330 neg neg -
19. 375 Rachen Dt. Schéaferhund w 372 neg. neg 2P+
20. 376 Vagina Dt. Schaferhund w 372 neg. neg AP+
21. 380 Rachen Dt. Schéferhund w 377 neg. neg 2P+
22. 381 Vagina Dt. Schéaferhund w 377 neg. neg AP+
23. 385 Rachen Dt. Schaferhund w 382 neg. neg 2P+
24. 386 Vagina Dt. Schéaferhund w 382 neg. neg AP+
25. 390 Rachen Dt. Schéaferhund w 387 neg. neg 2P+
26. 391 Vagina Dt. Schéaferhund w 387 neg. neg AP+
27. 395 Rachen Dt. Schéaferhund w 394 neg. neg 2P+
28. 396 Vagina Dt. Schéferhund w 394 neg. neg AP+
29. 399 Rachen Golden Retriever w 397 neg. neg 1.P
30. 558 - Soft Coated Terrier w S558 1:4 neg -
31. 707 - Scottish Terrier w - - - 1.P
32. 708 - Scottish Terrier m - - - 1.P
33. 709 - Scottish Terrier w - - - 1.P
34. 739 Vagina Rottweiler w 738 neg. neg 1.P
35. 740 Vagina Rottweiler w 738 neg. neg 1.P
36. 757 Rachen Jack Russel Terrier w 756 neg. neg -
37. 758 Vagina Jack Russel Terrier w 756 neg. neg.P 1

Bei den Feldern, die mit einem Strich versehen, detden die Angaben oder lag keine Serumprobe zur

Untersuchung vor. P: Passage



Tabelle 24: Ubersicht der zur Untersuchung eingesatien Welpen

Nr. |Tgb.Nr [Rass Anzah |Vorberich Serum | SNT IFT Pathologie
1. 210f Frz. Bulldogge 2 Welpensterblichkeit (8.d), 295 1:16 neg bakteriell
Anorexie, Kaiserschnitt
2. 212ff Schweizer Sennen 6 Totgeburten, lebensschwache 218 neg neg -
Hunde Welpen, Kaiserschnitt
3. 238f Golden Retriever 2 Welpensterblichkeit, - - - -
Kaiserschnitt
4. 290ff American Cockerl Spéatabort (51.d) 289 neg neg -
Spaniel
5. 311ff Mops 4 Spéatabort (50.d) - - - kein Hinwaid
infektioses Geschehen
6. 414ff Bouvier 6 Totgeburten 740-752 neg neg -
7.  A433ff Kleine Mlnsterlander 7 Welpensterblichkeit 423 1:16 neg -
8. 450 Cavalier King 1 - 441 1:32 neg kein Hinweis auf
Charles infektioses Geschehen
9. 518f Golden Retriver 2 Totgeburten - - - -
10. 547f Dackel 2 Totgeburten, Zwergwuchs 546 neg eg n -
11. 746 Boxer 1 Welpensterblichkeit (7.d), Leer- 747 1.8 neg -
bleiben, Atemwegsinfektionen
12. 753f Zwergschnauzer 2 Anorexie - - - Nachvizewoli
13. 537 Tibet Terrier 1 - 556, 635 neg neg Nach\Beaph.
intermedius
14, 412f Collie 2 Welpensterblichkeit (6.d) 411 neg neg kein Hinweis auf

infektioses Geschehen

Bueyuy



Tabelle 25: Ubersicht Seren

Nummer Rasse Geschlecht Alter in  Hunde i Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)
UT 375 |Hovawart weiblich 1:10 neg
UT 360 |Hovawart weiblich neg neg
UT 351 |Hovawart weiblich neg neg
E4 Hovawart weiblich neg neg
F5 Berner Sennen weiblich neg neg
UT 349 |Tibet Terrier weiblich neg neg
UT 352 |DSH weiblich neg neg
UT 612 | Cocker Spaniel weiblich neg neg
UT 769 | Cocker Spaniel weiblich . neg
UT 366 |Border Collie weiblich 1:40 neg
UT 367 |Border Collie weiblich neg neg
UT 368 |Samojede weiblich neg neg
UT 381 |Briard weiblich neg neg
UT 388 | Teckel weiblich . neg
UT 431 |Kuvasz weiblich neg 1:4
UT 395 |Pyrenaenberghund weiblich neg neg
D8 Alano Espanol weiblich neg neg

