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A.EINLEITUNG UND STAND DESWISSENS

Die Familie der Adenoviridae wird in zwei Genera unterteilt, wobei zwischen den
Mastadenoviren (Saugetieradenoviren) und den Aviadenoviren (Vogeladenoviren)
unterschieden wird. Beide Genera sind sich zwar morphologisch &hnlich, besitzen aber
kein gemeinsames gruppenspezifisches Antigen.

Bel den Aviadenoviren konnen drei Gruppen unterschieden werden. Die erste Gruppe
umfaldt die sogenannten konventionellen Adenoviren, zu denen u.a. die bisher
bekannten 12 Serotypen der Hihneradenoviren (Fowl Adenovirus, FAV1-12) gehoren,
deren Rolle as Krankheitserreger bisher nicht eindeutig geklart werden konnte. Viren
des FAV-Typs konnten vielfach sowohl aus erkrankten as auch aus gesunden Voégeln
isoliert werden (McFERRAN und CONNOR, 1977; MONREAL, 1992).

Die zweite Gruppe der Aviadenoviren wird vor alem durch den Erreger der
Hamorrhagischen Enteritis der Pute représentiert, der zu schweren klinischen
Erscheinungen mit Todesfolge bel Puten fihrt. Der diesem Virus sehr dhnliche, wenn
nicht identische Erreger der Marmormilzkrankheit des Fasans wird der gleichen Gruppe
zugeordnet.

Die dritte Gruppe der Aviadenoviren bildet das Virus des Egg-Drop-Syndrom-1976, das
aus Huhnern und Enten isoliert werden kann. Dieses Virus fuhrt bei Hihnern durch
Legeleistungsdepression und Schalenschéden zu erheblichen wirtschaftlichen Einbufien
in der Gefllgelproduktion (VAN ECK et a., 1976).

Unter Beriicksichtigung von Sequenzhomologien und der Genomorganisation schlagen
HESS et a. (1997) eine neue Klassifizierung fur die Familie der Adenoviridae,
bestehend aus drei Genera, vor. Dabel bildet das EDS-Virus zusammen mit dem ovinen
Adenovirus (OAV287) ein eigenstandiges Genus.

Bel der serologischen Klassifizierung der konventionellen Adenoviren (KAWAMARU
et a., 1964; McFERRAN et al., 1972; CALNEK und COWEN, 1975) werden auf3er den
12 Serotypen beim Huhn, 2 Serotypen bei der Pute (Turkey Adenovirus, TAV), 3
Serotypen bel der Gans (Goose Adenovirus, GAV) und 2 Serotypen bei der Ente (Duck
Adenovirus, DAV) unterschieden (WIGAND et a., 1982). Die Hihneradenoviren
konnen aullerdem aufgrund des DNA-Musters in 5 DNA-Typen (A-E) unterschieden
werden (ZSAK und KISARY/, 1984).
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Da die Einteilung der 12 Serotypen der FAV teilweise auf unterschiedlichen
Referenzstdmmen beruht, konnte bisher keine einheitliche Klassifizierung vorgelegt
werden. Auf der Grundlage verschiedener serologischer Klassifizierungen von
McFERRAN (1981) wurde 1992 von MONREAL eine zusammenfassende Darstellung
der konventionellen Adenoviren des Huhnes nach Serotypen und DNA-Gruppen

vorgenommen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Eintellung der verschiedenen FAV Stamme nach MONREAL (1992)

Vorgeschlagene Referenzstdmme verschiedener Autoren
FAV-Serotyp- FAV- Nordirland ¢ Japan ¢ USA © DNA-Typ'
Numerierungen® Prototyp
1 CELO OTE 112 E-1 A
2 GAL-1 SR-48 685 DP12-1 D
3 SR-49 SR-49 75 D
4 KR-5 KR-5 506 J2 C
5 340 TR-22 340 M-2 B
6 CR-119 CR-119 E
7 X-11 YR-36 - X-11 E
8 TR-59 TR-59 58 T-8 E
9 764 - 764 B-3 E
10 A-2 - - A-2 D
11 C-2B - - C-2B C
12 380 - 380 D
aundb nach MCFERRAN, 1981;° nach McFERRAN, 1981 und McFERRAN und CONNOR, 1977; d
nach KAWAMURA et al., 1964; ® nach COWEN und NAQI, 1982; " nach ZSAK und KISARY, 1984

Die Aviadenoviren sind mittelgrof3e unbehillte Viren, deren Genom aus einem einzigen
linearen Molekul doppelstrangiger Desoxyribonukleinsdure (DNA) besteht. Das
Molekulargewicht der DNA der Hihneradenoviren betragt 43,8 kilo Basen (CHIOCCA
et a., 1996). Das Virion besitzt ein ikosaedrisches Kapsid mit 252 Kapsomeren, die von
kleineren Kapsidproteinen zusammengehalten werden (STEWART et a., 1993). An den
12 Eckpunkten des Virions befinden sich 12 Eckkapsomere, die sogenannten
Pentonkapsomere. Die Ubrigen 240 Kapsomere, welche die 20 dreieckigen Flachen des
Virions bilden, werden als Hexone bezeichnet (VALENTINE und PEREIRA, 1965;
GINSBERG et a., 1966). Das Penton besteht aus einer funfeckigen Pentonbase, an die
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Uber eine nicht-kovalente Bindung die Fiber gebunden ist, welche bel einer Infektion fr
die Adsorption der Viren an der Zelloberflache verantwortlich ist und typspezifische
Antigene beinhaltet (WIGAND et al., 1982). Die Vertreter der FAV-Gruppe besitzen
zusétzlich ein gemeinsames gruppenspezifisches Antigen (KAWAMURA et a., 1964,
McFERRAN et al., 1975). Im Unterschied zu allen bisher beschriebenen Adenoviren
verfigen die Viren der FAV-Gruppe Uber Doppelfibern an den Penton-Basen, wobei
beim CELO-Virus as einzigem Serotyp zwel Fibern mit unterschiedlicher Lange und
unterschiedllichem Muster vorliegen (GELDERBLOM und MAICHLE-LAUPPE, 1982,
HESSet al,. 1995).

Infolge des Fehlens einer lipidhaltigen Virushille sind die Adenoviren resistent
gegenuber Lipidlésungsmitteln (KAWAMURA et a., 1964) und zeigen eine hohe
Thermoresistenz mit einer grof3en Stabilitét in einem pH-Bereich von 2 bis 9. Aufgrund
ihrer hohen Resistenz in der AulRenwelt sind sie weit verbreitet (MONREAL, 1968).

Fur die Vermehrung der FAV-Serotypen eignen sich am besten homologe Zellkulturen
vom epithelialen Typ aus Huhnerembryoleber-, Huhnerembryonieren- sowie
Kikennierenzellen (BURKE et al., 1959 und 1965). Die Vermehrung der Viren fuhrt in
den permissiven Zellkulturen zu einem charakteristischen cytopathischen Effekt vom
Rundzelltyp, der fur eine Identifizierung herangezogen werden kann (ADAIR, 1978).
Cytopathische  Veranderungen in Form  von  basophilen  intranukledren
EinschlufZkorperchen wurden im Lichtmikroskop und in HE-geférbten histologischen
Paraffindiinnschnitten FAV-infizierter Zellen beschrieben (KAWAMURA et d., 1964,
MAEDA et al., 1967). Entsprechend den lichtmikroskopischen Verdnderungen lassen
sich im Zellkern Virusantigene mittels des Immunfluoreszenstestes nachweisen
(MONREAL, 1968; ADAIR, 1978). Hamagglutinierende Eigenschaften, wie sie fir
humane Adenoviren und das EDS-Virus beschrieben wurden, konnten bel FAV bisher
nur fiir das CELO-Virus nachgewiesen werden (EL MISHAD et a., 1975).

Die Adenoviren vom FAV-Typ besitzen keine grof3e Kontagiositét, durch ihre hohe
Resistenz in der Aul3enwelt und den hohen Virusgehalt im Kot wird die Moglichkeit der
horizontalen Ubertragung des Virus jedoch as sehr hoch eingeschétzt (MONREAL,
1966; COOK, 1974). Die Vermehrung erfolgt nach nattrlicher Infektion im oberen
Respirationss und Verdauungstrakt (CLEMMER, 1965), die Ausscheidung

hauptséchlich Gber den Kot. Die horizontale Ausbreitungen auf alimentérem und
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aerogenem Wege sowie die vertikale Ubertragung (iber das Brutei tragen in groRRem
Mal3e dazu bei, da? FAV heute in nahezu jedem Huhnerbestand gefunden werden
konnen. Untersuchungen ergaben, dal? spétestens mit Beginn der Legetétigkeit FAV-
Antikdrper von einem oder mehreren Serotypen innerhalb einer Herde nachgewiesen
werden konnen (MONREAL, 1987). MONREAL (1984) weist in einer Studie nach, dal?
mit zunehmendem Alter einer Herde auch deren Durchseuchungsgrad mit immer mehr
Serotypen ansteigt. In einer Untersuchung zum Nachweis von Antikdrpern gegen aviare
Adenoviren in Herden vom Legetyp wurden bel Tieren im Alter von 10 bis 20 Wochen
53,7% positive Seren und bei Uber 50 Wochen aten Tieren 99,3% positive Seren

nachgewiesen.

Uber die pathogenetische Bedeutung der konventionellen Adenoviren bestehen auch
heute noch erhebliche Unklarheiten. Aufgrund des ubiquitdren Vorkommens der
Huhneradenoviren bei gesunden und erkrankten Tieren muf3 sorgféltig gepriift werden,
ob bei einem Krankheitsausbruch ein isoliertes Adenovirus tatsdchlich an der
Pathogenese beteiligt ist.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Adenoviren und einer Erkrankung beim
Geflugel, der Wachtelbronchitis, wurde erstmals von OLSON (1950) festgestellt. Die
Wachtelbronchitis verlauft mit schweren respiratorischen Stérungen und mit einer
Mortalitdt bis zu 100%. McFERRAN (1981) konnte Isolate aus verschiedenen

Ausbrtichen durch serol ogische Untersuchungen dem Serotyp FAV 1 zuordnen.

In der Zeit von 1960 bis 1970 wurden im Zusammenhang mit Adenovirusinfektionen
von verschiedenen Autoren Symptome wie geringgradiges Récheln, erschwerte Atmung
sowie leicht vermehrte Nasensekretion beobachtet. Allerdings traten in diesem Zeitraum
zusétzlich auch vermehrt priméare und sekundére Mykoplasmainfektionen auf. In einer
Studie wurde nachgewiesen, dald das CELO-Virus in der Lage ist, latente
Mykoplasmainfektionen zu aktivieren (MONREAL, 1966). MCFERRAN et a. (1971)
konnten aus Herden mit respiratorischen Storungen wesentlich haufiger Adenoviren
isolieren, as bel Herden ohne klinische Symptome. Nach der Infektion (ora und
intranasal) von spezifiziert pathogenfreien (SPF) Eintagskiken ohne maternale
Antikorper gegen FAV konnten verstarkt klinische Symptome der Atmungsorgane,

Storungen des Allgemeinbefindens und sogar 31% Mortalitét bel einem FAV2 Stamm
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festgestellt werden (COOK, 1983). Neuere Untersuchungsergebnisse lassen erkennen,
da? eine pathogene Wirkung von FAV im Respirationstrakt mal3geblich von
vorausgegangenen Infektionen mit verschiedenen E.coli Stdmmen oder dem Virus der
infektiosen Bursitis beeinfludt sein durfte (DHILLON et a., 1982; DHILLON und
WINTERFIELD, 1984; DHILLON, 1986).

