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ND Newcastle Disease
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PBS phosphatgepufferte  Salzlosung (phosphate
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reaction)
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Einleitung

1 Einleitung

Die Ubertragung von Infektionskrankheiten stellt ein sehr wichtiges Thema in der Medizin
dar. Als Wegbereiter der modernen Mikrobiologie gilt Girolamo Fracastoro (1478 - 1558), der
erstmals die Auffassung vertrat, dass Keime an der Ubertragung von Krankheiten beteiligt sind.
Er erklérte Arten und Ursachen der Ansteckung und erwéhnte dabei auch die Luft als mogliche
Infektionsquelle (GERABEK 2005). Spiter setzte sich FLUGGE (1897) in zahlreichen Versu-
chen als einer der ersten sehr intensiv mit der Krankheitsiibertragung speziell {iber die Luft aus-
einander. Mit der Einfithrung des festen Nahragars 1882 durch Robert Koch war die Sammlung
von Luftkeimen durch einfache Sedimentation mdglich. Und noch heute stellt die Isolierung
von Mikroorganismen aus Aerosolen viele Wissenschaftler vor eine Herausforderung. Zu Bak-
terien und Pilzen gibt es diesbeziiglich umfangreiche Untersuchungen. Nun sind es besonders
auch die aerogen iibertragbaren Viruserkrankungen, die in Vergangenheit und Gegenwart immer
wieder gefdhrliche Ausbriiche verursachten. Bei der ,,Spanischen Grippe™ von 1918 z.B. handel-
te es sich um eine weltweite Pandemie durch Influenzaviren, welche 20 - 50 Millionen Todesop-
fer forderte (TUMPEY et al. 2005). Und auch aktuell besteht die Furcht vor einer pandemischen
Ausbreitung von humanen Influenzaviren ausgehend von einer Epidemie in Mexiko.

Ebenso in der Tiermedizin haben verschiedene aerogen iibertragbare Erkrankungen, wie
Maul-und Klauenseuche (GLOSTER et al. 2007), Aujeszky-Disease (MACK et al. 1986), Klas-
sische Schweinepest (WEESENDORP et al. 2008), Avidre Influenza (ALEXANDER 2008a)
oder Newcastle Disease (LI et al. 2008) groBBe Bedeutung erlangt. Allein in den vergangenen
drei Jahren ist durch das Auftreten der klassischen Gefliigelpest in Deutschland ein wirtschaftli-
cher Schaden von mehreren Millionen Euro entstanden. Hinzu kommen die Schiden aus ethi-
scher und tierschiitzerischer Sicht durch die vorgeschriebenen Anordnungen zahlreicher Mas-
sentdtungen tierseuchengefahrdeter Nutztiere.

Bisher gibt es keine genauen Untersuchungen zur Ausbreitung von Viren in Nutztierstillen
sowie in deren Umgebung. Das liegt vor allem an der schwierigen Sammel- und Nachweisme-
thodik dieser Erreger aus der Luft. In der vorliegenden Dissertationsschrift werden Sammelgera-
te hinsichtlich ihrer Effektivitidt zur Virusisolierung aus Aerosolen verglichen. Verschiedene
Methoden zur Quantifizierung der gesammelten Viren werden etabliert und auf ihre Effizienz in
Kombination mit den unterschiedlichen Sammelgeriten gepriift. Diese Ergebnisse sollen Grund-
lage flir weiterfiihrende Untersuchungen unter praktischen Bedingungen sein. Dazu wurden in
der vorliegenden Arbeit verschiedene erste Versuche in Gefliigelstdllen durchgefiihrt. Es erfolg-
ten lufthygienische Untersuchungen, sowohl in Experimentalstillen als auch in konventionellen

Tierstallungen, nach der Vakzinierung von Gefliigel mit verschiedenen Lebendimpfstoften.



Einleitung

Diese Arbeit soll einen Beitrag zu der grundlegenden Fragestellung der Effizienz verschie-
dener Sammelgerite in Kombination mit unterschiedlichen Quantifizierungsmethoden zur Vi-

rusisolierung aus Luftproben leisten.
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2 Literaturubersicht

2.1 Bioaerosole in der Stallluft

Ein Aerosol wird als ,,feindisperses System, das aus einem Gas [...] und festen oder fliissi-
gen Schwebeteilchen [...] besteht™, definiert (WIESNER u. RIBBECK 2000). Unter Bioaeroso-
len versteht man Aerosole mit Partikeln biologischen Ursprungs bzw. mit biologischer Aktivitit,
welche Lebewesen beispielsweise durch infektiose, allergene, pharmakologische oder toxische
Prozesse beeinflussen kdnnen (HIRST 1995). Dabei spielt die GroBenordnung dieser Partikel
eine wesentliche Rolle. Partikel mit einer Grofe von 10 - 20 um werden im Nasen-Rachen-
Raum abgefangen, mit einer Grée von 5 - 10 um im zentralen Bronchialbaum und Teilchen mit
einer GroBe von 1 - 5 pm gelangen bis zu den Alveolen. Die kleinste Fraktion besitzt dabei die
groBte gesundheitliche Bedeutung (HARTUNG 1998). SEEDORF u. HARTUNG (2002) stell-
ten fest, dass bis zu 99 % eines Bioaerosols aus Partikeln kleiner 10 pm bestehen. Dabei unter-
scheidet man die biologische und physikalische Stabilitdt eines Aerosols (JARNYCH 1976).
Unter biologischer Stabilitit versteht man die Aufrechterhaltung der Lebensfahigkeit und Viru-
lenz der im Aerosol befindlichen Mikroorganismen. Die physikalische Stabilitit meint die Ver-
dnderung des Aerosols z.B. durch Absinken bzw. Sedimentation der Teilchen oder Kondensation
von Fliissigkeit. In der Luft von Tierstdllen kommt eine Vielzahl von Stoffen vor, die als Mi-
schung Bioaerosole bilden kdnnen: Gase, Staub, Bakterien, Pilze, Viren, Endotoxine oder auch
Medikamentenreste wie Antibiotika und Desinfektionsmittel (SEEDORF u. HARTUNG 2002,
HAMSCHER et al. 2003). Fiir die Mikroorganismen dient die Luft dabei hauptsichlich als
Transportmedium, da sie keinerlei Nahrstoffe fiir Wachstum und Vermehrung dieser enthlt.

Staub: Gemél der international anerkannten Norm EN 481 (ISO 7708) wird hier in ein-
atembarer (E-Staub) und alveolengéngigen Staub (A-Staub) unterschieden. Einatembarer Staub
ist die Gesamtheit der Partikel in der Atemluft, die durch Mund und Nase eingeatmet werden
konnen. Alveolengingiger Staub sind die Partikel, die bis zu den Alveolen vordringen. Dabei
spielt vor allem der aerodynamische Durchmesser der Partikel die entscheidende Rolle. Der
GroBteil des Staubes stammt laut PEARSON u. SHARPLES (1995) vom Futter. Daneben kann
dieser auch vom Einstreu, getrocknetem Kot- bzw. Harnmaterial oder den Tieren selbst, in Form
von Federn, Haaren, Schmutz oder Hautschuppen stammen (AENGST 1984). An dem Staub
sind oft potentielle Krankheitserreger, wie Bakterien, Pilze, parasitdre Dauerformen, aber auch
Viren adsorbiert (LUTZ et al. 1984). Der Staub stellt somit ein Vektor fiir verschiedenste
Krankheitserreger, sowohl fiir die Tiere als auch fiir das Stallpersonal, dar (HARTUNG u.
WHYTE 1994, ZUCKER u. MULLER 2000). Auch bei der Gefliigelhaltung gehen fortwihrend
Partikel in die Stallluft iiber, so KOSTERS (1984). ELLEN et al. (2000) gibt die Gesamtstaub-
belastung in Gefliigelstillen mit 0,02 - 81,33 mg/ m’ und die Feinstaubbelastung iiber den gro-
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Ben Bereich von 0,01 - 6,5 mg / m’ Luft an. Dabei erwies sich die Staubbelastung in der Kifig-
haltung von Legehennen am geringsten.

Mikroorganismen: Zu den in der Luft vorkommenden Mikroorganismen gehéren Bak-
terien, Pilze, Hefen und Viren (HILLIGER 1991). ZUCKER et al. (2000) gibt an, dass bis zu 5
% der Mirkoorganismen in der Stallluft aus gramnegativen Organismen bestehen und der
iiberwiegende Anteil aus grampositiven Bakterien, wobei keine Erfassung der Viren erfolgte.
Die
Mikroorganismen kommen vor allem an Staub gebunden, zum Teil jedoch auch freischwebend,
vor (HARTUNG 1986). Quelle stellen die Tiere selbst (Exkrete, Haut, Federn) sowie Futter und
Einstreu (HARTUNG u. WHYTE 1994) dar. Nach LUTZ et al. (1984) und MULLER u.
WIESER (1987) kénnen auch bereits sedimentierte Organismen erneut in den Schwebezustand
iibergehen. Dieser Vorgang wird ,,reentrainment™ genannt. Zum Vorkommen von Bakterien und
Pilzen in der Stallluft sind schon zahlreiche Studien durchgefiihrt wurden. So wurde z.B. in
Untersuchungen von ZUCKER u. MULLER (2000) ein Gehalt an aeroben Organismen von
2.143 — 26.069 KbE / m® Luft ermittelt. Zum Vorkommen und der Quantifizierung von Viren in
der Stallluft jedoch, liegen durch die schwierigere Sammel- und Nachweismethodik weit weni-
ger Daten vor. Auf diese spezielle Thematik wird im folgenden Kapitel néher eingegangen.

Endotoxine: Die Endotoxine in der Stallluft sind genau wie die Mikroorganismen meist
an Staub gebunden. Dabei handelt es sich um Zellwandbestandteile gramnegativer Bakterien,
genauer um die Lipopolysaccharide. Sie habe eine grole Widerstandsfahigkeit gegen Umwelt-
einfliisse und konnen so ihre Wirksamkeit {iber Jahre hinweg aufrechterhalten (HARTUNG
1998, ZUCKER u. MULLER 2004). Beim Vergleich des Endotoxingehalts in der Stallluft konn-
ten in Hiithnerhaltungen die hochsten Konzentrationen festgestellt werden, nachgefolgt von
Schweine- und Rinderhaltungen (HARTUNG u. SEEDORF 1999).

Andere Bestandteile eines Bioaerosols: Es konnen auch andere Stoffe mit biologischer Wir-
kung wie Antibiotika oder Desinfektionsmittel ebenfalls, vor allem an Staub gebunden, in der
Stallluft vorkommen (HAMSCHER et al. 2003). Auch hierzu gibt es bisher nur wenige Unter-
suchungen. Weiterhin befinden sich meist verschiedenste Gase in einem Bioaerosol. Dabei han-
delt es sich hauptsdchlich um die bekannten Schadgase wie Ammoniak, Schwefelwasserstoff,
Kohlendioxid, Distickstoffoxid oder Methan (HARTUNG 1992). Ammoniak mit seiner reizen-
den Wirkung sowie dem toxischen Schwefelwasserstoff kommen dabei die grofite Bedeutung

hinsichtlich einer gesundheitlichen Gefdhrdung zu (HARTUNG u. WHYTE 1994).
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2.2 Viren im luftgetragenen Zustand

2.2.1 Sammelmethoden zum Nachweis von Viren aus der Luft
Prinzipiell konnen die Sammelmethoden zum Nachweis von Bakterien oder Pilzsporen aus
der Luft auch fiir luftgetragene Viren angewendet werden. Im Gegensatz zu den zahlreich in

Luftproben untersuchten Bakterien und Pilzen, gibt es bisher zur Virussammlung aus der Luft

jedoch keine allgemeingiiltigen, standardisierten Protokolle (GRINSHPUN et al. 2007).

2.2.1.1 Sedimentation

Die Sedimentation stellt das dlteste und einfachste Verfahren der Luftkeimsammlung dar.
Diese Methode beruht auf dem passiven Absetzen der Mikroorganismen und Staubpartikel auf
ein mit Auffangmedium befiilltes, offenes Gefdll, meist eine Petrischale (GRINSHPUN et al.
2007). Das Verfahren wird iiberwiegend zum Nachweis luftgetragener Bakterien genutzt und ist
zur Sammlung von Viren weniger geeignet. Die Viren miissen in sehr hohen Konzentrationen
vorkommen, damit eine Isolierung moglich ist. Da kein definiertes Luftvolumen beprobt werden
kann, sind quantitative Aussagen iiber die Keimbelastung der Luft zudem nicht mdglich. Im
direkten Vergleich mit anderen Keimsammelmethoden, welche mit definierten Luftvolumina
arbeiten, stimmt weder die qualitative noch die quantitative Aussage iiber den Luftkeimgehalt
gut iiberein (BUTTNER u. STETZENBACH 1993, SAYER et al. 1972). GroBere Partikel sedi-
mentieren schneller und werden somit bevorzugt erfasst. Viren sedimentieren, wenn sie nicht an
Partikel adsorbiert sind, durch ihre geringe Grofe also wesentlich weniger. AuBBerdem ist diese
Methode stark von der Luftbewegung beeinflusst (BURGE u. SOLOMON 1987). Dennoch
gelang es BOURGUEIL et al. (1992a) Porcines Respiratorisches Coronavirus mit Hilfe der Se-
dimentationsmethode im Tierstall zu isolieren. Sie benutzten eine mit Sammelmedium befiillte

Petrischale, welche fiir eine Stunde im Stall aufgestellt wurde.

2.2.1.2 Impingement

Das Impingement (,,Auswaschung) ist die Methode, welche am héufigsten zur Sammlung
von luftgetragenen Viren angewendet wird (SPENDLOVE u. FANNIN 1982, STOLZE u.
KAADEN 1989). Beim Impingement werden in der Luft enthaltene Partikel in eine Sammel-
fliissigkeit abgeschieden. Ein definiertes Luftvolumen wird mit hoher Geschwindigkeit {iber
eine Kapillare (,kritische Diise*) durch die Sammelfliissigkeit geleitet. Durch Trégheit und Dif-
fusion gehen die Partikel in die fliissige Phase iiber.

Das bekannteste Gerdt mit hdufiger Verwendung ist der All-Glass-Impinger-30 (AGI-30).
Dieser wird neben dem Andersen-Sammler als sog. Referenzsammler eingesetzt. Zudem gibt es

noch weitere modifizierte Geridte, wie beispielsweise der Pre-Impinger (MAY u. DRUETT
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1953), Bulged All-Glass-Impinger (TYLER u. SHIPE 1959) oder der Shipe-Sammler (SHIPE et
al. 1959). Fiir die Sammlung von Viren mit Hilfe eines Impingers ist das Sammelmedium von
grofler Bedeutung. Dieses sollte so beschaffen sein, dass die isolierten Viren vor einer Inaktivie-
rung geschiitzt werden. AuBBerdem darf es nicht toxisch auf die verwendeten Zellkulturen wirken
sowie keine inhibitorische Wirkung flir den molekularbiologischen Nachweis besitzen. Einfache
Sammelfliissigkeit wie destilliertes Wasser ist fiir die meisten Viren ungeeignet
(AGRANOVSKI et al. 2004). Haufig werden Salze oder Proteine, wie bovines Serumalbumin
oder fetales Kilberserum, zur Hemmung der Virusinaktivierung beigefiigt. Besonders behiillte
Viren sollen dadurch vor der Inaktivierung geschiitzt werden und kénnen somit auch nach der
Probenentnahme lénger bis zur Analyse aufbewahrt werden (STOLZE u. KAADEN 1989). Zu-
dem kommen Schaumhemmer zum Einsatz, welche die massive Schaumbildung beim Sammel-
prozess mit proteinhaltigen Sammelfliissigkeiten verhindern sollen (IJAZ et al. 1987,
SCHOENBAUM et al. 1990). Dabei werden kommerziell erhiltliche Schaumhemmer, wie Anti-
foam A, verwendet, aber auch Olivendl (MAYHEW et al. 1968, MAYR 2002). AuBBerdem kon-
nen adsorbierende Substanzen zur Vermeidung des ,reentrainments, das ist der erneute Uber-
gang von schon gesammelten Partikeln in den luftgetragenen Zustand, verwendet werden
(BAYEVA LYE et al. 1990). Die Hinzugabe von Ethylenglycol zum Sammelmedium ermdg-
licht eine Virussammlung unter 0 °C. HERMANN et al. (2006) untersuchte die oben aufgezihl-
ten Komponenten und deren Auswirkung auf die Infektiositit der Testviren (Porcines Respirato-
risches Reproduktives Syncitialvirus, Swine Influenza Virus), die Zellkultur sowie die PCR.
Dabei konnten mit einem Sammelmedium aus PBS und Ethylenglycol die besten Resultate zum
Nachweis von PRRSV aus dem Virusaerosol erzielt werden. Schaumhemmer, Proteine und
Ethylenglycol waren teilweise zelltoxisch, hatten jedoch keinen Einfluss auf die Infektidsitéit der
Viren. Die PCR wurde von adsorbierenden Substanzen, wie aktivierten Carbonaten und Pro-
teinen nachteilig beeinflusst. ADAMS et al. (1982) z.B. stellte mit Minimal Essential Medium
und 1 % Schaumhemmer (Silikondl) als Impingersammelfliissigkeit die hochsten Wiederfin-
dungsraten fiir das Reovirus fest und HERMANN et al. (2007) benutzten nur phosphatgepuffer-
te Losung (PBS) zur Sammlung von PRRSV.

Auch die Sammelzeit beeinflusst den Virusnachweis, da es bei sehr langer Laufzeit zu einer
Verdunstung der Sammelfliissigkeit oder ,,reentrainment™ und damit zu einer Verfalschung der
Viruskonzentration in der Fliissigkeit kommen kann (HOGAN et al. 2005, SATTAR u. [JAZ
2007). AuBerdem kann durch Verdunstung der Fliissigkeitspegel im Impinger so stark absinken,
dass die angesaugte Luft nicht mehr durch die Sammelfliissigkeit geleitet wird und folglich
keine Viren mehr in der fliissigen Phase abgeschieden werden kdnnen.

Die genauen Bedingungen der Virussammlung sollten daher fiir den speziellen Erreger indi-

viduell untersucht und festgelegt werden (HERMANN et al. 2006).
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2.2.1.3 Filtration

Bei der Filtration wird ein definiertes Luftvolumen durch einen Filter gesaugt. Die Partikel
werden durch Tragheitsabscheidung, Diffusion, Adsorbtion oder elektrostatische Anziehung auf
dem Filter abgelagert (GRINSHPUN et al. 2007). Es gibt Membranfilter (syn. Oberflichenfil-
ter), z.B. aus Polycarbonat oder Polyamid, von welchen im Anschluss an eine Sammlung die
adsorbierten Partikel abgewaschen und in eine Losung tiberfiihrt werden. Mit dieser Losung
werden dann alle weiteren Untersuchungen durchgefiihrt. Eine andere Filterart ist der Tiefenfil-
ter, der eine in die Tiefe vernetzte Struktur zum besseren Auffangen der Partikel aus der Luft
besitzt. Als Material der Tiefenfilter kommen Gelatine, Cellulose oder Glasfasern zum Einsatz.
Nach einer Luftprobenentnahme werden diese Filter komplett in Losung gebracht. Damit wird
sichergestellt, dass alle eingefangenen Partikel auch zur Auswertung kommen. Somit ist ein
quantitativer Nachweis der Mikroorganismen aus einer Probe moglich (TSENG u. LI 2005,
WEESENDORP et al. 2008). Bei den Membranfiltern hingegen ist es moglich, dass nicht alle
Partikel abgewaschen werden. Eine Virusquantifizierung konnte daher sehr ungenau sein. Zur
Verhinderung einer Austrocknung der Viruspartikel werden die Filter nach der Sammlung hiu-
fig mit einer Fliissigkeit versetzt und so bis zur Weiterverarbeitung gelagert (JASCHOF 1992a).
Ein hiufig verwendetes Gerit ist der mobile AirPort® MD8 (Sartorius AG, Géttingen), welches

fiir die verschiedenen Filtertypen kompatibel ist.

2.2.1.4 Impaktion

Die Methode der Impaktion (,,Einschlag®) beruht auf der Beschleunigung des Luftstroms
und dessen Richtungsidnderung. Die in der Luft enthaltenen Partikel konnen auf Grund ihrer
Tragheit dieser Richtungsinderung nicht folgen und werden auf einem Sammelmedium abge-
schieden. Durch Verdnderung der Stromungsgeschwindigkeit konnen die Partikel zudem ihrer
GroBe bzw. Masse nach sortiert werden. Ein bekanntes Sammelgerit, welches die grofenab-
hingige Impaktion benutzt, ist der 6-stufige Andersen-Kaskaden-Impaktor (ANDERSEN 1958).
Dabei wird die Luft durch Lochplatten mit immer kleineren Perforationen geleitet und dadurch
beschleunigt. Hinter jeder Lochplatte befindet sich eine Agarplatte, durch welche die Luft zur
Seite abgeleitet wird und worauf die entsprechend groBeren und dadurch trageren Partikel abge-
schieden werden. Eine Sammlung der Teilchen ihrer GroBe nach ist dadurch mdglich.

Ein Virusnachweis aus der Luft ist mittels Impaktion prinzipiell auch moglich. Anstatt her-
kommlichen Agarplatten muss ein Sammelmedium verwendet werden, welches eine anschlie-
Bende Virusisolierung ermoglicht. So benutzte IJAZ et al. (1987) als Medium Tryptose-
Phosphat-Bouillon mit 3 % Gelatine, womit nach dessen Aufldsung vernebelte Rotaviren nach-

gewiesen werden konnten. Zur Detektion von Newcastle-Disease-Virus aus einer Aerosolkam-
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mer beschichtete HUGH-JONES et al. (1973) Glasplatten mit 5 % Gelatine in 10 %-igem Gly-
cerin.

Bei der zentrifugalen Impaktion werden die Partikel aus der Luft durch die wirkenden Zen-
trifugalkrifte abgeschieden. Oft verwendet wird der Reuter-Centrifugal-Sammler (RCS). Dabei
werden Agarstreifen ringformig in den rotierenden Sammelkopf eingelegt.

Auch die sog. Zyklone gehoren zu den Zentrifugalsammlern. Hierbei wird die Zuluft mit ei-
ner definierten Menge an Sammelfliissigkeit gemischt, dann in einen zylindrischen Raum einge-
saugt und rotiert. Die GefiaBwinde beschlagen und in der Luft befindliche Partikel werden an
ihnen abgeschieden. Dadurch konnen die gesammelten Partikel sehr gut konzentriert werden.
BOURGUEIL et al. (1992b) und BOURGUEIL et al. (1992a) gelang es mit dieser Methode
Aujeszky-Virus und Coronavirus in Stallungen nachzuweisen. Jedoch konnten sie in den Proben
nur eine geringe Virusmenge von maximal 10"* PFU / m® nachweisen. In Untersuchungen von
AMARAL DOEL et al. (2009) erwies sich der Zyklon-Sammler im Vergleich mit anderen

Sammlern als das effizienteste Geriit.

2.2.1.5 Elektropréazipitation

Bei der Elektroprizipitation wird die Luft in ein Hochspannungsfeld geleitet, in welchem die
Aerosolpartikel elektrisch aufgeladen werden. Anschlieend prallen die Partikel auf eine entge-
gengesetzt geladene Sammelscheibe, die permanent von einer Sammelfliissigkeit umspiilt wird
(MAINELIS 2002). Diese Methode wird auch haufig zur Virusisolierung angewandt. Durch die
sehr hohen Luftdurchsatzraten ist sie auch bei geringer Viruskonzentration in der Luft geeignet.
Ein bekanntes Sammelgerit ist der Litton Large Volume Air Sampler (LVS). HUGH-JONES et
al. (1973) gelang es auf diese Weise Newcastle-Disease-Virus in der Stall- und Auenluft von
Tierstdllen zu isolieren. Auch MKS-Viren (SELLERS u. HERNIMAN 1972, SELLERS u.
PARKER 1969, DONALDSON et al. 1970) und Aujeszky-Virus (MACK et al. 1986) wurden

mit Hilfe der Elektroprézipitation nachgewiesen.

2.2.2 Untersuchungen an experimentell erzeugten Virusaerosolen
An experimentell erzeugten Virusaerosolen werden viele Untersuchungen zu luftgetragenen
Viren durchgefiihrt. Damit ist es moglich verschiedene Bedingungen, welchen Viren in der Luft
ausgesetzt sein konnen, experimentell zu simulieren und so deren Auswirkung zu untersuchen.
Prinzipiell kann jedes Virus, welches im kiinstlich erzeugten Aerosol stabil bleibt, aerogen iiber-
tragen werden (SATTAR u. IJAZ 2007). Zudem konnen verschiedene Sammelmethoden am
gleichen Virusaerosol getestet und verglichen werden. Die GroBe der Partikel eines generierten

Virusaerosols sollte unter 5 um liegen, damit sich die Teilchen im Schwebezustand befinden
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(SATTAR u. IJAZ 2007). Diese Teilchengrofle ldsst sich mit optischen Methoden
(WEESENDORP et al. 2008) bestimmen oder auch mit Hilfe des Andersen-Kaskaden-
Sammlers (GUERIN u. MITCHELL 1964, IJAZ et al. 1987).

Der Einfluss von Temperatur und Luftfeuchtigkeit auf das Virusaerosol wurde besonders

ausfiihrlich untersucht. MOHR (2007) beschreibt, dass die relative Luftfeuchtigkeit direkt die
Grofle, Form und Dichte der vernebelten Partikel beeinflusst und somit auch die Sammeleffi-
zienz der Gerite. Dazu im Widerspruch steht eine Studie von IJAZ et al. (1987), worin keine
Unterschiede der Partikelgrofe in Abhdngigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit festgestellt
wurden. HERMANN et al. (2007) berichtet von der Herabsetzung der Aerosolstabilitidt durch
hohe Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten. Gerade diese beiden Faktoren beeinflussen die bio-
logische Stabilitdt von Mikroorganismen, Viren eingeschlossen (COX 1989). Behiillte Viren
besitzen meist eine hohere Stabilitét bei niedrigen Luftfeuchtigkeiten, Viren ohne Hiille bei ho-
hen Luftfeuchtigkeiten (BENBOUGH 1971, MOHR 2007). DONALDSON u. FERRIS (1976)
stellte auch eine hohe Stabilitdt der unbehiillten Caliciviren bei hohen Luftfeuchtigkeiten fest.
1JAZ et al. (1987) und IJAZ et al. (1994) konnten zeigen, dass sowohl das unbehiillte Rotavirus
als auch das behiillte Coronavirus bei einer mittleren Luftfeuchtigkeit am stabilsten waren. Be-
ziiglich Polio- und Rhinovirus, beide unbehiillt, bestitigte sich die allgemeine Annahme, wo-
nach sie bei einer hohen Luftfeuchtigkeit am stabilsten sind. Experimente mit dem Newcastle-
Disease-Virus (NDV, Stamm LaSota) zeigten, dass diese behiillten Viren bei niedriger Luft-
feuchtigkeit ihre hochste Stabilitit besitzen (SATTAR u. IJAZ 2007). Im Kontrast dazu steht
eine Studie von HUGH-JONES et al. (1973), in der verschiedene Wildtypen des NDV bei hohe-
ren Luftfeuchtigkeiten stabiler blieben. Eine generelle Aussage iiber die Virusstabilitdt in Ab-
hangigkeit von der Luftfeuchte ist also nicht mdglich, da es offenbar auch innerhalb einer Virus-
familie zu unterschiedlichen Reaktionen auf verschiedene Luftfeuchtigkeiten kommt (HY SLOP
1971). So stellten MITCHELL u. GUERIN (1972) fest, dass luftgetragene aviire und equine
Influenzaviren stabiler als humane und porcine sind. Zudem beeinflusst die Fliissigkeit, in der
das zu vernebelnde Virus geldst ist, die Reaktion auf die unterschiedlichen Luftfeuchtigkeiten
sowie die Stabilitdt der Viruspartikel generell (HARPER 1963, LUTZ et al. 1984, BENBOUGH
1971).
Zusétzlich hat die Temperatur einen sehr groen Einfluss. Die Detektionsraten der verschiede-
nen Viren sind bei niedrigen Temperaturen wesentlich besser (SCHOENBAUM et al. 1990,
HERMANN et al. 2007). So verliert auch das Newcastle-Disease-Virus bei hohen Temperaturen
leichter seine Infektidsitdt (LANDMAN u. VAN ECK 2001).
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Von groBer Bedeutung beziiglich der Stabilitdt eines Aerosols in einer Kammer ist dessen
physikalische Stabilitat. Diese Sedimentation wird vor allem durch die Partikelgrofie beein-
flusst (STARK 1999). Die physikalischen Verluste wurden in verschiedenen Studien untersucht,
wobei Marker wie z.B. Rhodamine in die Virussuspension hinzu gegeben wurden oder radioak-
tiv markierte Viruspartikel verwendet wurden. IJAZ et al. (1987) und HERMANN et al. (2007)
zeigten, dass der Marker sofort nach der Vernebelung zu ca. 100 % wieder gefunden werden
konnte und die Detektion im Verlauf der Zeit absinkt. In beiden Studien stimmte der Abfall der
Markerkonzentration mit dem Absinken der Viruskonzentration im Aerosol gut iiberein. Man
unterscheidet Aerosolkammern, in denen das erzeugte Virusaerosol bewegungslos verharrt (sta-
tisches Aerosol) und solche, in denen das Aerosol stindig in Bewegung gehalten wird (dynami-
sches Aerosol). Dadurch wird das Aerosol vor der Sedimentation bewahrt und kann besser stu-

diert werden (JARNYCH 1976, GOLDBERG et al. 1958, IJAZ et al. 1987).