Bueyuy



Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)
UT 350 |Hovawart weiblich neg 1.8
UT 432 |Hovawart weiblich neg 1:8
UT 371 |Hovawart weiblich neg 1:4
UT 384 |Bernhardiner weiblich neg 1:8
UT 364 |Bernhardiner weiblich neg 1:8
UT363 |Bernhardiner weiblich neg 1:4
UT 344 |Berner Sennen weiblich neg 1:128
UT 390 |Berner Sennen weiblich neg 1:4
UT 462 |DSH weiblich 1:20 1:16
UT 520 |DSH weiblich neg 1:8
UT 246 |Cocker Spaniel weiblich . 1:128
UT 365 |Cocker Spaniel weiblich neg 1:16
UT 421 |Border Collie weiblich neg 1:4
UT 556 |Briard weiblich neg 1:32
UT 385 |Teckel weiblich neg 1:4
UT 385 |Teckel weiblich . ) . neg 1:4
567B Teckel weiblich 24 31 mehr als b neg 1:4
UT 388 | Teckel weiblich : 1:4
UT403 |Pyrendenberghund weiblich 1:80 1:16
UT 402 |Pyren&enberghund weiblich neg 1,16
UT 428 | Golden Retriever weiblich neg 1:4
UT 476 |Bobtail weiblich neg 1:128
UT 489 |Landseer weiblich neg 1:8

Bueyuy



Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

UT 548 |Labrador weiblich . . : neg 1:8

567A Australian Shepherd | mannlich 78 3 mehrals6 eg n 1:4

142 weiblich neg neg

143 . mannlich neg neg

145 Neufundlander mannlich neg 1:8

147 Labrador mannlich neg 1.8

148 Rhodesian Ridgeback mannlich neg 1:8

154 mannlich neg neg

156 . mannlich neg neg

157 Dogge mannlich neg neg

159 Sloughi mannlich neg neg

161 Australian Shepherd | maéannlich neg neg

162 . mannlich neg neg

164 Golden Retriever mannlich . neg neg .

219 Gr. Schweizer Sennen weiblich 36 neg neg tgebwrt, lebensschwache

Welpen, verlangerte
Laufigkeit

220 Irish Wolfhound weiblich 72 1 3-5 neg neg .

225 Barsoi weiblich 66 9 1-2 neg neg Welpensterben

226 Barsoi mannlich 108 9 0 neg neg

227 Barsoi mannlich 108 9 0 neg neg

228 Barsoi mannlich 42 9 0 neg neg

229 Barsoi mannlich 10 9 0 neg neg

Bueyuy



Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)
230 Barsoi weiblich 10 9 3-5 neg neg
231 Barsoi weiblich 24 9 mehr als 6 neg neg
232 Barsoi mannlich 42 9 mehr als 6 neg neg
233 Barsoi weiblich 84 9 1-2 neg neg
234 Irish Wolfhound weiblich 48 1:80 1:64
235 Irish Wolfhound weiblich 60 neg neg
236 Irish Wolfhound weiblich 60 1:40 1:32
237 Irish Wolfhound weiblich 36 ) ) neg 1:16
238 ital. Windspiel weiblich 48 3 mehr als 6 neg gne
240 Irish Wolfhound weiblich 72 1 3-5 neg neg
248 Irish Wolfhound weiblich 18 15 mehr als |6 neg .
249 Labrador 2 neg 1:128
251 Labrador 2 neg 1:128
253 Labrador 2 neg neg
255 Labrador 2 neg 1:128
257 Labrador 2 neg 1:16
259 Labrador 2 neg 1:64
261 Labrador 2 neg 1:128
263 Labrador 2 neg 1:32
265 Labrador . 2 . . neg 1:16
267 Deerhound weiblich 84 4 mehr als|6 neg neg
269 Deerhound mannlich 36 4 mehr alg 6 neg negy
271 Deerhound mannlich 84 4 mehr alg 6 neg negy

Bueyuy



Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

273 Deerhound weiblich 36 4 mehr als|6 neg neg

275 ital. Windspiel weiblich 24 6 mehr als 6 neg

276 ital. Windspiel weiblich 48 6 1-2 1:10

277 ital. Windspiel weiblich 36 6 mehr als b neg

278 ital. Windspiel weiblich 24 6 1-2 neg .