Nachdem HELMBOLDT und FRAZIER (1963) ene akute infektitse
Einschluzkorperchenhepatitis bel 7 Wochen alten Kiken beobachteten, gelang es
HOWELL et a. (1970) in Lebern von erkrankten Tieren Einschluf3koérperchen vom
Cowdry Typ-A nachzuweisen. Die kurze Zeit spéater bel Junghennen und Mastkiken
festgestellte Hepatitis mit charakteristischen EinschluZkoérperchen (Inclusion body
hepatitis, IBH) (FADLY und WINTERFIELD, 1973; ROSENBERGER et a., 1974)
konnte eindeutig auf konventionelle Hilhneradenoviren zuritickgeftihrt werden. Im Alter
zwischen 3 und 12 Wochen ist in Zusammenhang mit der Einschluf3korperchenhepatitis
in Broilerherden, aber auch bel Legehtuhnern und Kiken, ein Anstieg der Mortalitét
innerhalb weniger Tage zwischen 1-30% festzustellen. Die befallenen Tiere erscheinen
matt und schlaff und bleiben in der Entwicklung zurtick. Die bedeutendste pathol ogisch-
anatomische Gewebeverdnderung ist eine gelblich-dunkelrot marmorierte, brichige,
geschwollene und nekrotische Leber. Histologisch sind grof3e, vorwiegend basophile
intranukledre Einschlukérperchen in den Hepatozyten nachweisbar (BICKFORD,
1972; GALLINA et d., 1973; McFERRAN et a., 1976). Interessanterweise wurden
verschiedene FAV-Stamme aus solchen Krankheitsféllen in verschiedenen Landern
isoliert und zwar FAV1 (WINTERFIELD et a., 1973), FAV2, -3 und -4 (McFERRAN
et a., 1972), FAV5 (FADLY und WINTERFIELD, 1973) und FAV8 (McFERRAN et
a., 1976).

Mit verschiedenen FAV-Serotypen konnte experimentell auch mehrfach das klassische
Bild der Einschlufkorperchenhepatitis reproduziert werden (ROSENBERGER et al.,
1974, McCRACKEN et a., 1976; GRIMES et al., 1978), alerdings nicht regelmaldig.
McFERRAN (1991) betont, dal3 der Infektionsweg bel dem Versuch, das IBH
Krankheitsbild zu erzeugen, eine grof3e Rolle spielt. Hinzu kommt das Alter der
Versuchstiere und die eingesetzte Infektionsdosis. Auch die Beobachtung, dal3
verschiedene Serotypen, aber auch Stdmme des gleichen Serotypes, €n

unterschiedliches pathogenes Potentia besitzen konnen, wurde mehrmals erwahnt
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(COOK, 1974; DHILLON und WINTERFIELD, 1984; BARR und SCOTT, 1988;
MONREAL und HESS, 1994). Der mdgliche Zusammenhang von Virulenz und
Genotyp wurde von ERNY et al. (1991) aufgezeigt.

Das Krankheitsbild der Einschluf3kdrperchenhepatitis ist nicht immer einheitlich. Mit
der Hepatitis ist haufig eine hochgradige Andmie assoziiert (HOFFMANN et a., 1975
und 1978). In den folgenden Jahren zeigte sich, dal? dieses Krankheitsbild durch einen
weiteren Erreger, das Kukenanamievirus (CAV), bedingt ist. Bel Kiken, die mit CAV
und Adenoviren koinfiziert sind, kann ein héufigeres Auftreten von Hepatitiden und
Anamien, die zu Todesfallen fuhren, vorkommen (BULOW et al., 1986). Auch das
Virus der infektiosen Bursitis unterstiitzt durch seine immunsuppressive Wirkung die
Entstehung einer IBH durch Adenoviren (ROSENBERGER et al., 1975; FADLY et d.,
19763).

Der Stand des Wissens Uber die pathogenetischen Eigenschaften der Hilhneradenoviren
vom FAV-Typ und ihrer Potenz, krankhafte V erdnderungen hervorzurufen, 183t sich bis
zum Ende der 80er Jahre etwa wie folgt zusammenfassen: Die durch Adenoviren
bedingten Veranderungen, insonderheit in der Leber enschlielich der
charakteristischen Einschlul3korperchen, das heildt also, das pathologisch- anatomische
Substrat, konnen auf die Wirkung der Adenoviren zuriickgefuihrt werden. Zur
Entstehung des Krankheitsbildes scheinen indessen weitere Faktoren erforderlich zu
sein, so dald as weitere mitbestimmende Ursache Immunsuppressionen, Andmie,
bakterielle Infektionen oder weitere Stressoren erforderlich zu sein scheinen. Die
Huhneradenoviren vom FAV-Typ schienen nach damaliger Ansicht nicht Uber eine
direkte primare krankheitserregende Wirkung zu verfigen (MONREAL, 1992). In den
folgenden Jahren anderte sich diese Situation offensichtlich.

Ende der 80er Jahre traten in Australien und Neuseeland typische Krankheiten mit
Veranderungen der [IBH auf, ohne vorherige Immunsuppression. Einigen
Wissenschaftlern gelang es nachzuweisen, dal3 Hiihneradenoviren primér pathogen sein
konnen, d.h. IBH direkt auszuldsen vermdgen (REECE et al., 1986; CHRISTENSEN
und SAIFUDDIN, 1989; ERNY et al., 1991).

ERNY et a. (1991) berichteten von einer akuten IBH in Australien, die im Gegensatz
zur klassischen IBH bel Tieren, die junger as 3 Wochen at waren, eine Mortalitat von

30% verursachte. In diesen Falen wurden St&mme der Serotypen 6 und 8 von den
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erkrankten Tieren isoliert. Auch in Neuseeland wurde von IBH erkrankten Tieren ein
Adenovirus mit der Zugehorigkeit zum Serotyp 8 isoliert. Diese Tiere zeigten zusétzlich
zu den typischen Leberveranderungen eine starke Bursa und Thymusatrophie
(CHRISTENSEN und SAIFUDDIN, 1989). Es gelang SAIFUDDIN und WILKS (1990)
durch eine orale Infektion von zwel Tage alten SPF-Kiken die Krankheit mit einem
Isolat, zugehdrig zum Serotyp 8, zu reproduzieren. Dabel wurde eine 30%ige
Mortalitétsrate festgestellt.

In der zweiten Hafte des Jahres 1987 wurden erste Félle einer neuen Erkrankung in
pakistanischen Broilerbestdnden beobachtet, die nach der Region ihres Auftretens, in
der Né&he von Karachi, als "Angara Disease”" bezeichnet wurde. Bis zum Sommer 1988
hatte sich die Krankheit weitgehend Uber ganz Pakistan ausgebreitet (ANJUM, 1988;
JAFFREY, 1988). Die Erkrankung beginnt im Alter von 3-5 Wochen und fihrt
innerhalb von 8-15 Tagen be geringer Morbiditét zu plotzlichen Todesfdlen, deren
Rate bei infizierten Herden zwischen 20% bis 75% liegt. Charakteristisch ist die
Ansammlung einer serdsen Fllssigkeit im Herzbeutel, Perikarditis, Leberaufhellung und
-schwellung, Lungentdem, Nephritis, Milzschwellung sowie Thymus- und
Bursaatrophie. Bel den histol ogischen Untersuchungen konnten hauptsachlich basophile
Einschluf3korperchen in der Leber beobachtet werden (ANJUM et al., 1989; CHEEMA
et a., 1989; CONRAD et a., 1991). Entsprechend dem pathologischen Hauptbefund,
einem schweren Hydroperikard, wurde vorgeschlagen, die Erkrankung als
Hydroperikard-Syndrom (HPS) zu bezeichnen (COWEN, 1992).

Im Veterindrlabor der Firma Lohmann Tierzucht, Cuxhaven, gelang es 1989 aus akuten
Krankheitsfallen der Angara disease ein Adenovirus zu isolieren, welches als K31
bezeichnet wurde. In Ubertragungsstudien konnte mit dem Virusisolat durch parenterale
Infektion von SPF-Eintagskiken die Erkrankung reproduziert werden. Infizierte Tiere
erzeugten spezifische Antikorper gegen das lIsolat K31. Durch vergleichende
Charakterisierung mit zwolf FAV-Antiseren im Institut fur Gefligelkrankheiten der
Freien Universitdt Berlin konnte das Isolat dem Serotyp 4 zugeordnet werden
(SCHULLER et al., 1991).

Desweiteren trat in Deutschland 1993 bei Broilerherden eine mit Leberveranderungen
und Kerneinschliissen einhergehende Krankheit auf, deren Verluste bis zu 10% bel 11

bis 18 Tage alten Kuken betrugen. Die Kiken waren apathisch, die Futter- und
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Wasseraufnahme ging deutlich zurtick. Erkrankte Tiere starben innerhalb von 24
Stunden. Die pathologisch-anatomischen Verdnderungen bei den betroffenen Tieren
erstreckten sich hauptsachlich auf die Leber, welche Schwellungen und petechiale
Blutungen aufwies. Zusédtzliche Befunde waren Nephritiden mit Harnleiterstau,
petechiale Blutungen in der Muskulatur und bei etwa 25% der verendeten Kiken auch
ein Hydroperikard. In den betroffenen Herden war bereits die Schlupfrate erniedrigt.
Von den verstorbenen Kiken wurde ein Adenovirus vom FAV-Typ isoliert, das die
Bezeichnung K-235 erhielt. Mit diesem Isolat konnte das Krankheitsbild nach
parenteraler Injektion in in vivo Experimenten reproduziert werden. Das Isolat K-235
wurde von Antikdrpern gegen die Serotypen FAV2 und FAV12 neutraisiert, bei
weiteren Untersuchungen mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen konnte
festgestellt werden, dal3 dieses Virus dem Serotyp 2 zuzuordnen ist (HESS et al., 1993).

Bereits seit 1986 wurde auch aus mehreren |ateinamerikanischen Landern vermehrt tber
Krankheitsfalle mit &nlichen Symptomen wie in Pakistan berichtet, wobei zu diesem
Zeitpunkt die Krankheit der IBH zugeordnet wurde (CUBILLOS et a., 1986), obwonhl
bei diesen Ausbriichen ein Hydroperikard und die erhohte Mortalitét im Gegensatz zu
der klassischen IBH auffédlig waren (ALTAMIRANO, 1990).

GAY et a. (1995) isolierten ein Adenovirus von 3 Wochen aten Broilern mit HPS-
Symptomen in Mexiko. In diesen Broilerherden wurde eine 45%ige Mortditéat
beobachtet und das Adenovirus als Serotyp 8 beschrieben. Nach einer intramuskul&éren
Applikation des Isolates in 3-5 Wochen alten SPF-Tieren verendeten 80% der
infizierten Tiere. Auch COWEN et al. (1996) fuhrten eine Studie zur Reproduktion der
Krankheitsymptome bei zwel Tage aten SPF-Tieren durch, wobei eine orae
Infektionen mit einem Feldisolat aus Australien und einem Feldisolat aus Chile
eingesetzt wurden. Das australische Isolat wurde dem Serotyp 8 zugeordnet und das
chilenische Isolat wurde als Serotyp 4 identifiziert. Eine 5%ige Mortalitét wurde bei der
ersten Gruppe, eine 45%ige Mortalitéat bel der letzten Gruppe registriert. Bel eéinem Tell
der kuinstlich infizierten Tiere beider Gruppen konnten pathol ogische Befunde wie beim
Hydroperikard-Syndrom ermittelt werden.