Die Effizienzen der verschiedenen Gerédte zur Sammlung luftgetragener Viren war zudem
auch Gegenstand einiger Untersuchungen. In den 60er Jahren wurde ermittelt, dass die Effizienz
von Impingern zum Nachweis von infektidsem Virus héher als die von Filtern ist (HATCH u.
WARREN 1969). Im Allgemeinen wurden die Effizienzen fiir den Nachweis von infektionsfa-
higem Virus bestimmt, nicht von Virusgenom mittels PCR (STOLZE u. KAADEN 1989,
TSENG u. L1 2005, HOGAN et al. 2005). Dabei héngt die Effizienz der Gerite prinzipiell stark
von der Virusmorphologie sowie der relativen Luftfeuchtigkeit ab (TSENG u. LI 2005). Diese
Autoren verglichen die Sammeleffizienzen vier verschiedener Sammelgerite und kamen zu dem
Ergebnis, dass die Effizienzen des AGI-30, des Andersen-Impaktors und des Gelatinefilters
signifikant hoher waren als die eines Polycarbonatfilters. Sie schétzten aber vor allem die Be-
dingungen der Probenaufbewahrung bis zur Analyse als entscheidendes Kriterium fiir den Erhalt
der Virusinfektiositit und somit der Geréteeftizienz ein. AGRANOVSKI (2005) sammelte In-
fluenza-Virus und Vaccinia-Virus aus einem generierten Aerosol mit Hilfe eines neuen ,,personal
samplers®, welcher auf dem Prinzip des Impingements beruht. Die Wiederfindungsrate fiir In-
fluenza-Virus lag bei ca. 20 %, die fiir das robustere Vaccina-Virus bei 80 %. PYANKOV et al.
(2007) bestitigten die Ergebnisse beziiglich des Influenza-Virus. Zu anderen Ergebnissen fiihr-
ten Studien von HOGAN et al. (2005), in denen fiir die Sammlung von Partikeln mit einer Gro-
e von 30 - 100 nm eine Effizienz von weniger als 10 % mit verschiedenen Impingern nachge-
wiesen werden konnte. Aulerdem verringerte sich die Effizienz mit Erhdhung der Laufzeit der
Gerite.

Im Vergleich drei verschiedener Filter zur Sammlung von MS 2-Virionen ermittelten
BURTON et al. (2007) Detektionsraten von iiber 96 % mit Gelatine- und PTFFE (Polytetra-

fluoroethylen)-Filtern sowie von 27 - 68 % mit Polycarbonatfiltern. Dabei handelte es sich al-
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lerdings genau genommen nur um das Riickhaltevermdgen der Filter, da die physikalische Par-
tikelanzahl in der Luft vor und nach dem Passieren des Filters gemessen wurde und so keine
Aussage tiber die Infektiositit der Viren gemacht werden kann. Bei Versuchen mit Newcastle-
Disease-Virus und Nitrozellulosefiltern zu dessen Detektion traten groBe anfangliche Verlust
nach Vernebelung der Virussuspension auf. Es wurde weniger als 1 % an infektionsfahigen Vi-

ren wieder gefunden (LANDMAN u. VAN ECK 2001).

Seit ca. 20 Jahren ist die Genomdetektion mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR)
moglich, welche auch fiir den Virusnachweis aus Luftproben genutzt wird (PYANKOV et al.
2007, DEE et al. 2005, WEESENDORP et al. 2008). Mit Hilfe dieser Methode kann das ge-
suchte Virus sehr spezifisch aus der meist noch mit anderen Mikroorganismen kontaminierten
Luft nachgewiesen werden. Ein weiterer Vorteil ist die Schnelligkeit der PCR. Bei Detektion des
spezifischen Pathogens kdnnen anschlieBend die meist zeitaufwendigeren Analysen zur Ermitt-
lung von infektionsfdhigem Virus erfolgen. Bei negativem PCR - Ergebnis blieben diese erspart
(PYANKOV et al. 2007). Dazu konnen die Mikroorganismen, welche schwer kultivierbar sind
oder ihre Infektidsitit verloren haben, immer noch im Aerosol detektiert (STARK 1999) und
auch quantifiziert werden. DEE et al. (2005), HERMANN et al. (2006) und CHO et al. (2006)
wiesen das Genom des PRRS-Virus in Luftproben mittels quantitativer PCR nach. Auch
WEESENDORP et al. (2008) verwendeten die Real-Time-PCR zum quantitativen Nachweis des
Klassischen Schweinepest-Virus in Luftproben. Eine fiir das MKS-Virus von QUAN et al.
(2004) entwickelte quantitative Real-Time-PCR, die eine Quantifizierung mittels Standardkurve
ausfiihrt, wurde in verschiedenen Aerosolexperimenten angewandt (AMARAL DOEL et al.
2009, RYAN et al. 2009). Auf die Hintergriinde der Quantifizierung mit Hilfe der Real-Time-
PCR wird in Kapitel 2.3.4 genauer eingegangen.

Insgesamt sind die durchgefiihrten Studien schwierig zu vergleichen, da verschiedene Sam-
melmethoden und —zeiten, Luftdurchflussraten sowie unterschiedliche Analysemethoden ange-

wandt werden (GRINSHPUN et al. 2007).

2.2.3 Untersuchungen an naturlich erzeugten Virusaerosolen
Viren konnen aus virushaltigem, festen oder fliissigen Material (z.B. aus Kot oder Urin) in
den luftgetragenen Zustand iibergehen oder auch direkt (z.B. beim Niesen oder Husten) in die
Luft abgegeben werden (SATTAR u. IJAZ 1987). Im Allgemeinen hingt die Aerosolproduktion
auch von dem Grad der Tieraktivitit ab, so dass bei besonders starker Aktivitidt vermehrt Aero-

sol produziert wird (STARK 1999, GLOSTER et al. 2007). Dies hatte in der Studie von
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GLOSTER et al. (2007) allerdings keine vermehrte Virusproduktion zu Folge. Die in der Luft
befindlichen viralen Erreger konnen anschlieBend sowohl innerhalb von Réumen
(GOLDMANN 2000) als auch im Auflenbereich weiter verbreitet werden (CHRISTENSEN et
al. 1993).

Schon seit ldngerer Zeit ist bekannt, dass viele Viruserkrankungen der Tiere aerogen iibertra-

gen werden (SATTAR u. IJAZ 1987) und weitere Ausbriiche durch Verfrachtung der Erreger mit
dem Wind hervorgerufen werden kdnnen (GLOSTER et al. 2003, CHRISTENSEN et al. 1993,
DONALDSON u. ALEXANDERSEN 2002). Wie lange ein Virus in der Luft infektios bleiben
kann, hiangt von vielen Faktoren ab.
Zum einen sind physikalische Umweltfaktoren wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Strahlung und
Gase wichtig, zum anderen die Virusbeschaffenheit an sich und das Material, in welchem sich
das Virus vor dem Ubergang in die Luft befand (BENBOUGH 1971, SATTAR u. IJAZ 1987).
Zum Beispiel untersuchten SELLERS u. HERNIMAN (1972) den Einfluss von Regen auf die
aerogene Virusiibertragung anhand des MKS-Virus. Sie stellten fest, dass nur sehr starker Regen
zu einer Herabsetzung des Virustiters in der Luft fiihren wiirde, indem sich Tropfchen > 6 um
vermehrt absetzen wiirden. In der Tiermedizin gibt es einige Untersuchungen zu luftgetragenen
Viren, ihre Fahigkeit zur Infektion des Wirtes sowie ihre acrogene Ausscheidung durch das Tier.
Viele Studien zu Infektionsversuchen von Tieren mit experimentell erzeugten Aerosolen wurden
durchgefiihrt, um eine potentielle Infektion einer bestimmten Krankheit {iber die Luft nachzu-
weisen (FRANK et al. 1977, WILKINSON et al. 1977, RATANASETHAKUL u. CUMMING
1983). Auf Untersuchungen zu dem in dieser Arbeit im Mittelpunkt stehenden Virusnachweis
aus Luftproben soll im Folgenden niher eingegangen werden.

Vor allem die aerogene Virusiibertragung des MKS-Virus wurde umfangreich untersucht. So
konnten schon SELLERS u. PARKER (1969) sowie DONALDSON et al. (1970) mittels Im-
pingement Virus in der Stallluft von infizierten Schweinen, Schafen und Rindern nachweisen
(wobei Schweine die hochsten Viruskonzentrationen in der Luft verursachten). SELLERS u.
HERNIMAN (1972) gelang sogar die Virusdetektion in der Stallluft von infizierten Schweinen,
nachdem diese den Stall verlassen hatten. Spéter belegten DONALDSON et al. (1982) eine
Virusdosis von 10%° TCIDs, und GLOSTER et al. (2007) von maximal 10%* TCIDs,, die ein
infiziertes Schwein pro Tag in die Luft abgibt. Diese abgegebene Virusmenge ist zum einen von
der Infektionsdosis und zum anderen vom Infektionsstamm abhingig. Tiere, die mit einer nied-
rigeren Infektionsdosis infiziert worden sind, schieden zwar spdter Virusaerosol aus, jedoch
insgesamt mehr Viruspartikel (GLOSTER et al. 2008). Der Virusstamm beeinflusst zudem die
aerogene Ubertragung. So konnten die Wissenschaftler in einer Studie von VALARCHER et al.
(2008) zwar das MKS-Virus in der Stallluft von infizierten Schafen nachweisen, eine acrogene

Ubertragung der Krankheit auf gesunde Schafe, wie es bei GIBSON u. DONALDSON (1986)
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zum Teil moglich war, fand jedoch nicht statt. Durch Entwicklung moderner Sammelgerite
wurde die Isolierung von MKS - Virus aus der Luft unter Feldbedingungen weiter verbessert
(RYAN et al. 2009).

Weiterhin wurden noch andere Viruserkrankungen der Schweine auf ihr Vorkommen in der
Luft untersucht. Schon vor tiber 30 Jahren wiesen SELLERS u. HERNIMAN (1974) das Virus
der Vesiculdren Schweinekrankheit in der Luft von infizierten Tieren mit Hilfe eines Impingers
nach. Es konnte auch mittels Elektroprézipitation und Impingement Aujeszky-Disease-Virus aus
der Luft von seropositiven bzw. klinisch erkrankten Bestidnden isoliert werden (MACK et al.
1986). Nach Infektion von geimpften und nicht geimpften Tieren mit Aujeszky-Disease-Virus,
wurde in der Luft aller Schweine Virus mit Hilfe eines Zyklon-Sammlers gefunden, obwohl
signifikant weniger bei den geimpften Tieren (BOURGUEIL et al. 1992b). Eine aerogene Uber-
tragung dieser Erkrankung ist anzunehmen (GILLESPIE et al. 1996, GILLESPIE et al. 2000).
Das Virus der Klassischen Schweinepest wurde in der Luft von infizierten Tieren unter Verwen-
dung eines Gelatinefilters gesammelt, wobei in nur einer von zahlreichen Proben infektidses
Virus nachgewiesen werden konnte. Die Virusdetektion mittels PCR war hier bedeutend erfolg-
reicher (WEESENDORP et al. 2008). Eine aerogene Ubertragung von Influenzavirus A zwi-
schen Schweineherden wird ebenso angenommen (WOESTE u. GROSSE BEILAGE 2007).
Abschlieend zu den porcinen Viren soll das Porcine Respiratorische Coronavirus aufgezahlt
werden, welches auch in Luftproben infizierter Tiere gefunden wurde (BOURGUEIL et al.
1992a, CHO et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit steht die aecrogene Ausscheidung avidrer Viren im Mittelpunkt. Im
Vergleich zu den porcinen Erkrankungen wurden dazu bisher deutlich weniger Untersuchungen
durchgefiihrt. Die Ubertragung der Newcastle Disease iiber den Luftweg gilt als gesichert.
Schon in den 40er Jahren des 20. Jahrhunderts konnten DELAY et al. (1948) erstmals das Virus
in der Stallluft infizierter Tiere nachweisen. HUGH-JONES et al. (1973) infizierten Hiihner mit
verschiedenen Stimmen des Newcastle-Disease-Virus und sammelten téglich Luftproben mit
dem ,Litton Large Volume Air Sampler*, welcher nach dem Prinzip der Elektroprizipitation
funktioniert. Die Virusmenge, die aus der Luft isoliert werden konnte, war vom zur Infektion
der Tiere verwendeten Stamm abhéngig. Die Wissenschaftler analysierten auch Luftproben in
und auflerhalb von Stéllen, in denen die Atypische Gefliigelpest ausgebrochen war. Sie konnten
Newcastle-Disease-Virus in der Gréenordung von ca. 10°° EIDs, pro 33 m® Luft nachweisen.
Bei dem Vergleich der aerogenen Virusausscheidung von geimpften und nicht geimpften Tieren
nach Infektion mit einem Wildtyp des Virus, schieden die ungeimpften Tiere signifikant hoher
Virusmengen in die Luft aus (HUGH-JONES et al. 1973). HIETALA et al. (2005) sammelte das

Newecastle-Disease-Virus wiahrend eines Ausbruchs 2002/2003 in Kalifornien in der Luft von
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betroffenen Gefliigelstdllen. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe der PCR, wobei nur geringe Vi-
ruskonzentrationen in relativ groBen Luftproben (von ca. 127 m’) gefunden werden konnten. LI
et al. (2008) fanden in einem Infektionsversuch heraus, dass zum einen gesunde Hiihner, welche
nur mit der Abluft infizierter Hithner in Kontakt kamen, auch erkrankten; zum anderen, dass das
NDYV von Tag 2 bis 40 nach der Infektion in die Luft ausgeschieden wurde. Nach HOPKINS u.
DRURY (1971) halten die Luftfilter in kommerziellen Gefliigelstdllen Newcastle-Disease-Virus

sehr effektiv zuriick und verhindern somit eine Ausbreitung der Viren in die Umgebung.
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2.3 Quantitative Real-Time-PCR

Seit der Entdeckung der konventionellen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in den achtziger
Jahren hat diese Technik eine enorme Bedeutung in der modernen Wissenschaft und Technik
bekommen. Durch die PCR ist eine Vervielfaltigung von sehr kleinen Nukleinsduremengen aus
verschiedenen Ausgangssubstanzen mit anschlieBender Detektion moglich (MULLIS u.
FALOONA 1987). Jetzt konnen neben der qualitativen Aussage iiber Vorhandensein eines be-
stimmten Gens auch quantitative Bestimmungen der Kopienzahl vorgenommen werden. Diese
Technik wird zunehmend zur Untersuchung von Luftproben verwendet und stellt auch in der

vorliegenden Arbeit eine zentrale Methode dar.

2.3.1 Grundlagen der Real-Time-PCR

Das System der Real-Time-PCR beruht auf demselben Prinzip wie das der konventionellen
PCR und ldsst sich wie folgt beschreiben: Zuerst erfolgt die Denaturierung der doppelstrangi-
gen DNA bei Temperaturen von ca. 95 °C. Danach lagern sich am 5'- und am 3’-Ende des zu
amplifizierenden Bereiches die Primer, zielsequenz-spezifische Oligonukleotide, an. Dieser
Vorgang wird als Annealing bezeichnet und findet bei Temperaturen von 55-65 °C, abhéngig
von Linge und Sequenz der Primer, statt. Im ndchsten Schritt werden die Primer durch eine
DNA-abhingige DNA-Polymerase unter Anwesenheit freier Nukleotide verldngert (Elonga-
tion). Die dabei notwendige Temperatur ist von der verwendeten DNA-Polymerase abhingig
und liegt zwischen 68 und 72 °C. Die Elongation erfolgt so lange bis ein Abbruch durch erneute
Temperaturerh6hung auf ca. 95°C erfolgt. Damit werden die synthetisierten DNA-
Doppelstringe wieder denaturiert. Die Abfolge der drei beschriebenen Vorgéinge bezeichnet man
als Zyklus, wobei die Anzahl an DNA-Molekiilen theoretisch von Zyklus zu Zyklus verdoppelt
wird. Dies entspriche einem Multiplikationsfaktor von 2. Der wirkliche durchschnittliche Mul-
tiplikationsfaktor bezogen auf die Gesamtreaktion liegt bei ca. 1,7 - 1,9 (HOLZAPFEL u.
WICKERT 2007). Der Grund dafiir ist, dass die Vermehrung der DNA im Verlauf der PCR
nicht, wie theoretisch angenommen, die ganze Zeit exponentiell verlduft, sondern die Reaktion
am Ende iiber einen linearen Bereich schlieBlich in eine Plateau-Phase iibergeht. Dafiir gibt es
verschiedene Ursachen, wie die sinkende Aktivitdt der Polymerase, verbrauchte Reaktionskom-
ponenten oder die steigende Anzahl an synthetisierten Molekiilen (ADAMS et al. 1982;
WATERFALL et al. 2002, Pfaffl 2004).

Bei der Real-Time-PCR wird die beschriebene Amplifikation mit der Detektion der entstan-
denen Amplifikationsprodukte kombiniert und erfolgt in einem Reaktionsansatz. Der aufwendi-
ge Schritt der Auswertung mittels Agarose-Gelelektrophorese, wie bei der konventionellen PCR,

bleibt somit erspart. Mittels interkalierender, fluoreszierender Farbstoffe konnten die entstehen-
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den Produkte erstmals durch HIGUCHI et al. (1992) direkt gemessen werden. Durch Kombina-
tion des Thermocyclers mit einer Lichtquelle sowie einem Detektionssystem fiir die Fluoreszenz
erfolgt dabei die Erfassung der Amplifikationsprodukte auch wihrend der Reaktion, also in
Echtzeit (engl.: real-time) (ISHIGURO et al. 1995, WITTWER et al. 1997).

Man unterscheidet prinzipiell zwei Detektionssysteme. Zum einen interkalierende Farbstoffe,
welche unspezifisch an doppelstrangige DNA binden und so zur Fluoreszenz angeregt werden
(z.B. SYBR® Green). Zum anderen fluoreszenzmarkierte Sonden, welche spezifisch an die
DNA binden. Die emittierte Fluoreszenz wird wihrend jedes Zykluses gemessen und graphisch
als Amplifikationskurve dargestellt. Beide Methoden nutzen die Tatsache, dass der Anstieg der
Fluoreszenz im Verlauf der Reaktion proportional zum Anstieg der Menge an Amplifika-
tionsprodukten ist. Dadurch ist mittels entsprechender mathematischer Auswertung auch eine

Quantifizierung der Ausgangs-DNA moglich.

2.3.2 Fluoreszenzmarkierte Sonden

Da in der vorliegenden Arbeit fluoreszenzmarkierte Sonden (engl.: probe) in der Real-Time-
PCR eingesetzt wurden, soll auf diese néher eingegangen werden. Sonden sind Oligonukleotide
aus 20 bis 30 Basen, welche mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Die Sonden hybridisieren
wihrend der PCR-Reaktion auf dem DNA-Bereich der Zielsequenz, welcher zwischen den bei-
den Primern liegt. Die Sequenz der Sonden muss demnach zusammen mit der der Primer ermit-
telt und aufeinander abgestimmt werden.

Es kommen verschiedene Sonden zum Einsatz, welche alle auf dem gleichen Mechanismus
des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) beruhen (CARDULLO et al. 1988).
FRET ist ein physikalischer Prozess, bei dem die Energie eines angeregten Fluoreszenzfarbstof-
fes (genannt Donor/Reporter) strahlungsfrei auf einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff (genannt
Akzeptor/Quencher) iibergeht. Dies ist nur moglich, wenn Donor/Reporter und Akzep-
tor/Quencher nur wenige Nanometer (maximal 17-20 Basen) voneinander getrennt sind und das
Emissionsspektrum des Donors/Reporters mit dem Absorptionsspektrum des Akzep-
tors/Quenchers tibereinstimmt. Wird der Donor/Reporter angeregt, dann gibt dieser die Energie
nicht in Form von Fluoreszenzlicht ab, sondern die Energie wird direkt auf den Akzep-
tor/Quencher iibertragen, welcher dann Licht einer anderen spezifischen Wellenldnge emittiert.
Je nachdem welches Fluoreszenzlicht gemessen wird, erfolgt die Bezeichnung als Donor und
Akzeptor (Messung des Lichtes des Akzeptors) oder als Reporter und Quencher (Messung des
Lichtes des Reporters).

Eine sehr hiufig und auch in dieser Arbeit eingesetzte Sondenart ist die TagMan®-Sonde

(Abbildung 1). Diese Hydrolysesonde ist an ihrem 3'- und 5'-Ende mit unterschiedlich fluores-
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zierenden Farbstoffen markiert. Diese stellen Reporter (5'-Ende) und Quencher (3'-Ende) dar.
Es gibt zahlreiche Farbstoffe fiir Reporter (z.B. FAM, HEX, Cy5) und Quencher (z.B. TAMRA,
BBQ, BHQ). Solange die Sonde intakt ist, wird die abgestrahlte Energie des Reporters vom
Quencher aufgenommen und als Licht seiner spezifischen Wellenldnge emittiert (WALKER
2002). Es heiBt auch, dass das abgestrahlte Licht des Reporters ,,gequenched” (unterdriickt)
wird. Bei der PCR bindet die Sonde spezifisch an die denaturierte DNA. Am 3’-Ende der Sonde
befindet sich eine Phosphatgruppe, damit diese nicht als Vorlage zur Elongation verwendet wer-
den kann. Wihrend der Verlangerung der Primer trifft die DNA-Polymerase auf die Sonde und
hydrolysiert diese (HOLZAPFEL u. WICKERT 2007). Dafiir muss die Polymerase eine
3’- 5’- Exonukleaseaktivitit besitzen. Durch die Spaltung der Sonde werden Reporter und
Quencher rdumlich getrennt, wodurch das vom Reporter emittierte Licht nicht mehr vom Quen-
cher absorbiert wird. Das Fluoreszenzlicht des Reporters wird gemessen. Je mehr Amplifikati-
onsprodukte entstehen, umso hoher ist der Anstieg der Fluoreszenz des Reporters.

Neben den TagMan®-Sonden gibt es noch zahlreiche andere Sonden, welche im Grunde aber

auf dem gleichen Prinzip basieren.
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Abbildung 1: Prinzip der Funktionsweise einer TagMan®-Sonde. Nachdem Primer und Sonde am
DNA-Strang hybridisiert haben, beginnt die Verlingerung der Primer durch die Polymerase. Trifft die
Polymerase auf die Sonde, wird diese durch die 3'- 5'- Exonukleaseaktivitit des Enzyms gespalten. Da-
durch verlieren Reporter und Quencher ihre rdumliche Néhe. Die Energie des Reporters kann nicht mehr
vom Quencher aufgenommen werden, sondern wird als Fluoreszenzlicht abgestrahlt und detektiert. (Bild-

quelle: http://www.roche.de)

2.3.3 Auswertung der Real-Time-PCR

Die Auswertung der Real-Time-PCR erfolgt {iber die Messung der abgegebenen Fluoreszenz
eines Farbstoffes. Dabei unterscheidet man die Endpunkt- und Echtzeitmessung. Bei der End-
punktmessung wird die Fluoreszenz der Probe am Anfang und am Ende der gesamten Reaktion
ermittelt. Die wihrend des gesamten Prozesses ablaufenden Amplifikationen kénnen somit nicht
beobachtet werden. Dadurch ist nur ein qualitativer Nachweis von Genom moglich.

Bei der Echtzeitmessung, welche auch in dieser Arbeit genutzt wurde, wird die Fluoreszenz
in jedem Zyklus der PCR gemessen. Die Messwerte werden graphisch dargestellt, indem die
Fluoreszenz gegen die Anzahl der Zyklen aufgetragen wird. Die in der PCR eingesetzten Fluo-
reszenzfarbstoffe sowie anderen Materialien haben eine gewisse Grundfluoreszenz, so dass im-
mer ein Hintergrundsignal gemessen werden kann. Es wird also schon am Anfang des Prozesses
ein Fluoreszenzwert gemessen. Durch die Amplifikationsprozesse in einer positiven Probe steigt

die Fluoreszenz wihrend der Reaktion an und hebt sich so vom Hintergrundsignal ab. Eine Pro-
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be wird dann als positiv gewertet, wenn die Fluoreszenz der Probe einen Schwellenwert (Thres-
hold) iiberschreitet. Der Zeitpunkt dieser Schwellenwertiiberschreitung wird als Cr-Wert
(Cycle-Treshold) angegeben. Dieser Wert gibt den Zyklus an, in welchem die Fluoreszenz der
Probe erstmals signifikant {iber die Hintergrundfluoreszenz gestiegen ist und somit als positiv
gewertet werden kann. Vom Cr-Wert kann man direkt auf die Ausgangsmenge der DNA schlie-
Ben. Bei niedriger Ausgangsmenge steigt die Fluoreszenz erst spit iiber den Schwellenwert (da
die DNA iiber viele Zyklen hinweg repliziert werden muss) und der Cr-Wert ist hoch. Bei hoher
Ausgangsmenge ist der Cr-Wert niedrig. Vor dem Anstieg findet auch schon eine Vervielfalti-
gung statt, wobei die gebildete Produktmenge noch zu gering ist, um eine ausreichend hohe
Fluoreszenz zu erzeugen. Graphisch wird dies als parallel zur X-Achse verlaufende Linie, ge-
nannt Basislinie, dargestellt.

Zur Verringerung von Messfehlern besteht die Mdoglichkeit einen Referenzfarbstoff (z.B.
ROX) zu verwenden. Dieser Farbstoff wird zu jedem Reaktionsansatz in konstanter Menge hin-
zu gegeben. Dessen Fluoreszenz, welche im Verlauf der Reaktion etwa gleich bleibt, wird wéh-
rend der PCR erfasst. Die detektierte Fluoreszenz der Probe wird mit der Fluoreszenz des Ref-
erenzfarbstoffes verrechnet. Dadurch konnen Pipettierfehler und daraus resultierende
Fluoreszenzunterschiede der Sonde sowie Abweichungen durch die Optik z.T. ausgeglichen

werden (DORAK 2006).

2.3.4 Quantifizierung mittels Real-Time-PCR
Die Beziehung des Cr-Wertes zur Ausgangsmenge an DNA in der Probe wird fiir die Quanti-
fizierung in der Real-Time-PCR genutzt. Dabei wird parallel immer eine Probe mit bekannter
DNA-Menge untersucht und die Cr-Werte der beiden Proben verglichen. Es wird eine absolute
und relative Quantifizierung unterschieden (PFAFFL 2001).

2.3.4.1 Absolute Quantifizierung

Bei dieser Quantifizierungsart wird die genaue Menge an Nukleinsduren und somit z.B. die
Virusmenge in einer Probe bestimmt. Daflir muss stets eine Eichprobe (sog. Standardprobe) mit
bekannter Nukleinsdurekonzentration in einer Standardkurve parallel analysiert werden. Die
Erstellung einer Standardkurve erfolgt durch die Verdiinnung der Standardprobe, wobei jede
Verdiinnungsstufe in einem eigenen Reaktionsansatz die PCR durchlduft. Die ermittelten
Cr-Werte werden in einem Diagramm gegen den dekadischen Logarithmus der Genomkopien-
anzahl aufgetragen. Durch Interpolation der Punkte der verschiedenen Konzentrationen der Ver-
diinnungsreihe ergibt sich die Standardkurve (Abbildung 2). Die Anzahl an Genomkopien in der
Ausgangsprobe kann mittels dieser Kurve bestimmt werden (FREEMAN et al. 1999). Der Stan-
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dardbereich sollte die erwartete Konzentration in der Probe abdecken (FRONHOFFS et al.
2002).

C-Wert 38
36+
CT-Wert 344 .
unbekannte 37
Probe 30
284
264 =
10° 107 10° 10* 10°

Anzahl der

Kopienanzahl ,
Genomkopien

unbekannte Probe

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Standardkurve in der Real-Time-PCR.

Die verwendete Standardprobe sollte eine dhnliche Sequenz wie die Zielsequenz besitzen
und mit denselben Primern amplifiziert werden. Dadurch werden unterschiedliche Effizienzen
der PCR vermieden. Als Standardprobe konnen z.B. Plasmide mit der klonierten Zielsequenz
oder auch Virussuspensionen mit bekanntem Titer verwendet werden. Es erfolgt die Herstellung
einer groBBeren DNA-Menge, welche iiber alle Experimente hinweg als Standard dient.

Diese Technik birgt jedoch den entscheidenden Nachteil des Fehlens einer internen Kontrol-
le. Dadurch sind bei geringen Abweichungen der Effizienz der PCR von Standardprobe und
unbekannter Probe grofle Ungenauigkeiten bei der Quantifizierung zu erwarten. Zusétzlich tre-
ten bei der Probenbearbeitung vor der PCR, wie Genomisolierung und -umschreibung bereits
erhebliche Schwankungen auf. Diese werden mit der absoluten Quantifizierung nicht bertick-

sichtigt.

2.3.4.2 Relative Quantifizierung

Diese Quantifizierung wird sehr hdufig angewandt. Dabei wird allerdings nicht die genaue
Zahl an Genomkopien bestimmt. Vielmehr wird die Menge an DNA in einer bekannten Probe
mit der Menge an DNA in unbekannten Proben ins Verhiltnis gesetzt. Dabei spielt die DNA-
Menge in der bekannten Probe keine Rolle (BUSTIN 2000, LIVAK u. SCHMITTGEN 2001).

In den Proben kann eine endogene Kontrolle, ein sog. Housekeeping Gene, mitgefiihrt wer-
den. Dieses Referenzgen dient zur Normalisierung aller Proben. Es sollte in jeder Probe in glei-
cher Menge vorhanden sein. Oft werden dazu konstant exprimierte Gene, welche in allen Zellen

vorkommen, verwendet (z.B. Gene, die fiir B—Aktin oder GAPDH kodieren). Durch diese endo-
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gene Kontrolle werden methodische Fehler aus Vorgidngen vor der PCR sowie von Probe zu
Probe variierende PCR-Effizienzen ausgeglichen. Von grofer Bedeutung ist die Genomisolie-
rung und die reverse Transkription. Die Ausbeute an DNA und RNA kann dabei von Probe zu
Probe extrem schwanken (VANDESOMPELE et al. 2002). Da die endogene Kontrolle genauso
wie die Probe behandelt wird, unterliegt sie denselben Schwankungen. In der PCR werden die
Cr-Werte der unbekannten Probe mit den Cr-Werten des Referenzgens verrechnet und so nor-
malisiert. Fiir noch prézisere Ergebnisse konnen die Effizienzen der PCRs von Referenz- und
Zielgen in die Berechnungen mit einbezogen werden (PFAFFL 2004). Da Sonden mit unter-
schiedlichen Farbstoffen markiert werden konnen, ist es auch moglich, die Zielsequenz und das
Referenzgen als Multiplex-PCR in einem Ansatz zu detektieren. Man kann sie jedoch auch ge-
trennt in zwei unterschiedlichen Reaktionsgefd3en messen.