279 Deerhound weiblich 36 4 mehr als|6 neg neg

281 Deerhound weiblich 84 4 mehr als|6 neg neg

283 Deerhound mannlich 36 4 mehr alg 6 neg neg

285 Deerhound mannlich 84 4 mehr alg 6 neg negy :

289 Cocker Spaniel weiblich 36 12 mehr alg 6 neg g ne Spatabort

295 Frz. Bulldogge weiblich 18 8 3-5 neg 1:16

296 Frz. Bulldogge weiblich 24 8 3-5 neg 1:8

297 Frz. Bulldogge weiblich 14 8 3-5 neg 1:8

298 Mops weiblich 36 8 3-5 neg 1:64

299 Mops weiblich 60 8 3-5 neg neg

300 Frz. Bulldogge weiblich 36 8 3-5 neg 1:4

301 Frz. Bulldogge weiblich 8 8 3-5 neg 1:4

302 Frz. Bulldogge weiblich 7 8 3-5 neg 1:4

303 Deerhound mannlich 78 8 mehr alg 6 neg 1:64

304 Deerhound weiblich 78 8 mehr als|6 neg 1:64

305 Deerhound mannlich 36 8 mehr alg 6 neg 1:64

306 Deerhound weiblich 72 8 mehr als|6 neg 1:32 .

307 Dogge weiblich 30 2 neg neg | Totgeburt, lebensschwac

Bueyuy



Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)
Welpen
318 Coton de Tulear weiblich 24 4 mehr alg 6 neg g ne| Leerbleiben, Totgeburt
319 Coton de Tulear weiblich 24 4 mehr alg 6 neg g ne| Leerbleiben, Totgeburt
320 Coton de Tulear weiblich 4 mehr als|6 neg neg
321 Coton de Tulear weiblich . 4 mehr als|6 neg neg
322 Coton de Tulear mannlich 8 4 mehr alg 6 neg neg
323 Coton de Tulear mannlich 8 4 mehr als 6 neg neg
324 Coton de Tulear mannlich 4 mehr alg 6 neg neg
325 Coton de Tulear mannlich 4 mehr alg 6 neg neg
326 Zwergschnauzer mannlich . neg neg
328 Zwergschnauzer weiblich 96 . ) neg neg )
330 Golden Retriever weiblich 84 1 1-2 neg neg bie#iben, respiratorische
Symptome
333 Labrador weiblich 96 . . neg neg
335 Dogge weiblich 48 4 3-5 neg neg .
337 Dandie Dinmorweiblich 24 3-5 neg neg Spéatabort
Terrier
340 Irish Setter mannlich neg neg
341 Irish Setter mannlich neg 1:16
342 Sloughi weiblich neg neg
343 Sloughi mannlich neg neg
344 Berner Sennen mannlich neg neg
345 Sloughi weiblich neg neg