Insgesamt ist festzustellen, dal3 sich das Hydroperikard-Syndrom (HPS) offensichtlich
nicht nur auf Pakistan und auf lateinamerikanische Lander wie Mexiko, Chile, Peru und

Ecuador beschrankt. Vielmehr wurde das Phanomen in den letzten Jahren auch in
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mehreren anderen asiatischen Landern festgestellt. Dazu gehdren Lander in Nahost-
Regionen wie Irak (ABDUL-AZIZ und AL-ATTAR, 1991) und Kuwait (Y OUSSEF,
pers. Mitteilung) aber auch in Rufand (BORISOV et al., 1997) sowie in Indien
(CHANDRA et dl., 1997). Inwieweit in einzelnen Falen des Auftretens der Krankheit
neben den das Krankheitshbild determinierenden Adenoviren des FAV-Typs weitere
atiologische Faktoren eine Rolle spielen, kann auch aus der Literatur nicht immer
eindeutig abgeleitet werden. Die vielfach gelungenen Ubertragungsversuche zeigen
indessen, dal3 in vielen Fallen Adenoviren das eigentlich ausl6sende Moment fir die

Krankheitsausbriiche darstellen.



20

B.ZIEL DER UNTERSUCHUNGEN

An Hand der vorausgegangenen Ausfihrungen wird deutlich, da3 die Frage der
priméren Pathogenitét der Virusisolate vom FAV-Typ in einzelnen Féalen eindeutig
positiv zu beantworten ist. Indessen bleibt die Frage offen, ob die Krankheitsausbriiche
und das Krankheitsbild von IBH und HPS, wie sie endemisch in den letzten Jahren in
mehreren Regionen der Welt aufgetreten und beschrieben sind, bestimmten FAV-
Serotypen zugeordnet werden kdnnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, Feldisolate aus erkrankten Tieren in Ecuador (K1013
Nr. 1-6) serologisch und molekularbiologisch zu charakterisieren, in die Reihe der FAV-
Serotypen einzuordnen und die Isolate untereinander zu vergleichen, um die Frage
beantworten zu konnen, ob die Isolate aus verschiedenen Regionen eines Landes in
serologischer Hinsicht und auf der Genomebene identisch sind.

Gleichzeitig sollte geklart werden, ob und wie das asiatische Feldisolat K31 sich
serologisch bzw. auf der Genomebene im Vergleich zu den lateinamerikanischen
Isolaten und den entsprechenden Referenzstdmmen unterscheidet.

Um der Frage nach der primaren Pathogenitd der Adenoviren vom FAV-Typ
nachzugehen, wurden verschiedene Pathogenitétsstudien durchgefihrt. Dabel sollte
geklart werden, ob tats&chlich die isolierten Adenoviren von HPS erkrankten Tieren fur
das Krankheitshild alein verantwortlich sind oder weitere, auch immunsupprimierende
Faktoren, fur die Entstehung und den Verlauf des Krankheitsgeschehens eine Rolle
spielen. Hierzu war es eforderlich, Versuche mit Kuiken unterschiedlicher
Altersgruppen nach Infektion auf verschiedenen Wegen durchzufhren. Unter
Verwendung von Isolaten aus Lateinamerika, aus Asien und des entsprechenden
Referenzstammes sollten Unterschiede der Pathogenitdt einzelner Stamme erfaldt
werden.

Durch Infektion von Elterntieren sollte die Moglichkeit der vertikalen Virusibertragung
und eine daraus resultierende Pathogenitét fir die Embryonen und Kiken Gber einen
Zeitraum von mehreren Wochen verfolgt werden. Wahrend dieses V ersuchsabschnittes
wurden auch der Verlauf der Virusausscheidung und der Antikorperbildung bei den

Elterntieren und ihren Nachkommen mitberticksichtigt und tGberprift.
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C. Material und Methoden

1. Virusstdmme

1.1 Laborstamme

Fur die Untersuchung wurden dreimal plaguegereinigte Stamme der avidren
Adenovirus-Serotypen FAV1 bis 12 (McFERRAN, 1981) verwendet, die im Institut fir
Geflugelkrankheiten der FU Berlin ds Referenzstdmme vermehrt und aufbewahrt
werden. Diese sind bereits in mehreren Arbeiten ausfuhrlich beschrieben worden
(MONREAL e a., 1980; DORN e a. 1980; MONREAL, 1984).
Molekularbiologische und weitere Untersuchungen wurden mit den ebenfalls
plaguegereinigten Serotypen FAV4, Stamm KR5 (KAWAMURA et a., 1964) und
FAV11, Stamm C2B (CALNEK und COWEN, 1975) durchgefuihrt.

1.2 Feldstdmme

Das Adenovirusisolat aus einer Feldinfektion der "Angara Disease" bel Broilern in
Pakistan wurde 1989 von der Firma Lohmann Tierzucht, Cuxhaven, isoliert und als
Isolat K31 bezeichnet. Unter Verwendung von  serologischen  und
molekularbiologischen Untersuchungsmethoden konnte eine enge Verwandtschaft des
K31 Isolates mit dem Serotyp 4 der Hiihneradenoviren festgestellt werden (SCHULLER
et al., 1991).

Sechs Virusisolate aus verschiedenen Feldinfektionen aus Ecuador mit &hnlichen
Symptomen wie "Angara Disease” wurden in die Untersuchungen einbezogen. Sie
wurden von Dr. Vaencia (Lafavet, Quito) der Firma Lohmann Tierzucht, Cuxhaven, zur
Verfligung gestellt und erhielten die Bezeichnung K1013 (Nr. 1 - 6).
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Einzelne Daten Uber die Herkunft und die Krankheitsausbriiche, aus denen die K1013
(Nr. 1-6) Feldisolate aus Ecuador stammen, sind in der folgenden Ubersicht

zusammengefalt:

Labor Nr. | Zahl der Tiereim | Alter in Wochen Mortalitétsrate
Bestand
Nr. 1 2000 4 50%
Nr. 2 3500 45 25%
Nr.3 6500 5 47%
Nr.4 1500 6 27%
Nr.5 8000 5 57%
Nr.6 10000 6 18%

Bel der Anziichtung auf Hihnerembryoleberzellkulturen zeigten die Stdmme einen fir

das Adenovirus typischen zytopatischen Effekt (CPE).

2. Embryonale L eber zellkulturen

Fur die Vermehrung der Virusstamme und -Isolate sowie die Durchfiihrung der
Neutralisationsteste wurden Hihnerembryoleberzellen (HEL) benétigt. Zur Herstellung
der HEL wurden Embryonen am 11. Bebritungstag aus SPF-Bruteiern (Lohmann
Tierzucht GmbH, Cuxhaven) entnommen, dekapitiert und eviszeriert. Die gewonnenen
Lebern wurden zerkleinert und mit PBS gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurde die Suspension mit 0,05 %iger Trypsinlosung (Fa. Difco) versetzt und fir 10 min
auf eilnem Magnetrihrer gertihrt, um die Zellen aus dem Gewebsverband zu 16sen. Der
Vorgang (Trypsin/Magnetriihrer) wurde 4 bis 5x wiederholt, der gesammelte zellhaltige
Uberstand zentrifugiert (Minifuge GL, Fa. Heraeus Christ, 1000 UpM, 10 min) und die
sedimentierten Zellen in Anzuchtmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
durch 2-fache sterile Baumwollgaze filtriert, nochmals zentrifugiert (1000 UpM, 10
min) und das Zellsediment in 30 ml des Anzuchtmediums aufgenommen.

Die Konzentration vitaler Zellen wurde mikroskopisch nach Kristallviolettfarbung mit
Hilfe eines H&mozytometers (Fuchs-Rosenthal) gezahlt. Die Suspension wurde dann fir
die Virusanzuchtversuche, die Plaguereinigungen und die Virusvermehrung mit dem

Anzuchtmedium auf 800.000 Zellen/ml verdinnt und mit einer Menge von je 35 ml in
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Zellkulturenschalen gefillt (&£ 15 cm, Fa. Greiner). Fir die Neutralisationsteste in
Mikrotiterplatten fur Gewebekulturen (Fa. Greiner) wurde die gleiche Zelzahl/ml

verwandt.

3. Virusvermehrung

Die Schalen wurden bei 37° C in einer 5 %igen CO, Atmosphére bebritet, nach 24
Stunden war der Zellrasen konfluent. Danach wurde das Anzuchtmedium abgesaugt und
2 ml Virussuspension (Titer ca. 10" TCIDsy/ml) auf dem Rasen verteilt. Nach einer
Adsorptionszeit von 1 h bel 37° C wurden 35 ml Erhaltungsmedium zugegeben und die
Schalen bis zur Ausbildung eines starken CPE (24-72 h) weiterbebritet. Virushaltiger
Zellrasen und Uberstand wurden nach dreimaligem Friertauen geerntet und bei -20° C

aufbewahrt.

L 6sungen
PBS (pH 7,4):
8 ¢ NaCl
02 g KCI
1,15 ¢ Di-Natriumdihydrogenphosphat x 2H,0O
020 g Kaliumdihydrogenphosphat

ad 1000 ml Aquadest.

Anzuchtmedium fir embryonale Leberzellen:

Medium 199 (Fa. Seromed)
10 % Tryptosephosphatbouillon (Fa. Difco)
10 % K& berserum (Fa. Seromed)

100 LLE/ml  Benzyl-Penicillin (Fa. Heyl)

100 pg/ml  Streptomycin-Sulfat (Fa. Heyl)
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Erhatungsmedium fir embryonale Leberzellen:

wie Anzuchtmedium, aber nur
1 % Kéalberserum (Fa. Seromed)

Trypsin-L6sung:

4 g NaCl
02 g KCl
25 g Trypsin (Difco, 1:250)
ad 475 ml Aquadest.

4. Viruschar akterisierung

4.1 Serologische Untersuchung

4.1.1 Antiserum Herstellung

Zur Produktion des Antiserums gegen K1013 (Nr. 2) wurden jeweils 5 drei Wochen alte
SPF-K iiken mit plaguegereinigtem Virusmaterial K1013 (10° TCIDsy/0,1 ml) (siehe C
4.2) oculo-oral mit 0,1 ml Inokulat infiziert. Die Blutenthahme wurde zwei Wochen
spater durchgefihrt (je 2 ml). Dazu wurde den Kilken das Halsgefieder mit lauwarmem
Wasser angefeuchtet und die rechte Vena jugularis mit einer Einmal-Kanule (Sterican,
0,9 x 40 mm, 20G x 1 1/2, Fa. Braun) und aufgesetzter 5-ml Spritze punktiert.