Die Berechnung ist anhand einer Standardkurve oder mit der AACt-Methode (LIVAK u.
SCHMITTGEN 2001) moglich. Bei der Standardkurven-Methode werden Quotienten aus der
Kopienzahl von Ziel- und Referenzgen in den Proben gebildet und diese miteinander vergli-
chen. Fiir die AACr-Methode ist es Voraussetzung, dass die PCR-Reaktionen von Zielsequenz
sowie Referenzgen die gleiche Effizienz besitzen (HOLZAPFEL u. WICKERT 2007). Dies
muss vorher genau optimiert werden. Der Cr-Wert des Referenzgens in Probe A wird vom
Cr-Wert des Zielgens in Probe A subtrahiert (ACr-Wert), womit die Probe normalisiert ist. Das
gleiche wird mit Probe B durchgefiihrt. Die beiden ACt-Werte werden voneinander abgezogen
(AACr-Wert) und in 2*“" eingesetzt. Damit kann das Verhiltnis von Probe A zu B genau be-
stimmt werden. Eine der beiden Proben fungiert dann als Calibrator und wird dem Wert 1 ge-
setzt werden. Gegen diesen Calibrator konnen dann verschiedene unbekannte Proben ins Ver-
hiltnis gesetzt werden und so untereinander verglichen werden. Diese prazise Methode wurde

auch in der vorliegenden Arbeit angewandt.
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Verwendete Zellkulturen
Fiir die Virusvermehrung und -nachweis wurden zwei Zelllinien verwendet, zum einen war
dies die Buffalo-Green-Monkey-Zellkultur (BGM). Dabei handelt es sich um eine permanente
Zelllinie von Nierenzellen der afrikanischen griinen Meerkatze. Die Zellen stammen von der

Firma MikroLab GmbH in Bremen.

Des Weiteren wurden Crandell-Reese-Feline-Kidney-Zellen (CRFK) benutzt. Diese perma-
nente Zelllinie von Nierenzellen der Katze stammt aus der Zellbank fiir Zelllinien in der Veteri-
nirmedizin (ZBV) des Friedrich-Loeffler-Instituts, Bundesforschungsanstalt fiir Tiergesundheit

(Katalognummer: RIE 769). Es handelte sich um die 194. Subkultivierung.

3.1.1 Kultivierung der Zellkulturen

Zur Kultivierung beider Zellkulturen wurden Zellkulturflaschen (TPP®, Trasadingen,
Schweiz) von unterschiedlicher BodenflichengroBe (klein: 25 cm?® mittel: 75 cm?®, grof:
150 cm®) verwendet. Als Medium wurde Dulbecco’s Minimal Essential Medium (Dulbecco’s
MEM, Biochrom AG, Berlin), supplementiert mit 5 % fetalem Kélberserum (FKS, Biochrom
AG, Berlin) fiir CRFK-Zellen bzw. 10 % FKS bei BGM-Zellen, verwendet. Das Medium beider
Zelllinien wurde zusétzlich mit 1 % nichtessentiellen Aminosduren (NEA, Biochrom AG, Ber-
lin), 100 IE / ml Penicillin sowie 100 pl / ml Streptomycin (Biochrom AG, Berlin) erginzt. Die
Inkubation der Zellen erfolgte im Brutschrank (CO, Unitherm 170, UniEquip, Martinsried) bei
37°Cund 5 % CO,.

Zur Zellpassage wurde der Zellkulturiiberstand vorsichtig abgegossen und verworfen. Die
Zellen wurden mit 1 - 2 ml, einer vorher auf Raumtemperatur gebrachten, Trypsin / EDTA-
Losung (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA, Biochrom AG, Berlin) gewaschen. AnschlieBend wurde
soviel Trypsin / EDTA-L6sung in die Zellkulturflasche gegeben, dass der Flaschenboden voll-
standig benetzt war. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C (BGM-Zellen 20 bis 30 Minuten,
CRFK-Zellen ca. 5 Minuten). Wenn sich die Zellen vollstindig vom Flaschenboden abgeldst
hatten, wurden diese unter Hinzugabe von 2 - 10 ml Medium (je nach Zellkulturflaschengrofe)
resuspendiert. Die so entstandene Zellsuspension wurde mit Medium bis zur gewiinschten Zell-
dichte verdiinnt und auf die Zellkulturflaschen bzw. Zellkulturtestplatten (TPP®, Trasadingen,

Schweiz) gegeben.
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3.1.2 Kryokonservierung und Auftauen

Zur Kryokonservierung der BGM- bzw. CRFK-Zellen wurden diese wie bei der Passagie-
rung mit Trypsin vom Zellkulturflaschenboden abgelost und in Medium resuspendiert. Die Sus-
pension wurde bei 2000 U / min fiir 7 Minuten zentrifugiert (Biofuge stratos, Kendro, Osterro-
de) und der Uberstand verworfen. Das entstandene Zellpelett wurde in Dulbecco’s MEM  mit
10 % FKS und 10 % Dimethylsulphoxide (DMSO, AppliChem, Darmstadt) resuspendiert, wo-
bei die Menge an verwendetem Medium abhéngig von der Grofe des gewonnenen Zellpeletts
war. Die Suspension wurde auf Kryorohrchen aufgeteilt und fiir 24 Stunden bei -80 °C gelagert.
Die Zellsuspension wurde danach dauerhaft in Stickstoff aufbewahrt.

Zum Auftauen der Zellen wurde die Gefrierampulle in warmen Wasser geschwenkt und der
Inhalt eines Einfrierrohrchens ziigig zu einer mit Medium befiillten, mittelgroBen Zellkulturfla-
sche gegeben. Die so neu ausgesiten Zellen wurden mindestens einmal passagiert, bevor sie fiir

eine Virusvermehrung oder -titration weiter verwendet wurden.

3.2 Befruchtete Huhnereier
Zur Virustitration des Newcastle-Disease-Virus wurden spezifisch-pathogenfreie (SPF) Brut-
eier, bezogen von Lohmann Tierzucht GmbH (Cuxhaven), verwendet. Die embryonierten Hiih-
nereier wurden spitestens 7 Tage nach Ankunft in den Brutschrank (HEKA Brutgerite, Riet-
berg) zur Inkubation gelegt. Die Bebriitung erfolgte bei 37 °C und 60 - 70 % relative
Luftfeuchtigkeit.

3.3 Verwendete Viren

3.3.1 Newcastle-Disease-Virus
Es wurde das Newcastle-Disease-Virus (NDV, Stamm LaSota) verwendet, welches als Le-
bendimpfstoft, AviPro® ND LASOTA, von der Firma Lohmann Animal Health GmbH & Co.
KG, Cuxhaven, bezogen wurde. Fiir die ersten Versuche wurde Impfstoff der Charge 6032611
verwendet und spéter der Charge 7080311. Laut Herstellerangaben liegt der Virustiter bei min-

destens 10° Ei-infektiose Dosen 50 pro Impfdosis (EIDsy/ Dosis).

3.3.1.1 Virustitration
Die Virustiterbestimmung fiir das Newcastle-Disease-Virus erfolgte im bebriiteten Hiihnerei.
Die embryonierten Eier wurden 8 Tage bei 37 °C inkubiert, dann infiziert und nach weiteren 8
Tagen Bebriitung ausgewertet. Alle Titrationen wurden im Vierfachansatz durchgefiihrt, d.h. pro

Verdiinnungsstufe wurden 4 Eier infiziert.
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Alle Bruteiter wurden vor der Virusinokulierung geschiert und jene ohne lebenden Embryo
verworfen. Von der zu untersuchenden Probe wurde eine Verdiinnungsreihe erzeugt. Bei allen
durchgefiihrten Titrationen von Proben des Newcastle-Disease-Virus wurden diese 1:5 mit PBS
(Phosphat-gepufferte Salzlosung) verdiinnt. Je nach erwartetem Virustiter wurden unterschied-
lich lange Verdiinnungsreihen angefertigt.

Zur Infektion des Eis wurde der stumpfe Eipol zuerst mit 70 %-igem Ethanol gereinigt. Mit
Hilfe einer Kaniile wurde ein Loch fiir die spitere Injektion in den Eipol gestochen. Die ver-
diinnten Proben wurden in sterile Spritzen aufgezogen und 0,2 ml in die Allantoishohle des Eis
injiziert. Dazu wurden Kaniilen der Grofle 26 Gage verwendet und bis zum Konus leicht schrig
in das Ei eingefiihrt. Das Loch im stumpfen Eipol wurde mit Holzleim (UHU, Briihl) verschlos-
sen und die Hithnereier zur weiteren Inkubation in den Brutschrank gelegt.

Nach 8 Tagen weiterer Bebriitung wurden die Eier iiber Nacht auf 4 °C abgekiihlt und an-
schlieBend ausgewertet. Dazu wurde der stumpfe Eipol abgeschélt und der Embryo entnommen.
Zur Auswertung wurden die Embryonen der Eier in beschriftete Petrischalen gelegt.

Drei Eier wurden als Positivkontrolle mit einer Virussuspension von bekanntem Titer be-
impft. Mindestens sechs unbehandelte Eier wurden zur Negativkontrolle mitgefiihrt, wobei 3
Eier einen Tag nach der Infektion dem Brutschrank entnommen und bei 4 °C bis zum Ende der
Inkubation der restlichen Eier gelagert wurden. Dadurch kann man bei der Auswertung feststel-
len, welche Hithnerembryonen direkt nach der Injektion, wahrscheinlich durch Beschddigung
infolge des Stichs, Bewegung oder Temperaturschwankung und nicht durch das Virus, abgestor-
ben sind. Die anderen 3 Eier wurden wie die anderen bis zum 16. Bebriitungstag inkubiert und
anschliefend zur Auswertung hinzugezogen.

Der Virustiter wurde mit der Methode nach Reed und Muench (REED u. MUENCH 1938)
ermittelt und als EIDs, / ml angegeben. Eine EIDs, stellt die Virusdosis dar, bei der 50 % der

inokulierten Embryonen infiziert werden.

3.3.2 Infektidose-Bursitis-Virus
Als zweites Testvirus wurde das Infektidse-Bursitis-Virus (IBDV, Stamm Cu-1M) verwen-
det. Auch hierbei handelt es sich um ein Impfvirus, welches als Lebendimpfstoff TAD® Gumbo-
ro vac von der Firma Lohmann Animal Health GmbH & Co. KG, Cuxhaven, bezogen wurde.

Die Chargennummer lautet 6042015 und der Titer wird mit 10 EIDs, / Dosis angegeben.
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3.3.2.1 Virusvermehrung

Zur Virusvermehrung wurden 2 Ampullen (entspricht 2000 Dosen) des gefriergetrockneten
Impfstoffes in 20 ml PBS aufgeldst. Jeweils 1 ml dieser Suspension wurde zu am selben Tag
passagierten BGM-Zellen einer groBen Zellkulturflasche gegeben. Die Inkubation erfolgte bei
37 °C und 5 % CO, (CO, Unitherm 170, UniEquip, Martinsried). Nach dem Verzeichnen eines
eindeutigen cytopathischen Effektes (cpE) bei mindestens 80 % der Zellen am 6. Tag nach der
Virusinokulierung wurde die gesamte Kultur iiber Nacht bei -20 °C eingefroren und anschlie-
end langsam aufgetaut. Es folgte eine Zentrifugation mit 2000 U / min {iber 10 Minuten. Der
Uberstand aller inokulierten Flaschen wurde gepoolt, aliquotiert und bei -80 °C tief gefroren.

Die Bestimmung des Virustiters erfolgte wie im folgenden Punkt beschrieben.

3.3.2.2 Virustitration

Zur Bestimmung des Virustiters wurde die Suspension 1:2 in PBS bis zu einer Verdiinnung
von 10 titriert. Dann wurden 100 ul jeder Verdiinnung im Vierfachansatz auf die BGM-
Zellkultur in einer 96-well-Zellkulturtestplatte itibertragen. Bei jeder Virustitration wurde eine
Reihe fiir die Zellkontrolle freigehalten und eine andere mit 100 ul PBS zur Kontrolle bestiickt.
Nach 6 Tagen Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, konnte das Ergebnis lichtmikroskopisch abge-
lesen und entsprechend protokolliert werden. Der Virustiter wurde nach der Methode von
Spearman und Kaerber (MAYR et al. 1974) berechnet und als gewebeinfektiose Dosis 50 pro
ml, abgekiirzt mit TCIDs, / ml (tissue culture infectious dose), angegeben. Dieser so ermittelte
Virustiter sagt, wie viele infektidse Einheiten im unverdiinnten Ausgangsmaterial vorhanden

waren.

3.3.3 Felines Calicivirus
Felines Calicivirus (FCV, Stamm KS-20) wurde als Normalizer, anstelle eines Housekeeping
Gens, bei der quantitativen Real-Time-PCR verwandt. Das Virus stammt urspriinglich von einer
1995 an Katzenschnupfen erkrankten Katze und wurde an der Ludwig-Maximilian-Universitét
Miinchen isoliert. Dieses Virus wurde in jeder PCR als Referenzgen mitgefiihrt. Es wurde als
Referenzgen ausgewihlt, da das Auftreten speziell dieses Stamms in der Luft von Gefliigelstil-
len als sehr unwahrscheinlich gilt und somit die PCR-Ergebnisse durch die ausgewihlte endo-

gene Kontrolle nicht verfalscht werden kénnen.

3.3.3.1 Virusvermehrung
Felines Calicivirus wurde in der CRFK-Zellkultur vermehrt. Dazu wurde die Kultur mit

0,3 ml einer Stammvirussuspension (Titer: 10’ TCIDs, / ml) beimpft und bei 37 °C und 5 %
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CO; inkubiert. Sobald 80-90 % der Zellen einen cpE zeigten, wurde die gesamte Zellkultur {iber
Nacht bei -20 °C tief gefroren und anschlieBend langsam aufgetaut. Analog zu der Vermehrung

von IBDV wurde die Virussuspension zentrifugiert, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

3.3.3.2 Virustitration
Zur Ermittlung des Infektidsitétstiters erfolgte eine Titration von 1:10 in PBS bis zu einer
Verdiinnungsstufe von 107'°. 100ul jeder Verdiinnungsstufe wurde vierfach auf die CRFK-
Zellkultur in einer 96-well-Zellkulturtestplatte iibertragen und unter den oben erwédhnten Be-
dingungen inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Ergebnis abgelesen und der Titer, angegeben

in TCIDs, / ml, nach der Methode von Spearman und Kaerber ermittelt.

3.4 Untersuchungen an experimentell erzeugten Virus-
aerosolen

3.4.1 Versuchsapparatur
Der Aufbau der Apparatur ist in der Abbildung 3 a und b verdeutlicht. Im Zentrum der Ver-
suchsapparatur stand die Aerosolkammer (Nr. 5). Diese bestand aus Kunststoff und hatte eine
zylindrische Form mit einem Durchmesser von 25,2 cm und einer Lénge von 150 cm. Daraus
resultierte ein Fassungsvermdgen der Kammer von 0,0745 m®. An einem Ende befand sich die
Diise mit einem Zugang fiir Luft und einem zweiten fiir die Virussuspension. Die Druckluft
wurde von einem im Keller positionierten Kompressor (Nr. 1) durch einen Silikonschlauch zu
der Aerosolkammer im S2-Labor transportiert. Die Luft passierte einen Druckanzeiger (Nr. 2,
in bar) und einen Luftdurchflussmesser (Nr. 1, in 1/ h, SED Flow Control GmbH, Bad Rappe-
nau), trat durch die Diise in die Kammer ein und wurde am anderen Ende {iber einen Schlauch
in eine Tonne mit Desinfektionsmittel (Nr. 9) geleitet. Zu derselben Eintrittsdiise wurde auch die
Virussuspension, welche sich in einer 50 ml-Spritze befand, geleitet. Die Suspension wurde mit
Hilfe einer Perfusorpumpe (Nr. 4, Braun®, Melsungen) zu der Diise transportiert und zusam-
men mit der Luft in die Aerosolkammer vernebelt. In der Mitte der Kammer befanden sich zwei
Offnungen zur Luftprobenentnahme. Von der Innenseite beider Offnungen ragten zwei Schliu-
che von gleicher Linge und Durchmesser in die Mitte der Kammer. AuBen wurde die eine Off-
nung mit einem Impinger (AGI-30, Nr.6), die andere mit einem Tiefenfilter aus Gelatine (Nr. 7,
Sartorius AG, Gottingen) verbunden. An beide Nachweissysteme war, zum Ansaugen einer de-

finierten Luftmenge, eine Pumpe (Nr. 8, Achroma GmbH, Miillheim) angeschlossen.
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Luftkompressor

Druckanzeiger fur komprimierte Luft in bar

Luftdurchflussmesser in | / h (bei atmospharischen Druck und bei 20 °C)
Perfusorpumpe mit Virussuspension
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Impinger

Gelatinefilter

Pumpen zum Luftabsaugen

Tonne mit Desinfektionsmittel
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9

Abbildung 3: Schematische Darstellung (a) des Apparaturaufbaus der Versuche mit experimen-
tell erzeugten Virusaerosolen in einer Aerosolkammer und Foto (b) der Apparatur.

3.4.2 Vorversuche zum Einfluss des Sammelmediums auf die
Infektidsitat der Viren und Nachweissysteme

3.4.2.1 Impinger
Zur Auswahl des am besten geeigneten Sammelmediums, welches sich weder nachteilig auf
die Infektiositdt der Viren noch auf die angewandten Nachweissysteme (Hiihnerei und Zellkul-

tur) auswirkt, wurden Vorversuche durchgefiihrt. Dazu wurde der Impinger mit 30 ml verschie-
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dener Sammelfliissigkeiten (PBS, PBS + 1 % FKS, PBS + 5 % FKS) gefiillt. Bei Supplementie-
rung des PBS mit FKS wurden noch 1-2 Tropfen autoklaviertes Olivendl als Schaumhemmer
hinzugefiigt. Ein ml Virussuspension wurde hinzugegeben und der Impinger an eine Pumpe
angeschlossen. Es wurde Luft mit 10 I / min iiber 20 min durch den Impinger geleitet. Danach
erfolgte die Titerbestimmung des infektionsfahigen Virus im embryonierten Hiihnerei bzw.
Zellkultur wie in 3.4.4 beschrieben. Dieser Versuch wurde analog mit den verschiedenen Im-
pingerfliissigkeiten ohne Zusatz der Virussuspension durchgefiihrt, um eine toxische Wirkung
der Sammelfliissigkeit auf die Nachweissysteme auszuschlieBen.

Alle Vorversuche fanden im Doppelansatz mit beiden Testviren statt.

3.4.2.2 Filter

Der Einfluss des Gelatinefilters (Durchmesser 50 mm) und der Probenbearbeitung auf die In-
fektidsitdt der Viren sowie auf die Nachweissysteme wurden ebenfalls untersucht. Dafiir wurde
1 ml Virussuspension auf den Filter gegeben und dieser 20 min bei Zimmertemperatur in einer
verschlossenen Petrischale inkubiert. AnschlieBend wurden 4 ml Medium, speziell fiir das je-
weilige Virus, hinzugefiigt und die Probe wie in Punkt 3.4.4 beschrieben quantitativ analysiert.
Zur Priifung einer Toxizitdt der Gelatine auf das Zellsystem bzw. die embryonierten Hiithnereier
wurde ein Filter in 4 ml Medium gelost und weiter wie eine Probe folglich 3.4.4 behandelt.

Auch diese Versuche wurden fiir beide Viren im Doppelansatz durchgefiihrt.

3.4.3 Versuchsdurchfuhrung
3.4.3.1 Ablauf

Vor Beginn eines jeden Testdurchlaufes wurde der Innenraum der Aerosolkammer fiir 15 min
mit UV-Licht (254 nm) desinfiziert. AnschlieBend wurden Impinger, Filter, Virussuspension und
Luftschlauche an die beschriebenen Positionen der Kammer angeschlossen. Die Virussuspen-
sion wurde kontinuierlich vernebelt, so dass ein konstanter Aerosolfluss in der Kammer ent-
stand. Erst nach Aufbau eines stabilen Aerosols nach circa 10 min, begann die Probenentnahme.
Beide Geridte entnahmen parallel die Luftproben, wobei das Volumen der Probe sowie die Pro-
benentnahmegeschwindigkeit identisch waren (Tabelle 1). Pro Testdurchlauf wurden 2 bis 3
Proben hintereinander gezogen. Nach Beendigung eines Versuches wurde fiir 10 min virusfreie
Luft durch die Kammer geleitet.

Der Durchfluss der Virussuspension richtete sich nach der relativen Luftfeuchtigkeit, die in
der Aerosolkammer erreicht werden sollte (Tabelle 1). Die Experimente wurden bei zwei ver-
schiedenen relativen Luftfeuchten, einer hohen von ca. 85 % und einer niedrigeren von ca.

50 %, durchgefiihrt. Die vom Kompressor erzeugte Luft hatte eine eigene relative Luftfeuchtig-
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keit von ca. 8 %. (Die relative Luftfeuchtigkeit ist das Verhéltnis von spezieller Luftfeuchtigkeit
zur Sattigungsfeuchte bei einer spezifischen Temperatur. Die spezielle Luftfeuchtigkeit, auch
Wasserdampfgehalt, gibt die Masse an Wasser an, die sich in einer bestimmten Masse feuchter
Luft befindet.) Die bendtigte Durchflussrate der Virussuspension fiir die gewiinschte Luftfeuch-
tigkeit wurde vorher berechnet. Dies wird nachfolgend an einem Beispiel erlautert:

Um die gewiinschte relative Luftfeuchtigkeit von ca. 85 % in der Aerosolkammer zu erhal-
ten, muss die Virussuspension mit der Geschwindigkeit vernebelt werden, mit welcher (abziig-
lich der Eigenfeuchte der Kompressorluft von 8 %) eine Luftfeuchte von ca. 77 % erreicht wird.
Die Temperatur betrug 17 °C. Dafiir liegt die Sittigungsfeuchte bei 14,47 g/ m’. Der Luftdurch-
fluss war 16191/ h.

Die Formel zur Berechnung der relativen Luftfeuchtigkeit lautet:

spezifische Luftfeuchtigkeit (in g/ m?)

relative Luftfeuchtigkeit = - - : - —.
Sattigungsfeuchte bei spezifischer Temperatur (in g/ m”)

Durch Umstellen erhilt man:
spezifische Luftfeuchtigkeit = 0,77 x 14,47 g/ m’ =11,14 g/ m’.

Die einzustellende Geschwindigkeit der Perfusorpumpe wird dann anhand folgender Formel

ermittelt:

Perfusorgeschwindigkeit (in g / h)

spezifische Luftfeuchtigkeit = ——
Luftdurchfluss (in m” / h)

Daraus folgt:
Perfusorgeschwindigkeit = 11,14 g¢/m’ x 1,619 m’ /h=18 g/h.

Die Virussuspension muss also mit einer Geschwindigkeit von 18 ml / h vernebelt werden, um

eine relative Luftfeuchtigkeit von ca. 85 % in der Aerosolkammer zu erhalten.

Der Luftdurchfluss wurde am Luftdurchflussmesser angezeigt und am Ventil neben dem
Druckanzeiger reguliert. Zu beachten ist, dass der wahre Luftdurchfluss nicht direkt am Luft-
durchflussmesser abgelesen werden konnte, sondern errechnet werden musste. Die Skala des
Luftdurchflussmessers ist auf den Normaldruck von 1 bar geeicht. Bei der verwendeten Appara-
tur wird jedoch mit einem Uberdruck von 1,5 — 1,8 bar gearbeitet. Diese GroBe flieBt in die
Berechnung des wahren Luftdurchflusses ein. Dabei wurde stets ein Korrekturfaktor ermittelt,
mit welchem der am Luftdurchflussmesser abgelesene Wert multipliziert wurde und so der wah-
re Luftdurchfluss errechnet werden konnte. Die Grundlagen zur Berechnung dieses Korrektur-

faktors sind im Anhang erldutert.

29



Material und Methoden

Die Temperatur der Luft war nur kleinen Schwankungen unterworfen und hatte keinen Ein-
fluss auf das wahre Luftvolumen. Der Luftdurchfluss allerdings variierte im Laufe der gesamten
Testzeit auf Grund von schwankender Pumpenleistung, jedoch nicht innerhalb eines einzelnen
Testdurchlaufes. Diese daraus resultierenden unterschiedlichen Luftdurchflussraten wurden
beriicksichtigt und hatten somit keinen Einfluss auf die Ermittlung der Geréteeffizienzen (Tabel-

le 1).

Tabelle 1: Angaben zu den Experimenten in der Aerosolkammer

Luftdurchflussrate Durchflussrate der Virussuspension Volumen der Temperatur

Luftprobe

niedrige Luftfeuchtigkeit hohe Luftfeuchtigkeit
1108 - 16191/h 6,5-8ml/h 12-18ml/h 2001 17-21°C

Insgesamt wurden 18 Luftproben je Testvirus aus der Aerosolkammer analysiert. Davon wurden

12 Proben bei hoher Luftfeuchtigkeit und 6 bei niedriger genommen.

3.4.3.2 Verwendete Virussupensionen
Newcastle-Disease-Virus
Fir die Testdurchlaufe mit NDV wurde 1 Ampulle des gefriergetrockneten Impfvirus in
500 ml PBS aufgelost und direkt fiir die Versuche benutzt. Der Virustiter wurde wie in 3.3.1.1
bestimmt und lag bei 10%° EIDs, / ml.

Infektiose-Busitits-Virus
Als Virussuspension zum Vernebeln in der Aerosolkammer wurde Zellkulturiiberstand, ge-
wonnen wie in 3.3.2.1 beschrieben, verwendet. Der Virustiter dieser Suspension betrug

10"% TCIDs, / ml, bestimmt wie in 3.3.2.2 beschrieben,.

3.4.3.3 Verwendete Sammelgerate und Probenbearbeitung
Zwei verschiedene Gerite, der Impinger AGI-30 und der Gelatinefilter, wurden zur Luft-
keimsammlung eingesetzt. Bei dem Impinger werden die in der Luftprobe enthaltenen Viren in
eine Sammelfliissigkeit abgeschieden. Beim Gelatinefilter werden die luftgetragenen Keime in

seiner netzartigen Tiefenstruktur zuriickgehalten.
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Impinger

Der AGI-30 wurde fiir alle Versuche in der Aerosolkammer eingesetzt. Er wurde mit 30 ml
Sammelfliissigkeit bestiickt, welche nach den Ergebnissen der in 3.4.2.1 beschriebenen Vorver-
suchen ausgewihlt wurde. Folglich wurde zum Sammeln des IBD-Virus PBS und zum Sam-
meln des ND-Virus PBS + 1 % FKS + 1 Tropfen Olivendl gewéhlt.

Nach einer Luftprobenentnahme wurde der Impinger unverziiglich auf Eis gestellt. Die
Sammelfliissigkeit wurde mit Hilfe eines Spritzenfilters mit 0,22 um PorengroBe (TPP®, Trasa-
dingen, Schweiz) sterilfiltriert, anschliefend aliquotiert und bei -80 °C tief gefroren. Eine Ultra-
zentrifugation der Impingerfliissigkeit und nachfolgender Auflésung des Viruspeletts fithrte zu
keiner Erhohung der Virusausbeute.

Nach jeder Benutzung wurden die Impinger fiir 15 min in 4 %-iges Desinfektionsmittel
SAFE SEPT (Henry Schein®, Melville, USA) getaucht, mit destilliertem Wasser gespiilt, ge-

trocknet und anschlief3end autoklaviert.

Filter
Es wurden Tiefenfilter aus Gelatine mit einem Durchmesser von 50 mm und einer Porengro-
Be von 3 pm verwendet. Die Gelatinefilter waren steril verpackt und wurden erst kurz vor
Gebrauch in eine autoklavierte Halterung eingelegt. Nach der Luftprobenentnahme wurde der
Filter sofort in eine mit 4 ml Medium befiillte Petrischale gelegt und auf Eis gestellt. Anschlie-
Bend wurde die Petrischale bei 37 °C fiir ca. 15 min geschiittelt, um den Filter aufzuloésen. Die

verfliissigte Probe wurde sterilfiltriert, aliquotiert und bei -80 °C aufbewabhrt.

3.4.3.4 Ermittlung der Nachweisgrenzen der Sammelgerate fur die
Virusdetektion aus der Luft
Die Sensitivitidt der Sammelgerite fiir die Virusisolierung aus Luftproben der Aerosolkam-
mer wurde ermittelt. Dazu wurde die zu vernebelnde Virussuspension vor Verwendung mit PBS
verdiinnt, jeweils von 1:10 bis 1:10.000. Ansonsten liefen die Experimente in der Aerosolkam-
mer wie oben fiir die hohe Luftfeuchtigkeit beschrieben ab und die Proben wurden genauso wie

alle anderen bearbeitet und analysiert (folglich 3.4.3).

3.4.4 Quantitative Bestimmung des infektionsfahigen Virus in
Luftproben
3.4.4.1 Newcastle-Disease-Virus

Nach der Probenbearbeitung wurde der Virustiter durch Titration der Probenfliissigkeiten im

embryonierten Hiithnerei, wie in 3.3.1.1 erlautert, bestimmt. Der Titer, angegeben in EIDso / ml,
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wurde auf ein Luftvolumen umgerechnet, so dass der Virustiter aller Proben in EIDs, / m’ ange-
geben wird. Aus diesem Titer wurde die prozentuale Viruswiederfindungsrate errechnet.
Stichprobenartig wurde die Allantoisfliissigkeit der Eier von viruspositiv gewerteten Embry-
onen entnommen. Die Nukleinsdure wurde isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben (folglich
3.5.3.2). Anschlielend erfolgte eine qualitative Real-Time-PCR nach dem Pipettierschema von

Tabelle 4 b.