Bueyuy



Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

346 Gordon Setter mannlich 18 mehr als 6 neg neg

347 Dogge mannlich neg neg

348 Deutsch Kurzhaar mannlich neg neg

349 Rhodesian Ridgeback mannlich neg neg

350 Deutsch Kurzhaar mannlich . : neg neg

351 Gordon Setter mannlich 84 mehr alg 6 neg neg

352 Rhodesian Ridgeback weiblich neg neg

353 span. Wasserhund mannlich . . ) neg neg

372 DSH weiblich 60 5 1-2 neg neg

377 DSH weiblich 48 5 1-2 neg neg

382 DSH mannlich 24 5 1-2 neg neg

387 DSH weiblich 5 5 1-2 neg neg

392 DSH weiblich 48 5 1-2 neg neg

397 Golden Retriever weiblich 84 1 1-2 neg neg

401 DSH weiblich 5 5 1-2 neg neg

403 DSH weiblich 60 5 1-2 neg neg

405 DSH weiblich 48 5 1-2 neg neg

407 DSH weiblich 5 5 1-2 neg neg

409 DSH weiblich 48 5 1-2 neg neg

411 Collie weiblich 72 8 neg neg .

420 Deutsch Kurzhaar weiblich 48 neg . Welpentsn

421 Deutsch Kurzhaar weiblich 48 neg neg Wedfmrben

423 Kleiner Munsterlander weiblich 48 neg 1:16 Welpensterben
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

440 Teckel weiblich 96 3 3-5 neg 1:16 Welpensterben

441 Cavalier King Charlgweiblich 48 25 mehr als 6 neg 1:32 Welpensterben

Spaniel

442 Alaskan Malamute weiblich 12 5 3-5 neg 1:8

443 Alaskan Malamute mannlich 36 5 3-5 neg neg

444 Alaskan Malamute mannlich 72 5 3-5 neg 1:4

445 Alaskan Malamute weiblich 84 5 3-5 neg neg .

446 Alaskan Malamute weiblich 48 5 3-5 neg 1:8 \akierben

447 Gr. Schweizer Sennen weiblich 36 3 mehrals6 eg n 1:16 Leerbleiben

448 Gr. Schweizer Sennen weiblich 60 3 mehrals6 eg n 1:8 Leerbleiben

451 Shiba Inu weiblich 60 10 neg neg

452 Shiba Inu weiblich 24 10 neg neg

453 Japan Spitz weiblich 12 10 neg neg

454 Shiba Inu mannlich 6 10 neg neg

455 Shiba Inu weiblich 24 10 neg neg

456 Shiba Inu weiblich 48 10 neg neg

457 Shiba Inu weiblich 84 10 neg neg

458 Shiba Inu weiblich 36 10 neg neg

459 Shiba Inu weiblich 36 10 neg neg

460 Shiba Inu weiblich 60 10 . neg neg

461 Collie mannlich 57 6 mehr als 6 neg neg

462 Collie mannlich 120 6 3-5 neg neg

463 Collie weiblich 8 6 3-5 neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

464 Collie weiblich 24 6 3-5 neg neg .

465 Collie weiblich 84 6 3-5 neg neg Welpensterben

466 Collie weiblich 90 6 neg neg .

469 Cairn Terrier weiblich neg 1:32 Welpensta

470 Cairn Terrier mannlich neg neg

471 Cairn Terrier weiblich neg neg

472 Cairn Terrier weiblich neg 1:16

473 Cairn Terrier weiblich . neg 1:64

474 Basset weiblich 71 : . neg 1.8

475 Basset weiblich 70 11 mehr als|6 neg 1:16

476 Basset weiblich 27 11 mehr als|6 neg neg

477 Basset mannlich 24 11 mehr alg 6 neg neg

478 Basset mannlich . 11 mehr als|6 neg neg

479 Basset mannlich 88 11 mehr alg 6 neg neg

480 Basset weiblich 52 11 mehr als|6 neg neg

481 Basset weiblich 48 11 mehr als|6 neg neg

482 Basset mannlich 10 11 mehr alg 6 neg neg

483 Basset mannlich 8 11 mehr als| 6 neg neg

484 Basset weiblich 24 11 mehr als|6 neg neg

485 Basset weiblich 18 11 mehr als|6 neg 1:8 .

486 Basset weiblich 48 5 1-2 neg neg Leerbleiben

487 Berner Sennen weiblich 24 3 3-5 neg neg Frasbtption

488 Basset weiblich 18 3 mehr als|6 neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

489 Basset weiblich 36 3 mehr als|6 1:10 neg

490 Tibet Terrier weiblich 20 2 mehr als 6 neg neg

491 Tibet Terrier mannlich : 2 mehr als |6 neg neg

492 Basset weiblich 12 6 mehr als|6 neg neg

493 Basset weiblich 7 6 mehr als |6 neg 1:8 :

494 Basset weiblich 36 6 mehr als|6 neg neg Wetpdren

495 Basset weiblich 60 6 mehr als|6 neg 1:64

496 Basset weiblich 84 6 mehr als|6 neg 1;32

497 Basset weiblich 120 6 mehr als|6 neg 1:16

498 Bordeauxdogge weiblich 5 4 3-5 neg neg

499 Bordeauxdogge mannlich 72 4 3-5 neg neg

500 Bordeauxdogge weiblich 36 4 3-5 neg neg

501 Bordeauxdogge weiblich 13 4 3-5 neg neg

502 Hovawart weiblich 60 3 1-2 neg 1:8

503 Hovawart weiblich 14 3 3-5 neg 1:4

504 Zwergschnauzer weiblich 48 10 mehr als 6 neg g ne

505 Teckel weiblich . 3 mehr als 6 neg neg

506 Riesenschnauzer weiblich 60 10 mehr als 6 neg eg n

507 Zwergschnauzer weiblich 60 10 mehr als 6 neg g ne

508 Zwergschnauzer weiblich 30 10 mehr als 6 neg g ne

509 Zwergschnauzer weiblich 84 10 mehr als 6 neg 8 1.

510 Riesenschnauzer weiblich 24 10 mehr als 6 neg eg n

511 Neufundlander weiblich 60 neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

512 Neufundlander weiblich 60 . ) neg neg )