Zur Gerinnung wurde das Blut 2 Stunden bei 38° C inkubiert. Anschlief3end wurde das
Blut 20 min bei 3000 UpM und 4° C (Minifuge GL, Fa. Heraeus Christ) abzentrifugiert.
Das gewonnene Serum wurde portioniert und bel -20° C gelagert.

Die Antiseren gegen das Feldisolat K31 und gegen die Referenzstamme wurden in SPF-
Kaninchen im Zentralen Tierlabor der FU-Berlin bereits friher hergestellt und standen

im Institut fur Gefltgelkrankheiten zur Verfiigung.
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4.1.2 Neutralisationstest zur Typisierung der |solate

Der Neutralisationstest ~ wurde  in Huhnerembryol eberzel kulturen im
Mikrotiterplattenverfahren, wie von MONREAL et a. (1980) beschrieben,
durchgefihrt.
Mit Hilfe von Referenzseren aler FAV-Serotypen (1 bis 12) wurde geprift, von
welchen Antiseren die sechs |solate neutralisiert wurden.
Dazu wurden die Seren auf einen Antikorpergehat von 20 Serumeinheiten (eine
Serumeinheit entspricht der hochsten Serumverdinnung, die eine vollstandige
Virusneutralisation ermdglicht) eingestellt. Die zu typisierenden Virusisolate wurden
von 10° bis 10™ mit Medium 199 verduinnt. Virus und Serum jeder Verdiinnung wurden
im gleichen Verhdtnis (je 0,05 ml) in den Mikrotiterplatten gemischt.
Nach einer Inkubation von 2 h bei 37° C wurden 0,15 ml Zellsuspension zugegeben und
die Proben bis zu 5 Tage welter bebritet.
Die Zellen wurden t&glich mikroskopisch kontrolliert. Nach 5 Tagen erfolgte eine
Fixierung mit Formalin (10%ig) und anschlief3end eine Zellfarbung mit Giemsa-Ldsung
(1:10).
AlsKontrollen dienten:

Alle Virusverdiinnungen ohne Serumzugabe

Serum ohne Virus

Zellkontrollen
Beurteilt wurde der CPE im Zellrasen im Vergleich zur Viruskontrolle. Ein Ausbleiben
des CPE bedeutete Neutralisation des Virusisolates durch Antikorper des
entsprechenden FAV-Serotyps.

L 6sungen

Farbel 6sung:

Giemsaldsung (Fa. Merck), 1:10 verdinnt
Formaldehydl 6sung 35 %ig (Fa. Merck), 1:10 verdinnt
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4.1.3 Kreuzneutr alisationstest

Die genaue Bestimmung der Zugehorigkeit der Isolate zu einem bestimmten Serotyp
wurde im Kreuzneutralisationstest gepruft. Im Test wurden alle Antiseren, mit denen die
Feldisolate reagiert hatten und die entsprechenden Referenzstdmme der Serotypen
eingesetzt so dal3 die Neutralisationstiter jedes Stammes gegen jedes Serum bestimmt
werden konnten. Alle Seren wurden in zweifachen Verdinnungsstufen verdunnt (1:10
bis 1:10240) und mit dem gleichen Volumen der entsprechenden Virussuspensionen
(30-300 TCIDs /0,05 ml) gemischt.

Als Neutralisationtiter galt die hdchste Serumverdinnung, die noch eine vollstandige

Virusneutralisation bewirkte.

4.1.4 Neutralisationstest zur Untersuchung der Seren

Alle zu untersuchenden Seren wurden inaktiviert (56° C, 30 min), 1:10 vorverdinnt und
0,05 ml jedes Serums wurde mit 0,05 ml jedes Referenzstammes aller 12 FAV-
Serotypen gemischt. Die Virusstamme waren auf einen Virusgehalt von 30-300
TCIDsy/0,05 ml eingestellt. Die Seren der Elterntiere und ihre Nachkommen wurden in
eine Verdinnungsreihe von 1:4 bis zu 1:1024 geprift. Die Durchfihrung des Tests

erfolgte wie unter C 4.1.2 beschrieben.

4.2 Plaque-Reinigung ausgewahlter |solate

Nach der Serotypisierung wurde eine Plaque-Reinigung der Isolate K1013 (Nr.2) und
K31 zur Standardisierung der Virusstdmme fur die weiteren Untersuchungen zur
Embryopathogenitét und fur die Infektionsversuche durchgefihrt.

HEL-Zellkulturen in Petrischalen (A 60 mm, Fa.Greiner) wurden mit dem jeweiligen
Virusin einer Konzentration zwischen 30 und 100 TCIDs, beimpft. Das Medium wurde
24 Stunden nach der Infektion entfernt und der Zellrasen mit 6,5 ml verflissigtem
Overlay-Medium Uberschichtet. Die Zellen wurden bis zum Auftreten von Plagues (5
bis9 d p.i.) unter festem Overlay-Medium weiterbebritet.

Unter dem Mikroskop wurden mit Hilfe der Pasteurpipette einzelne Plagques abgesaugt,

in Anzuchtmedium Uberfiihrt und resuspendiert. Anschlief3end erfolgte eine erneute
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Verimpfung jedes isolierten Plagues nach dem gleichen Modus. Nach dreimaliger

Plague-Reinigung wurde das Virus wie unter C 3 beschrieben weiter vermehrt.

L 6sungen

Medium fir Overlay:

L6sung A: Medium 199
Losung B: PBS Agarose - Losung 1%ig, verfllssigt
L6sung A und Lésung B im Verhdtnis 1:1 Mischen

4.3 Molekular biologische Unter suchung

4.3.1 Virusreinigung

Das 3 x eingefrorene und aufgetaute Virusmaterial (1000 ml) wurde 3 x 10 Sekunden
beschallt (Stufe 5-6, Sonifer, Fa. Branson). Anschlief3end wurden durch Zentrifugation
(Fa. Sorvall, GSA-Rotor) tber 20 min bei 4000 UpM und 4° C die Zellreste entfernt.
Die vorgeklarte Virussuspension wurde mit 5 ml Casiumchlorid-Lésung (Dichte 1,27
g/ml) unterschichtet und im SW 28 Rotor (Fa. Beckmann) 2,5 h lang bei 28.000 UpM
und 4° C sedimentiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das virushaltige
Sediment in 1 ml Casiumchloridiésung (Dichte 1,34 g/ml) sorgféltig resuspendiert. Die
vereinigten Sedimente wurden einer Gleichgewichtszentrifugation im 50-TI-Rotor (Fa
Beckmann) fir 48 h bei 40.000 UpM und 12° C unterzogen. Das Virus, dassich in einer
Bande mit einer Dichte von 1,34 g/ml sammelte, wurde durch seitliche Punktion aus
dem Rohrchen entnommen (BAUER, 1989).
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4.3.2 1solierung der Nukleinsdure (DNA) mittels Phenol-Chlor ofor m-Extr aktion

Das Virusmaterial aus der Gleichgewichtszentrifugation wurde in TE-Puffer
resuspendiert und zur Entfernung des Casiumchlorids im SW 41 Rotor (Fa. Beckmann)
fUr eine Stunde bei 32.000 UpM und 4° C pelletiert und anschlief?end in 1 ml SDS
haltigem Lysispuffer resuspendiert.

Nach Behandlung mit 1 mg/ml Proteinase K (Fa. Boehringer Mannheim) wurde das
pelletierte Virusmaterial mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (MANIATIS et 4.,
1989) von den viralen Proteinen getrennt und mit absolutem Ethanol gefdllt. Das nach
der Zentrifugation gewonnene DNA-Pellet wurde unter Vakuum getrocknet und
anschlief3end in 1 ml TE-Puffer (0,1 mM EDTA) aufgenommen. Die Menge der DNA

wurde fluorometrisch bei 260 nm bestimmt.

4.3.3 Kurzpraparation der Nukleinsauren (DNA)

Fur die Kurzprgparation der Nukleinsdure wurde ene am Ingtitut for
Geflugelkrankheiten der FU Berlin etablierte Methode verwendet.

Hierbel erfolgt die Gewinnung der DNA ohne Gradientenreinigung des Virusmaterials
ausinfiziertem Zellkulturextrakt. Diese schnell ablaufende Methode hat den Vortell, daf3
wesentlich weniger Virusmaterial bendtigt wird, liefert anderseits aber nicht so saubere
Schnittmuster wie die Phenol-Chloroform-Extraktion der DNA.

Die 3 x engefrorene und aufgetaute Zellsuspension (100 ml) wurde mit der halben
Menge Chloroform gemischt und anschlief3end durch Zentrifugation (Fa. Sorvall, GSA-
Rotor) fur 20 min bei 3500 UpM und 4° C von den Zdltrimmern befreit. Durch
Zentrifugation im SW 28 Rotor (Fa. Beckmann) fur 90 min bel 28.000 UpM wurde das
Virus pelletiert und das Sediment in 1 ml TE-Puffer resuspendiert. Anschlief3end
erfolgte die Zugabe von Lysispuffer mit 1 mg/ml Proteinase K.

Die Mischung wurde fur 3 h bei 37° C im Wasserbad belassen und anschliefzend im
Eisbad schnell abgekihlt. Nach Zugabe von 1 ml Kaliumacetat (5M), Zentrifugation
(Minifuge GL, Fa. Heraus Christ) fur 60 min bei 10.000 UpM 4° C, wurde das Pellet
verworfen und die DNA aus dem Uberstand mittels eiskaltem absolutem Ethanol tber
Nacht bei -20° C geféllt. Nach der Pelletierung der prézipitierten DNA fir 60 min bei
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10.000 UpM, 4° C (Fa. Sorvall, GSA-Rotor) und Trocknung unter Vakuum wurde die
DNA in 50 pl TE-Puffer resuspendiert.

L 6sungen

TrisEDTA (TE-Puffer):

10 mM  TrissHCL pH 7,4
01 mM EDTA Di-Natriumsalz
Lysispuffer:
100 mM  TrisHCL
100 mM  NaCl
1 mM EDTA Di-Natriumsalz
1 %  Natriumdodecylsulfat (SDS)
Proteinase K:

1 mg/ml  Lysispuffer

4.3.4 Restriktionsenzymanalyse der Virus-DNA

Die Spaltung der gereinigten DNA erfolgte mit den Restriktionendonukleasen: Bam Hl,
Bgl I, Dral, Eco R | und Pst | (Fa. Life Technologies).

Pro Reaktionsansatz wurden 0,3 pg DNA mit 20 Einheiten des Restriktionsenzyms
unter Zugabe des entsprechenden Reaktionspuffers 2 h bei 37° C inkubiert. Gestoppt
wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 6 pl SDSEDTA-haltigem
Probenpuffer.

Als Langenstandard in der nachfolgenden Gelelektrophorese diente ein 1 kb
Molekulargewichtsmarker von 75 bis 12,216 Basenpaaren und ein
Hochmolekulargewichtsmarker von 8,271 bis 48502 Basenpaaren (Fa. Life
Technologies).

Die Elektrophorese wurde in enem 0,5%igem horizontalen Agarosegel mit
Ethidiumbromid bel 18 Volt Uber Nacht durchgefiihrt, anschlief3end wurden die DNA-
Fragmente unter Bestrahlung von 302 nm UV-Licht sichtbar gemacht. Die Bestrahlung
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fand auf einem Transilluminator UVT 2035 (Fa. Herolab) statt. Zur Dokumentation
wurde das DNA-Spaltungsmuster fotografiert.