3.4.4.2 Infektiose-Bursitis-Virus

Die Proben der Sammelgerite wurden bearbeitet und anschlieBend gleichsam 3.3.2.2 titriert.
Der Titer wurde in TCIDs, / m® umgerechnet.

Zur Absicherung, dass der cytophatische Effekt der Zellkultur wirklich von dem gesuchten
IBD-Virus hervorgerufen wurde, wurden stichprobenartig einige Proben ausgewéhlt und BGM-
Zellen in einer kleinen Zellkulturflasche infiziert. Nach Auftreten des cythopathischen Effekts
wurde zellfreier Zellkulturiiberstand gewonnen, die RNA isoliert und umgeschrieben (folglich
3.5.3.2). Danach wurde eine qualitative Real-Time-PCR nach Pipettierschema in Tabelle 4 b
durchgefiihrt.

3.4.5 Quantitative Bestimmung des Virusgenoms
Neben der quantitativen Bestimmung von infektionsfahigem Virus erfolgte auch die Quanti-
fizierung des Virusgenoms aus den Luftproben beider Sammelgerite. Dies wird im Kapitel 3.5.3

genau beschrieben.

3.4.6 GroRenbestimmung der Partikel des erzeugten Virusaerosols

Die TropfchengroBe der vernebelten Virussuspension war fiir die verwendete Diise nicht be-
kannt. Deshalb wurde diese Grofle mit Hilfe des Andersen-Kaskaden-Impaktors (Wissenschaft-
licher Gerétebau, Universitit Leipzig) bestimmt. Eine Grofenbestimmung der Partikel eines
Virusaerosols auf diese Art wurde z.B. auch von IJAZ et al. (1987) oder TSENG u. LI (2005)
durchgefiihrt wurde. Die Methodik wurde in dieser Arbeit jedoch modifiziert. Das Prinzip be-
ruht auf einer Reihenschaltung von Porenplatten. Der Durchmesser dieser Poren verringert sich
von Stufe zu Stufe, so dass der Luftstrom beim Passieren der Platten beschleunigt wird. Nach
jeder der insgesamt sechs Stufen befindet sich eine Petrischale bestiickt mit Agar. Die Luft pas-
siert die Porenplatten, prallt auf die Petrischale, wird gleichzeitig seitlich abgelenkt und gelangt
zur nachsten Stufe. Die in der Luft befindlichen Teilchen werden je nach GroBe auf der Petri-
schale abgeschieden oder konnen der Richtungsinderung des Luftstroms folgen. Dadurch wer-

den die Partikel der Grofle nach auf den Petrischalen der verschiedenen Stufen niedergeschla-
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gen. Die Porengrofien der Platten sowie die zugeordneten Durchmesser der gesammelten Parti-

kel sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Lochdurchmesser der Porenplatten des Andersen-Kaskaden-Impaktors und Teil-

chendurchmesser der bei den verschiedenen Stufen abgeschiedenen Partikel.

Stufe ~ Lochdurchmesser in mm Teilchendurchmesser in pm

1 1,18 >8,2
2 0,91 5-10,4
3 0,71 3-6
4 0,53 2-35
5 0,34 1-2
6 0,25 <1

In der vorliegenden Arbeit wurden die Petrischalen mit Medium bestiickt, welches eine an-
schlieende Untersuchung auf Viruspartikel erlaubt. Dazu wurde zuerst eine Losung aus PBS
und 10 % Gelatine hergestellt und 30 min bei 120 °C inkubiert. AnschlieBend wurde Dulbecco’s
MEM mit 100 IE / ml Penicillin sowie 100 ul / ml Streptomycin auf eine Temperatur von 37 °C
gebracht und so mit der Gelatinelosung vermischt, dass zum Schluss 3 % Gelatine in Losung
war. Von diesem Medium wurden jeweils 20 ml in die Petrischalen des Impaktors gegeben und
bei 4 °C erstarren lassen.

Zur GréBenbestimmung der Aerosolpartikel wurde 1 Ampulle AviPro® ND LASOTA in
30 ml PBS geldst und mit 12 ml / h in die Aerosolkammer vernebelt. Der Luftdurchfluss betrug
1107,9 1/ h und die relative Luftfeuchtigkeit lag somit bei ca. 85 %. Der Andersen-Kaskaden-
Impaktor wurde mit 6 Petrischalen bestiickt und an die zentrale Offnung der Aerosolkammer
angeschlossen. Es wurde iiber 60 min Luft mit 15 1 / min entnommen. AnschlieBend wurde das
feste Medium in den Petrischalen bei 37 °C aufgelost und sterilfiltriert. Nachfolgend wurde die
RNA-Isolierung sowie die reverse Transkription wie in 3.5.3.1 und 3.5.3.2 beschrieben durchge-
fiihrt. Die Auswertung der sechs Proben, wobei jede Probe fiir einen bestimmten GroBenbereich
der Aerosolpartikel steht, erfolgte mit quantitativer Real-Time-PCR folglich 3.5.3.3. Der pro-
zentuale Anteil der Aerosoltropfchen in einer GroBenfraktion konnte somit zugeordnet werden.

Das Experiment wurde zweimal durchgefiihrt.
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3.5 Quantitative Real-Time-PCR

Die in dieser Arbeit etablierte quantitative Real-Time-PCR diente zur Quantifizierung aus-
gewihlter Viren in Luftproben. Als Methode zur Detektion der Amplifikate in der Real-Time-
PCR wurden die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten TagMan®-Sonden ausgewahlt. Im Gegen-
satz zu der SYBR"-Green-Detektion besitzen diese Sonden eine hohere Spezifitit, da sie nur
spezifische Amplifikate detektieren. Zur Etablierung dieser PCR mussten zunéichst die einzelnen
Reaktionen der verwendeten Viren entwickelt und optimiert werden. Fiir alle drei Viren (NDV,
IBDV, FCV) wurden Oligonukleotide (Primer) sowie Sonden speziell fiir den jeweiligen Stamm
neu entworfen und jede PCR optimiert. Alle Real-Time-PCRs liefen in dem Thermocycler

MX 3000P® (Stratagene, West Cedar Creek, USA) ab.

3.5.1 Verwendete Primer und Sonden

Alle im Folgenden beschriebenen Primer und Sonden wurden mit der Software
LASERGENE® (DNASTAR Inc., Madison, USA) gesucht und von der Firma Biomers® (Ulm)
synthetisiert. Bei dem Design der Primer wurde die Sequenz des verwendeten Virusstammes
jeweils mit verschiedenen Sequenzen von Wildstimmen des Virus durch Alignement verglichen.
Die Primer wurden so ausgewéhlt, dass nur spezifisch das Genom des verwendeten Stammes
detektiert wird. Bei den verwendeten Sonden handelt es sich um sogenannte TagMan®-Sonden
(auch Hydrolysesonden genannt), welche am 3'-Ende mit dem Quencher und am 5'-Ende mit
einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Als Quencher wurde bei der Sonde fiir NDV
sowie IBDV BHQ-1 (BlackHole Quencher), bei der fiir FCV BBQ-650 (BlackBerry Quencher)
verwendet. Der Reporterfarbstoff war bei der NDV- und IBDV-Sonde FAM (Fluorescein), bei
FCV Cy5 (Cyanin). Die genauen Sequenzen der Primer und Sonden sowie das Zielgen der Vi-

ren sind Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tabelle 3: Primer- und Sondensequenzen sowie Zielgen der PCR-Reaktionen aller Viren.

Primer bzw. Sonde Sequenz Zielgen
NDV Stamm LaSota fusion protein
NDV-Las 1F 5'-gtaggatacaagagtctgtgactacatctg-3”

NDV-Las 1R 5’-agccacaccgccaataatg-3”

NDV-Las Pr 5'-aggggggagacaggggcgect-3”

IBDV Stamm Cul-M VP1 Segment B
IBDV-2F 5’-gctttgatgggacaacggtaat-3”

IBDV-2R 5’-cacaagattgaatggcataaggtt-3’

IBDV-Pr 5’-tgacgaccggcaccgacaacc-3’

FCV Stamm KS-20 VP1
FCV-1F 5'-ttttgttggcgtttcaageata-3”

FCV-1R 5’-agaggcaagccgaatctttg-3”

FCV-Pr 5’-tcccectttetgectectacatgggaa-3”

3.5.2 Optimierung der Real-Time-PCR

Fiir eine moglichst exakte Quantifizierung der in einer Probe enthaltenen Virusgenommenge
mit Hilfe der Real-Time-PCR mussten alle Polymerasekettenreaktionen, die spiter ablaufen
sollten, optimiert werden. In der vorliegenden Arbeit handelte es sich dabei um die Reaktionen
der Testviren (NDV und IBDV) und des Virus fiir die endogene Referenz in der PCR (FCV).
Zunéchst wurden nur die Primer in der Reaktion eingesetzt und mit dem Verfahren der spezifi-
schen Schmelzkurvenanalyse getestet. Dazu wurde der interkalierende Farbstoff SYBR"®-Green
zur Detektion genutzt. Es wurden diejenigen Primerpaare fiir die weiteren Reaktionen ausge-
wahlt, bei welchen keine Primerdimere auftraten.

Es ist wichtig, dass die Reaktionen von Ziel- und Referenzgen eine dhnliche, mdglichst ho-
he und reproduzierbare Effizienz von 90 - 100 % besitzen. Zur Optimierung dieser Effizienz
werden verschiedene Komponenten eines Reaktionsansatzes sowie die Reaktionsbedingungen
bis zum Erreichen eines zufrieden stellenden Ergebnisses verdndert. Bei den erwahnten Kom-
ponenten handelte es sich um die Konzentrationen der eingesetzten Primer und Sonden sowie
um das Temperaturschema. Die Optimierung einer Multiplex-PCR, in welcher die Reaktionen
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des gesuchten Gens und des Referenzgens in einem gemeinsamen Reaktionsansatz ablaufen,
war nicht erfolgreich. Somit wurden die Reaktionen fiir jedes eingesetzte Virus in getrennten
Ansétzen optimiert. Dazu wurden Standardkurven erstellt, mit welchen das Real-Time-PCR-
Gerit die Effizienz der PCR in Prozent ermittelte. Zur Anfertigung der Standardkurven wurden
Verdiinnungsreihen (10™) der cDNA aller drei Viren hergestellt. Fiir jede Verdiinnungsstufe lief
die PCR einzeln ab. Aus den Ergebnissen der verschiedenen Reaktionen wird eine Regressions-
gerade, die so genannte Standardkurve, erstellt. Anhand des Anstiegs dieser Gerade wird die
Effizienz der abgelaufenen PCR errechnet.

Reaktionsbedingungen sowie die Zusammensetzung der Reaktionsansitze fiir alle im Fol-

genden beschriebenen Polymerasekettenreaktionen sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Reaktionsbedingungen der Real-Time-PCR (a) des Newecastle-Disease-Virus,
Infektitse-Bursitis-Virus und Felinen Calicivirus und Pipettierschema (b) der Real-Time-PCRs
aller verwendeten Viren.

a)

Zyklenanzahl Reaktionsschritt Temperatur in °C Zeit

1 initiale Denaturierung 95 15 min
Denaturierung 95 30s

45 Annealing 58 1 min
Elongation 72 1 min
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b)
NDV IBDV FCV
Ansatzvolumen 25 pl 25 pul 25 ul
AB-Mix 12,5 ul 12,5 pl 12,5 ul
Forward Primer 1,25 pl 1l 0,5 ul

(1000 nM) (800 M) (400 nM)

Reverse Primer 1,25 pl 1l 0,5 ul
(1000 nM) (800 nM) (400 nM)

Sonde 0,75 ul 0,75 ul 0,75 ul
(600 nM) (600 nM) (600 nM)

Wasser 7,75 ul 8,25 ul 9,25 ul

cDNA 1,5 ul 1,5 ul 1,5 pl

3.5.3 Quantifizierung des Virusgenoms aus Luftproben

3.5.3.1 Nukleinsaurepraparation

Die Extraktion der RNA aus den Probenfliissigkeiten ist ein bedeutsamer Schritt, da es unter
anderem hier zu groBBen Verlusten an Nukleinsdure kommen kann. Daher wurden drei verschie-
dene kommerzielle RNA-Extraktionskits (QIAmp” MinElute Virus Spin Kit, QIAmp” RNeasy
Mini Kit, QIAmp® Viral RNA Mini Kit) getestet und der mit den besten Ergebnissen fiir alle
verschiedenen Probenfliissigkeiten, d. h. Impingerfliissigkeit, aufgeloste Gelatine und zellfreier
Zellkulturiiberstand, ausgewdhlt.

Die Proben wurden zu Beginn mit Felinem Calicivirus versetzt, welches als endogene Kon-
trolle in der quantitativen Real-Time-PCR fungiert. Dazu wurde vorher ein Vorrat an FCV durch
Virusvermehrung wie in 3.3.3.1 beschrieben hergestellt und wie in 3.3.3.2 titriert. Der resul-
tierende Virustiter war mit 10%'?° TCIDs, / ml sehr hoch, so dass als endogene Kontrolle stets
eine Verdiinnung dieser Suspension von 1:100 eingesetzt wurde. Es wurde eine Mischung aus
diesem verdiinnten, zellfreien Zellkulturiiberstand des Felinen Calicivirus und der Probenfliis-
sigkeit hergestellt (1 Teil FCV, 9 Teile Probenfliissigkeit). Dieses Gemisch war Ausgang fiir die
Nukleinsdurepriparation, welche mit dem QIAmp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) laut
Protokoll des Herstellers ausgefiihrt wurde. Die gewonnene RNA wurde mit 2 ul RNAse-
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Inhibitor versetzt und bei -80 °C aufbewahrt oder zur sofortigen Weiterbearbeitung auf Eis ge-
stellt.

3.5.3.2 Reverse Transkription
Die Umschreibung der RNA in cDNA (von engl. complementary DNA) erfolgte mit einem
kommerziell erhiltlichen Transkriptionskit (TagMan®™ Reverse Transcription Reagent, Applied
Biosystems, Darmstadt) im Thermocycler TProfessional (Biometra, Goéttingen). Die Zusam-
mensetzung des Reaktionsansatzes und das Programm des Thermocyclers sind in Tabelle 5 zu-

sammengefasst. Zur Lagerung wurde die cDNA bei -20 °C tiefgefroren.

Tabelle 5: Pipettierschema (a) und Thermocyclerprogramm (b) der Reversen Transkription.

a)
Ansatz 40,8 ul
b)

RT - 10x Puffer 8 ul Temperatur  Zeit
MgCl 8.8 ul 25°C 10 min
dNTP-MlX 4 },l,l 48 °C 30 min
Oligonukleotide 2 Ml 95 °C 5 min
RNAse-Inhibitor (10 U / pul) 1 ul 4°C o
MultiScripe

1 ul

Reverse Transkriptase (50 U / pl)
RNA 16 pl

3.5.3.3 Quantitative Real-Time-PCR

Die Virusgenomquantifizierung erfolgte mit Hilfe eines Calibrators nach dem Prinzip der re-
lativen Quantifizierung. Dabei wurden sowohl der Calibrator als auch die unbekannten Proben
durch eine endogene Kontrolle, hier FCV, normalisiert. Als Calibrator wurde jeweils eine Virus-
suspension der zu untersuchenden Testviren, also NDV und IBDV, mit bekanntem Titer ver-
wendet. Der Calibrator wird in der PCR immer 1 gesetzt und alle anderen Proben werden mit
diesen ins Verhéltnis gesetzt. Aus diesem Verhéltnis wurde in der Arbeit ein absoluter Wert fiir
die Virusmenge in den unbekannten Proben errechnet. Dies war mdglich, da die enthaltene Vi-
rusmenge in der Calibratorprobe bekannt war und so von der relativen auf die absolute Menge
geschlossen werden konnte. Die Quantifizierung erfolgte mit der AACr-Methode. Diese Metho-

de geht von einer konstanten Kopienverdopplung in jedem Zyklus aus, das hei3t die Kurve der

38



Material und Methoden

PCR miisste stets expotentiell ansteigen. Dies ist aber nur am Anfang der Reaktion fiir sehr we-
nige Zyklen der Fall. Bei der AACt-Methode werden die Cr-Werte der Proben zur Quantifi-
zierung herangezogen. Der Cr-Wert einer Probe ist der Zyklus, in welchem die Fluoreszenz so
stark angestiegen ist, dass sie erstmals hoher als der Schwellenwert ist. Auch zu diesem Zeit-
punkt ist der Verlauf der Amplifikationskurve nicht mehr expotentiell und geht schon in die
Sattigung tliber. Jedoch ist der Abfall der Kurve fiir alle Kurven etwa gleich, wie in Abbildung 4
zu sehen ist. Dadurch sind die verschiedenen Cr-Werte sehr gut vergleichbar und die Quantifi-

zierung prazise.
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Abbildung 4: Amplifikationskurven des Calibrators und sechs Proben in der logarithmischen
Darstellung (links) und der linearen Darstellung (rechts). Links ist zu erkennen, dass ein expoten-
tieller Anstieg der Kurven nur unterhalb der Baseline fiir 3-4 Zyklen vorhanden ist, danach miinden die
Kurven nach einem scheinbar linearen Anstieg schlielich in die Plateauphase. In der linearen Darstel-
lung rechts ist auch der sehr dhnliche Verlauf aller Kurven zu erkennen.

Herstellung des Calibrators

Der Calibrator, welcher iiber alle Experimente hinweg derselbe war, entsprach fiir beide
Testviren dem Zielgen. Zur Quantifizierung des Newecastle-Disease-Virus Stamm LaSota aus
den Luftproben wurde also auch dieser Virusstamm als Calibrator benutzt. Dazu wurde eine
Ampulle des Impfstoffs in 200 ml destillierten und autoklavierten Wasser aufgeldst. Die Virusti-
terbestimmung dieser Suspension erfolgte wie in 3.3.1.1 erldutert und betrug 10%%° EIDs, / ml.
Zur quantitativen Bestimmung des Infektidsen-Bursitis-Virus Stamm Cu-1M wurde das Virus
wie in 3.3.2.1 beschrieben vermehrt und ein Virusstock aus zellfreiem Zellkulturiiberstand her-
gestellt. Die Titration wurde wie in 3.3.2.2 durchgefiihrt und ergab 10 ™* TCIDs, / ml. Somit
waren die Titer der eingesetzten Calibratoren bekannt.

Der Calibrator wurde entsprechend den Proben behandelt, d.h. er wurde mit derselben endo-
genen Referenz normalisiert und die RNA-Extraktion sowie die Reverse Transkription erfolgten
wie in diesem Kapitel beschrieben. Die Verdiinnung der Calibratoren, mit welcher der Cr-Wert
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sehr nahe an den Cr-Werten der Luftproben lag, wurde ermittelt. Durch den geringen Abstand
der Cr-Werte voneinander, wird die Berechnung des relativen Verhéltnisses noch genauer. Somit
ergab sich eine Verdiinnung von 1:100 fiir beide als Calibratoren eingesetzten Virussuspen-
sionen. Die Verdiinnung mit PBS erfolgte vor der RNA-Extraktion. Es wurde zu Beginn eine
grofle Menge an cDNA hergestellt, gemischt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Damit wurde

sichergestellt, dass fiir alle Proben derselbe Calibrator zur Verwendung kam.

Durchfuhrung der Real-Time-PCR

Jede Probe wurde einfach, jedoch in zwei getrennten Reaktionsansétzen, analysiert. Ein Re-
aktionsansatz diente zur Detektion der Zielsequenz und ein anderer zur Detektion des Referenz-
gens. Fiir alle PCR-Reaktionen, in denen dieselbe Zielsequenz quantifiziert werden sollte, wur-
de ein gemeinsamer Mastermix, der alle Komponenten eines Ansatzes auler die cDNA enbhielt,
hergestellt. Der Mastermix wurde auf die verschiedenen Reaktionsansitze aufgeteilt. Die cDNA
des Calibrators sowie jeder Probe wurde zum einen in den Reaktionsansatz fiir die Zielsequenz
und zum anderen in den Ansatz fiir das Referenzgen pipettiert. Eine Negativkontrolle fiir beide
Reaktionsansitze mit Wasser anstatt cDNA wurde stets mitgefiihrt. Als Positivkontrolle diente
die Calibratorprobe selbst. Nach Zentrifugation der Proben wurde die PCR mit dem Tempera-
turschmema der Tabelle 4 durchgefiihrt.

Auswertung der Real-Time-PCR
Alle Proben wurden zu einem fiir jedes Virus speziellen Calibrator ins Verhiltnis (Ratio) ge-
setzt. Dieses Verhiltnis wurde wie folgt berechnet:
ACr (Calibrator) = Cr-Wert (Zielgen) - Cr-Wert (Referenzgen)
ACr (unbekannte Probe) = Cr-Wert (Zielgen) - Cr-Wert (Referenzgen)
AACt = ACt (unbekannte Probe) - ACr (Calibrator)
Ratio = 24T
Das Verhiltnis wurde auch graphisch in einem S&ulendiagramm dargestellt. Sowohl der Calibra-
tor als auch alle Proben wurden durch das Referenzgen (FCV) normalisiert. Dadurch wurden die
unterschiedlichen Verluste bei der RNA-Extraktion und der Reversen Transkription ausgegli-
chen. Durch diese Fehlerquellenvermeidung sind die Ergebnisse der Quantifizierung realisti-
scher und besser vergleichbar. Aus dem relativen Verhiltnis wurde der absolute Virustiter in den
Proben berechnet. Dieser Titer der Probe besitzt die gleiche Einheit wie der Titer des verwende-

ten Calibrators, bei NDV EIDs, / ml und bei IBDV TCIDs, / ml. Die Titer wurden auf ein Luft-

volumen bezogen und pro m® Luftprobe angegeben.
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3.6 Aerogene Ausscheidung ausgewahlter Impfviren

unter experimentellen Bedingungen
Mit den vorher in der Aerosolkammer validierten Messmethoden sollte herausgefunden wer-
den, ob mit Lebendvakzine geimpfte Tiere darauthin Viren vom Typ des Impfstoffes so aus-
scheiden, dass diese in Luftproben nachgewiesen werden konnen. Die Virusdetektion der beiden
Sammelverfahren sollte unter den in einem Stall vorherrschenden Bedingungen analysiert wer-
den. Dies wurde anhand der in 3.3.1 und 3.3.2 beschriebenen Impfstoffe gegen Newcastle Di-
sease und Infektidse Bursitis untersucht. Die Versuche wurden bei der Landesdirektion Leipzig

angezeigt (Aktenzeichen A 07/08 vom 13.05.08 und A 16/08 vom 13.10.08).

3.6.1 Versuchstiere
Fiir beide Versuche wurden Hiihner der Rasse Cobb-500 verwendet, welche als Eintagskiiken
beider Geschlechter von der Firma Cobb Germany AVIMEX GmbH (Wiedemar) bezogen wur-

den. Bei dieser Rasse handelt es sich um Mastelterntiere fuir Broiler.

3.6.2 Haltung der Versuchstiere
Die Tiere wurden in einem Stall mit einer Grundfliche von 4 m” und einer Héhe von 2 m auf
Einstreu gehalten. Es waren Vogelsand, Sitzstangen, erhohte Ebenen sowie zwei einfache Holz-
hiuser zur Ausgestaltung des Stalles vorhanden. Futter sowie Wasser hatten die Hithner ad libi-

tum zur Verfiigung. Das angewandte Temperaturregime ist Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Stalltemperaturen wahrend der Haltung.

Lebensalter (Tage) 1.-2. 3.-4. 5.-7. 8.-14. 15.-21. 22.-28. ab?29.

Stalltemperatur in °C 33-34 31-32 29-30 26-27 23-25 21-22 20-21

3.6.3 Versuchsaufbau
Es gab zwei verschiedene Tiergruppen fiir die Untersuchungen beider Viren. Die Anzahl der
Tiere pro Gruppe betrug 50 fiir die Untersuchungen zum Newcastle-Disease-Virus und 47 fiir
die zum Infektiosen-Bursitis-Virus. Der Versuchsablauf war bei beiden Viren annihernd iden-

tisch und wird im Folgenden beschrieben.
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3.6.3.1 Vorbereitende Untersuchungen

Die ungeimpften Tiere wurden am 8. Lebenstag auf das Vorhandensein von maternalen Anti-
korpern untersucht. Dazu wurde Blut aus der Fliigelvene entnommen und mit
5000 U / min tiber 10 min zentrifugiert, das Serum abpipettiert und bei -20 °C autbewahrt. Alle
Seren wurden mit Hilfe von kommerziellen ELISA-Testkits (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) untersucht. Fiir die Seren der spiter mit NDV geimpften Tiergruppe wurde der
FLOCKTYPE" recNDV, fiir die der IBDV-Gruppe der FLOCKTYPE® recIBDV (beide Labor
Diagnostik Leipzig, Leipzig) verwendet. Zudem erfolgte von jedem Tier die Entnahme von
Rachen- und Kloakentupfern. Dazu wurden sterile Wattetupfer verwendet, wobei jeweils 10
Tupfer gepoolt wurden. Dieser Tupferpool wurde mit 4 ml PBS versetzt und fiir 2 min geschiit-
telt. Danach wurde die Fliissigkeit sterilfiltriert und bei -80 °C gelagert oder zur direkten Wei-
terverarbeitung auf Eis gestellt. Die Proben wurden mittels qualitativer Real-Time-PCR unter-
sucht. Dazu erfolgte die RNA-Extraktion mit dem QIAmp® Viral RNA Mini Kit laut
Herstellervorschrift und die Reverse Transkription wie in 3.5.3.2 erldutert. Die Real-Time-PCR
zum qualitativen Virusgenomnachweis wurde mit dem Protokoll fiir das jeweilige Virus, be-
schrieben in 3.5.2, durchgefiihrt. Bei negativem Ergebnis der untersuchten Tupferpoolproben

sowie negativen Ergebnissen der Antikorpertiter des ELISA-Kits wurden die Tiere geimpft.

3.6.3.2 Vakzinierung

Sowohl der Impftstoff gegen Newcastle Disease (AviPro® ND LASOTA) als auch der gegen
Infektiose Bursitis (TAD® Gumboro vac) wurden intraokular und iiber das Trinkwasser verab-
reicht. Eine Impfstoffampulle beider genannter Viren enthielt 1000 Dosen. Eine Ampulle wurde
in 34 ml PBS aufgeldst und pro Tier 1 Tropfen in den Bindehautsack gegeben. Zusétzlich erhiel-
ten die Tiere die doppelte Impfdosis iiber das Trinkwasser, so dass pro Tier insgesamt eine
3-fache Dosis verabreicht wurde. Beide Impfstoffe sind fiir diese Applikationsarten zugelassen,
wobei der intraokulare Verabreichungsweg der Vakzine gegen die Infektiose Bursitis erst im
namensgeinderten Produkt (nun AviPro® GUMBORO VAC) vermerkt ist. Nach Auskunft von
Lohmann Animal Health bestehen jedoch keinerlei Verdnderungen des Impfstoftes, so dass auch
der Impfstoff mit altem Namen TAD® Gumboro vac ohne Bedenken intraokular angewendet

werden konnte.

3.6.3.3 Probenentnahme und —bearbeitung
Ab dem 1. Tag nach der Impfung erfolgte tdglich die Entnahme von Luftproben im Stall und
von der Stallabluft. Fiir die Stallluftprobe wurde die Liiftung {iber die Probennahmezeit hinweg

abgestellt, um eventuell in die Luft ausgeschiedene Viren zu konzentrieren. Zur Aufrechterhal-
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tung der Luftbewegung im Stall wurde ein Ventilator eingesetzt. Zur Sammlung der Abluftpro-
ben wurden die Geridte direkt vor der Abluftoffnung positioniert und gleichzeitig mit der Liif-
tung eingeschaltet. Der Impinger AGI-30, befiillt mit 35 ml virusspezifischer Sammelfliissigkeit
(3.4.2.1), wurde verwendet. Dies war etwas mehr Probenfliissigkeit als in den Versuchen mit der
Aerosolkammer, da hier mehr Fliissigkeit im Impinger durch die verlingerte Laufzeit verloren
ging. Es muss jedoch ein bestimmter Pegel der Fliissigkeit bestehen, damit die Luft gewaschen
werden kann. Der Impinger wurde wéhrend der Probennahme auf Eis gestellt. Das zweite
Sammelgerit war der AirPort® MD8 (Sartorius, Gottingen). Dabei wurde ein Gelatinefilter mit
einem Durchmesser von 80 mm verwendet. Die genauen Probenvolumina sind in Tabelle 7 dar-
gelegt. Der AirPort™ MD8 mit seiner kiirzeren Laufzeit wurde dabei 30 Minuten spiter als der

Impinger im Stall platziert.

Tabelle 7: Volumen der Luftproben und Flussrate der Entnahme.

Geriat Flussrate der Luftpro- Volumen der Proben
benentnahme

Stallluft Abluft

Impinger 12,51 / min 10001 20001

AirPort® MD8 501 / min 1000 1 20001

Das Volumen der Abluftprobe wurde im Vergleich zur Stallluftprobe verdoppelt, da dort eine
niedrige Viruskonzentration angenommen wurde.

Direkt im Anschluss an die Luftsammlung erfolgte die Bearbeitung der Proben. Die Im-
pingerfliissigkeit wurde wie schon in 3.4.3.3 beschrieben behandelt. Der Gelatinefilter, von gro-
Berem Durchmesser als bei den Experimenten mit experimentell erzeugtem Virusaerosol, wurde
in 6 ml virusspezifischem Medium aufgeldst und sonst genauso bearbeitet wie in 3.4.3.3 be-
schrieben. Zudem wurden tiglich von 20 Tieren Rachen- und Kloakentupferproben entnommen
und so bearbeitet wie in 3.6.3.1 beschrieben. Die Auswertung der Proben mittels Real-Time-
PCR erfolgte tdglich bei den Tupferproben und jeden zweiten Tag bei den Luftproben.
Zusétzlich wurden taglich Lufttemperatur sowie —feuchte dokumentiert.