513 Magyar Viszla weiblich . 8 mehr als 6 neg neg ruchtresorption

514 Magyar Viszla mannlich 48 8 mehr als|6 neg neg

515 Teckel weiblich 24 8 mehr als 6 neg neg

516 Teckel weiblich 72 8 mehr als 6 neg neg

517 Teckel mannlich 48 8 mehr als |6 neg neg

520 Bernhardiner mannlich 24 4 mehr alg 6 neg neg

521 Bernhardiner mannlich 48 4 mehr als 6 : 1:64 :

522 Bernhardiner weiblich 60 4 mehr als|6 neg neg eerhleiben, Mummifikation

523 Teckel weiblich 24 6 . neg neg respiratorissimptome

525 Pudel weiblich 18 1 3-5 . neg .

526 Collie weiblich 84 12 mehr als 6 neg neg Lesdan

527 Basset weiblich 84 3 1-2 neg 1:16

528 Basset weiblich 29 3 1-2 neg neg

529 Basset weiblich 48 3 mehr als|6 neg 1:4

531 Sheltie weiblich 48 1 1-2 neg 1:8 :

532 Weisser Schweiz|weiblich 60 3 1-2 neg 1:8 Fruchtresorption, Ataxie,
Schaferhund Schwéche

533 Weisser Schweiz|weiblich 24 3 1-2 neg neg
Schaferhund

534 Collie weiblich 114 3 1-2 neg 1:4 Welpensterben

535 Collie weiblich 72 1 0 neg neg .

536 Collie weiblich 96 3 1-2 neg neg Leerbleiben

Bueyuy



Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

538 Teckel weiblich 48 3 mehr als 6 neg 1:8 .

539 Boxer weiblich 24 2 3-5 neg neg Leerbleiben

540 Boxer mannlich 72 2 3-5 neg neg

541 Hovawart weiblich 24 2 mehr als b neg .

542 Hovawart weiblich 36 3 1-2 neg . Totgeburt

543 Pudel mannlich 19 1 mehr als|6 neg neg .

544 Briard weiblich 84 13 mehr als 6 neg neg Wedpenen

545 Briard weiblich 72 13 mehr als 6 1:160 neg \&efgerben,

lebensschwache Welpen

546 Teckel weiblich 48 1 . neg neg MiRRbildungen

549 Bologneser weiblich 42 5 1-2 neg 1:4 Welpehster

550 Boxer weiblich 78 5 1-2 neg 1:4 .

552 Hovawart weiblich 36 1 3-5 neg 1:4 Welpensteyd®tgeburt

553 Tibet Terrier mannlich 132 4 3-5 neg neg

554 Tibet Terrier weiblich 15 4 neg neg

555 Tibet Terrier weiblich 84 4 neg neg

556 Tibet Terrier weiblich 60 4 neg neg

557 Teckel weiblich 84 1 . neg neg .

558 Irish  Soft  Coateweiblich 36 3 mehr als 6 neg 1:4 Leerbleiben

Wheaten Terrier

559 DSH weiblich 48 3 3-5 neg neg Leerbleiben

560 Berger Picard weiblich 96 7 1-2 1:40 1:8

561 Berger Picard weiblich 7 7 1-2 neg 1:8
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)
562 Berger Picard weiblich 7 7 0 neg 1:8
563 Berger Picard weiblich 24 7 3-5 neg 1:32
564 Teckel weiblich 31 1 1-2 neg neg
565 Australian Shepherd | weiblich 60 3 mehr al$ 6 g ne 1:64
566 Australian Shepherd | weiblich 19 3 mehr al$ 6 g ne 1:64
568 Teckel weiblich 24 31 mehr als 6 neg 1:8
569 Teckel mannlich 30 31 mehr als|6 neg neg
570 Teckel mannlich 14 31 mehr als|6 neg neg
571 Teckel mannlich 42 31 mehr als|6 neg 1:4
572 Teckel weiblich 7 31 mehr als 6 neg neg
573 Mops weiblich 48 31 mehr als 6 neg 1:8
574 Mops weiblich 24 31 mehr als 6 neg 1:4
575 Border Terrier weiblich 18 31 mehr als|6 neg 4 1:
576 Teckel weiblich 60 31 mehr als b neg 1:8
577 Mops weiblich 14 31 mehr als 6 neg neg
578 Teckel weiblich 18 31 mehr als 6 neg 1:4
579 Teckel weiblich 30 31 mehr als b neg neg
580 Teckel weiblich 60 31 mehr als 6 neg 1:4
581 Teckel weiblich 48 31 mehr als 6 neg neg
582 Teckel weiblich 10 31 mehr als 6 neg 1:32
583 Teckel weiblich 13 31 mehr als 6 1:80 1:64
584 Teckel weiblich 48 31 mehr als 6 neg 1:128
585 Mops weiblich 48 31 mehr als 6 neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)
586 Coton de Tulear mannlich 72 20 mehr al$ 6 neg eg n
587 Whippet weiblich 24 20 mehr als 6 neg neg
588 Whippet mannlich 24 20 mehr als|6 neg neg
589 Barsoi mannlich 42 20 mehr als|6 neg neg
590 Whippet mannlich 30 20 mehr als|6 neg neg
591 Whippet mannlich 24 20 mehr als|6 1:20 neg
592 Teckel weiblich 18 20 mehr als b neg neg
593 Whippet weiblich 18 20 mehr als 6 neg neg
594 Coton de Tulear weiblich 60 20 mehr als 6 neg eg n
595 Whippet weiblich 5 20 mehr als 6 neg neg
596 Whippet weiblich 6 20 mehr als 6 neg neg
597 Whippet weiblich 12 20 mehr als 6 neg neg
598 Mops weiblich 24 20 mehr als 6 neg neg
599 Coton de Tulear weiblich 24 20 mehr als 6 neg eg n
600 Coton de Tulear weiblich 24 20 mehr als 6 neg eg n
601 Coton de Tulear weiblich 72 20 mehr als 6 neg eg n
602 Coton de Tulear weiblich 120 20 mehr als 6 neg neg
603 Whippet weiblich 42 20 mehr als 6 neg neg
604 Whippet weiblich 48 20 mehr als b 1:40 neg
605 Whippet weiblich 24 20 mehr als 6 neg neg
606 Whippet weiblich 60 20 mehr als 6 1:20 neg
607 Whippet weiblich 36 20 mehr als 6 neg neg
608 Whippet weiblich 108 20 mehr als |6 neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