L 6sungen

Reaktionspuffer (10x) fur die Restriktionsenzyme (Fa. Gibco-BRL):

Puffer 1: fur Dral

500 mM TrissHCI pH 8,0
100 mM MgCl,

Puffer 2: fur Pst |
500 mM Tris-HCl pH 8,0
100 mM  MqgCl;

50 mM NaCl

Puffer 3: fur BamH I, Bgl 11 und EcoR |

500 mM Tris-HCl pH 8,0
100 mM  MqgCl;
1 M  NaCl

Probenpuffer (4x):

10 % Ficoll Typ 400 (Fa. Merck)
05 % Bromphenolblau (Fa. Merck)
10 mM EDTA Di-Natriumsalz

01 % SDS
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Tris-Borat-Elektrophoresepuffer (TBE) (10x):

89 mM  TrissHCL pH 7,5
89 mM  Borsaure
2 mM  EDTA Di-Natriumsalz

Ethidiumbromidl 6sung (1%iq):

10 mg/ml  EtBr in Aquadest.

Agarosegel (0,5%iQ):

0,5 g Agarose
10 pul Ethidiumbromid-Losung (1%)
ad 100 ml  TBE-Puffer (1x)

5. I nfektionsver suche

5.1 Bruteier und Versuchstiere

Fur die Untersuchung wurden spezifiziert-pathogenfreie (SPF) Vao Bruteier der Firma
Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven, verwendet.

Die verwendeten Kiken wurden aus VALO-Eiern von SPF-Elterntieren erbritet, und
bis zum Einsatz in den entsprechendem Versuchen unter SPF-Bedingungen gehalten.
Die Tiere der Infektionsversuche wurden in Uberdruckisolatoren im Veterinarlabor der
Firma Lohmann Tierzucht, Cuxhaven, gehaten. Futter und Trinkwasser wurden ad
libitum angeboten.

Fur die Infektionsversuche von Zuchthiihnern standen Hennen und Hahne aus der SPF-
Haltung Firma Lohmann Tierzucht, Cuxhaven, zur Verfigung.

Alle Infektionsversuche wurden im Versuchstierhaus der Firma Lohmann Tierzucht in

Cuxhaven durchgefiihrt.
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5.2 Embryopathogenitéatspr ifung

Funf Tage alte embryonierte SPF-Huhnereier wurden mit je 0,1 ml plaguegereinigtem
Virusmaterial in den Dottersack beimpft. Die Versuchsanordnung ergibt sich aus der
folgenden Ubersicht.Fir jede Versuchsgruppe wurden 15 Embryonen verwendet. Bei
jedem untersuchten Virus (K1013, K31, KR5) wurden folgende Virusdosierungen
eingesetzt: 10°, 10* und 10° TCIDsy/0,1 ml. Die 15 Kontrolleier wurden mit 0,1 ml
sterilem PBS beimpft.

Ubersicht des Embryopathogenitatsver suches

verimpftes Virus Virustiter Anzahl der infzierten Infektionsweg
per 0,1 ml Eier
K1013 10° 15 Dottersack
K1013 10* 15 Dottersack
K1013 10° 15 Dottersack
K31 10° 15 Dottersack
K31 10* 15 Dottersack
K31 10° 15 Dottersack
KR5 10° 15 Dottersack
KR5 10* 15 Dottersack
KR5 103 15 Dottersack

Die Eier wurden bei einer Temperatur von 37,6° C weiter bebritet und téglich
durchleuchtet, um die Vitditéd der Embryonen zu Uberprifen. Eier mit abgestorbenen
Embryonen wurden an der markierten Luftkammergrenze gedffnet, die Kappe des
stumpfen Eipols abgesetzt und die entnommenen Embryonen seziert. Die Mortalitét der
Embryonen und die pathol ogisch-anatomischen Verénderungen wurden registriert und

verglichen.

5.3.1 Infektion von SPF-Eintagsktken

In dem ersten Infektionsversuch wurden 80 SPF-Eintagskiken in 5 Gruppen zu je 16
KUken eingeteilt. Davon wurden 4 Gruppen mit je einem der beiden plaguegereinigten
Feldisolaten K1013 oder K31 in zwei unterschiedlich hohen Virusdosierungen (je Virus
mit 10° bzw. 10° TCI Dso/0,1 ml) infiziert. Paralel hierzu erfolgte eine Infektion der
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fiinften Gruppe mit dem Referenzstamm KR5 mit 10° TCIDsy/0,1 ml. Jede Gruppe
wurde in einem eigenen Isolator gehaten. Jedem Kiken wurde das Inokulat zur Halfte

oral und zur Halfte oculdr in einer Dosis von insgesamt 0,1 ml appliziert.

Ubersicht tiber den I nfektionsversuch von SPF-Eintagskiiken

Isolator | verimpftes Virus Virustiter Anzahl der Tiere Infektionsweg
Nr. per 0,1 ml
1 K1013 10° 20° oculo-oral
2 K1013 10° 20 oculo-oral
3 K31 10° 20 oculo-oral
4 K31 10° 20 oculo-oral
5 KR5 10° 20 oculo-oral

4= 16 infizierte Tiere und 4 Kontakttiere

Zur Beimpfung wurde virushaltiger Zellkulturiberstand eingesetzt. Auf}erdem wurden
insgesamt 20 nicht infizierte SPF-Eintagskiken besonders gekennzeichnet und als
Kontakttiere auf die 5 Gruppen verteilt. Zwanzig weitere Kiken der gleichen Charge
wurden in einem getrennten Isolator gehalten und dienten als Kontrolltiere. Ihnen wurde
jeweils 0,1 ml 1%iges Erhaltungsmedium auf dem gleichen Infektionsweg wie bei den
anderen 5 Gruppen appliziert. Die Kiken wurden 28 Tage lang in Isolatoren gehalten
und klinisch Uberwacht.

Am 3., 8, 14. und 21. Lebenstag wurden, je nach Verlauf des Infektionsgeschehens, bis
zu zwei Tiere aus den verschiedenen Gruppen getotet.

Alle getteten und gestorbenen Tiere wurden pathol ogisch-anatomisch, 5 Tiere aus jeder
Gruppe auch histologisch untersucht. Jedem Tier wurden nach der Tétung folgende
Organproben zu histologischen Untersuchungen entnommen: Leber, Herz, Niere, Milz,
Thymus und Bursa Fabricii. Die Proben wurden nach Fixierung in Formaldehyd in
Paraffin eingebettet und zur mikroskopischen Untersuchung 6 pm starke Schnitte mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) geféarbt. Fir die Virusreisolierung wurde zusétzlich von allen

Tieren ein Stick Leber entnommen.
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Zum Antikdrpernachweis mit Hilfe des ELISA- und Serumneutralisationstestes erfolgte
am 28. Lebenstag eine Blutentnahme von den Uberlebenden Tieren. Anschlief3end
wurden die Tiere getttet.

5.3.2 Infektion von 3 Wochen alten SPF-Tieren

Im zweiten Infektionsversuch wurde die Pathogenitét der Feldisolate fir 3 Wochen alte

SPF-K Ulken nach Infektion tber zwel unterschiedliche Infektionswege tberprift.

Ubersicht Giber den I nfektionsver such mit 3 Wochen alten SPF-Tieren

Isolator | verimpftes Virus Virustiter Anzahl der Tiere Infektionsweg
Nr. per 0,1 ml
1 K1013 10° 10° oculo-oral
2 K31 10° 10 oculo-oral
3 K31 10° 10 i.m.

4= ginfizierte Tiere und 2 K ontakttiere

In den ersten zwel Gruppen wurde mit K1013 oder K31 (plaquegereinigt) eine oculo-
orale Infektion der Tiere durchgefihrt. Die dritte Gruppe wurde mit dem Isolat K31
intramuskul& (i.m.) infiziert. Im Unterschied zum ersten Kikeninfektionsversuch
wurden in jedem Isolator 10 Tiere eingestallt, wovon 8 Tiere infiziert wurden und 2
jeweils als Kontakttiere dienten. Die Infektionsdosen betrugen bei den ersten zwel
Gruppen 10°> TCIDsy/0,1 ml und bei der dritten Gruppe 10’ TCIDsy/0,1 ml. Injiziert
wurde jedem Tier 0,1 ml Virussuspension. Die Tiere der ersten zwei Gruppen wurden
aus organisatorischen Griinden Uber 16 Tage p.i. und die Tiere im Isolator drei Uber 28
Tage p.i. beobachtet. (Die unterschiedlichen Beobachtungszeiten ergaben sich aus
organisatorischen Grinden, um die Isolatoren auszulasten). Nach der Blutentnahme
wurden alle Tiere getotet und pathologisch-anatomisch untersucht. Lediglich von zwei
Tieren in Isolator 3 wurden Organproben, wie unter C 5.3.1 beschrieben, entnommen
und histologisch ausgewertet. Fur den Nachweis der erfolgreichen Infektion tber den

Virusanzuchtversuch wurde zusétzlich von jedem Tier ein Stiick Leber entnommen.
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5.3.3 Infektion von immunsupprimierten Tieren

Zur Untersuchung der Bedeutung des Immunsystems im Infektionsgeschehen wurde in
diesem Versuch das Immunsystem der Tiere durch Medikamenteneinfluld geschéadigt,
um eine Immunsuppression hervorzurufen.

Diese medikamenttse Immunsuppression wurde mit einem Cyclophosphamid Pr&parat
mit dem Handelsnamen CY CLOSTIN? 200-N (Fa. Pharmacia GmbH) vorgenommen.
Insgesamt wurden 36 SPF-Eintagskiken in 4 Isolatoren eingestallt und zwar je Isolator
9 Tiere. Am vierten Lebenstag wurde das Praparat CY CLOSTIN? 200-N in Aqua dest.
gelost und nach einer 1:10 Verdinnung, 0,3 ml intraperitoneal (i.p.) injiziert (3
mg/Tier). Die Tiere wurden bis zum 8. Lebenstag taglich, wie beschrieben, mit
CYCLOSTIN? behandelt.

Am 21. Lebenstag wurden die Tiere in 4 Isolatoren mit den plaguegereinigten
Feldstammen und dem Referenzstamm infiziert und Gber einen Zeitraum von 28 Tagen
p.i. beobachtet. Danach wurden alle Uberlebenden Tiere getotet. Der Versuchsablauf

sowie die Probenentnahme erfolgte wie in dem oben beschriebenen Versuch C 5.3.2.

| nfektionsver such mit 3 Wochen alten SPF-Tieren nach einer CYCLOSTIN?-
Behandlung der Tiere

Isolator Nr. | verimpftes Virus Virustiter Anzahl der Tiere Infektionsweg
per 0,1 ml
1 K1013 10’ 9 oculo-oral
2 K31 107 9 oculo-ora
3 KR5 10’ 9 oculo-oral
4 K31 10° 9 i.m.

&= ginfizierte Tiere und 1 K ontakttier

6. Versuche zu einer vertikalen Ubertragung des Feldisolates K 31

Um eine vertikale Ubertragung der Feldisolate zu prifen, wurden 16 SPF-Legetiere im
Alter von 30 Wochen in Einzelk&fige eingestallt. Die Tiere wurden 2 Wochen nach der
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Einstallung kinstlich besamt. Dazu wurde der Samen von einem Hahn, der in einem
separaten Raum gehalten wurde, entnommen.