Nach Beendigung der Probenentnahme (nach 14 Tagen) wurde den Tieren nochmals Blut aus
der Fligelvene entnommen und mittels des FLOCKTYPE® recNDV  bzw.
FLOCKTYPE® recIBDV auf Vorhandensein von Antikérpern untersucht.
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Die Anfangs- sowie Endseren der Tiergruppe des Versuchs mit Newcastle-Disease-Virus
wurden nach Versuchsende zusitzlich mit dem ELISA-Kit Flockcheck® NDV (Idexx, Ludwigs-

burg) untersucht und die Ergebnisse mit denen des anderen ELISA-Kits verglichen.
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3.7 Aerogene Ausscheidung ausgewahlter Impfviren in

konventionellen Geflugelhaltungen
Neben den Untersuchungen der Stall- und Abluft nach der Vakzinierung einer kleineren Tier-
gruppe unter experimentellen Bedingungen, wurden auch Luftanalysen unter Feldbedingungen
durchgefiihrt. Dazu wurden in kommerziellen Gefliigelstillen nach der Impfung gegen IBDV
bzw. NDV verschiedene Proben genommen. Die Sammlung der Luftprobe erfolgte immer mit
dem mobilen AirPort® MDS und hatte ein Volumen von 1000 I mit 50 1/ min Sammelgeschwin-
digkeit. Das Gerédt wurde an einer zentralen Stelle des Stalles mit viel Tieraufkommen und -

bewegung aufgestellt.

3.7.1 Infektidse-Bursitis-Virus

Es wurden insgesamt zehn Tierstille eines Betriebes, mit jeweils ca. 23.000 Tieren Besatz-
dichte untersucht. Die Luftproben wurden nach der ersten Impfung gegen IBDV, erfolgt am 14.
Lebenstag, gesammelt. Die Tiere wurden via Trinkwasser mit dem Impfstoff
TAD"™ Gumboro vac (Lohmann Animal Health, Cuxhaven) vakziniert. Als Zeitpunkt der Pro-
bennahme wurde der 4. bis 6. Tag nach Vakzinierung gewahlt. Zwei Stille wurden am 3. Tag,
sechs am 5. Tag und zwei Stille am 6. Tag nach der Impfung beprobt. Pro Stall wurde eine
Luftprobe gesammelt. Lufttemperatur sowie Luftfeuchtigkeit wurden ebenfalls erfasst.

Nach Beendigung einer Sammlung wurde der Filter sofort in eine sterile Petrischale iiber-
fiihrt und 6 ml Medium hinzugegeben. Bis zur Weiterbearbeitung im Labor am selben Tag wur-
den die Filter bei 2 — 6 °C aufbewahrt.

Die weitere Bearbeitung der Filterproben erfolgte analog 3.4.3.3. Die Proben wurden mittels

quantitativer Real-Time-PCR, wie in 3.5.3 beschrieben, ausgewertet.

3.7.2 Newcastle-Disease-Virus

Zur Priifung zum Vorkommen des Impfstammes LaSota des Newcastle-Disease-Virus in der
Luft von konventionellen Gefliigelhaltungen nach der Vakzinierung wurden insgesamt 10 Stélle
in zwei verschiedenen Betrieben untersucht. Dabei wurden die Stélle nach der ersten Impfung
gegen NDV, welche am 14. Lebenstag erfolgte, und nach der zweiten, erfolgt um den 56. Le-
benstag, beprobt. Als Impfstoff wurde immer AviPro® ND LASOTA verwendet. Neben Luftpro-
ben wurde zudem stichprobenartig Blut zur serologischen Untersuchung, sowie Rachentupfer-
proben zur Untersuchung mittels Real-Time-PCR entnommen. Dariiber hinaus wurden

Lufttemperatur und -feuchte erfasst. Der genaue Probenplan ist in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Tabelle 8: Probennahmeplan zur Untersuchung der Ausscheidung des Newcastle-Disease-Virus

in die Luft von konventionellen Gefliigelhaltungen.

Zeitpunkt und Anzahl der Probenentnahmen Betrieb 1 Betrieb 2

Stall 1-4 Stall 1-6
Luftproben 1 Probe pro Stall 1 Probe pro Stall
(jeweils am 4. und 6. Tag nach jeder Vakzi-
nierung)
Rachentupfer 10 Proben pro Stall 10 Proben jeweils aus
(jeweils am 4. und 6. Tag nach jeder Vakzi- Stall 1,3 und 5
nierung)
Blutproben 10 Proben jeweils aus 10 Proben jeweils aus
(jeweils am 18. und 60. Lebenstag) Stall 1 und 3 Stall 1,3 und 5

In Betrieb 1 wurden vier Stélle untersucht, wobei die Besatzdichte pro Stall bei ca. 14.000
Tieren lag. In Stall 1 und 2 wurde die erste Impfung iiber das Trinkwasser und in Stall 3 und 4
als Aerosolimpfung verabreicht. Die zweite Impfung erfolgte in allen Stéllen iiber das Trink-
wasser. Vom Betrieb 2 wurden sechs Stélle untersucht, wobei alle Vakzinierungen via Trinkwas-
ser durchgefiihrt wurden. Der Besatz eines Stalles umfasste ca. 7.000 Tiere.

Die Blutproben wurden an der Fliigelvene entnommen. Zur Entnahme der Rachentupferpro-
ben wurden sterile Wattetupfer verwendet und direkt in sterile Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt.
Nach der Luftprobennahme wurden die Gelatinefilter sofort mit 6 ml Medium in eine sterile
Petrischale iiberfithrt und zusammen mit den Blut- und Tupferproben kiihl ins Labor transpor-
tiert. Die Filter wurden weiter wie in 3.4.3.3 beschrieben bearbeitet. Die Auswertung erfolgte
mittels Real-Time-PCR wie in 3.5.3 erldutert. Die Blutproben wurden mit 5000 U / min iiber
10 min zentrifugiert, das Serum abpipettiert und bei -20 °C autbewahrt. Analog den Vakzinie-
rungsversuchen unter experimentellen Bedingungen wurden immer 10 Tupferproben gepoolt,
mit 4 ml PBS versetzt und 2 min geschiittelt. Die Fliissigkeit wurde sterilfiltriert und mittels
Real-Time-PCR untersucht.

Alle gewonnenen Seren wurden mit dem ELISA-Kit Flockcheck® NDV auf spezifische An-
tikdrper gegen NDV untersucht.
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3.8 Statistische Auswertung der Daten

Die ermittelten Messwerte haben, wie es in der Natur der Sache liegt, eine gewisse Ungenau-
igkeit. Daher wurden viele Datenpunkte ermittelte, die eine genaue statistische Auswertung mit
zuverldssigen Aussagen ermoglichen. Die graphischen Darstellungen und statistischen Auswer-
tungen wurden mit dem Programm OriginPro® 8 durchgefiihrt.

In der Natur und Technik sind die Messwerte im Allgemeinen logarithmisch-normal-verteilt
(LIMPERT et al. 2001), das heiBt der Logarithmus dieser Daten folgt der Gausschen Normal-
verteilung. Somit wurde zum genauen Beschreiben der statistischen Messwertverteilung der
geometrische Mittelwert xg,m mit der geometrischen (oder multiplikativen) Standardabwei-
chung o* genutzt. Die Ergebnisse werden daher als x,om X/ 0* angegeben. Dies bedeutet, dass
statistisch gesprochen 68,3 % der Daten im Intervall [Xgeom / 0%, Xgeom X 0*] liegen. Fiir geringe
Abweichungen der einzelnen Messwerte vom Mittelwert stimmen die logarithmische Normal-
verteilung und die (Gaussche) Normalverteilung iiberein. Dariiber hinaus ist letztere sehr ver-
traut, so dass zusitzlich das arithmetische Mittel mit der (Gausschen) Standardabweichung

Xaithm T 0 SOWie der Median x,,.q angegeben werden.

Zur vergleichenden Auswertung der Effizienzen beider Sammelgerite wurde u.a. der t-Test
fiir gepaarte Proben mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (p < 0,05) als Signifikanzni-
veau angewandt. Voraussetzung fiir die Verwendung des t-Tests ist eine Normalverteilung der
Werte. Diese wurde mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests iiberpriift. Waren die Werte nicht normal-
verteilt, wurden sie logarithmiert und erneut auf Normalverteilung gepriift. In der Regel folgten
die Werte, wie schon oben erwihnt, einer logarithmischen Normalverteilung und der t-Test
konnte angewendet werden (LIMPERT et al. 2001). Bei nicht logarithmisch normalverteilten
Werten wurde der verteilungsfreie Mann-Whitney-Test durchgefiihrt.

Die Daten wurden graphisch meist als Box-Plot dargestellt. Dabei stellt die Box den Bereich
dar, in welchem 50 % der Daten liegen und wird durch das obere und untere Quartil begrenzt.
Die beiden Whisker schlieBen die Werte im Bereich zwischen 5 % und 95 % ein und die Kreuze
Werte zwischen 1 und 99 %. Ausreifler werden aullerhalb dieser Markierungen dargestellt.

Die Ergebnisse der im ELISA untersuchten Seren wurden mit Hilfe des y*-Quadrattests auf

Signifikanzen bei einem Niveau von p < 0,05 getestet.
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4 Ergebnisse

4.1 Optimierung der Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR wurde zur quantitativen Bestimmung des Virusgenoms aus den Luft-
proben genutzt. Dafiir wurden zuvor die einzelnen Reaktionen fiir jedes Virus optimiert. Zuerst
wurde zur Uberpriifung der Entstehung von Primerdimeren eine Schmelzkurvenanalyse durch-
gefiihrt. Dabei werden die Schmelztemperaturen der entstehenden PCR-Produkte ermittelt und
in einer Schmelzkurve graphisch dargestellt. Die Kurve ergibt sich aus der ersten Ableitung der
Fluoreszenzintensitdt in Abhéngigkeit zur Temperatur. Optimalerweise hat diese Kurve ein Ma-
ximum bei einer fiir das jeweilige PCR-Produkt spezifischen Temperatur. Das Auftreten von
Oligonukleotiddimeren durch Bindung der Primer aneinander und anschlieBender Amplifikation
ist moglich. Dies ist anhand der Schmelzkurve an einem zusitzlichen, meist kleineren Neben-
maximum bei geringerer Temperatur zu erkennen. In keinem Fall war eine Primerdimerbildung
zu erkennen. Die Schmelzkurven der Negativkontrollen wiesen ebenfalls keinen spezifischen
Schmelzpunkt auf. Abbildungen der Schmelzkurven der Viren und der jeweils mitgefiihrten
Negativkontrolle sind im Anhang (Abbildung 16, 17 und 18) zu finden.

Die Effizienzen der einzelnen Reaktionen, d. h. die Wiederfindungsrate der eingesetzten
Templatemenge, wurde anhand von Standardkurven ermittelt und verbessert. Diese Optimierung
erfolgte durch Anpassung der Primer- und Sondenkonzentrationen sowie durch Verdnderung des
Temperaturschemas der Reaktionen. Das Pipettierschema jedes Virus mit den besten erreichten
Effizienzen wurde jeweils zweimal im Einzelansatz und einmal im Dreifachansatz wiederholt
und die Ergebnisse so bestitigt. Fiir die Reaktion des NDV betrug die {iber drei Reaktionsan-
sitze gemittelte Effizienz 97,0 %, fiir das IBDV 100,0 % und fiir FCV 99,5 %. Die Abbildungen
der Standardkurven sind im Anhang (Abbildung 19, 20 und 21) dargestellt.

Die Quantifizierung des Virusgenoms erfolgte mit Hilfe eines Calibrators nach dem Prinzip
der relativen Quantifizierung nach Normalisierung aller Proben mit einer endogenen Kontrolle,
wie in 3.5.3.3 beschrieben. Anhand Abbildung 5 soll exemplarisch die Quantifizierung der Vi-

rusgenommenge einiger Luftproben der Aerosolkammer dargestellt werden.
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Abbildung 5: Relative Quantifizierung von sechs Luftproben des experimentell erzeugten Vi-
rusaerosols. Der erste Balken von links stellt die Calibratorprobe dar und ist gleich 1 gesetzt. Die drei

Balken rechts davon stellen Proben des Impingers und die néchsten drei Proben des Gelatinefilters
dar.

Bei dieser Quantifizierung wird die genaue Nukleinsduremenge der Probe im Verhiltnis
zum Calibrator angegeben. Aus diesem Verhéltnis wurde anhand des bekannten Titers der ver-

wendeten Calibratorprobe die absolute Nukleinsduremenge in den Proben ermittelt.
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4.2 Untersuchungen an experimentell erzeugten Virus-
aerosolen

4.2.1 GroRenbestimmung der Partikel des erzeugten Virusaerosols

Mit Hilfe des Andersen-Kaskaden-Impaktors wurde die GroBe der Partikel des experimentell
erzeugten Virusaerosols in der verwendeten Kammer bestimmt. Die Teilchen wurden auf sechs
mit speziellem Medium bestiickten Petrischalen der GroBe nach abgeschieden. Nach anschlie-
Bender Auswertung mittels quantitativer Real-Time-PCR wurde der prozentuale Massenanteil

der Partikel einer bestimmten GroBenfraktion ermittelt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Prozentuale GroRRenverteilung der Partikel des experimentell erzeugten Virus-
aerosols. Die roten Punkte stellen die Ergebnisse der ersten Untersuchung dar, die schwarzen Kést-
chen die der zweiten.

Die Analysen ergaben, dass 43,5 % der Viren in Partikeln von einer GroBe zwischen 1 und 2 pm

vorkamen. In den restlichen fiinf Gréenbereichen lagen jeweils ca. 10 % der Viren.

4.2.2 Einfluss des Sammelmediums auf den Nachweis von
infektiosen Viren
4.2.2.1 Impinger
Zur Untersuchung des Einflusses der Sammelfliissigkeit auf die Infektisitit der Viren sowie

auf das Nachweissystem wurden verschiedene Vorversuche, erldutert in 3.4.2.1, durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9: Ergebnisse der Vorversuche mit dem Impinger. Der Impinger wurde mit Sammelfliissigkei-
ten verschiedener Zusammensetzung bestiickt, eine bestimmte Menge an Virussuspension wurde hinzu-
gegeben und nach 20-miniitiger Laufzeit erfolgte die Virustiterbestimmung im embryonierten Hiihnerei

(NDV) bzw. in Zellkultur (IBDV). Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus zwei Experimenten.

Sammelfliissigkeit Wiederfindungsrate des infektionsfahigen Virus
Newecastle-Disease-Virus Infektiose-Bursitis-Virus

pBS 85% 95%

PBS + 1 % FKS 28,4 % 75 %

PBS + 5 % FKS 24,7 % 66,3 %

Mit den verschiedenen Sammelfliissigkeiten des Impingers wurden unterschiedliche Wieder-
findungsraten des infektidosen Virus festgestellt. Dabei konnte bei NDV mit PBS + 1 % FKS und
bei IBDV mit PBS als Sammelfliissigkeit die hochste Virusdetektionsrate im embryonierten
Hiihnerei bzw. in der Zellkultur erreicht werden.

Die verschiedenen Sammelfliissigkeiten des Impingers hatten allein keinen Einfluss auf die

embryonierten Hithnereier oder Zellkultur.

4.2.2.2 Filter
Der Einfluss des Gelatinefilters auf den Virusnachweis (NDV im embryonierten Hiithnerei
bzw. IBDV in der Zellkultur) und auf das Nachweissystem wurde untersucht. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Ergebnisse der Vorversuche mit dem Gelatinefilter.

Wiederfindungsrate des infektionsfahigen Virus

Newecastle-Disease-Virus Infektiose-Bursitis-Virus

51,9 % 95,8 %
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Zusétzlich wurde ein alleiniger Einfluss des Gelatinefilters auf das embryonierte Hithnerei
und die BGM-Zellkultur untersucht. Dabei konnte bei keinem der beiden Detektionssystemen

ein toxischer Effekt festgestellt werden.

4.2.3 Versuche mit dem Newcastle-Disease-Virus
4.2.3.1 Effizienzen der beiden Sammelgerate
Es wurden insgesamt 18 Luftproben mit zwei Sammelgerdten aus einem experimentell er-
zeugten Virusaerosol entnommen. Die quantitative Auswertung erfolgte zum einen durch Titra-
tion im embryonierten Hithnerei und zum anderen mittels quantitativer Real-Time-PCR. Die
Detektionsraten der beiden Sammelgerdte mit den verschiedenen Nachweismethoden sind in

Abbildung 7 dargestellt und die genauen Virustiter sind im Anhang (Tabelle 17) beschrieben.

Impinger Filter

100 < Hx

10y ~# T

e

Virusnachweisrate in Prozent

0.1

Abbildung 7: Sammeleffizienzen der beiden Sammelgerdte zum Nachweis von NDV aus experi-
mentell erzeugtem Virusaerosol. Die hellgelben Boxen stellen die Ergebnisse fiir den Impinger dar,
die dunkelgelben Boxen die des Filters. Bei Boxen ohne Schraffur erfolgte die Virusquantifizierung
im embryoniertem Hiihnerei, bei Boxen mit Schraffur in der Real-Time-PCR. # steht fiir signifikante
Unterschiede zwischen den Sammelgeréten bei gleicher Virusnachweismethode. * steht fiir signifikan-
te Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Virusnachweismethoden bei Verwendung desselben

Sammelgerites . (p < 0,05; t-Test fiir gepaarte Proben)

Neben der graphischen Darstellung sind in Tabelle 11 zusétzlich ausgewdéhlte deskriptive statis-

tische Werte aufgefiihrt.
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Tabelle 11: Sammeleffizienzen beider Geréate mit zwei verschiedenen Nachweismethoden zur Detek-
tion von NDV aus einem Virusaerosol. Gelistet sind geometrischer Mittelwert mit geometrischer Stan-
dardabweichung, arithmetischer Mittelwert mit Standardabweichung und der Median

Geriét und geometrischer Mittelwert der arithmetischer Mittelwert
Methode zum  Sammeleffizienzen mit geometri- der Sammeleffizienzen mit Median
Virusnachweis scher Standardabweichung Standardabweichung
Impinger
Hiihnerei 4,0 % %/ 1,7 45%%*24% 4,2 %
quant. PCR 2,1 % /3,9 44% 52 % 1,9 %
Filter
Hiihnerei 1,2 % x/2,3 1,6 % £ 1,4 % 1,1 %
quant. PCR 22,3 % x/ 3,1 33,9 % + 30,4 % 26 %

Bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 konnte festgestellt werden, dass mit dem Impinger
eine signifikant hohere Virusnachweisrate fiir infektionsfahiges NDV (Titration im embryonier-
ten Hithnerei) erzielt werden konnte als mit dem Gelatinefilter. Bei dem Virusnachweis mittels
quantitativer Real-Time-PCR erlangte der Filter signifikant hohere Detektionsraten. Bei dem
Vergleich der beiden Quantifizierungsmethoden eines Sammelgerites, war bei Verwendung des
Impingers kein signifikanter Unterschied zwischen dem Virusnachweis im embryonierten Hiih-
nerei und mittels quantitativer Real-Time-PCR belegbar. Mit dem Filter hingegen konnten in der
PCR signifikant hdhere Virustiter ermittelt werden als im embryonierten Hithnerei.

Zusétzlich erfolgte eine Analyse der stichprobenartig entnommenen Allantoisfliissigkeiten
von Eiern mit viruspositiv gewerteten Hithnerembryonen in der Real-Time-PCR. Alle Ergebnis-

se dieser Proben waren positiv.

4.2.3.2 Einfluss der Luftfeuchtigkeit

Die Untersuchungen am Virusaerosol fanden bei zwei verschiedenen Luftfeuchten statt, ei-
ner hohen von ca. 85 % und einer niedrigen von ca. 50% relativer Luftfeuchtigkeit. Die Detek-
tionsraten beider Geréte von infektionsfahigem Virus sind in Abbildung 8 dargestellt.

Die statistische Auswertung unter Anwendung des Signifikanzniveaus von p < 0,05 ergab fiir
den Nachweis von infektidsem Virus mit dem Filter einen signifikanten Unterschied zwischen
den verschiedenen Luftfeuchten. Dabei konnte bei einer niedrigeren Luftfeuchte mehr Virus
mittels Titration im embryonierten Hiithnerei nachgewiesen werden. Mit dem Impinger als

Sammelgerit ldsst sich die gleiche Tendenz erkennen, jedoch wurde kein signifikanter Unter-
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schied errechnet. Bei dem Vergleich der prozentualen Virusnachweisraten ermittelt mit Hilfe
quantitativer Real-Time-PCR wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen

Luftfeuchten ermittelt.
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Abbildung 8: Sammeleffizienzen der beiden Sammelgerate zum Nachweis von infektiésem NDV
aus experimentell erzeugtem Virusaerosol bei hoher (85 %) und niedriger (50 %) Luftfeuchtig-
keit. Die hellgelben Boxen stellen die Ergebnisse fiir den Impinger dar, die dunkelgelben Boxen die
des Filters. Die Virusquantifizierung erfolgte im embryoniertem Hithnerei. # stellt signifikante Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Luftfeuchten bei Verwendung desselben Sammelgerites dar.
(p <0,05; Mann-Whitney-Test)

4.2 .4 Versuche mit dem Infektiosen-Bursitis-Virus

4.2.4.1 Nachweisraten der beiden Sammelgerate
Mit IBDV als Testvirus wurden ebenfalls die Effizienzen beider Sammelgeréte zur Detektion
dieses unbehiillten Virus ermittelt. Die Wiederfindungsraten sind in der Abbildung 9 dargestellt.
Hierbei wird jedoch nicht nach niedriger und hoher Luftfeuchtigkeit in der Aerosolkammer un-
terschieden. Der quantitative Nachweis erfolgte zum einen mittels Titration in der Zellkultur
und zum anderen durch quantitative Real-Time-PCR. Die genauen Virustiter sind dem Anhang

(Tabelle 18) zu entnehmen.
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Abbildung 9: Prozentuale Sammeleffizienzen der beiden Gerdte zum Nachweis von IBDV aus
experimentell erzeugtem Virusaerosol. Die hellgelben Boxen stellen die Ergebnisse fiir den Im-
pinger dar, die dunkelgelben Boxen die des Filters. Bei Boxen ohne Schraffur erfolgte die Virusquan-
tifizierung in der Zellkultur, bei Boxen mit Schraffur in der Real-Time-PCR. # steht fiir signifikante
Unterschiede zwischen den Sammelgerdten bei gleicher Virusnachweismethode. * steht fiir signifikan-
te Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Virusnachweismethoden bei Verwendung desselben
Sammelgerites. (p < 0,05; t-Test fiir gepaarte Proben)

Ein signifikanter Unterschied lag bei p < 0,05 vor. Bei dem Vergleich beider Sammelgeréte
konnte infektionsfahiges IBDV durch Titration in der Zellkultur signifikant besser mit dem Im-
pinger als mit dem Filter nachgewiesen werden. Bei der Virusquantifizierung mittels Real-Time-
PCR, wurden hingegen in Proben des Filters signifikant hohere Wiederfindungsraten erzielt als
in denen des Impingers. Vergleicht man beide Nachweismethoden eines Gerites, so sind die
Virusdetektionsraten des Impingers bei Titration in Zellkultur und die des Filters bei Quantifi-
zierung in der Real-Time-PCR signifikant am hdchsten. Die genauen statistischen Angaben

dazu sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle 12: Sammeleffizienzen beider Geréte mit zwei verschiedenen Nachweismethoden zur Detek-
tion von IBDV aus einem Virusaerosol. Gelistet sind geometrischer Mittelwert mit geometrischer Stan-
dardabweichung, arithmetischer Mittelwert mit Standardabweichung und der Median

Gerét und geometrischer Mittelwert der arithmetischer Mittelwert
Methode zum  Sammeleffizienz mit geometri- der Sammeleffizienz mit Median
Virusnachweis scher Standardabweichung Standardabweichung
Impinger
Zellkultur 31,8 % x/ 1,8 37,2 % +20,1 % 35%
quant. PCR 5,8% x/2,3 8,1%+7,6% 5%
Filter
Zellkultur 0,016 % x/2,2 0,02 % + 0,02 % 0,014 %
quant. PCR 36,1 % %/ 3,4 63,4% 573 % 44,6 %

Mit einigen stichprobenartig ausgewédhlten positiven Proben wurden Zellkulturen infiziert
und der Zellkulturiiberstand anschlieBend mittels Real-Time-PCR ausgewertet. In allen Proben

konnte in der PCR Infektioses-Bursitis-Virus detektiert werden.

4.2.4.2 Einfluss der Luftfeuchtigkeit
Die Untersuchungen am Virusaerosol fanden bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca.
50 % und ca. 85 % statt. Die Detektionsraten beider Gerdte von infektionsfahigem Virus sind in

Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Prozentuale Sammeleffizienzen der beiden Sammelgerdte zum Nachweis von in-
fektiosem IBDV aus experimentell erzeugtem Virusaerosol bei hoher (85 %) und niedriger
(50 %) Luftfeuchtigkeit. Die hellgelben Boxen stellen die Ergebnisse fiir den Impinger dar, die
dunkelgelben Boxen die des Filters. Die Virusquantifizierung erfolgte durch Titration in Zellkultur.
# stellt signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Luftfeuchten bei Verwendung dessel-
ben Sammelgerites dar. (p < 0,05; Mann-Whitney-Test)

Die Wiederfindungsrate von infektionsfahigen IBDV, gesammelt mit dem Impinger, war bei
einem Signifikanzniveau von p < 0,05 bei hoher Luftfeuchtigkeit signifikant hoher als bei nied-
riger. Hinsichtlich der Virusdetektion mit Hilfe des Filters konnte kein signifikanter Unterschied
bei verschiedenen Luftfeuchtigkeiten festgestellt werden. Auch bei Analyse mittels quantitativer

Real-Time-PCR wurde bei keinem Gerite ein Unterschied zwischen den Luftfeuchten ermittelt.

4.2.5 Vergleich der Nachweisraten beider Testviren
Alle Detektionsraten beider eingesetzter Testviren, welche mit den verschiedenen Sammel-
gerdten und Nachweismethoden ermittelt wurden, wurden mit Hilfe des t-Tests flir gepaarte

Proben miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

57



Ergebnisse

Tabelle 13: Vergleichende Darstellung der Detektionsraten beider Testviren. + steht fiir signifikanten

Unterschied bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05, - steht fiir keinen signifikanten Unterschied

Gerédt und Methode zum geometrischer Mittelwert der Sam-  signifikanter
Virusnachweis meleffizienz mit geometrischer Unterschied
Standardabweichung (p <0,05)
NDV IBDV
Impinger
Hiihnerei / Zellkultur 4,0 % x/ 1,7 31,8 % x/ 1,8 +
quant. PCR 2,1 % %/3,9 5,8 % x/2,3 +
Gelatinefilter
Hiihnerei / Zellkultur 1,2 % %/ 2,3 0,016 % x/2,2 +
quant. PCR 22,3 % %/ 3,1 36,1 % </ 3,4 -

4.2.6 Nachweisgrenzen der Sammelgeréate fur die Virusdetektion

aus der Luft
Zur Ermittlung der Nachweisgrenzen der beiden verwendeten Sammelgerdte mit den ver-
schiedenen Methoden zum quantitativen Virusnachweis wurden verschiedene Verdiinnungsstu-
fen der verwendeten Virussuspensionen (10 bis 10™) vernebelt, Luftproben mit beiden Sam-

melgerdten entnommen und analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 gezeigt.
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Tabelle 14: Nachweisgrenzen des Impingers und Gelatinefilters bei der Detektion von NDV und
IBDV aus experimentell erzeugtem Virusaerosol. Die zu vernebelnde Originalvirussuspension wurde
mit verschiedenen Verdiinnungsstufen eingesetzt. + steht fiir positiven Virusnachweis, - steht fiir negati-

ven Virusnachweis, Ei = embryoniertes Hithnerei, ZK = Zellkultur

Verdiinnungsstufe berechneter Titer des Ergebnisse fiir die Testviren mit beiden Gerdten
der Virus- Virusaerosols und Nachweismethoden
suspension
NDV IBDV
NDV (in IBDV (in . \
3 3 Impinger ! Filter Impinger :  Filter
EIDs¢/m”)  TCIDso/m”) ) !
Ei PCR{Ei PCR|ZK PCR{ZK PCR
10! 1053 10™! + + ol o+ + + b +
102 10> 10%! + T +
10° 1045 10%' e T
10 1035 10*! e

Bei Verwendung des Impingers konnte infektionsfahiges Newcastle-Disease-Virus durch
Titration im embryonierten Hiihnerei bis zu der Nachweisgrenze von 10> EIDs,/ m’ sicher
nachgewiesen werden, bei Quantifizierung in der Real-Time-PCR bis zur Grenze von
105 EIDso / m®.  Infektioses-Bursitis-Virus wurde in Zellkultur bis zur Grenze von
10> TCIDs, / m® wiedergefunden, mittels der Real-Time-PCR bis zu 10%! TCIDsy / m°.

In den Filterproben wurde das NDV nur bis zu dem Aerosoltiter von 10%°° EIDsy / m® im
embryonierten Hithnerei nachgewiesen. Durch die Real-Time-PCR war die Detektion noch bei
einer weiteren Verdiinnungsstufe, d.h. bis 10’ S EIDsy / m® positiv. Bei dem IBD-Virus konnte
nur bei der ersten Verdiinnung von 107 (entspricht 10" TCIDs,/ m®) ein geringer Virustiter
durch Titration in Zellkultur ermittelt werden. Der Virusgenomnachweis in der Real-Time-PCR
jedoch war bis zu dem Aerosoltiter von 10°! TCIDs, / m’® sicher positiv.

Bei der Verdiinnung der zu vernebelnden Virussuspension von 10 waren alle Proben nega-

tiv. Die ermittelten Virustiter pro m’ Luft aller Proben sind im Anhang (Tabelle 19) zu finden.
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4.3 Aerogene Ausscheidung ausgewahlter Impfviren
unter experimentellen Bedingungen
4.3.1 Impfung gegen Newcastle Disease

4.3.1.1 Ergebnisse der Tupferproben
Ab dem 1. Tag nach Vakzinierung wurden taglich von 20 Tieren Rachen- und Kloakentupfer
entnommen und wie in 3.6.3.1 beschrieben untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11

zusammengefasst.