609 Deerhound weiblich 108 20 mehr als| 6 neg neg

610 Whippet weiblich 72 20 mehr als 6 neg neg

611 Dogge mannlich 24 13 mehr als|6 neg neg

612 Beagle weiblich 120 13 mehr als|6 neg neg

613 Beagle weiblich 120 13 mehr als|6 neg neg

614 Beagle weiblich 84 13 mehr als |6 neg neg

615 Beagle weiblich 60 13 mehr als [6 neg neg

616 Beagle weiblich 48 13 mehr als |6 neg neg

617 Beagle weiblich 36 13 mehr als |6 neg neg

618 Beagle weiblich 24 13 mehr als |6 neg neg

619 Beagle weiblich 12 13 mehr als |6 neg neg

620 Beagle weiblich 3 13 mehr als |6 neg neg

621 Beagle mannlich 36 13 mehr als|6 neg neg

622 Beagle mannlich 48 13 mehr als|6 neg neg

623 Beagle mannlich 36 13 mehr als|6 neg neg

632 Hovawart weiblich 24 4 3-5 neg neg

633 Cocker Spaniel weiblich 15 4 3-5 neg neg .

634 Teckel weiblich 84 1 neg neg Totgeburt, Wesperben

635 Tibet Terrier weiblich 60 4 neg neg :

636 Dogge weiblich 27 . : neg neg

637 DSH weiblich 24 7 3-5 1:40 neg

638 DSH weiblich 30 7 3-5 neg neg

639 Teckel weiblich 72 1 1-2 neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

644 Tibet Terrier weiblich 24 1 1-2 neg 1:8

645 Hovawart weiblich 9 4 3-5 neg neg

646 Cavalier King Charlgweiblich 30 neg

Spaniel

647 Boxer weiblich 24 1 3-5 neg 1:8

648 Basset weiblich 36 2 3-5 neg .

649 Basset weiblich 36 2 3-5 neg neg :

650 Golden Retriever weiblich 81 1 0 neg neg Lexbiein, Totgeburt,

Welpensterben

651 Rottweiler weiblich 60 . ) neg ) Totgeburt, Yaisterben

652 Rhodesian Ridgeback weiblich 48 3 mehr als 6 g ne neg

653 Rhodesian Ridgeback weiblich 16 3 3-5 neg neg

654 Rhodesian Ridgeback weiblich 84 3 1-2 neg neg

655 Hovawart mannlich 48 2 1-2 neg neg

656 Hovawart weiblich 12 2 3-5 neg neg

657 Labrador weiblich 10 5 3-5 neg neg

658 Labrador weiblich 84 5 1-2 neg neg

659 Labrador weiblich 36 5 3-5 neg neg

660 Labrador weiblich 60 5 3-5 neg neg .

661 WHWT weiblich 48 8 mehr als 6 neg neg vesilail&isionen Vagina

662 Teckel weiblich 24 . ) neg neg

663 Australian Shepherd | weiblich 72 2 1-2 neg neg

664 Australian Shepherd | weiblich 24 2 1-2 neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alter in  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