Die eingestallten Tiere wurden eine Woche nach der ersten kinstlichen Besamung mit
je 1 ml Inokulum K31 mit einem Virustiter von 10° TCIDs/0,1 ml oral infiziert. Nach
der Infektion wurden von den Tieren Blut und Kloakenabstriche zum Virus- und
Antikorper-Nachweis entnommen, danach wurden die Tiere wiederum kunstlich
besamt.

Eine regelmaldige Blutentnahme sowie Kloakenabstriche und die Besamung der Tiere
erfolgte in den folgenden 3 Wochen. Bis zu weiteren Untersuchungen wurden die
gewonnenen Seren und Kloakenabstriche eingefroren.

Die Eier wurden t&glich gesammelt und mit der K&fignummer beschriftet. Die von jeder
Woche gesammelten Eier wurden in den Brutschrank (Temp. 38° C) eingelegt, sie
wurden jeden 3. Tag durchleuchtet und die abgestorbenen Embryonen, soweit
beurteilbar, pathologisch-anatomisch untersucht. Ein Stlick Leber wurde fir den
Virusnachweis entnommen.

Am 18. Tag nach jeder Einlage wurden die Eier jeder Henne zur Identifizierung der
Tiere beim Schlupf unter Pedigree-Hauben verbracht. Beim Schlupf wurde ein Kiken,
dem Elterntier entsprechend, mit einer Kikenmarke im rechten Fliigel gekennzeichnet.
Dierestlichen Kiken wurden nach der Blut- und Mekoniumentnahme getotet.

Die gekennzeichneten Tiere jeder einzelnen Woche wurden in separaten Ka&figen,
getrennt von den Elterntieren, eingestallt, so dal3 sich in diesem Raum 5 K&fige mit den
entsprechend gekennzei chneten K tiken befanden.

Am 7., 14., 21. und 28. Lebenstag wurden regelméldig Kloakenabstriche fur einen
Virusanzuchtversuch entnommen. Nach 35 Lebenstagen wurden die Tiere nach der
Blutentnahme fir die Serumneutralisations- und ELISA-Tests getotet. Alle Tiere
wurden pathol ogisch-anatomisch untersucht. Von zwei Tieren aus jeder Gruppe wurden
folgende Organproben zu histologischen Untersuchungen entnommen: Leber, Herz,
Niere, Milz, Thymus und Bursa Fabricii.

Die Elterntiere wurden sechs Wochen p.i. getotet, d.h. im Alter von 39 Wochen
pathologisch-anatomisch untersucht. Fir die ELISA-Tests erfolgte eine letzte
Blutentnahme am Tag der Totung.
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7. Virusreisolierung

7.1 Virusreisolierung aus den Lebern der Versuchstiere

Zur Virusreisolierung aus den Lebern der infizierten Tiere sowie der Kontakt- und
Kontrolltiere und der abgestorbenen Embryonen aus Versuch C 6 wurde mit Hilfe eines
UltraTurrax (Fa. Janke und Kunkel KG) aus jedem entnommenen Organ ein
Homogenat hergestellt, das 1:10 mit dem Erhaltungsmedium verdinnt wurde. Das
Homogenat wurde 10 min bei 5000 UpM zentrifugiert (Minifuge GL, Fa. Heraeus
Christ), um grobere Zellbestandteile abzutrennen. Anschliefend wurde der Uberstand
durch einen sterilen Filter (Fa. Sarstedt) mit einer Porengrdf3e von 0,22 pm filtriert und
0,2 ml davon auf embryonale Leberzellsuspensionen in Zellkulturschalen (A 60 mm,
Fa. Nunc) verimpft. Die Kulturen wurden mikroskopisch nach 72 h beurteilt, ob ein
CPE zu erkennen war. Beim Ausbleiben eines CPE wurden bis zu 3 weitere Passagen
durchgefihrt.

7.2 Virusreisolierung aus der Her zbeutelfllssigkeit

Bel dem Versuch, das Virus aus der HerzbeutelflGissigkeit nach Erkrankung gestorbener
Versuchstiere zu reisolieren, wurde nach der Herzbeutelpunktion mit einer sterilen
Nadel von der abgesaugten Flussigkeit ca. 0,1 ml auf embryonale Leberzell suspensionen
in kleinen Zellkulturschalen (A 10 mm, Fa. Greiner) direkt aufgebracht und nach 72 h
mikroskopisch beurteilt. Das Material wurde bis zum Auftreten eines CPE, maximal

dreimal passagiert.

7.3 Virusreisolierung aus den Kloakenabstrichen und Mekoniumproben

Alle Kloakenabstriche und Mekoniumproben aus dem Versuch C 6 wurden einzeln
untersucht. Die Virusanzucht erfolgte ebenfalls auf den HEL-Zellen. Bis zur weiteren
Bearbeitung wurden die Proben in je 2 ml des Erhaltungsmediums eingefroren. Nach
dem Auftauen wurde das Probenmaterial auf eine 2 ml-Spritze gezogen, durch einen
sterilen Filter (Fa. Sarstedt) mit einer Porengréf3e von 0,22 um filtriert und 0,2 ml des
filtrierten Materials auf embryonale Leberzellsuspensionen in Zellkulturschalen (4 60
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mm, Fa Nunc) verimpft. Die Kulturschdlchen wurden mikroskopisch nach 72 h

beurteilt, beim Ausbleiben eines CPE wurde das Material bis zu 3 mal weiter passagiert.

8. ELISA-Tests

Um das Vorhandensein von Fremdvirusinfektionen in den Infektionsversuchen
auszuschlief3en, wurden die entnommenen Seren der Uberlebenden Tiere am Ende jedes
Versuches auf das Vorliegen von Antikdrpern gegen das Virus der Infektidsen
Kikenandmie (CAV) und das Virus der Infektiosen Bursitis (IBDV) mit Hilfe des
ELISA untersucht

Fur die Untersuchungen wurden kommerzielle ELISA-Testsysteme eingesetzt. Der
Testkit fur die Untersuchungen auf Antikdrpern gegen CAV mit dem entsprechenden
Testsystem wurde von der Firma FLOCKSCREEN geliefert. Parallel dazu wurden die
Untersuchungen auf Antikorpern gegen IBDV mit dem Testkit und entsprechend den
Anweisungen der Firma lDEXX durchgefiihrt.
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D. ERGEBNISSE

1. Virusver mehrung

Bel alen Versuchen zur Anziichtung, Vermehrung und Plaguereinigung aller sechs
Isolate K1013 (Nr. 1-6) konnten, ebenso wie bei dem plaquegereinigten Isolat K31 und
den Laborstdmme der fir die aviaren Adenoviren vom FAV-Typ bekannte cytopathische
Effekt in Leberzellkulturen beobachtet werden. Die Verdnderungen in der Zellkultur
begannen bereits nach ca16-24 Stunden p.i. in Form eines Zusammenziehens der
Leberzellen mit nachfolgender Abrundung der Zellen im Zellverband. Die abgerundeten
Zellen waren nahezu enheitlich grol3 und scharf konturiert. Morphologische
Unterschiede der Zellveranderungen zwischen den untersuchten Virusisolaten bestanden
nicht.

Nach 72 Stunden trat bei ca. 70% der Zellen Zellyse ein. Zu diesem Zeitpunkt war
erfahrungsgemal’d der hdchste Virustiter erreicht und die Zellreste einschliefdlich des

Zd lkulturiiberstandes wurden zur weiteren Verwendung geerntet.

2. Viruschar akterisierung

2.1 Serologische Unter suchungen

2.1.1 Neutralisationstest zur Typisierung der Isolate

Die sechs Virusisolate aus Ecuador (K1013 Nr.1-6) wurden mit Hilfe des
Virusneutralisationstests im Mikrotitersystem gegentber den im Institut for
Geflugelkrankheiten vorhandenen Referenzseren gegen die 12 FAV-Stédmme untersucht.
Dabei zeigte sich, dal? eine Neutralisation aler 0.g. Isolate mit den Antiseren gegen die
Serotypen FAV4 (Stamm KR5), FAV11 (Stamm C2B) und das Isolat K31 erreicht
werden konnte, wobei die Seren anderer FAV-Serotypen keine Neutralisation der

Virusisolate bewirkten. Die Untersuchungsergebnisse sind in Tabelle 2 dargestel|t.
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Die Ergebnisse des Virusneutralisationstestes deuteten auf eine Verwandtschaft
zwischen den untersuchten Virusisolaten K1013 (Nr. 1 - 6) und den Serotypen FAV4
(Stamm KR5) und FAV 11 (Stamm C2B) sowie dem Stamm K31 hin.

Tabelle 2: Neutralisationstest mit Antiseren der Referenzstamme FAV 1-12 und
K31 gegen die Feldisolate K1013 (Nr.1-6) und K31

FAV-Antiserum
Isolat 18 2 3 4 5 6 7 8/9 10 11 12
Nr. OTE |SR48|SR49| KR5 | 340 [CR119| YR36 | H6 | A2 | C2B |UF/71| K31
1 - - +° - - - + +
2 - + - - - + +
3 - + - - - + +
4 - + - - - + +
5 - + - - - + +
6 - + - - - + +
K31 - + - - - + +

4FAV Serotypen
® keine Neutralisation

¢ Neutralisation

2.1.2 Kreuzneutralisationstest

Um die Zugehtrigkeit der Feldisolate zu elnem bestimmten Serotyp weiter zu
differenzieren, wurden die Isolate im Kreuzneutralisationstest gepriift. Da die Antiseren
der Referenzstamme FAV4 (KR5) und FAV11 (C2B) ale K1013 (Nr. 1-6) Isolate in
gleicher Weise neutralisiert hatten, wurde eines der sechs lIsolate (Nr.2) im
Kreuzneutralisationstest als Vertreter eingesetzt.
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Tabelle 3: Kreuzneutralisationstest der Referenzstamme (KR5, C2B) und der
Feldisolate K1013 (Nr. 2) und K31 mit den Antiseren aller FAV-Referenzstamme

und den Antiseren der Feldisolate

FAV-Antiserum
Virus- | 1% 2 3 4 5 6 7 8/9 | 10 11 12
stamm | OTE |SR48| SR49 | KR5 | 340 [CR119|YR36| H6 | A2 | C2B |UF71| K1013 | K31
(Nr. 2)
K1013| -° - - |1280°| - - - - - 320 - 1280 | 320
(Nr. 2)
K31 - - - 640 - - - - - 320 - 640 | 640
KR5 - - - 1280 | - - - - - 640 - 640 | 640
C2B - - - 80 - - - - - 2560 | - 80 80

& FAV Serotypen
b Serumtiter <20
¢ Die Hohe des Titers ist die reziproke Serumverdiinnung, die eine Neutralisation von 100TCIDsg

erreicht

Tabelle 3 zeigt die sich im Kreuzneutralisationstest ergebenden Serumtiter, die noch
eine vollige Neutralisation des Virus erreichen, dargestellt as reziproke Werte. Alle
Stdmme wiesen mit den entsprechenden homologen Seren die hochsten Titer auf und
zeigten allerdings auch Kreuzreaktionen mit den KR5-, C2B-, K1013- und K31-
Antiseren. Dabel zeigte der Stamm C2B (FAV1l) lediglich eine sehr geringe
Kreuzneutralisation mit den heterologen Seren, der homologe Titer von dem Stamm
C2B betrug mit 2560 das 32 fache aller heterologen Titer. Dieser Unterschied zwischen
heterologen und homologen Seren war bei den Feldisolaten und dem Stamm KR5
(FAV4) wesentlich geringer. Der homologe Titer des Stammes KR5 betrug 1280 und
stellte damit den doppelten Wert aler heterologen Titer dar. Das Isolat K1013 (Nr. 2)
wurde von seinem eigenen Antiserum genauso neutraisiert wie von dem KR5-
Antiserum. Die Neutralisation des Isolates K1013 (Nr. 2) durch das C2B-Antiserum
erfolgte jedoch in viel geringerem Mal3e.