Anzahl der Tupferpoolproben
mit positivem PCR-Ergebnis

T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Anzahl der Tage nach der Vakzinierung

Abbildung 11: Untersuchung der Rachen- und Kloakentupfer (2 Tupferpoolproben aus jeweils 10
Tupfern) auf NDV Stamm LaSota mittels Real-Time-PCR. Die Ergebnisse der Rachentupferproben
sind schwarz dargestellt, die der Kloakentupfer rot.

In den Tupferproben des Rachens konnte ab dem 1. Tag p. vacc. und bis zum 5. Tag das Vi-
rus in beiden Tupferpoolproben nachgewiesen werden. Am Tag 6+7 nach Vakzinierung war
jeweils nur eine Tupferpoolprobe positiv, bevor ab Tag 8 kein Virus mehr in den Rachentupfern
mittels PCR detektiert werden konnte. Die Kloakentupfer waren bis auf zwei Ausnahmen am

Tag 7 und 8 nach der Impfung immer negativ.

4.3.1.2 Ergebnisse der Luftproben
Es wurden tdglich Proben von Stall- sowie Abluft parallel mit Impinger und dem
AirPort® MD8 genommen und mittels quantitativer Real-Time-PCR analysiert. Zu keinem Zeit-
punkt konnte in Proben des Impingers Virusgenom gefunden werden. Bei Analyse der Filter-
proben des AirPort” MD8 wurde am Tag 4 und 5 p.vacc. Virusgenom detektiert und quantifi-

ziert. Am 4. Tag nach der Impfung wurde in der Stallluft Virus mit einem Titer von
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10> EIDs, / m’ nachgewiesen. Einen Tag spiter konnte das Impfvirus in der Stallluft mit einem

Titer von 10*’ EIDs, / m® Luft und in der Abluft 10" EIDs,/ m® gefunden werden.

4.3.1.3 Ergebnisse der serologischen Untersuchungen
Die Seren der insgesamt 50 Tiere wurden mit ELISA-Kits zwei verschiedener Hersteller jeweils
am 8. Lebenstag und 21 Tage nach der Impfung untersucht. Die Ergebnisse dieser Unter-

suchungen sind vergleichend in Abbildung 12 aufgezeigt.

ELISA 1 ELISA 2
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Anteil der Tiere in Prozent
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Lebenstag 8 21 Tage p. vacc. Lebenstag 8 21 Tage p. vacc.

Abbildung 12: Untersuchung der Seren von Lebenstag 8 und 21 p.vacc. auf Antikérper gegen NDV
mit zwei verschiedenen ELISA-Kits. Der Anteil der Tiere mit negativem AntikOrpertiter ist grau darge-
stellt, der mit positiven Antikdrpertiter rot und der Anteil mit zweifelhaftem Ergebnis hellgelb.

Bei Verwendung des ELISA-Kits 1 (FLOCKTYPE® recNDV) waren iiber 90 % der Tiere am
8. Lebenstag negativ auf Antikdrper gegen NDV getestet wurden. 21 Tage nach der Impfung
war der Anteil der Tiere mit positivem Antikorpertiter gegen das Impfvirus mit 52 % signifikant
erhoht.

Der ELISA-Kit 2 (Flockcheck™ NDV) ergab fiir die Untersuchung der Seren vom 8. Lebens-
tag signifikant unterschiedliche Ergebnisse als ELISA-Kit 1. So reagierten 84 % der Seren posi-
tiv auf Antikdrper gegen NDV. Im Gegensatz dazu war dieser Anteil der Tiere mit positivem

Antikorpertiter 21 Tage nach der Impfung mit 50 % signifikant erniedrigt.
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4.3.2 Impfung gegen Infektiése Bursitis
4.3.2.1 Ergebnisse der Tupferproben
Zur Kontrolle der Impfvirusausscheidung wurden nach Vakzinierung auch hier tiglich von
20 Tieren Rachen- sowie Kloakentupfer genommen und jeweils 10 Proben gepoolt. Die Ergeb-
nisse der Auswertung dieser Tupferpoolproben in der Real-Time-PCR sind in Abbildung 13
gezeigt.

Anzahl der Tupferpoolproben
mit positiven PCR-Ergebnis

T T T T T T T T T T 1

0o 2 4 6 8 10 12
Tage nach der Vakzinierung

Abbildung 13: Untersuchung der Rachen- und Kloakentupfer (2 Tupferpoolproben aus jeweils 10
Tupfern) auf IBDV mittels Real-Time-PCR. Die Ergebnisse der Rachentupferproben sind schwarz
dargestellt, die der Kloakentupfer rot.

Uber den gesamten Probennahmezeitraum wurde nur jeweils in einer Rachentupferpoolprobe

(Tag 3) und einer Kloakentupferpoolprobe (Tag 4) Virusgenom detektiert.

4.3.2.2 Ergebnisse der Luftproben
In den Proben der Stall- sowie Abluft konnte zu keinem Zeitpunkt und mit keinem der beiden

Sammelgerite Virus mittels Real-Time-PCR nachgewiesen werden.

4.3.2.3 Ergebnisse der serologischen Untersuchungen
Die Seren aller Tiere wurden vor und nach Vakzinierung auf Antikdrper gegen IBDV unter-
sucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt. Sie zeigen, dass vor der Impfung am
8. Lebenstag keines der Tiere einen positiven Antikdrpertiter aufwies. Uberdies reagierte
21 Tage nach Vakzinierung das Serum von nur einem Tier positiv und von 4 Tieren zweifelhatft.
Alle anderen Hiihner zeigten keine positiven Antikorpertiter gegen IBDV im verwendeten

ELISA-Test.
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Abbildung 14: Untersuchung der Seren von Lebenstag 8 und 21 p.vacc. auf Antikdrper gegen IBDV.
Der Anteil der Tiere mit negativem Antikorpertiter ist grau dargestellt, der mit positivem Antikorpertiter
rot und der Anteil mit zweifelhaftem Ergebnis hellgelb.

4.4 Aerogene Ausscheidung ausgewahlter Impfviren in
konventionellen Geflugelhaltungen
4.4.1 Impfung gegen Newcastle Disease
Es wurden zehn Stélle aus zwei Betrieben auf das Vorkommen des Impfvirus NDV Stamm
LaSota untersucht. Dazu wurden Rachtupferproben, Luftproben sowie Blutproben zur serologi-

schen Untersuchung entnommen. Des Weiteren wurde bei jeder Probenentnahme Lufttempera-

tur und —feuchte protokolliert.
4.4.1.1 Lufttemperatur und relative Luftfeuchtigkeit

Bei jeder Probenentnahme wurde Temperatur sowie die relative Luftfeuchtigkeit im Stall do-
kumentiert (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Lufttemperatur und relative Luftfeuchtigkeit der beprobten Stélle in Betrieb 1 und 2.

Zeitpunkt der Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit
Luftprobenentnahme der untersuchten Stille in:
Betrieb 1 Betrieb 2

4 bzw. 6 Tage nach

20-22°C,71-85% 22-26°C,55-75%
der ersten Vakzinierung
4 bzw. 6 Tage nach

17-19°C, 70 -85 % 16 - 23 °C, 60 - 80 %

der zweiten Vakzinierung

4.4.1.2 Rachentupferproben
In Betrieb 1 und 2 wurde wie schon in 3.7.2 beschrieben Rachentupfer entnommen und mit
Hilfe der Real-Time-PCR ausgewertet. In keiner der Tupferpoolproben konnte dabei Virus

nachgewiesen werden.

4.4.1.3 Ergebnisse der Luftproben
In verschiedenen Stéllen wurden mehrere Luftproben 4 bis 6 Tage nach der Impfung mit
AviPro® ND LASOTA gesammelt und untersucht. In keiner Luftprobe konnte ein positives Er-

gebnis in der Real-Time-PCR erzielt werden.

4.4.1.4 Untersuchung der Seren im ELISA
In beiden Betrieben wurden jeweils 4 Tage nach der ersten Impfung (am 18. Lebenstag) und
4 Tage nach der zweiten (am 60. Lebenstag) stichprobenartig Blut entnommen. Die Seren wur-
den mittels eines ELISA-Kits auf Antikdrper gegen NDV untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 15 dargestellt.
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Betrieb 1 Betrieb 1 Betrieb 2

Stall 1+2 Stall 3+4 Stall 1-6
100~

80

60

40

201

Anteil der Tiere in Prozent

18 60 18 60 18 60
Lebenstag zum Zeitpunkt der Blutenthnahme

Abbildung 15: Stichprobenartige Untersuchung von Gefligelseren auf Antikérper gegen NDV aus
zwei Betrieben mit konventioneller Haltung am Lebenstag 18 und 60. Im Betrieb 1 Sta// /+2 und
Betrieb 2 Stall 1-6 erfolgten die erste und zweite Vakzinierung via Trinkwasser, im Betrieb 1 Stall 3+4 die
erste Impfung als Sprayimpfung und die zweite via Trinkwasser. Der Anteil der Tiere mit negativem An-
tikorpertiter ist grau dargestellt, der mit positivem Antikorpertiter rot.

Es ist ersichtlich, dass sowohl zu dem friithen Probennahmezeitpunkt (am 18. Lebenstag) als
auch zu dem spédteren Zeitpunkt (am 60. Lebenstag) Tiere mit positiven Antikorpertitern vor-
handen sind. In allen Stéllen jedoch nimmt der Anteil an Tieren mit positiven Antikorpertitern
im Laufe der Zeit tendenziell zu. Auf Grund der kleinen Stichprobenanzahl in Betrieb 1 wurden
die ELISA-Ergebnisse von Stall 1 bis 4 fiir die statistische Auswertung zusammengefasst. Da-
bei ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Antikorpertitern vom 18. und 60.
Lebenstag. Im Betrieb 2 jedoch lies sich eine signifikante Erhéhung von antikérperpositiven

Tieren im Verlauf der Zeit ermitteln.

4.4.2 Impfung gegen Infektiose Bursitis
In zehn Stéllen aus einem Betrieb wurden 4 bis 6 Tage nach der Vakzinierung gegen IBDV
jeweils eine Luftprobe von 1000 1 entnommen. Die Lufttemperatur in allen Stéillen betrug zwi-
schen 24 und 28 °C, die relative Luftfeuchtigkeit 65 - 75 %. Die Impfung erfolgte mit dem
Infektiosen-Busitis-Virus Stamm Cu-1M. Filterproben wurden mittels Real-Time-PCR analy-

siert. In keiner Probe wurde dabei Virus nachgewiesen.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Sammelmethoden auf ihre Eignung zum Nach-
weis luftgetragener Viren untersucht. Diese grundlegenden Untersuchungen wurden an experi-
mentell erzeugten Virusaerosolen in einer Aerosolkammer durchgefiihrt. Die vergleichenden
Analysen der Sammelgerite erfolgten anhand zweier Gefliigelviren, dem Newcastle-Disease-
Virus und Infektiose-Bursitis-Virus. Dabei stellt das NDV ein Modell fiir ein Gefliigelvirus mit
allgemein geringerer Tenazitét und das IBDV fiir eines mit hoher Tenazitit dar. Es wurden ver-
schiedene Methoden zum quantitativen Virusnachweis aus Luftproben entwickelt und vergli-
chen. Weiter umfasste diese Arbeit lufthygienische Untersuchungen zur aerogenen Ausschei-

dung ausgewahlter Gefliigelimpfviren (NDV und IBDV) nach Vakzinierung der Tiere.

5.1 Untersuchungen an experimentell erzeugten Virus-

aerosolen
Zwei Sammelgerite, der Impinger AGI-30 und der Gelatinefilter, wurden hinsichtlich ihrer
Effizienz zum Virusnachweis aus Luftproben untersucht. Dazu wurden Aerosole aus Newcastle-

Disease-Virus und Infektidse-Bursitis- Virus generiert.

5.1.1 Etablierung von Methoden zum quantitativen Virusnachweis

aus Luftproben
Um eine Effizienz der Gerdte zum Nachweis von infektionsfihigen Viren bzw. Virusgenom

ermitteln zu konnen, war eine genaue Quantifizierung der Viren im Probenmaterial notwendig.

5.1.1.1 Nachweis von infektionsfahigem Virus

Newcastle-Disease-Virus

Die Quantifizierung des infektionsfahigen NDV aus den mittels der verschiedenen Geréte
gesammelten Luftproben erfolgte in embryonierten Hiithnereiern mit der Methode nach Reed
und Muench (REED u. MUENCH 1938). Dabei waren die viruspositiven Embryonen, welche
infolge der Probeninokulation verstarben, eindeutig von den virusnegativen unterscheidbar. Die
stichprobenartig mittels Real-Time-PCR auf NDV LaSota untersuchten Allantoisfliissigkeiten
von Eiern mit viruspositiv gewerteten Embryonen bestétigten die Ergebnisse. Diese Vorgehens-
weise empfiehlt auch das Friedrich Loffler Institut in der amtlichen Methodensammlung fiir
anzeigepflichtigen Tierseuchen vom Mirz 2009 (FRIEDRICH LOFFLER INSTITUT 2009). In
der Vergangenheit wurde dazu oft der weniger spezifische Himagglutinationstest angewandt

(LUTZ et al. 1984).

66



Diskussion

Embryonen, welche als Negativkontrolle mit virusfreier Fliissigkeit beimpft wurden, zeigten
keine Verdnderungen. Die angewandte Methode der Virustitration im Ei ist somit sehr gut zum
Nachweis des NDV aus den verschiedenen Luftproben geeignet.

Auch Versuche der Titration von lentogenen Stimmen des NDV in Zellkultursystemen waren
in anderen Studien erfolgreich, jedoch erwies sich die Methode in embryonierten Hiithnereiern

stets als sensitiver (LOMNICZI 1974, WAMBURA et al. 2006).

Infektiose-Bursitits-Virus

Zur Virustitration wurde die permanente Zelllinie aus Buffalo-Green-Monkey-Zellen ver-
wendet (JACKWOOD et al. 1987). In der Vergangenheit wurden dafiir vor allem primére Zellli-
nien (LUKERT u. DAVIS 1974) oder auch embryonierte Hiihnereier verwandt (MULLER et al.
2003). Die Titration in primdren Hithnerembryofibroblasten wurde auch in dieser Arbeit erfolg-
reich getestet. Jedoch wies diese primére Zellkultur keine wesentlichen Vorteile gegeniiber der
permanenten auf und so fiel die Entscheidung auf die arbeits- und zeitsparendere Verwendung

der permanenten BGM-Zelllinie.

5.1.1.2 Etablierung der quantitativen Real-Time-PCR

Neben dem Nachweis der infektionsfahigen Viren erfolgte auch die Quantifizierung des
Virusgenoms in den Luftproben. Dafiir wurde die quantitative Real-Time-PCR ausgewéhlt, da
es sich hierbei um ein Verfahren mit hoher Sensitivitit und Spezifitit handelt. Hinzu kommt,
dass die Schritte der Nukleinsédureamplifikation, PCR-Produkt-Detektion und Quantifizierung in
einem geschlossenen System ablaufen. Dies hat neben der Schnelligkeit den Vorteil der Konta-
minationsvermeidung. Zudem vereinfacht bzw. ermdglicht sie die Untersuchung der Proben auf
Viren, fiir welche bisher kein geeignetes Zellkultursystem existiert (WILLEKE 1998).

Die beiden Schritte der Nukleinsdureisolierung sowie der reversen Transkription, welche vor
der quantitativen PCR erfolgen, sind dabei von groler Wichtigkeit. Deshalb wurde aus drei
kommerziellen Kits der QIAmp® Viral RNA Mini Kit ausgewihlt, da dieser am besten zur
RNA-Isolierung aus den verschiedenen Probenfliissigkeiten (Zellkulturiiberstand, Virus aufge-
16st in PBS, Impingersammelfliissigkeit und verfliissigter Gelatinefilter) geeignet war. Auch
HERMANN et al. (2007) verwendeten diesen Kit zur Bearbeitung von Impingerproben. Um
Verluste durch Lagerung der RNA zu vermeiden, wurde die gewonnene RNA ziigig in cDNA
umgeschrieben, da cDNA stabiler und somit langer lagerfahig ist als RNA (BUSTIN 2000).

Es wurde das Prinzip der relativen Quantifizierung mit Normalisierung aller Proben ange-
wandt. Dies wurde zur Analyse von Luftproben in der vorliegenden Arbeit erstmals auf diese

Weise durchgefiihrt und konnte in der Literatur nicht gefunden werden. Bisher fiihrte man vor
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allem Quantifizierungen ohne Normalisierung der Proben mit Hilfe einer Standardkurve durch
(FABIAN et al. 2008, HERMANN et al. 2007, DEE et al. 2005, CHO et al. 2006, QUAN et al.
2004, HIETALA et al. 2005). In dieser Arbeit wurde FCV als Referenzgen zur Normalisierung
der Proben und Calibratoren verwendet. Durch Hinzugabe einer konstanten Menge an FCV vor
der RNA-Isolierung, wurden unterschiedliche Effizienzen der Nukleinsdureisolierung sowie der
reversen Transkription ausgeglichen. Anhand des Vergleichs mit einer Calibratorprobe bekann-
tem Titers, welche fiir alle Proben eines Testvirus dieselbe war, lie3 sich so der absolute Wert
des Virustiters der unbekannten Probe leicht und wesentlich verlésslicher errechnen.

Fiir jedes zu quantifizierende Zielgen und fiir das Referenzgen wurden spezifische Primer-
paare entworfen und mittels Schmelzkurvenanalyse getestet, wobei keine unspezifischen PCR-
Produkte, wie z.B. Primerdimere, welche die Effektivitit der PCR reduzieren konnen (BEJ et al.
1991), festgestellt wurden. Durch den Einsatz von TagMan®-Sonden wurde eine hohe Spezifitit
der PCR garantiert (WALKER 2002). Alle Reaktionen konnten so optimiert werden, dass die
erforderliche Effizienz von 95 - 100 % fiir die Quantifizierung mittels Real-Time-PCR fiir jede
Reaktion erreicht wurde. Die Effizienz wurde mit der Standardkurvenmethode ermittelt. Trotz
identischer Ziel-DNA in den Standardverdiinnungen und in den Luftproben, kénnen die wahren
Effizienzen der Reaktionen der Aerosolproben auf Grund der unterschiedlichen Zusammen-
setzung der Probenfliissigkeit und eventuell enthaltender Inhibitoren abweichen (MEIJERINK
et al. 2001, KUHNE u. OSCHMANN 2002, ZENG et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit je-
doch, wirken diese hemmenden Faktoren, durch Normalisierung der Proben, theoretisch auf die
PCR des Ziel- und Referenzgens gleichermallen ein und werden somit verrechnet. Deutlich wird
dies in Abbildung 22, in welcher die Amplifikationskurven des FCV mehrerer Luftproben sowie
des Calibrators dargestellt sind. Das Referenzgen wurde zu jeder Probe in gleicher Menge zuge-
setzt und miisste somit theoretisch iiberall den gleichen Cr-Wert besitzen. Dies ist jedoch nicht
der Fall, was auf die oben genannten Griinde zuriickzufiihren ist. Diese Abweichungen werden
dann bei der Normalisierung der Proben beriicksichtigt. Damit werden die Ergebnisse der Quan-
tifizierung in der Real-Time-PCR realistischer und die Genauigkeit somit verbessert (PFAFFL
2004).

5.1.2 Vergleich der Effizienzen der Sammelgerate
Die Effizienzen von Impinger AGI-30 und Gelatinefilter zur Virusisolierung aus der Luft
wurden an experimentellen Virusaerosolen aus NDV und IBDV untersucht. Dabei wurde ein
identisches Volumen einer Luftprobe mit beiden Gerdten simultan und mit gleicher Geschwin-
digkeit entnommen. Dies ist fiir einen genauen und direkten Vergleich der Gerédte notwendig

(MAYR 2002, HERMANN et al. 2006), wurde jedoch in der Literatur nicht immer beachtet. So
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verglichen TSENG u. LI (2005) die Effizienzen vier verschiedener Sammelgerite, welche je-
doch alle ein unterschiedliches Probenvolumen aus dem Aerosol entnahmen. BOURGUEIL et
al. (1992a) verglichen einen Zyklon-Sammler und die Sedimentationsmethode, wobei die Be-
probungszeit mit beiden Verfahren um den Faktor 4 variierte und man zudem bei der Sedimen-
tation kein Luftvolumen zuordnen kann.

Zum Vergleich verschiedener Sammelmethoden ist eine Quantifizierung der Keime aus den
Luftproben unerlésslich. In der dieser Arbeit wurde hierzu zum einen infektionsfihiges Virus

und zum anderen Virusgenom quantifiziert.

5.1.2.1 Nachweis infektionsfahiger Viren

Die beiden Sammelgerite wurden auf ihre Effizienz zur Isolierung von infektionsfahigen Vi-
ren aus Luftproben untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass mit dem Impinger die Nachweis-
rate signifikant hoher war als mit dem Gelatinefilter. Die Sammeleffizienz des Impingers fiir
beide Testviren wiederum ist jedoch signifikant unterschiedlich (Tabelle 13). Fiir NDV betragt
der geometrische Mittelwert 4 %, fiir IBDV 31,8 %. Dies ist mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
auf den Virusaufbau zuriickzufiihren. Das Newcastle-Disease-Virus besitzt eine Lipidhiille und
ist somit allgemein labiler (ZEE u. MACLACHLAN 2004). Wahrscheinlich wird diese Hiille
sehr leicht durch den Sammelprozess des Impingers beschéddigt, wodurch das Virus seine Infek-
tiositét verliert. Diese Vermutung bestétigen auch die Ergebnisse der Vorversuche mit verschie-
denen Sammelfliissigkeiten (Kapitel 4.2.2.1). Dabei wurden nach 20-miniitiger Betriebszeit des
Impingers nur zwischen 8,5 % und 28,4 % der theoretisch moglichen Menge an NDV wieder
gefunden. GRINSHPUN et al. (2007) erklart den Infektidsititsverlust der Mikroorganismen
durch Sammelstress infolge Impaktion gegen die Glaswand des Impingers. Weiter ist durch die
extreme Fliissigkeitsbewegung ein ,,reentrainment™ schon gesammelter Keime moglich. LIN et
al. (2000) spekulieren, dass hydrophobe Partikel, wie auch behiillte Viren, besonders leicht von
der Fliissig- in die Gasphase libertreten wiirden. Fiir das zweite Testvirus (IBDV) hingegen,
konnte in den Vorversuchen zwischen 66,3 % und 89,5 % nachgewiesen werden. Dieses Virus
besitzt keine Hiille, hat eine hohe Tenazitit (MULLER et al. 2003) und ist somit weniger stress-
anfillig bei der Sammlung mit dem Impinger. Hinzu kommt der Einfluss des Suspensionsmedi-
ums der zu vernebelnden Viren. Dabei wirken proteinhaltige Medien schiitzend (DUBOVI u.
AKERS 1970) und erhohen die Effizienzen der Sammelgerdite. TROUWBORST u. WINKLER
(1972b) schreiben vor allem den apolaren Aminosduren die grofite protektive Wirkung zu. Auch
Zugabe von Salzen zum Suspensionsmedium kann eine schiitzende Wirkung haben
(BENBOUGH 1971). Die protektive Wirkung der Proteine wurde auch speziell fiir das ND-
Virus Stamm LaSota nachgewiesen (LUTZ et al. 1984). In den in dieser Arbeit durchgefiihrten

Versuchen war das IBDV in Zellkulturmedium mit 10 % FKS suspendiert, NDV dagegen in
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PBS. Somit kénnte IBDV im Aerosol besser vor einer Inaktivierung geschiitzt worden sein als
NDV. Zusitzlich wurde die schiitzende Wirkung von Proteinen im Sammelmedium des Im-
pingers bei der Auswahl der Sammelfliissigkeit beriicksichtigt. Mit beiden Viren wurden in Vor-
versuchen Fliissigkeiten mit unterschiedlichem Proteingehalt getestet und diese mit den besten
Virusnachweisraten ausgewahlt. Bei dem unbehiillten IBDV waren die Nachweisraten fiir die
verschiedenen Fliissigkeitszusammensetzungen dhnlich, so dass die Wahl auf PBS fiel. Jedoch
muss angemerkt werden, dass die Testvirussuspension, welche zu der jeweiligen Fliissigkeit
hinzu gegeben wurde einen Proteingehalt von 10 % aufwies und somit auch das Sammelmedi-
um eine geringe Proteinkonzentration von ca. 0,3 % enthielt.

Bei NDV wirkte sich ein Proteinzusatz zum Sammelmedium positiv auf die Viruswiederfin-
dungsrate aus. Dies wird durch Untersuchungen von STOLZE u. KAADEN (1989) bestitigt.
HERMANN et al. (2006) hingegen fanden PBS ohne Proteinzusitze, dafiir mit Ethylenglycol,
als das am besten geeignete Sammelmedium fiir das behiillte PRRS-Virus heraus. Fiir alle fol-
genden Versuche der vorliegenden Arbeit wurde PBS + 1 % FKS verwendet. Zur Verhinderung
der starken Schiaumung wurde Olivendl hinzugesetzt. Bei dieser Zusammensetzung war aller-
dings die Sterilfiltration der Probenfliissigkeit stark erschwert und es mussten immer mehrere
Sterilfilter verwendet werden.

Im Vergleich zu den prozentualen Detektionsraten der Vorversuche waren diese bei den ex-
perimentellen Aerosolen dann geringer. Dies ldsst sich vor allem mit den physikalischen Verlus-
ten durch Sedimentation einiger Aerosolpartikel innerhalb der Aerosolkammer bzw. auf dem
Weg zum Sammelgerit begriinden (IJAZ et al. 1987, HERMANN et al. 2007).

Mit Hilfe des Gelatinefilters konnten bei beiden Testviren nur sehr geringe Virusnachweisra-
ten von 1,2 % (NDV) und 0,016 % (IBDV) festegestellt werden. Der verwendete Filter hatte
eine Porengrofle von etwa 3 um. Jedoch werden die Partikel in seiner vernetzten Tiefenstruktur
sehr gut durch ihre Trégheit, Diffusion und elektrostatische Anziehung zuriickgehalten
(GRINSHPUN et al. 2007). Dies bestitigten auch BURTON et al. (2007), die eine physikalische
Sammeleffizienz von > 96 % fiir Gelatinefilter mit gleicher Porengrofle ermittelten. Dabei wur-
de die Partikelanzahl in der Luft vor und nach Passage des Filters gemessen. Die niedrigen
Sammeleffizienzen fiir infektionsfdhige Viren sind demnach wahrscheinlich auf mechanische
Beschédigung der Viren durch den Sammelstress und Austrocknung zuriickzufiihren (WANG et
al. 2001).

In der Literatur sind fiir die Effizienzen von Impingern und Gelatinefiltern zur Sammlung
verschiedener Viren aus kiinstlichen Aerosolen stark voneinander abweichende Angaben zu

finden (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Ergebnisse anderer Studien zu Effizienzen von Impingern und Filtern fir den Nachweis
infektionsfahiger Viren aus experimentell generierten Aerosolen. nLF = niedrige Luftfeuchtigkeit,
mLF = mittlere Luftfeuchtigkeit, hLF = hohe Luftfeuchtigkeit

Sammelgerdt  Testkeim Geriteeffizienz Quelle

Rhinovirus 0,25 % bei nLF / KARIM etal. (1985)
mLF
30 % bei hLF

Poliovirus 9 % bei hLF 1JAZ et al. (1985)
kein Nachweis bei

Tmpinger nLF / mLF

Bovines Rotavirus max. 74 % bei mLF  1JAZ et al. (1994)

MS2, phi x174, T7, 0,01 %-3 % TSENG u. LI (2005)
phi6

Yellow-Fever-Virus ca. 1-3% MAYHEW et al. (1968)
MS2, phi x174, T7, 0,1 %-6% TSENG u. LI (2005)

Gelatinefilter ~ phi6

KSV max. 2,2 % WEESENDORP et al. (2008)
Nitrocellulose- NDV 1% LANDMAN u. VAN ECK
filter (2001)

Im Kontrast zu diesen Ergebnissen ermittelten HAFERKORN et al. (1968) und JASCHOF
(1992b) eine relative Effektivitdt des Gelatinefilters von 74 % bzw. 200 % und 400 % im Ver-
gleich zum Impinger. Die Autoren machen jedoch keine Angaben beziiglich der absoluten Effi-
zienzen der Gerite zur Isolierung von infektionsfahigem Virus aus Luftproben.

Die Ergebnisse aus dieser Arbeit sowie die aus Tabelle 16 zeigen, dass die Effizienz des Ge-
latinefilters stets in einem relativ niedrigen, einstelligen Prozentbereich liegt und die des Im-
pingers zwischen den verschiedenen Studien sehr stark schwankt. Die Sammeleffizienzen
scheinen von sehr vielen Faktoren beeinflusst zu werden. Neben dem verwendeten Testkeim,
der relativen Luftfeuchtigkeit, Temperatur oder das Suspensionsmedium, ist die mogliche Wie-
derfindungsrate von vernebelten Viren auch von der gesamten Apparatur abhéngig. So wird ein
Virus bei Vernebelung mit verschiedenen Diisen unterschiedlich stark inaktiviert (ADAMS et al.

1982). Weiter ist die von der Diise erzeugte TropfchengrdBe fiir die Stabilitdt des Aerosols und
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somit den Virusnachweis von groer Bedeutung (SATTAR u. IJAZ 2007). Der Aufbau der Ap-
paratur, bei welcher es sich um ein statisches Aerosol oder um ein dynamisches handeln kann,
ist auch zu berticksichtigen. Weiter ist zu beachten, dass bei der Methode der Filtration auch der
verwendete Sammelkopf die Effizienz beeinflussen kann. Es gibt eine Vielzahl verschiedener
Sammelkopfe (z.B. GSP, IOM, CIS), welche Filter verschiedener Grofle verwenden. Dies alles
erschwert den Vergleich verschiedener Studien und muss bei der Datenbewertung beriicksichtigt
werden. Dennoch ist insgesamt der Impinger fiir den Nachweis von infektionsfahigen Viren aus

Aerosolen als besser geeignet einzuschitzen als der Gelatinefilter.