665 Teckel mannlich 60 12 mehr als|6 neg neg

666 Teckel mannlich 36 12 mehr als|6 neg neg

667 Teckel weiblich 48 12 mehr als 6 neg neg

668 Teckel mannlich 84 11 3-5 neg neg :

669 Teckel weiblich 60 11 3-5 neg neg Totgeburt

670 Teckel weiblich 84 11 3-5 neg neg Totgebubefessschwache
Welpen

671 Teckel weiblich 24 11 3-5 neg neg

672 Teckel mannlich 18 11 3-5 neg neg :

673 Rhodesian Ridgeback weiblich 78 11 mehrals6 eg n neg Leerbleiben

674 Hovawart weiblich 45 1 1-2 neg neg .

675 Wolfsspitz mannlich 42 3 3-5 neg neg Leerblejdetgeburt

676 Pudel weiblich : . . neg neg .

677 Pudel mannlich . . ) neg neg

680 Leonberger mannlich 60 5 : neg neg

681 Leonberger weiblich 60 5 . neg neg

682 Rhodesian Ridgeback mannlich 36 2 mehrals6 g ne 1:16 :

683 Engl. Bulldogge weiblich 36 12 mehr als|6 1:10 neg Welpensterben

684 Briard weiblich 6 1 . neg .

685 Briard weiblich 24 12 mehr als 6 neg neg

686 Briard weiblich 18 12 mehr als 6 neg neg

687 DSH weiblich 60 2 : neg neg

688 DSH weiblich 10 2 : neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

689 Dobermann weiblich 4 neg 1:8

690 Dobermann weiblich . 4 neg 1:8

691 Dobermann mannlich 10 4 neg neg

692 DSH weiblich 74 2 neg neg

693 DSH weiblich 18 2 : neg neg

694 Golden Retriever weiblich 74 3 mehr als 6 neg egn

695 Teckel weiblich 60 12 mehr als b neg neg

696 Teckel weiblich 48 12 mehr als 6 neg neg

697 Teckel mannlich 36 12 mehr als|6 neg neg .

698 DSH weiblich 48 20 1-2 1:10 neg Totgeburt, Rtresorption,

verlangerter Anostrus

699 DSH weiblich 36 20 mehr als 6 1:160 1:16 vagéiter Anostrus

700 DSH weiblich 36 20 mehr als 6 neg neg .

701 DSH weiblich 60 20 3-5 1:10 neg Leerbleiberit8port

702 DSH weiblich 48 20 3-5 1:80 neg

703 DSH weiblich 36 20 1-2 1:20 neg

704 Pudel mannlich neg neg

705 Pudel weiblich neg neg

706 Pudel weiblich : . . neg neg

710 Cairn Terrier weiblich 25 14 3-5 neg neg

711 WHWT weiblich 52 14 3-5 neg 1:4

712 Scottish Terrier mannlich 72 14 3-5 1:40 neg

713 Scottish Terrier mannlich 57 14 3-5 neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

714 Scottish Terrier weiblich 60 14 3-5 neg neg géburt, Welpensterben

715 WHWT mannlich 54 14 3-5 neg neg

716 WHWT weiblich 84 14 3-5 neg 1.64

717 Cairn Terrier mannlich 48 14 3-5 1:20 neg

718 Cairn Terrier weiblich 10 14 3-5 neg neg .

719 Cairn Terrier weiblich 69 14 3-5 neg neg TotgebWVelpensterben

720 Scottish Terrier weiblich 79 14 3-5 1:80 neg tgeburt

721 Scottish Terrier weiblich 48 14 3-5 neg neg géburt, Welpensterben

722 Scottish Terrier weiblich 51 14 3-5 neg 1:16 tgeburt

723 Cairn Terrier weiblich 60 14 3-5 neg neg Spatiald otgeburt

724 Boxer weiblich 120 3 neg neg

725 Boxer weiblich 60 3 neg 1:32

726 Boxer mannlich 18 3 ) neg 1:32 .

727 Deutsch Langhaar weiblich 36 6 3-5 neg neg @elferben

728 Schwarzer  russischweiblich 60 17 mehr als 6 neg 1:32

Terrier

729 DSH weiblich 48 ) mehr als 6 neg neg

730 DSH weiblich 60 13 mehr als 6 neg neg

731 Hovawart weiblich 24 . : neg neg :

732 DSH weiblich 60 6 1-2 neg neg Totgeburt

733 Leonberger weiblich 48 10 3-5 neg neg Totgelteivtensschwache

Welpen
734 Leonberger weiblich 24 10 mehr als|6 neg neg
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Nummer Rasse Geschlecht Alterin  Hunde im  Ausstellungs- Ergebnis SNT Ergbnis IFT Vorbericht/ Symptome
Monate  Zwinger  besuche proJ (CHV-1 Ak) (MVC Ak)