Der homologe Titer des Stammes K31 war zu den heterologen Titern des K1013 (Nr. 2)
bzw. KR5-Antiserums mit dem Wert 640 gleich hoch, nur die heterologen Titer mit dem
C2B-Antiserum wiesen einen um eine Verdinnungsstufe geringeren Titer auf.
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dal3 die Feldisolate wesentlich
geringere Titerunterschiede zu dem Stamm KR5 besitzen as zu dem Stamm C2B. Dies

weist auf eine enge serologische Verwandtschaft der Feldisolate zu dem FAV4 Serotyp
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hin, so dal3 die Feldisolate serologisch in die Reihe des FAV4 Serotypes einzuordnen

sind.

2.2. Molekular biologische Unter suchungen

2.2.1 Praparation der Virus-DNA und Restriktionsenzymanalyse

Nach der serologischen Einordnung der sechs zu untersuchenden Isolate K1013 (Nr. 1-
6) durch den Neutralisationstest wurde eine weitere Charakterisierung des Virusgenoms
mit Hilfe von fUnf verschiedenen Restriktionsenzymen durchgefihrt.

Die Virus-DNA wurde nach Inkubation mit dem entsprechenden Restriktionsenzym an
definierten Stellen gespaten und die entstandenen Fragmente gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Dadurch ergab sich fir jede Nukleinsdure en typisches DNA-
Spaltungsmuster.

Das Spaltungsmuster, d.h. die Anzahl und das Molekulargewicht der DNA-Fragmente
der verschiedenen Proben wurden miteinander verglichen. Zunéchst erfolgte ein
Vergleich des Virusgenoms von K1013 mit FAV4 (KR5), K31 und FAV11 (C2B),
wobel auch in diesem Vesuch das Isolat K1013 (Nr. 2), das auch bem
Kreuzneutralisationstest untersucht wurde, a's représentativ ausgewahlt wurde. Die von
diesem Virus extrahierte Nukleinsaure wurde gemeinsam mit den drel anderen o.g.
Proben (KR5, K31, C2B) mit Hilfe von funf Restriktionsenzymen (Bam HI, Bgl Il,
Dral, Eco RI, Pst ) gespalten. Die Spaltungsmuster der untersuchten Virus-DNAS der
Referenzstdamme FAV4 (KR5) und FAV11 (C2B) wurden mit den Literaturangaben von
ZSAK und KISARY (1984) und ERNY et al. (1995) verglichen. Die Ergebnisse der
Versuchesind in Abb. 1 und Abb. 2 dargestelIt

Beim Vergleich der Bam HI-, Dral- und Eco RI-Spaltungsmuster aler vier Adenoviren
ist eine 100%ige Ubereinstimmung zwischen K1013 (Nr. 2), K31 und FAV4 (KR5)
auffalig mit Ausnahme einer zusétzlichen Bande, entstanden durch partiellen Verdau
bei dem ECO RI-Spaltungsmuster des Isolates K31 (Abb. 1). Lediglich der Stamm C2B
unterscheidet sich deutlich von den drei anderen Stammen. Beim Spalten der
Nukleinsduren der Isolate K1013 (Nr. 2), K31 und der Referenzstamme (KR5, C2B) mit
den Enzymen Bgl Il und Pst | konnte alerdings kein identisches Fragmentmuster
festgestellt werden (Abb. 2). Dies unterstreicht die Unterschiede der Feldisolate
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untereinander und mit den Referenzstdmmen KR5 und C2B. Zusammenfassend deuten
jedoch diese in den beiden Abbildungen dargestellten Befunde auf eine nahe
Genomverwandtschaft zwischen den lIsolaten K1013 (Nr. 2) und K31 und dem
Referenzstamm KRS hin.

Laut Vorbericht sind die sechs Isolate K1013 (Nr. 1-6) von verschiedenen
Feldinfektionen in Ecuador isoliert. Daraus ergab sich die Frage, ob diese Isolate auf
Genomebene untereinander differieren. Die DNA-Fragmente der sechs Proben wurden
nach der Spaltung mit zwel verschiedenen Enzymen (Bgl Il und Pst 1) einem Vergleich
unterzogen. Ausgewahlt wurden diese zwel Enzyme, weil sie bel den Referenzstdmmen
und dem Feldisolat K1013 (Nr. 2) ein unterschiedliches Spaltungsmuster gezeigt hatten.
Wie aus Abb. 3 ersichtlich ist, zeigen die sechs Isolate K1013 indessen mit beiden
Enzymen ein einheitliches Schnittmuster. Mit Hilfe der Restriktionsenzymanalyse unter
Verwendung der Bgl 1I- und Pst I-Enzyme konnte daher kein Genomunterschied
zwischen den sechs Isolaten aus Ecuador festgehalten werden. Daraufhin wurde fir die
weiteren Untersuchungen das Isolat K1013 (Nr. 2) als Reprasentant fur diese Gruppe

verwendet.



Dral ECORI

123456

12216 bp

<5090
<4072

<3054
<2036

<1636

{ ((fim

<1018

Bahn 1 : KR5 (FAV4)

Bahn 2 : K1013 (Nr. 2)

Bahn 3 : K31

Bahn 4 : C2B (FAV11)

Bahn 5 : 1 kb Molekulargewichtsmarker

Bahn 6 : Hochmolekul argewichtsmarker

Abb. 1: Vergleichende Dar stellung der Spaltungsmuster der Restriktionsenzyme
Bam HI, Dral und Eco RI fur die DNA von KR5, K1013, K31 und C2B.
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Abb. 2: Restriktionsenzym-Spaltung der KR5-, K1013-, K31- und C2B-DNA mit

jewells zwei Restriktionsenzyme Bgl |1 und Pst 1.
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Bahn 4 : K1013 (Nr. 2) Bahn 4 : K1013 (Nr. 4)
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Abb. 3: a) Restriktionsenzym-Muster von K1013 (1-6) nach Pst I-Spaltung
b) Restriktionsenzym-Muster von K 1013 (1-6) und K31 nach Bgl |-

Spaltung
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3. Embryopathogenitatspr iifung mit Hithner embryonen

3.1 Mortalitat und pathologisch-anatomische Befunde an den Embryonen

Zur Untersuchung der Embryopathogenitét der Virusisolate wurden insgesamt 150
Huhnerembryonen in SPF-Valo Bruteiern herangezogen. Das Versuchsschema und die

daraus folgenden Ergebnisse sind zusammenfassend in Tabelle 4 dargestelt.

Tabelle 4: Embryomortalitat nach der Inokulation der SPF-Hihnerembryonen mit
dem FAV4 Referenzstamm und den Feldisolaten

verimpftes | Virustiter Embryomortalitét nach der Infektion Mortalitét
Virus per01lml | 5d | 6d| 7d | 8d | 9d | 10d (11d| 12d
pi. | pi. | pi. | pi. | pi. | pi. | pi. | p.d.
10° 5 | 10 15/15° (100%)
K1013 10 K 7 6 14/14 (100%)
10° - 1 5 9 15/15 (100%)
10° 10 | 2 2 14/14 (100%)
K31 10* - - 7 6 13/13 (100%)
10° - - 1 3 7 2 13/13 (100%)
10° - - 1 1| 4 |1 3 10/14 (71%)
KR5 10* 1 - - 1 2 - 4 8/14 (57%)
10° - - - - 1 - - - 115 (7%)

&- keine Mortalitéat
b abgestorbene Embryonen / Anzahl der bei mpften Eier

Dieinfizierten Bruteier wurden bis zum 15. d p.i. téglich durchleuchtet, um die Vitalitét
der Embryonen zu beurteilen. Ein Absterben innerhalb der ersten 24 h p.i. wurde as
unspezifisch gewertet. Insgesamt konnte eine hohe Mortalitétsrate bel alen zur
Untersuchung eingesetzten Viren beobachtet werden. Die spezifische Mortalitéat begann
bereits am 5. d p.i. und dauerte, wie aus Tabelle 4 abzulesen ist, bis zum 12. d p.i.. Bel
den Embryonen, die mit den beiden Feldstémmen K1013 und K31 mit einer hohen
Infektionsdosis infiziert worden waren (10° TCIDsy), ist schon am 7. d p.i. eine
Gesamtmortalitétsrate von 100% feststellbar. Die Infektion mit den niedrigeren
Virusdosen fuhrte zu einer Mortalitétsrate in gleicher Hohe, jedoch setzte das Absterben
der Embryonen zu einem spéteren Zeitpunkt ein (Tabelle 4).
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Im Gegensatz zu dem frihen Eintritt der Mortalitét bei den Isolaten K1013 und K31
fihrte die Infektion mit dem Referenzstamm KR5 bei einer Infektiondosis von 10°
TCIDs lediglich zu einer Mortaitétsrate von 71%, wahrend reduzierte Infektionsdosen
von 10* und 10° TCIDs, eine noch geringere Sterberate von 57% bzw. 7% im Vergleich
Zu beiden gepriften Feldstammen zeigten. Bei den beiden Feldisolaten trat auch bei
geringerer Viruskonzentration eine Mortaitd von 100% auf (Tabelle 4). Bel den

Kontrollembryonen konnte bis zum 15. d p.i. keine Embryomortalitét registriert werden.

Auffallig waren bel fast allen abgestorbenen Embryonen deutliche Hamorrhagien an
distalen Korperteilen und am Kopf sowie dunkle nekrotische Lebern. Von den
abgestorbenen Embryonen waren in jeder Gruppe ein bis zwei Embryonen kleiner als
die Kontrollembryonen.

Aus den Versuchsergebnissen ist eindeutig abzuleiten, dal’ die Pathogenitét der beiden
Isolate K31 und K1013 fur Hihnerembryonen wesentlich hoher ist as die pathogene
Wirkung des FAV-Stammes KR5.

4. K ikeninfektionsver suche

Um die Pathogenitét der plaguegereinigten Feldstdmme K1013 und K31 im Vergleich
zu dem Referenzstamm KR5 zu Uberprifen, wurden die folgenden Infektionsversuche
durchgefihrt:

-4.1 Infektion von SPF-Eintagskiken

-4.2 Infektion von 3 Wochen alten SPF-Tieren

-4.3 Infektion von immunsupprimierten SPF-Tieren

4.1 Infektion von SPF-Eintagskiken

Die erzielten Ergebnisse sowie eine zusammenfassende Darstellung des ausgefiihrten
Infektionsversuches bel den Eintagskilken sind in der Tabelle 5 dargestellt. Weltere
wesentliche Einzelheiten werden in den Abschnitte D 4.1.1. bis D 4.1.7. gesondert

beschrieben.