Einfluss der Luftfeuchtigkeit

Der Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf die biologische Stabilitdt von Viren wurde von ver-
schiedenen Wissenschaftlern untersucht (BENBOUGH 1971, MOE u. HARPER 1983,
HERMANN et al. 2007). Vor allem die Virusmorphologie beeinflusst demnach die Reaktion auf
die unterschiedlichen Luftfeuchten, wobei die Virushiille dabei von besonderer Bedeutung ist.
Behiillte Viren besitzen im Allgemeinen eine hdhere Stabilitét bei niedrigeren Luftfeuchten, wie
z.B. DONALDSON u. FERRIS (1976) und HERMANN et al. (2007) in Experimenten mit ver-
schiedenen behiillten Viren zeigten. Viren ohne Hiille dagegen sind meist bei hohen Luftfeuch-
tigkeiten stabiler (ADAMS et al. 1982, BOURGUEIL et al. 1992a, IJAZ et al. 1994, MOHR
2007). Deshalb wurden die Experimente in dieser Arbeit bei zwei unterschiedlichen relativen
Luftfeuchtigkeiten durchgefiihrt, einer hohen von 85 % und einer niedrigeren von 50 %. Bei
dem niedrigeren Wert von 50 % handelt es sich eigentlich um eine mittlere Luftfeuchte, da in
der Natur selbstverstdndlich weitaus trockenere Luft vorkommt. In Gefliigelstéllen der konven-
tionellen Broilerhaltungen, welche auch in den Feldstudien der vorliegenden Arbeit untersucht
wurden, liegt die relative Luftfeuchte jedoch zwischen 50 % und 80 % (HOY et al. 2006). Hin-
zu kommt, dass fiir die Erzeugung des kiinstlichen Aerosols mit einer sehr niedrigen Luftfeuchte
in der hier verwendeten Apparatur nur sehr wenig Virussuspension pro Luftvolumen hitte ver-
nebelt werden konnen. Dadurch wire der Virustiter im Aerosol im Vergleich zu der sehr hohen
Luftfeuchtigkeit viel geringer gewesen und ein Vergleich schlechter moglich.

Die Ergebnisse fiir das Newcastle-Disease-Virus zeigen, dass die Virusnachweisraten mit
dem Filter signifikant und mit dem Impinger tendenziell bei der niedrigeren Luftfeuchte hoher
waren als bei der hoheren (Abbildung 8). Bestétigt wird dies durch KOURNIKAKIS et al.
(1987), die fiir NDV Stamm LaSota die hochste Stabilitét des Virus bei niedriger Luftfeuchtig-
keit von 20 - 30 % in Kombination mit einer niedrigen Temperatur von 10 °C beschreiben. Die
Untersuchungen zum Infektidsen-Bursitis-Virus ergaben bei Sammlung mit dem Impinger sig-

nifikant hohere Virusnachweisraten bei der hoheren Luftfeuchtigkeit. Dieses Ergebnis deckt sich
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mit Resultaten weiterer Studien, in denen verschiedene andere unbehiillte Viren auch eine ho-
here Stabilitdt bei hohen Luftfeuchtigkeiten zeigten (HATCH u. WARREN 1969,
DONALDSON u. FERRIS 1976, BENBOUGH 1971, ADAMS et al. 1982). In Untersuchungen
von KARIM et al. (1985) unterscheidet sich die Virusnachweisrate bei den verschiedenen Luft-
feuchten viel deutlicher als bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten. Sie fanden
infektioses Rhinovirus bei niedriger Luftfeuchtigkeit nur zu 0,25 %, bei hoher bis fast 30 %
wieder. Dies konnte auch an der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Apparatur liegen, bei
welcher stindig neue Virussuspension vernebelt wird und somit die vorherrschende Luftfeuch-
tigkeit auf die Viruspartikel nur wahrend ihrer Passage durch die Kammer fiir einige Minuten
einwirkt. Fiir das IBDV speziell sind in der Literatur keine anderen Untersuchungen zu dieser
Thematik vorhanden.

TROUWBORST et al. (1974b) erkldren die Inaktivierung von Viren durch eine bestimmte
vorherrschende Luftfeuchtigkeit mit der Adsorbtion derer an der Grenzfldche Luft/Wasser und
der Tendenz ihrer Hiillproteine zur Entfaltung. Dieser Adsorbtionsschritt ist abhéngig von der
Oberflachenbeschaffenheit der Viren. Hydrophobe Partikel adsorbieren schlechter an diese
Grenzfliche und wiirden sich vor allem in der Luftphase befinden. Die daraus resultierende
starke Oberflichenspannung zwischen Virus und Luft kann zur Inaktivierung des Viruspartikels
filhren. Behiillte Viren konnen durch den beschriebenen Prozess besonders leicht inaktiviert
werden, da ihre Lipidhiille die hydrophobe Natur der Virusoberfliche und somit die Proteinver-
dnderungen verstdrken. Viele unbehiillte Viren (wie MKS-Virus, Swine vesicular disease virus,
Vesicular exanthema virus, Equines Rhinovirus 1, Bovines Adenovirus 1) hingegen, wurden bei
trockener Luftfeuchte inaktiviert (DONALDSON u. FERRIS 1976). Dies wird auf Austrock-
nung durch Entzug von essentiellen Wassermolekiilen aus dem Capsid (DONALDSON u.
FERRIS 1976, STARK 1999) oder auf strukturelle Neuanordnungen von Capsidproteinen durch
Rehydrierung bei der Sammlung (BENBOUGH 1971) zuriickgefiihrt.

Im Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse stellten HUGH-
JONES et al. (1973) bei Wildtypen des NDV eine bessere Stabilitit bei besonders hohen Luft-
feuchtigkeiten fest. Und fiir die unbehiillten Rhinoviren z.B. wurde sowohl bei sehr hohen als
auch bei niedrigen Luftfeuchtigkeiten eine hohe Stabilitéit ermittelt (KARIM et al. 1985).

Schlussfolgernd ist unter Einbezug der in dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse nur eine Ten-
denz des Einflusses der relativen Luftfeuchte auf die Stabilitdt der Viren im luftgetragenen Zu-
stand zu erkennen: behiillte Viren scheinen stabiler bei niedrigen Luftfeuchtigkeiten, unbehiillte
bei hohen Luftfeuchtigkeiten. Jedoch haben noch viele andere Faktoren, wie das Suspensions-
medium der zu vernebelnden Viren (BENBOUGH 1971), das Sammelmedium, Temperatur
(HERMANN et al. 2007) oder Bearbeitung der Proben (TSENG u. LI 2005) Einfluss auf die
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Infektiositiat der Viren bei unterschiedlichen Luftfeuchtigkeiten in experimentell generierten
Aerosolen.
5.1.2.2 Nachweis des Virusgenoms

Die Ergebnisse zeigen, dass in den Versuchen mit beiden Testviren und beiden Sammelme-
thoden Virusgenom in der Real-Time-PCR gefunden und quantifiziert werden konnte. In den
Proben des Gelatinefilters allerdings, konnte signifikant mehr Virusgenom detektiert werden als
in denen des Impingers. Die Virusnachweisraten in den Impingerproben liegen mittels PCR
(NDV 2,1 %, IBDV 5,8 %) sogar noch unter denen mittels Titration im embryonierten Hithnerei
bzw. Zellkultur (NDV 4 %, IBDV 31,8 %). Daher ist eine Hemmung der PCR der Impingerpro-
ben zu vermuten. Dies ist vor allem in Umweltproben ein bekanntes Phdnomen (ZENG et al.
2004). Die Inhibition kann durch Stérungen des Mikroorganismenaufschlusses, schlechte Nuk-
leinsdureisolierung, Hemmung der Polymerase oder auch durch Abbau von Nukleinsduren zu-
stande kommen (ABU AL-SOUD u. RADSTROM 1998, WILSON 1997, PECCIA u.
HERNANDEZ 2006). Ob bestimmte Substanzen der Impingerfliissigkeit fiir eine Hemmung
verantwortlich sein konnten, ldsst sich nur vermuten. Prinzipiell werden bei der Sammlung
Schadgase und Staub in die Impingerfliissigkeit ausgewaschen, wovon eine inhibierende Wir-
kung ausgehen konnte. In der Ausgangsfliissigkeit des Sammelgerites befanden sich Salze und
bei der Sammlung von NDV zusitzlich noch Protein sowie Olivendl. Sowohl Proteine
(HERMANN et al. 2006) als auch Salze (WILSON 1997) wurden als hemmende Substanzen
identifiziert. KREADER (1996) hingegen konnte keine inhibierende Wirkung von Proteinen auf
die PCR nachweisen. Auch die Filterproben enthalten durch ihren extrem hohen Gehalt an Gela-
tine sehr viel Protein. Bei dem Vergleich der Cr-Werte des endogenen Referenzgens (VP1 von
FCV) in Proben des Impingers mit denen des Gelatinefilters (Abbildung 22) ist eine in allen
Proben wiederkehrende Abweichung auffallig. Die Cr-Werte der endogenen Kontrolle in den
Proben des Filters sind allgemein hoher als von der Kontrolle in den Impingerproben, welche im
Bereich der Calibratorprobe liegen. Somit scheint eher die PCR der Filterproben inhibiert zu
sein. Doch genau diese Abweichungen der endogenen Kontrollen in den verschiedenen Proben
werden bei der Normalisierung der Proben beriicksichtig und gehen bei der Quantifizierung in
die Berechnung ein (folglich 3.5.3.3). Diese unterschiedliche Inhibition der Reaktionen beein-
trachtigt demnach die Quantifizierung des Virusgenoms aus den Luftproben nicht wesentlich
und stellt somit einen bemerkenswerten Vorteil gegeniiber einer Quantifizierung ohne Normali-
sierung der Proben dar. ALVAREZ et al. (1995) und MAHER et al. (2001) berichten auch von
der PCR-Inhibition in Proben von Bioaerosolen. Demnach seien hohe Konzentrationen durch
fremde DNA héufig Ursache dafiir. Ein weiterer, wichtiger Aspekt ist der Unterschied zwischen
den Endvolumina der Proben beider Gerite. Dieses betridgt fiir die Impingerproben 30 ml und

fiir die Gelatinefilter 4 ml. Hochstwahrscheinlich ist das Volumen der Impingerfliissigkeit zu
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grofl um die Nukleinsduren genauso effizient wie aus den Filterproben zu isolieren (PECCIA u.
HERNANDEZ 2006), worin die Ursache der niedrigeren Effizienz des Impingers begriindet
liegen konnte. Eine Aufkonzentrierung der Impingerfliissigkeit durch Ultrazentrifugation auf
das gleiche Volumen der Filterproben wurde versucht, war aber, wie bei MAYR (2002), nicht
erfolgreich. Gegen eine Angleichung der Volumina durch Verdiinnung der Filterprobenfliissig-
keit sprach die wahrscheinlich dadurch hervorgerufene Effizienzreduzierung des Gelatinefilters.

In den Versuchen mit IBDV stimmen die Detektionsraten fiir infektionsfihiges Virus (Titra-
tion in Zellkultur) der Impingerproben mit denen fiir Virusgenom der Filterproben sehr gut
iiberein (kein signifikanter Unterschied). Hier wére demnach eine Abschitzung der Menge an
infektionsfahigen Viren in einer Luftprobe anhand der Analyse einer Filterprobe mittels quanti-
tativer Real-Time-PCR gut moglich. Dies wire fiir Einsétze in der Praxis durch die praktikable
Probenentnahme mittels Filtration und der schnellen Analyse von grolem Vorteil. In den Versu-
chen mit NDV wurde dieser Zusammenhang allerdings nicht gefunden, was auf die oben erldu-
terte Inaktivierung der labileren Viruspartikel im luftgetragenen Zustand bzw. infolge des Sam-
melstresses zuriickzufiihren ist. In der Praxis miissten diese Ergebnisse vorsichtig interpretiert
werden. Dennoch ist auch hier eine grobe Abschitzung der Viruslast in der Luft moglich, da,
abhingig in welcher GroBBenordung Virusgenom in Luftproben gefunden wird, davon auszuge-
hen ist, dass ein Teil davon auch infektidses Virus war.

Die ermittelten Effizienzen des Filters von 22,3 % fiir NDV bzw. 36,1 % fiir IBDV liegen
unter den theoretisch mdglichen 100 %. Dies ist z.T. auf physikalische Verluste und weniger auf
die Zerstorung der RNA im Aerosol zuriickzufiihren (IJAZ et al. 1987, HERMANN et al. 2007).
Zudem kann die Probenbearbeitung und eventuelle -lagerung zum Verlust an RNA fiihren.

Schlussfolgernd ist der Gelatinefilter sehr gut zum Nachweis von Virusgenom aus Luftpro-
ben mittels quantitativer Real-Time-PCR geeignet. Mit dieser Methode wurden fiir beide Viren
die hochsten Detektionsraten ermittelt. PECCIA u. HERNANDEZ (2006) beschreiben, dass in
vergangenen Untersuchungen von Bioaerosolen mittels PCR in iiber 50 % der Félle die Filtra-
tion zur Luftkeimsammlung angewandt wurde. Jedoch wurden vor allem Oberflichenfilter aus
Polycarbonaten benutzt. Die Gelatinefilter haben den Vorteil, dass sie komplett in Losung ge-
bracht werden konnten und sich somit alle gesammelten Mikroorganismen auch letztendlich in
der Probenfliissigkeit befinden.

Auch in der Vergangenheit wurde schon der quantitative Nachweis von Mikroorganismen in
Luftproben mittels PCR durchgefiihrt (CHO et al. 2006, QUAN et al. 2004, HIETALA et al.
2005). Dennoch existieren in der Literatur keine Angaben iiber die Effizienz von Sammelgeri-
ten mit dieser Analysemethode. Die dazu durchgefiihrten systematischen Untersuchungen in

dieser Arbeit liefern somit die ersten Ergebnisse zu dieser speziellen Thematik.
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5.1.2.3 Ermittlung der tatsachlichen Viruskonzentration

Der ermittelte Virusgehalt einer Luftprobe entspricht nicht der tatséchlich vorhandenen Vi-
ruskonzentration. Diese wird meist unterschitzt, da wie oben erldutert nicht 100 % der Viren aus
einer Luftprobe quantifiziert werden konnen. In der vorliegenden Arbeit ist z.B. die Einfithrung
eines Korrekturfaktors eine Moglichkeit auf den wahren Virusgehalt in der Luftprobe zu schlie-
Ben. Dieser Faktor kann hier anhand der Untersuchungen mit experimentell erzeugten Aerosolen
abgeschitzt werden. Fiir beide Testviren wurde die beste Effizienz zur Virusquantifizierung
durch Filtration und nachfolgender Analyse mittels Real-Time-PCR erzielt, 22,3 % fiir NDV
bzw. 36,1 % fiir IBDV. Daraus ergibt sich ein Korrekturfaktor von 3 bis 4. Das heifit, mit dieser
Methode wird jedes 3. bis 4. Virus in der Luftprobe detektiert wird. Bei der Detektion von in-
fektionsfihigen IBDV wurde eine dhnlich hohe Nachweisrate (31,8 %) mittels Iminger und
Analyse in Zellkultur ermittelt. Auch hier wiirde ein Korrekturfaktor von 3 ausgewéhlt werden.
Infektioses NDV hingegen wurde mit einer Rate 4 % mit dem Impinger wiedergefunden. Hier
ist die Berechnung schwieriger, da dieses behiillte Virus sehr labil und somit anfélliger fiir
Sammelstress ist. Dies wurde schon in den Vorversuchen (4.2.2.1) gezeigt. Demnach miisste
hier der Korrekturfaktor zur Berechnung des Gehaltes an infektionsfihigen Viren ca. 25 betra-
gen. Bei diesen rechnerischen Ansitzen wurden jedoch die physikalischen Verluste in der Aero-
solkammer vernachléssigt. Weiterfithrende Untersuchungen wiren zur zusitzlichen Einbezie-
hung dieser GroBe und damit exakterer Berechnung eines Korrekturfaktors notig.

Es zeigt sich, dass sich bei der Methode mit der insgesamt hochsten Effizienz, Filtration in
Kombination mit der quantitativen Real-Time-PCR, auch einen dhnlicher Korrekturfaktor fiir

beide Testviren ergibt. Dies spiegelt die gute Reproduzierbarkeit dieses Verfahrens wider.

5.1.2.4 Nachweisgrenzen der Sammelgerate

Die Grenze des Virusnachweises mit den verschiedenen Sammelgerédten und Analysemetho-
den wurden anhand experimentell generierter Aerosole ermittelt (Kapitel 4.2.6). Die Werte ge-
ben eine grobe Orientierung, da die zu vernebelnde Virussuspension immer 1:10 weiterverdiinnt
wurde. Feinere Verdiinnungsstufen hitten den Bereich der Nachweisgrenzen weiter eingrenzen
konnen. Der ermittelte niedrigste Titer des generierten Virusaerosols, welcher noch zu einem
sicheren Nachweis von infektionsfahigen Viren fiihrte, lag bei 10> EIDsy / m® fiir NDV bzw.
10> TCIDs,/ m® fiir IBDV. Diese Nachweisgrenzen wurden mit dem Impinger erzielt. Der
Nachweis von Virusgenom gelang mit dem Gelatinefilter besser und fiihrten ebenfalls bei einem
Titer des Virusaerosols von 10>*® EIDs, / m® fiir NDV bzw. 10°' TCIDs, / m® fiir IBDV zu si-
cher positiven Ergebnissen.

Diese Nachweisgrenzen sind allerdings auf das Sammelvolumen von 200 1 zu beziehen.

JASCHOF (1992a) gibt eine rein rechnerisch bestimmte Nachweisgrenze des Gelatinefilters
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(50 mm Durchmesser) bei Virustiterbestimmung im embryonierten Hiithnerei von
4 x 10" EIDs, / m® bei einem Luftvolumen von 22,51 an. Zur Senkung der unteren Nachweis-
grenze fiithrt er die Erhdhung des Probenvolumens und eine Reduzierung des Losungsmediums
an (JASCHOF 1992b). Das Volumen kann prinzipiell iiber eine Erhohung der Sammelge-
schwindigkeit und iiber eine Verldngerung der Sammelzeit erzielt werden. Bei der Filtration ist
die Erhohung der Sammelgeschwindigkeit, je nach benutztem Gerédt, gut mdglich. Laut
JASCHOF (1992a) wird weder durch Zeit noch durch die Geschwindigkeit die Uberlebensfi-
higkeit der Viruspartikel beeinflusst. Nach den Ergebnissen in dieser Arbeit wurden die Viren
hingegen schon nach der Sammelzeit von 20 min stark infolge des Sammelstresses beschadigt.
Dies wiirde jedoch die sehr effiziente Analyse der Filterproben durch die Real-Time-PCR nicht
beeinflussen. So wire eine Sammelzeit- sowie Sammelgeschwindigkeitserhohung zur Senkung
der unteren Nachweisgrenze zu empfehlen. Bei Verwendung eines Impingers ist die Geschwin-
digkeit der Luftprobennahme begrenzt und eine Regulierung nur iiber die Zeit moglich. Hierbei
kommt es jedoch durch sehr lange Laufzeiten zu einer vermehrten Schiadigung schon gesammel-
ter Viren bzw. zum ,,reentrainment* der Partikel und somit zu einem erhéhten Verlust der Aus-
beute (HERMANN et al. 2006). Bei Untersuchungen unter Praxisbedingungen werden haufig
sehr groBe Probenvolumina genommen, z.B. ca. 33.000 1 (HUGH-JONES et al. 1973) oder ca.
127.000 1 (HIETALA et al. 2005). Dafiir gibt es spezielle ,,High-volume-sampler®, nach dem
Prinzip des Impingement funktionierend, wobei die meisten mehr als 500 1 / min sammeln

(PECCIA u. HERNANDEZ 2006).

5.1.3 Kritische Betrachtung der Versuchsapparatur

Mit der in dieser Arbeit verwendeten Apparatur wurde ein dynamisches Virusaerosol erzeugt,
welches sich in einem stindigen Fluss durch die Aerosolkammer befand. Dabei wurde iiber die
gesamte Zeit die Virussuspension ,,frisch® vernebelt und war in einer konstanten Konzentration
pro Volumeneinheit vorhanden. Somit wurde ein Verlust der Infektidsitit der Viren durch das
»Altern® des Aerosols weitestgehend eingeschrinkt und beeinflusste damit nicht die Ermittlung
der Geréteeffizienzen. In anderen Untersuchungen wurde hiufig erst die gesamte Virussuspen-
sion in eine Kammer vernebelt und erst dann erfolgte die Probenentnahme. Meist wurde dabei
das Aerosol durch Luftumwélzung an der Sedimentation gehindert. Diese Apparaturen eignen
sich besonders zur Bestimmung von Halbwertszeiten von Mikroorganismen im luftgetragenen
Zustand (WEESENDORP et al. 2008) und zum Studieren des linger einwirkenden Einflusses
verschiedener Luftfeuchtigkeiten (IJAZ et al. 1994, HERMANN et al. 2007).

Weiterhin ist die Sedimentation von Teilchen in Aerosolexperimenten von grof3er Bedeutung.

Dadurch werden die Partikel dem Sammelgerét gar nicht erst zugédnglich und wiirden die Gera-
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teeffizienz falschlicherweise reduzieren. Die Partikelgrofe sollte zur Herstellung eines stabilen
Aerosols kleiner als 5 um sein (SATTAR u. IJAZ 2007). Die Ergebnisse der PartikelgroBBenbe-
stimmung mit Hilfe des Andersen-Kaskaden-Impaktors zeigen, dass der grofite Teil im Bereich
von 1 - 2 um lag und ca. 77 % aller Teilchen kleiner 6 um waren. Das erzeugte Aerosol kann
somit als stabil eingeschétzt werden. Trotzdem ist davon auszugehen, dass dem Aerosol ein Teil
der Viruspartikel durch physikalische Verluste verloren gegangen ist und nicht von den Sam-
melgerdten, d.h. auch nicht durch den Andersen-Kaskaden-Impaktor, erfasst werden konnte
(LUTZ et al. 1984). Dies beeinflusst natiirlich die Bestimmung der wahren Sammeleffizienz der
Gerite, ist aber ein hier nicht vermeidbarer sytematischer Fehler, welcher bei der Probenent-
nahme auf beide Gerdte gleichermallen einwirkte. Dadurch, dass in dieser Arbeit das Aerosol
kontinuierlich erzeugt wurde, wurden diese physikalischen Verluste jedoch minimiert. Denn in
anderen Untersuchungen wurde gezeigt, dass der Marker von gekennzeichneten Viren direkt
nach der Vernebelung zu ca. 100 % detektiert werden konnte und erst anschlieBend ein Abfall zu
verzeichnen war (IJAZ et al. 1987, HERMANN et al. 2007). Anders verhilt es sich mit den
biologischen Verlusten in einem Aerosol. Dabei wurden zum Teil hohe initiale Verluste ermit-
telt. Zum Beispiel konnte LANDMAN u. VAN ECK (2001) direkt nach der Virusvernebelung
nur noch 1 % NDV wieder finden. Dies kann jedoch neben der Virusinaktivierung durchaus im
eventuell unzuldnglichen Nachweissystem begriindet sein.

Alle Aerosolexperimente wurden bei etwa gleicher Temperatur (17 - 21 °C) durchgefiihrt.
Die Wirkung von unterschiedlichen Temperaturen auf luftgetragene Viren ist in Kapitel 2.2.2
beschrieben und konnte in dieser Arbeit durch die fehlende Moglichkeit zur Temperierung der

Luft nicht weiter untersucht werden.
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5.2 Untersuchungen an naturlich erzeugten Virus-
aerosolen
5.2.1 Newcastle-Disease-Virus
5.2.1.1 Lufthygienische Untersuchungen nach Vakzinierung unter
experimentellen Bedingungen

Die aerogene Ausscheidung des eingesetzten Impfvirus, Newcastle-Disease-Virus (Stamm
LaSota), wurde iiber einen Zeitraum von 2 Wochen p.vacc. untersucht. Zum einen sollte die
Eignung des Impingers und Gelatinefilters unter Praxisbedingungen untersucht werden, zum
anderen, ob generell Impfvirus in die Luft gelangt. Neben den Luftproben wurden zusitzlich
regelméBig Kloaken- und Rachentupfer sowie Blutproben (vor und nach der Impfung) entnom-
men.

Insgesamt waren zwei Stallluft- sowie eine Abluftprobe viruspositiv. Der Virusnachweis mit-
tels quantitativer Real-Time-PCR war hier aber nur aus Proben des Filters erfolgreich. Die Tiere
scheinen somit das Lebendimpfvirus im Organismus vermehrt und mit der Ausatemluft ausge-
schieden zu haben. Unterstrichen wird dieses Ergebnis durch die Resultate der Rachentupfer-
proben, welche in den ersten 5 Tagen p.vacc. alle positiv waren. Dabei handelte es sich aller-
dings um Poolproben, wobei folglich nicht jeder Tupfer eines Einzeltieres viruspositiv gewesen
sein muss.

Da nicht mit dhnlich hohen Virustitern wie im Aerosol der Kammer gerechnet werden konn-
te, wurde das Probennahmevolumen der Gerite gegeniiber dem in der Kammer verfiinffacht
(1000 1 fiir die Stallluft) bzw. verzehnfacht (2000 1 fiir die Abluft). Der Virustiter der positiven
Stallluftproben betrug 10*° EIDs,/ m® am Tag 4 und 10** EIDsy/ m® am Tag 5. Der Titer der
einzigen viruspositiven Abluftprobe am Tag 5 lag bei 10'° EIDs,/ m’. Diese nachgewiesenen
Viruskonzentrationen lagen unter der mit kiinstlichem Virusaerosol ermittelten sicheren Nach-

0> EIDsy/ m’. Dies wurde durch die Erhéhung des Probenvolumens méglich.

weisgrenze von 1
AuBerdem wurden Filter mit groBerem Durchmesser (80 mm) verwendet, mit welchen durch die
vergroBerte Flache die Effektivitit des Virusnachweises zusétzlich verbessert wird (JASCHOF
1992a). Da in der Literatur kein dhnliches Vakzinierungsexperiment beschrieben ist, ist eine
direkte Einordnung der Ergebnisse schwierig. Die Ubertragung von Newcastle-Disease-Virus
iiber die Luft ist schon lange belegt (DELAY et al. 1948). Auch fiir die lentogenen Impfstimme
wurde nach Versuchen von SPALATIN et al. (1976) die Ubertragung ohne direkten Kontakt der
Tiere nachgewiesen. HUGH-JONES et al. (1973) flihrten Infektionsversuche mit zwei Stimmen
des NDV durch, welche virulenter als der Stamm LaSota waren. Dabei konnten sie infektions-

fahiges Virus beider Stimme in der Stallluft der erkrankten Tiere nachweisen. Der genaue Vi-

rustiter des einen Stammes (Infektion von 5 Tieren) konnte wegen der zu geringen Konzentrati-
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on jedoch nicht bestimmt werden, der des anderen (Infektion von 20 Tieren) lag bei max.
10*! EIDs, / m’. Untersuchungen von LI et al. (2008) beweisen die Hypothese, dass eine ND-
Ubertragung rein iiber die Luft stattfinden kann. Sie setzten gesunde Hiihner durch Verbindung
zweier Kammern iiber ein Rohrsystem der Abluft von erkrankten Tieren aus. Diese entwickelten
daraufhin ebenfalls eine Erkrankung. Zusitzlich sammelten sie Proben der Kammerluft der ex-
perimentell infizierten Tiere mit Hilfe des AGI-30. Sie konnten vom 2. bis zum 40. Tag nach
Infektion von 25 Tieren infektionsfahiges Virus in den Luftproben mit einer maximalen Kon-
zentration von ca. 10° PFU / m® nachweisen. Dieses Maximum entspricht in etwa der in dieser
Arbeit ermittelten Viruskonzentration von Tag 5, wobei hier lediglich der Nachweis des Genoms
stattfand und die Versuchsgruppe doppelt so grol war. LI et al. (2008) fiihrten dabei keine
Quantifizierung mittels PCR durch, wobei dafiir ein hdherer maximaler Virustiter zu erwarten
wire.

Um eine Viruskonzentrierung in der Luft zu erreichen, wurde bei dem in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuch die Liiftung im Stall wahrend der Probenentnahme ausgestellt (HUGH-
JONES et al. 1973) und die Luft mit Hilfe eines Ventilators bewegt. Zudem erfolgten die Mes-
sungen morgens, wenn die Tiere eine erhohte Aktivitdt zeigten und so eventuell sedimentierte
Viruspartikel in die Luft iibergehen (LUTZ et al. 1984). Trotzdem waren die ermittelten Daten
stark abweichend mit denen von LI et al. (2008). Dies deutet darauf hin, dass infolge der Im-
pfung zwar schon Virus in die Luft gelangt, dennoch in viel geringerem Ausmal als bei an
Feldviren erkrankten Tieren. Diese zeigen klinisch unter anderem oft starke respiratorische
Symptome mit hoher Virusausscheidung iiber Augen-, Nasen- und Rachensekrete, aber auch
gastrointestinale Stérungen mit Virusausscheidung iiber den Kot (LUTZ et al. 1984,
ALEXANDER 2008b). Dadurch gelangen wahrscheinlich mehr Viruspartikel in die Luft bzw.
befinden sich in der Umgebung und kénnen vermehrt durch ,,reentrainment™ in den luftgetrage-
nen Zustand iibergehen (LUTZ et al. 1984). Die Ergebnisse der Tupferproben unterstreichen
ebenfalls die Auswirkung der unterschiedlichen Virulenz der Erreger. Im Versuch dieser Arbeit
konnte bis zum 8. Tag nach der Impfung Virus in den Rachentupferproben nachgewiesen wer-

den, LI et al. (2008) fanden hingegen bis zum Tag 40 noch Feldvirus in den Tupferproben.

Serologische Untersuchungen

Da zwei verschiedene ELISA-Testkits zur Untersuchung der Serumproben verwendet wur-
den, soll auf die in Abbildung 12 dargestellten Ergebnisse gesondert eingegangen werden. Der
Hémagglutinationshemmtest gilt im Allgemeinen als Goldstandard zur Untersuchung auf Anti-
korper gegen NDV. Fiir diesen Test reichten zum einen die gewonnenen Serummengen nach der

ersten Blutentnahme nicht aus, zum anderen zeigten de WIT et al. (2007) eine sehr gute Uber-
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einstimmung der Ergebnisse des Hamagglutinationshemmtests mit verschiedenen kommerziell
erhéltlichen ELISA-Kits nach Vakzinierung mit NDV Stamm LaSota.