735 Leonberger weiblich 84 10 3-5 neg neg Totgeltelvtensschwache
Welpen

736 Leonberger weiblich 12 10 3-5 neg neg

737 DSH weiblich 24 2 mehr als 6 neg neg .

738 Rottweiler weiblich 84 15 1-2 neg neg Spéatgbiartgeburt

745 Tibet Terrier weiblich 36 2 3-5 neg neg :

747 Boxer weiblich 60 5 0 neg 1:8 Leerbleiben, akierben

749 Bouvier weiblich 158 4 mehr als 6 neg neg

750 Bouvier weiblich 84 4 mehr als 6 neg neg

751 Bouvier weiblich 48 4 mehr als 6 neg neg

752 Bouvier weiblich 8 4 mehr als 6 neg neg .

756 Jack Russel Terrier weiblich 12 neg 14 uckiresorption, Ataxie,

Schwéache

759 WHWT weiblich 74 10 mehr als 6 neg 1:16

763 WHWT weiblich 54 10 mehr als 6 neg 1:128§

767 WHWT weiblich 42 10 mehr als 6 neg 1:32
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Tabelle 26: Seren mit MVC-spezifischen Antikbrpern

Nr. Tgb.Nr  Rass Alter Ak Ak PLZ w/m Hundeim Klinische Symptome
MVC  CHV Zwinger

1. 276 Ital. Windspiel 4] 1:10 neg 134.. w 6

2. 637 DSH 2] 1:40 neg 158.. w 7

3. 683 Engl. Bulldogge 3J 1:10 neg 268.. w 12 ndaivirfe, Welpensterben

4. 720 Scottish Terrier 6,5J 1:80 - 325.. w 14 géburten

5. 399 Scottish Terrier 6J 1:40 - 325.. m 14

6. 712 Cairn Terrier 4] 1:20 - 325.. m 14

7. 699 DSH 3J 1:160 1:16 336.. w 20 verlangertsisArus

8. 702 DSH 4] 1:80 meg 336.. w 20

9. 703 DSH 3J 1:20 neg 336.. w 20

10. 698 DSH 4] 1:10 neg 336.. w 20 Fruchtresamptip Totgeburt,

verlangerter Angstrus

11. 701 DSH 5J 1:10 neg 336.. w 20 Spatabort dleien

12. 560 Berger Picard 8J 1:40 neg 361.. w 7

13. 489 Basset 3J 1:10 neg 391. w 3

14. 583 Teckel 1J 1:80 neg 515.. w 31

15. 604 Whippet 4] 1:40 neg 516.. w 20

16. 591 Whippet 2J 1:20 neg 516.. m 20

17. 606 Whippet 5J 1:20 neg 516.. w 20

18. 234 Irish Wolfhound 4] 1:80 1:64 596.. w -

19. 236 Irish Wolfhound 5J 1:40 1:32 596.. w -

20. UT403 Pyrenaenberghund - 1:80 1:16 647.. w -

21. UT462 DSH - 1:20 1:16 716.. w -

22. UT375 Hovawart - 1:10 neg 720.. w -
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Nr. Tgb.Nr  Rass Alter Ak Ak PLZ w/m Hundeim Klinische Symptome
MVC  CHV Zwinger
23. UT366 Border Collie - 1:40 neg 735.. w -
24. 545 Briard 6J 1:160 neg 914.. w 13 lebensscheva Welpen,
Welpensterblichkeit
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Anhang

Tabelle 27: Ergebnisse des ELISAs mit dem rekombimaem CnMV-VP2 und den
Hyperimmunseren

Konjugat: Schwein anti Kaninchen IgG HPO (1:4000)

Hyperimmun- 1:100 1:500 1:1000 1:5000 1:10 000
seren

cp 0,1 0,8633 0,2268 0,1357 0,0723 0,0742

cp 0,2 1,3497 0,3889 0,2332 0,103 0,0762

cp 0,5 1,9482 0,7346 0,4539 0,1417 0,1228

pp 0,1 1,8683 0,7159 0,4121 0,1361 0,2381

pp 0,2 2,2823 1,1228 0,6954 0,2515 0,2088

pp 0,5 2,5143 1,6017 1,105 0,317 0,1063

Konjugat: Schaf anti Kaninchen IgG HPO (1:5000)

Hyperimmun- 1:100 1:500 1:1000 1:5000 1:10 000
seren

cp 0,1 0,6641 0,1923 0,1199 0,1105 0,0606

cp 0,2 1,1899 0,3174 0,1774 0,0866 0,0658

cp 0,5 1,7617 0,5369 0,3244 0,1287 0,0814

pp 0,1 1,7617 0,5626 0,3106 0,1313 0,0769

pp 0,2 1,7617 0,8862 0,6058 0,2366 0,1976

pp 0,5 1,7617 1,215 0,8097 0,2246 0,203

Es sind die O angegeben.
cp: cytoplasmatischer Extrakt pg/Well
pp: periplasmatischer Extrakt ing/Well
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