Die serologische Untersuchungen erfolgten zur Festlegung des Versuchsbeginns und zur
Kontrolle des Impferfolgs. Die Ergebnisse von ELISA-Kit 1 stellten Grundlage zur Entschei-
dung des Versuchsstarts dar. Da iiber 90 % der Tiere am Lebenstag 8 keine Antikdrper gegen
NDYV aufwiesen, wurde die Impfung am folgenden Tag durchgefiihrt und mit den Luftkeimmes-
sungen begonnen. 21 Tage nach der Immunisierung hatten laut ELISA 1 nur 52 % der Tiere
NDV-spezifische Antikorper gebildet. Dies ist nur ein méBiger Impferfolg, da theoretisch 100 %
der Tiere eine positive AntikOrperantwort zeigen sollten (de WIT et al. 2007), die letztendlich
Grundlage einer protektiven Immunitét ist.

Nach Beendigung des Versuchs wurden alle Seren erneut mit einem anderen ELISA-Kit 2
untersucht. Dies erfolgte auf Grund von Untersuchungsergebnissen von SCHOTTKER-
WEGNER et al. (2008), welche erst nach Beendigung des Versuchs in einem Vortrag prisentiert
wurden. Sie testeten die in dieser Arbeit verwendeten ELISA-Kits und zusétzlich den
Hamagglutinationshemmtest (HAH-Test) mit denselben Putenseren. Dabei war ELISA 2 (ent-
spricht auch in dieser Arbeit ELISA 2) sensitiver als ELISA 1 und HAH-Test. Auch in der vor-
liegenden Arbeit gab es Abweichungen der Ergebnisse der beiden Kits. So hatten 84 % der
Hiithner am Lebenstag 8 positive Antikorpertiter gegen NDV bei Untersuchung mit ELISA-Kit
2. Drei Wochen nach der Impfung stimmte der Anteil von antikérperpositiven Tieren mit 50 %
in etwa mit den Ergebnissen des ELISA-Kits 1 {iberein. Die beiden Ergebnisse des ELISA-Kits
2 bedeuten, dass der GroBteil der Tiere zum Zeitpunkt der Impfung noch schiitzende maternale
Antikorper gehabt haben konnte und somit die Impfung bei vielen Tieren dann keine vollstdndi-
ge Wirkung zeigen konnte. Dies hétte natiirlich auch die Vermehrung und Ausscheidung des
Impfvirus reduziert.

Wire der ELISA-Kit 2 zur Festelegung des Versuchsstarts genutzt worden, wére die Impfung
spater durchgefiihrt worden. Dies konnte daher auch einer der Griinde dafiir sein, dass in nur

wenigen Luftproben Virus nachgewiesen werden konnte.

5.2.1.2 Aerogene Ausscheidung nach der Vakzinierung in konventio-
nellen Geflugelhaltungen
Neben der Untersuchung der aerogenen Virusausscheidung nach Vakzinierung unter experi-
mentellen Bedingungen sollte dies zusétzlich unter Praxisbedingungen studiert werden. In den
konventionellen Gefliigelhaltungen werden mehrere Tausend Tiere in einem Stall gehalten, wo-
durch prinzipiell sehr viel Virus in die Luft abgegeben werden kdnnte. Auch durch die Bewe-
gung dieser grof3en Tierzahl wird zum Teil enorm viel Staub aufgewirbelt, an welchen sich Vi-

rus befinden kénnte (LUTZ et al. 1984). Dennoch wurde zu keinem Zeitpunkt Impfvirus in
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einer Luftprobe oder in den stichprobenartig entnommenen Rachentupferpoolproben mittels
Real-Time-PCR gefunden. Wahrscheinlich haben die Tiere kein oder nur sehr wenig Virus aus-
geschieden und diese Viruskonzentration lag dann deutlich unter der Nachweisgrenze des Filters
(GRINSHPUN et al. 2007). Hinzu kommt, dass die Liiftung der Stille stindig in Betrieb war
und somit eventuell vorhandene Viren weiter verdiinnt wurden. Die Tatsache der extremen Ver-
diinnung von infektiosen Aerosolen ist ein generelles Problem fiir deren Detektion (ROY u.
MILTON 2004). In beiden untersuchten Betrieben wurde parallel auch eine serologische
Diagnostik durchgefiihrt. In Betrieb 1 war kein signifikanter Anstieg an seropositiven Tieren
nach der 1. Impfung zu verzeichnen, in Betrieb 2 dagegen schon, wobei jedoch immer noch
37 % der Tiere keinen ausreichenden Antikorpertiter zeigten. Die erste Immunisierung in den
Bestidnden der konventionellen Hiihnerhaltung war daher nicht bei allen Tieren erfolgreich und
das Impfvirus wurde nicht von allen Tieren vermehrt. Es ist aber anzumerken, dass die Stich-
probenanzahl von 20 bzw. 30 Tieren im Verhéltnis zu den hohen Tierzahlen dabei sehr klein ist.
HUGH-JONES et al. (1973) und HIETALA et al. (2005) untersuchten auch Luftproben in
Stéllen konventioneller Gefliigelhaltungen, allerdings wéhrend eines Ausbruches der Newcastle
Disease. Erstere fanden infektionsfdhige Viren mit einem Titer von 10> EIDs, in 33 m’, letzte-
re wiesen mittels PCR maximal 10° EIDs in ca. 127 m® nach. Es wird deutlich, dass auch bei
erkrankten Hithnerbestinden, wo eine hohe aerogene Viruskonzentration zu erwarten ist, sehr

groB3e Probenvolumina notwendig sind, um sicher Virus in der Luft nachweisen zu konnen.

5.2.2 Infektiose-Bursitis-Virus

Annédhernd analog dem NDV wurden lufthygienische Untersuchungen nach der Vakzinie-
rung gegen die Infektiose Bursitis sowohl unter experimentellen Bedingungen als auch in kon-
ventionellen Haltungssystemen durchgefiihrt. Die Infektidse Bursitis ist eine hochkontagiose
Erkrankung. Nach Infektion scheiden die Tiere massiv Virus iiber den Kot aus. Die Ubertragung
erfolgt fikal-oral, aber auch eine aerogene Ubertragung in stark betroffenen Gebieten ist wahr-
scheinlich (VAN DEN BERG 2008a). Das unbehiillte Virus hat eine hohe Tenazitit und bleibt
in der Umwelt iiber Monate hinweg stabil. Deshalb wurde zusétzlich zu dem labileren NDV das
IBDV als Modellvirus fiir die Untersuchungen ausgewihlt. Jedoch konnte weder nach Vakzinie-
rung unter experimentellen Bedingungen, noch in konventionellen Gefliigelhaltungen das Impf-
virus in der Luft wiedergefunden werden. Wie die Ergebnisse der serologischen Untersuch-
ungen der vakzinierten Tiere des Experimentierstalls in 4.3.2 zeigen, besaBlen fast alle Tiere
weder vor noch 21 Tage nach der Impfung Antikorper gegen IBDV. Zudem war auch nur je-
weils eine Tupferpoolprobe von Rachen bzw. Kloake viruspositiv. Dies deutet auf eine nicht

erfolgreiche Immunisierung hin. Griinde dafiir konnen hohe Titer von maternalen Antikdrpern
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zum Vakzinierungszeitpunkt, falsche Impfstoffapplikation oder -lagerung sowie der Impfstoff an
sich sein. In dieser Arbeit ist von einer korrekten Impfstoffapplikation sowie -lagerung auszuge-
hen. Diese erfolgten nach Herstellervorschrift, wobei zur Forderung der Virusvermehrung die
3-fache Impfdosis verabreicht wurde. Die Seren aller Tiere wurden vor Vakzinierung am 8. Le-
benstag auf Antikdrper untersucht und waren negativ. Im Allgemeinen ist ldnger mit positiven
maternalen Antikorpertitern zu rechnen, jedoch kann die Titerh6he zwischen den Tieren sehr
inhomogen verteilt sein, so dass es auch Tiergruppen mit generell sehr niedrigen maternalen
Antikorpertitern gibt (VAN DEN BERG u. MEULEMANS 1991, KRAEMER 2004). Gerade
bei Kiiken des Masttyps erfolgt ein schnellerer Abbau der maternalen Antikorper als bei denen
des Legetyps (KALETA et al. 1977). Moglich ist auch hier eine unzureichende Sensitivitét des
verwendeten ELISA-Kits, so dass eventuell doch noch maternale Antikdrper vorhanden gewe-
sen sein konnten. Jedoch wurden keine vergleichenden Untersuchungen vorgenommen und eine
Beurteilung des Tests ist deshalb nicht mdglich. Uber ein mogliches Versagen des Impfstoffes
kann auch nur spekuliert werden, jedoch kommt dieser weltweit erfolgreich zum Einsatz.
Zusammenfassend sind durch die unerwartet aufgetretenen Probleme bei der Vakzinierung
der Hiihner im Tierexperiment keine Riickschliisse auf eine Impfvirusausscheidung in die Luft
zu ziehen. Durch die hohe Stabilitdt des Virus in der Umwelt und dessen Ausscheidung mit dem
Kot (VAN DEN BERG 2008a), lag die Vermutung nahe, dass Viren durch ,,reentrainment® in
die Luft gelangen und so in den Luftproben nachweisbar werden. Die negativen Ergebnisse der
stichprobenartigen Untersuchungen in den konventionellen Haltungen lassen jedoch darauf
schlieffen, dass die Viren in der Stallluft eventuell in so geringer Konzentration vorkamen, wel-

che unter der Nachweisgrenze des Gerites lag (GRINSHPUN et al. 2007).

5.3 Resumee

In dieser Arbeit konnten die Effizienzen zweier Luftkeimsammelgerite (Impinger AGI-30
und Gelatinefilter) zum Virusnachweis aus Luftproben mit verschiedenen Nachweismethoden
bestimmt werden. Der Gelatinefilter in Kombination mit der quantitativen Real-Time-PCR er-
wies sich bei beiden untersuchten Testviren als die effizienteste und sensitivste Methode. Dabei
wurde erstmals die quantitative Real-Time-PCR mit Normalisierung der Proben zur quantitati-
ven Bestimmung des Virusgenoms aus Luftproben angewandt. Diese Vorgehensweise hatte den
groflen Vorteil, dass unterschiedlich starke Effizienzen der Nukleinséureaufreinigung und -
umschreibung sowie PCR-Inhibitionen der verschieden zusammengesetzten Proben gut ausge-
glichen werden konnten. Damit sind die Proben untereinander besser vergleichbar und die
Quantifizierung genauer. AuBBerdem stellt sie eine sehr schnelle und prizise Methode dar und

kann auch fir Viren ohne etabliertes Zellkultursystem angewandt werden (PECCIA u.
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HERNANDEZ 2006). Erstmals wurden auch Geréteeffizienzen unter Anwendung verschiedener
Virusnachweismethoden verglichen.

Die Technik der Filtration in Kombination mit der quantitativen Real-Time-PCR stellt zudem
eine Methode dar, welche ideal in der Praxis einsetzbar ist. Durch kommerziell erhiltliche, mo-
bile Luftkeimsammler, welche auf dem Prinzip der Filtration beruhen, ist deren Verwendung
auch in Tierstallungen gut moglich. In dieser Arbeit wurde dazu der AirPort® MDS8 verwendet,
welcher sich durch seine sehr einfache Handhabung sowie durch seinen gerducharmen Betrieb
auszeichnete. Ein Nachteil des Gerites ist die begrenzte Luftsammelrate von 50 1/ min. Da-
durch wiirde die Entnahme von groBeren Luftmengen in der GroBenordung von 100 m’®
(HIETALA et al. 2005) zu unrealistisch langen Laufzeiten von mehr als 30 Stunden fiithren. Fiir
die Untersuchungen zu den luftgetragenen Impfviren nach Vakzinierung der Tiere in konventio-
nellen Haltungen wiren aber wahrscheinlich groBere Luftprobenvolumina ndtig gewesen um
Virus nachweisen zu konnen. Fiir zukiinftige Untersuchungen ist daher ein Sammelgerét vorzu-
schlagen, mit welchem schnell grofle Probenvolumina entnommen werden kdnnen und das
Endvolumen der Probenfliissigkeit dennoch gering ist, um die luftgetragenen Viren optimal zu
konzentrieren. Dazu miissen weiterfilhrend andere Sammelgerite wie z.B. die modernen High-
volume-sampler mit den in dieser Arbeit etablierten Nachweismethoden studiert werden. Wire
mit diesen Gerdten ein quantitativer Nachweis der Impfviren in der Stallluft moéglich, konnte
man auf einfache, schnelle und prizise Weise z.B. die Verteilung dieser Modellviren in Stéllen
verschiedener Haltungssysteme bzw. den Austritt dieser in die Umgebungsluft untersuchen.
Dies wiirde zu wichtigen Ergebnissen in Hinblick auf die Bekdmpfung aerogen iibertragbarer,

viraler Tierseuchenerreger fiihren.
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Die aerogene Ubertragung von Infektionskrankheiten stellt ein sehr wichtiges Thema in der
Medizin dar. Fiir genaue Untersuchungen dazu, sind geeignete Sammel- und Nachweismetho-
den essentiell. Die Untersuchung verschiedener Sammelgeréte sowie unterschiedlicher Nach-
weismethoden zur Virusquantifizierung aus der Luft war daher die zentrale Aufgabenstellung in
dieser Arbeit. Als Sammelgerdte wurden der Impinger AGI-30 und der Gelatinefilter ausge-
wihlt. Alle grundlegenden Untersuchungen zur Ermittlung der Eignung und Effizienzen der
Gerite beziiglich der Virusisolierung aus Luftproben wurden an experimentell erzeugten Virus-
aerosolen durchgefiihrt. Dabei wurden zwei Gefliigelviren verwendet, das Newcastle-Disease-
Virus Stamm LaSota (NDV) und das Infektiose-Bursitis-Virus Stamm Cu-1M (IBDV). Die quan-
titative Bestimmung der Viren aus den Luftproben erfolgte durch Titration im Zellkultursystem
bzw. in embryonierten Hithnereiern. Parallel dazu wurde eine Titerbestimmung mittels einer in
dieser Arbeit etablierten quantitativen Real-Time-PCR durchgefiihrt. Zusétzlich wurden die
Sammelgerite unter praktischen Bedingungen getestet und verglichen. Dazu erfolgten lufthy-
gienische Messungen nach Vakzinierung von Gefliigel mit Lebendimpfstoffen (NDV LaSota
und IBDV Cu-IM). Es wurden umfangreiche Untersuchungen unter experimentellen Beding-
ungen und spéter exemplarische Untersuchungen in konventionellen Gefliigelhaltungen durch-
gefiihrt.

Die Evaluierung der Sammelgerdte mit Hilfe der experimentell erzeugten Virusaerosole er-

gab, dass mit beiden Gerdten sowohl infektionsfdahiges Virus als auch Virusgenom nachgewie-
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sen und quantifiziert werden kann. Die Effizienzen unterschieden sich jedoch z.T. deutlich. So
stellte sich der Gelatinefilter zur Sammlung in Kombination mit dem quantitativen Virusnach-
weis mittels Real-Time-PCR als die Methode mit der hochsten Virusnachweisrate (angegeben
als geometrischer Mittelwert mit geometrischer Standardabweichung) von 22,3 % %/ 3,1 fiir
NDV und 36,1 % %/ 3,4 fiir IBDV heraus. Der Nachweis von infektionsfahigen Viren jedoch,
war fir beide Testkeime aus den Proben des Impingers erfolgreicher (NDV 4,0 % %/ 1,7 und
IBDV 31,8 % x/ 1,8). Die signifikant niedrigere Nachweisrate des Newcastle-Disease-Virus ist
auf die hohere Empfindlichkeit dieses behiillten Virus beim Sammelprozess und daraus folgen-
der Inaktivierung zuriickzufiihren. Die Quantifizierung mit Hilfe der Real-Time-PCR erfolgte
mit Normalisierung aller Proben. Diese bisher zur Analyse von Luftproben noch nicht ange-
wandte Methode erwies sich als sehr gut. Durch die Normalisierung werden nicht nur die ab-
weichenden Effizienzen der Nukleinséureisolierung sowie der reversen Transkription ausgegli-
chen, sondern auch die unterschiedliche Inhibition der PCR der Proben verschiedener
Luftkeimsammler. Damit sind die Proben untereinander besser vergleichbar und die Quantifi-
zierung exakter. Erstmals wurden auch systematische Untersuchungen zu Geréteeffizienzen in
Kombination mit verschiedenen Virusnachweismethoden durchgefiihrt.

Bei den lufthygienischen Untersuchungen nach Vakzinierung von ca. 50 Hilhnern gegen
Newcastle Disease (ND) bzw. Infektiose Bursitis (IBD) unter experimentellen Bedingungen,
waren drei Luftproben nach der Impfung gegen ND viruspositiv, jedoch keine nach der gegen
IBD. Diese positiven Nachweise gelangen mit dem Gelatinefilter und nachfolgender Analyse
mittels quantitativer Real-Time-PCR. Schlussfolgernd ist zumindest bei dem NDV eine aeroge-
ne Ausscheidung des Impfvirus anzunehmen. Wahrscheinlich liegt die Viruskonzentration in der
Luft jedoch meist unter der Nachweisgrenze der eingesetzten Gerdte. Auch die Auswertung von
Luftproben nach Vakzinierung gegen oben genannte Krankheiten in konventionellen Tierhal-
tungen mit mehreren Tausend Tieren Besatz pro Stall fiihrte zu keinen viruspositiven Ergebnis-
sen. Anscheinend wurden die Viren auch trotz der groen Tierzahl in der Luft so stark verdiinnt
oder in so geringem Malle ausgeschieden, dass sie mit den in dieser Arbeit entnommenen Luft-
probenvolumina von 1000 I nicht detektiert werden konnten. Fiir weiterfilhrende Untersuchun-
gen miisste daher ein Sammelgerat verwandt werden, mit welchem schnell gro3e Probenvolu-
mina entnommen werden kdnnen und das Endvolumen der Probenfliissigkeit dennoch gering
ist, um die luftgetragenen Viren optimal zu konzentrieren.

Schlussfolgernd erwies sich die Filtration in Kombination mit der normalisierten quantitati-
ven Real-Time-PCR dennoch insgesamt als eine sehr valide und praktikable Methode zum

Nachweis luftgetragener Viren aus Tierhaltungen.
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The transmission of infectious diseases presents a very important topic in medicine. Espe-
cially airborne viral diseases are of great danger and consistently attract public attention. The
development and improvement of different methods for quantitative virus detection in air sam-
ples is, therefore, hugely important. In contrast to bacteria and fungi, only a few studies about
viruses exist due to the difficulties in collecting and detecting airborne viruses.

The investigation of various collection instruments as well as different detection methods of
quantifying airborne viruses is the central task in this thesis. The impinger AGI-30 and the gela-
tine filter were selected as collection instruments. All fundamental tests for determining and
improving the efficiency of the instruments for virus isolation from air samples were performed
in an aerosol chamber. Therefore two viruses, Newcastle disease virus strain LaSota (NDV) and
Infectious bursitis disease virus strain Cu-1M (IBDV), were nebulized. Quantification of virus
particles in air samples were made by titration in cell culture (IBDV) or in embryonated chicken
eggs (NDV). In parallel, virus was quantified by real-time PCR established in this study. Fur-
thermore the detection instruments were examined and compared in practical terms. Therefore,
hygienic analyses of the air in stables after vaccination of poultry with live vaccines (NDV
LaSota and IBDV Cu-1M) were made. Both, extensive investigations under experimental condi-

tions and in commercial henhouses were done.
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In result, both methods were able to detect infectious virus as well as virus genome in aero-
sols, however, with different efficiencies. Virus detection using gelatine filters and subsequent
real-time PCR was shown to be the most efficient method for both viruses (22.3 % %/ 3.1 for
NDYV and 36.1 % %/ 3.4 for IBDV). The detection rate of infectious virus, however, was better
using the impinger (NDV 4.0 % %/ 1.7 and IBDV 31.8 % x/ 1.8). Probably the fragile lipid en-
velope of NDV causes this dramatic influence of the sampling stress, resulting in a high loss of
infectivity.

Virus quantification by real-time PCR was performed by mean of normalization of all sam-
ples. This method is so far not commonly used for analysing air samples but it was shown to be
well adapted for this purpose. By normalization divergent efficiencies of nucleic acid isolation
and reverse transcription as well as different pcr inhibitions of various air samples are compen-
sated. This results in a higher accuracy of the quantification, leading to more reliable results.
These systematic investigations of efficiencies of different instruments in combination with
different virus detection methods were performed in this study for the first time.

Under experimental conditions Newcastle disease virus could be found in three air samples
after vaccination of 50 hens. No virus could be detected in the air after vaccination against In-
fectious bursitis. These positive results were achieved by using gelatine filters in combination
with quantitative real-time PCR. In commercial hen stables with several thousand animals all air
samples (1000 1) taken after vaccination against ND respectively IBD were negative. It may be
concluded that the small amount of virus released by the vaccinated birds is diluted far below
the detection limit, for instance, by the large air volume of the stables as well as by the ventila-
tion.

For further investigations a collection instrument which takes air samples of larger volumes
in combination with a small end volume of sample fluid for optimal virus concentration should
be intended.

In summary filtration in combination with normalized quantitative real-time PCR analyses
was shown to be a precise and practicable method for detection of airborne viruses in animal

husbandary.
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Anhang
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Abbildung 16: Schmelzkurvenanalyse fur das Newcastle-Disease-Virus und mitgeflihrter Negativ-
kontrolle. Die spezifische Schmelztemperatur liegt bei 83,2 °C.
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Abbildung 17: Schmelzkurvenanalyse fiir das Infektidse-Bursitis-Virus und mitgefiihrter Negativ-
kontrolle. Die spezifische Schmelztemperatur liegt bei 82,7 °C.
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Fluoreszenz
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Abbildung 18: Schmelzkurvenanalyse fiir das Feline Calicivirus und mitgefihrter Negativkontrolle.

Die spezifische Schmelztemperatur liegt bei 77,2 °C.
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Abbildung 19: Effizienzbestimmung der Real-Time-PCR fiir das Newcastle-Disease-Virus mittels

einer Standardkurve. Es erfolgten drei Reaktionen parallel und daraus die Bestimmung einer mittleren
Effizienz von 97 %.
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Abbildung 20: Effizienzbestimmung der Real-Time-PCR fiir das Infektidse-Bursitis-Virus mittels

einer Standardkurve. Es erfolgten drei Reaktionen parallel und daraus die Bestimmung einer mittleren
Effizienz von 100 %.
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Abbildung 21: Effizienzbestimmung der Real-Time-PCR fiir das Feline Calicivirus mittels einer
Standardkurve. Es erfolgten drei Reaktionen parallel und daraus die Bestimmung einer mittleren Effi-

zienz von 99,5 %.
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Fluoreszenz

Anzahl der Zyklen
Abbildung 22: Amplifikationskurven des Referenzgens (FCV) der Calibratorprobe und von sechs

Luftproben. Die blaue Kurve mit Kreissymbolen wird der Calibratorprobe zugeordnet, die drei Kurven

mit kleineren Cr-Werten den Impingerproben, die drei mit hdheren Cr-werten den Filterproben.
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11 Tabellen

Tabelle 17: Quantitative Bestimmung des Newcaste-Disease-Virus aus experimentell erzeugtem

Aerosol bei unterschiedlichen Luftfeuchtigkeiten.

Virustiter in log (EIDso / m)

Impinger Filter
Nachweis durch: Hiihnerei | quant. PCR | Hithnerei | quant. PCR
hohe Luftfeuchtigkeit 5,85 6,62 5,32 6,85
(ca. 85 %) 5,68 6,40 5,19 7,58
6,07 6,51 5,32 7,04
6,15 5,31 5,49 6,95
6,37 5,30 5,80 7,00
6,06 5,83 5,65 6,60
6,06 6,05 5,18 6,92
6,20 5,70 5,15 7,54
5,68 6,77 5,32 6,90
6,15 5,88 5,34 7,08
6,60 5,96 5,80 7,13
6,15 5,79 5,34 6,56
niedrige Luftfeuchtigkeit 5,93 5,47 5,87 6,72
(ca. 50 %) 5,99 4,76 5,49 5,19
6,20 4,48 6,01 6,92
6,03 5,60 6,03 6,38
5,99 541 5,49 6,20
6,06 6,44 5,84 7,07
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Tabelle 18: Quantitative Bestimmung des Infektiésen-Bursitis-Virus aus experimentell erzeugtem

Aerosol bei unterschiedlichen Luftfeuchtigkeiten.

Virustiter in log (TCIDs, / m®)

Impinger Filter
Nachweis durch: Zellkultur | quant. PCR | Zellkultur | quant. PCR
hohe Luftfeuchtigkeit 7,77 6,39 4,86 7,26
(ca. 85 %) 7,92 6,63 4,63 8,16
7,77 6,53 4,56 7,28
8,07 7,44 4,33 7,03
7,99 7,05 5,08 7,39
7,62 7,41 3,73 8,32
7,84 6,64 4,26 7,68
7,69 6,84 4,18 7,89
7,62 6,84 3,80 7,87
7,62 7,33 4,26 8,30
7,77 6,96 4,18 8,35
7,69 7,60 4,25 8,11
niedrige Luftfeuchtigkeit 7,17 6,70 4,10 6,58
(ca. 50 %) 6,79 6,41 4,18 6,52
6,87 5,97 3,58 6,73
7,39 6,52 4,11 7,78
7,24 6,64 4,11 7,40
6,87 6,44 3,96 8,02
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Tabelle 19: Nachweisgrenzen der Sammelgeréte fiir den Nachweis von NDV und IBDV aus der

Luft. Die zu vernebelnde Ausgangsvirussuspension wurde verdiinnt. Die Probenentnahme und

—analyse fand analog den anderen Versuchen zum experimentell erzeugten Virusaerosol statt.

n.n. steht fiir nicht nachgewiesen

Verdiinnungsstufe der 10" 107 107 10
Virussuspension
NDV (in EIDs,/ m?)
Impinger
Hiihnerei 10** 10* n.n. n.n.
Real-Time-PCR 10°? n.n. n.n. n.n.
Filter
Hiihnerei 10*8 n.n. n.n. n.n.
Real-Time-PCR 10> 107 n.n. n.n.
IBDV (in TCIDs, / m®)
Impinger
Zellkultur 10% 107 10%% n.n.
Real-Time-PCR 10°8 10%2 n.n. n.n.
Filter
Zellkultur 10*! n.n. n.n. n.n.
Real-Time-PCR 10° 102 10** n.n.
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11l Chemikalien und Reagenzien

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), 015 M, pH 7,4

Aqua dest.: 1000 ml
Natriumchlorid (NaCl): 8,00 g
Kaliumchlorid (KCl): 0,20g
Dinatriumphosphat (Na2HPO4 x 12H20): 1,L15¢g
Monokaliumphosphat (KH2PO4): 0,20 g
Calciumchlorid (CaCl): 0,10g
Magnesiumchlorid (MgCl2 x 6H20): 0,10 g
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VI Berechnung des Korrekturfaktors des Luftdurchflusses

Der Luftdurchflussmesser zeigt mit Hilfe eines Kegels in einem senkrechten Rohr die Gas-
menge an, die in einer bestimmten Zeit durch das Rohr stromt. Es muss jedoch beachtet werden,
dass die Skala bei 1 bar geeicht wurde und bei dem Messaufbau in dieser Arbeit dort ein Druck
von etwa 1,5 bis 1,8 bar anlag. Dies fiihrte zu einem anderen Volumendurchfluss. Der Korrek-

turfaktor soll im Folgenden hergeleitet werden.

Der reale Gasdurchfluss kann mit Hilfe der Bernoulli-Gleichung (GERTHSEN 1999)

gx v+ AP, = konstant (1)

berechnet werden. Dabei bezeichnet p die Dichte, welche laut idealer Gasgleichung
(GERTHSEN 1999) proportional zum Druck p ist. Apsusen 1St die Druckdifferenz unter und tiber
dem Kegel. Diese Differenz hiangt von der Geometrie und der Gewichtskraft des Kegels ab und
ist somit fiir die gleiche Kegelposition dieselbe. Der Volumendurchfluss ¥/t ist proportional zur
Geschwindigkeit der Gasteilchen v. Dies kann in die Bernoulli-Gleichung eingesetzt werden,

woraus folgt:

2 2
pnorm % I/norm — pRohr % VRohr . (2)
2 t 2 t

Nachdem das Gas den Durchflussmesser passiert, wird es iiber eine Diise in die Aerosolkammer

gelassen. Dort expandiert es isotherm auf Normdruck pp.m. Mit Hilfe der idealen Gasgleichung

kann dann das Volumen in der Aerosolkammer berechnet werden,

p norm x VKammer = p Rohr x VRohr : (3)

Diese Gleichung nach Vgo, umgestellt, in Gleichung (2) eingesetzt und die Wurzel gezogen

ergibt:
VKammer — p Rohr % I/norm (4)
¢ p norm t

Somit wurde gefunden, dass der wahre Gasfluss also der Wurzel des Druckes im Rohr (im Ex-

periment am Druckanzeiger ablesbar) proportional ist. Der Wert des abgelesenen Gasflusses
muss demnach mit der Wurzel des Druckes im Rohr (entspricht dem Korrekturfaktor) multipli-
ziert und somit korrigiert wird. Fiir den typischen Fall, wo der eingestellte Druck 1,8 bar betragt
(entspricht einem Uberdruck von 0,8 bar), muss der gemessene Gasfluss noch mit 1,34 multipli-
ziert werden.

In dieser Betrachtung wurde die Abhéngigkeit von der Temperatur vernachléssigt, da die
Lufttemperatur sowohl im Durchflussmesser als auch in der Aerosolkammer gleich waren und

nicht wie der Druck voneinander abwichen.
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