Tabelle 5: Mortalitéat von Eintagskiken, die mit demFAV4 Referenzstamm und
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den Feldisolaten infiziert wurden.

Isolator | Virus- | Virustiter | Anzahl K ukenmortalitét nach dem Infektionstag Mortalitét
Nr. stamm | per 0.1 ml der 6d|7d|8d|9d| 10d | 11d | 12d | 13d | 14d | 15d
Tiere |pid.|pi.|pi.|pi.| pi. | pi. | pi. | pi. | pi. | pi.
1 K 1013 10° 15 [9]e6|6]2] 1 15/15 (100%)
4P - -] 1 - 1/4 (25%)
2 K1013 | 10° 15 -1 2]6] 2 2 12/15 (80%)
4 - -] -] - - 0/4 (0%)
3 K31 | 10° 15 12| 3 15/15 (100%)
4 - - 1 1 2/4 (50%)
4 K31 | 10° 15 11 1 - 3/15 (20%)
4 - - - 0/4 (0%)
5 KR | 10° 15 - - 0/15 (0%)
4 - - 0/4 (0%)
6 20° - | - 0/20 (0%)
& infizierte Tiere
P Kontakttiere
Z Kontrolltiere

- keine Mortalitét

4.1.1 Klinische Symptome

Die Kiuken wurden 28 Tage lang klinisch beobachtet. Die mit den Isolaten K1013 und
K31 infizierten Tiere, Infektionsdosis 10°- und 10° TCIDs,, ebenso die in diese Gruppen
eingesetzten Kontakttiere, zeigten eindeutige Krankheitserscheinungen in Form einer
starken Apathie zwischen dem 6. und 11. d p.i.. Die Tiere lagen mit geschlossenen
Augen auf dem Brustbein, verweigerten Futter- und Wasseraufnahme, die meisten Tiere
starben in dieser Zeit. Nach dem 11. d p.i. erholten sich die nicht an der Infektion
gestorbenen Tiere wieder.

Die mit KR5S infizierten Tiere, ebenso wie die Kontrolltiere, zeigten keine klinischen

Symptome.
4.1.2 Kukenmortalitat

Bei den SPF-Valo-Kiiken in den Isolatoren 1 und 3, die am ersten Lebenstag mit 10°
TCIDso der Isolate K1013 und K31 infiziert wurden, traten am 7. d p.i. die ersten
Todesfélle auf (Tabelle 5). Beriicksichtigt man, dal3 am 3.dp.i. je Gruppe ein Tier zu

Probeuntersuchungen getotet wurde, so starben alle infizierten Tiere in den Isolatoren 1
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und 3 bis zum 10. bzw. 8. d p.i.. Ebenso starb je ein Kontakttier am 10 d p.i. in den
beiden Isolatoren.

Spéter starb lediglich ein Kontakttier in Isolator 3 am 14. d p.i. ohne zuvor
Krankheitssymptome gezeigt zu haben.

Die niedrigere Infektionsdosis (10° TCIDsy) filhrte zu einer geringeren Mortalitétsrate.
Von den mit dem Isolat K1013 infizierten Tieren starben etwa 80%, von den mit dem
Isolate K31 nur noch etwa 20% der Kuken.

Im Gegensatz dazu wurde bei der Gruppe der mit KR5 infizierten Tiere sowie bei der

Kontrollgruppe keine Mortalitét registriert.

4.1.3 Pathologisch-anatomische Befunde

Alle 120 Kiken wurden nach ihrem Verendung bzw. Tétung einer pathologisch-
anatomischen Untersuchung unterzogen. Die pathologisch-anatomischen Befunde bel
den verendeten und den get6teten Tieren wichen deutlich voneinander ab.

Bel allen verendeten Tieren waren die Befunde weitgehend ahnlich. Als charakteristisch
konnen die grof3en und stark geschwollenen Lebern mit starken Aufhellungen, gelblich
brauner Farbe und vereinzelten Nekroseherden gelten. Die Herzbeutel dieser Tiere
waren mit einer klaren, leicht gelben Flissigkeit mehr oder weniger stark angefillt. Die
Nieren zeigten Schwellungen und Aufhellungen. Eine hypertrophische Milz und en
stark atrophischer Thymus waren bei fast allen verendeten Tieren erkennbar.

Am 3. d p.i. wurde von jedem Isolator ein infizierte Tier getOtet. Bei alen getGteten
Kiken waren keine pathol ogisch-anatomischen Veranderungen feststellbar. Da in den
ersten 4 Isolatoren noch am 8. d p.i. Tiere verendeten (Tabelle 5), war es nicht
erforderlich, wie zu Anfang geplant (siehe C 5.3.1), weitere Tiere aus diesen Isolatoren
zur Probenentnahme zu téten. Lediglich aus den Isolatoren 5 und 6 wurden am 8., 14.
und 21. d p.i. noch je 2 Tiere zur Entnahme von Proben getétet. Am 28. d p.i. erfolgte
die T6tung aler Uberlebender Tiere. Bel keinem der getdteten Tiere, unabhangig vom

Tage p.i., konnten pathol ogisch-anatomische V erénderungen beobachtet werden.
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4.1.4 Pathologisch-histologische Befunde

Diese Befunde sollen des besseren Verstandnisses halber fir die Isolatoren 1 bis4 und 5

bis 6 gesondert besprochen werden.

|solatoren 1-4

Von den ersten 3 Isolatoren wurden je vier verendete Tiere und ein getttetes Tier, vom
Isolator 4 ein verendetes und drei getttete Tiere fur die histologischen Untersuchungen
ausgewdhlt. Von jedem Tier wurden folgende Organe histologisch untersucht: Leber,
Herz, Milz, Nieren, Thymus und Bursa Fabricii. Unterschiedliche Befunde konnten

zwischen den abgestorbenen und den gettteten Tieren registriert werden.

-Verendete Tiere:

Eine grofdropfige Verfettung mit Zelldegenerationen der Lebern war bei alen 13
infizierten Tieren in den Isolatoren 1-4 eindeutig erkennbar. Grol3e intranukleére
basophile EinschluRkérperchen konnten bei insgesamt 6 der untersuchten Lebern
beobachtet werden. Bel zwel Tieren, infiziert mit dem Isolat K31, waren herdférmige
Blutungen unter dem Epikard zu erkennen. Bel einem Tier, infiziert mit dem Isolat
K1013, konnten herdférmige granulozytéare Infiltrate unter dem Epikard konstatiert
werden. Eine herdférmige perivaskulére Infiltration im Myokard fand sich bel einem
anderen mit K1013 infizierten Tier. Von den untersuchten Nieren zeigten zwel
Exemplare herdférmige Blutungen im Interstitium. In 4 Féllen machte sich im Thymus
ein reduzierter Lymphozytengehalt und eine Atrophie der Rinde bemerkbar. Bel der
Untersuchung der Milzen war bei drei Tieren ein reduzierter Lymphozytengehalt
erkennbar. Die Bursaverdnderungen zeigten sich in Form von Follikelatrophie bel 6 von

insgesamt 13 untersuchten Tieren.

-Getotete Tiere:

Die untersuchten Organe von drei Tieren aus den Isolatoren 1-3, die am 3. d p.i. getotet
wurden, wiesen keine pathologisch-histologischen Verdnderungen auf. Von den 3

untersuchten Tieren des Isolators 4, getbtet am 14., 21. und 28. d p.i. waren nur bel
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einem untersuchten Tier am 21. d p.i., follikelartige lymphozytére Infiltrate in der Leber
feststellbar.

Isolatoren 5und 6

Aus diesen beiden Isolatoren wurde je ein am 8., 14., 21. und 28. d p.i. getotetes Tier
untersucht. Nach der Untersuchung der 4 getteten Tiere, die mit dem Stamm KR5
infiziert waren, wurden in den Lebern der Tiere, dieam 8. und 28. d p.i., getotet wurden,
follikelartige lymphozytére Infiltrate mit grof3ropfigen Verfettungen der Leberzellen
beobachtet.

Schliefdich wurden vergleichend Organe von insgesamt 4 Kontrolltieren histologisch
untersucht. Bel keinem dieser Kontrolltiere konnten spezifische pathologisch-

histol ogische Befunde registriert werden.

4.1.5 Virusreisolierungen

4.1.5.1 Virusreisolierung aus der Leber

Zum Nachweis der erfolgreichen Infektion wurde eine Virusreisolierung aus den Lebern
dler infizieten Versuchskilkken durchgefuihrt. Zur Uberprifung einer horizontalen
Ubertragung wurden auch Leberproben der Kontakttiere in die Untersuchung
einbezogen. Die Lebern der Kontrolltiere dienten als Negativkontrolle.

Die entnommenen Organe wurden aufbereitet und auf embryonale Leberzellkulturen
verbracht. Nach 72 Stunden wurde der entstandene CPE in einzelnen Petrischalen
beurteilt.

Zur Probeuntersuchung wurde in alen Gruppen je ein Tier am 3. d p.i. get6tet und je
zwel Tierevon den Isolatoren 5und 6 am 8., 14. und 21. d p.i..

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 6 zusammengefalit.
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Tabelle 6: Reisolierung von Feldisolaten und dem Referenzstamm aus

L ebern gestorbener und getoteter Tiere

Isolator | Virus Virugtiter | 3d | 7d| 8d | 9d | 10d | 11d | 14d | 21d | 28d

Nr. sgamm | per0.1ml | pi. | pi.| pi. | pi. [ pi. | pi. | pi. | pi. | p..
1 K1013 10° L1+ + | + [ + | KeinTier mehr am Leben
2 K1013 10° - (ko + [+ | + + [kO[kO]

3 K31 10° - + + Kein Tier mehr am Leben
4 K31 10° - + + | kO | + kO | kO | kO

5 KR5 10° - |kO| + kO | kO | k.O + -

6° - |kO| - kO | kO | kO -

& = Kontrolltiere

b

c

- = Virusisolation negativ
+ = Virusisolation positiv

k. O = kein Organmateria zur Verfligung, daan diesem Tag kein Versuchstier starb oder zur
Probeuntersuchung getétet wurde

Be adlen verendeten Tieren, einschliefdich der Kontakttiere, gelang ene
Virusreisolierung. Im Gegensatz dazu war von den Proben der gettteten Tiere im
Isolator 5, infiziert mit dem Stamm KRS, ein Virusnachweis nur am 8. und 14. d p.i.

erfolgreich.
4.1.5.2 Virusreisolierung aus der Her zbeutelfltissigkeit

Die Herzbeutelflussigkeit von 4 der gestorbenen Tiere in den Isolatoren 1-4 wurde, wie
schon unter C 7.2 beschrieben, fir Virusanzuchtversuche verwendet. Alle 4 Proben
zeigten bel der Anzichtung auf den embryonalen Leberzellen einen starken und
typischen CPE , damit ist das Vorhandensein von Adenoviren in der

Herzbeutel flUssigkeit al's nachgewiesen anzusehen.
4.1.6. Serumneutr alisationstest

Alle am 28. d p.i. entnommenen Blutproben der Uberlebenden Tiere wurden serologisch
untersucht (siehe C 4.1.4). Die Seren der Uberlebenden Tiere der Isolatoren 1-5
enthielten Antikorper gegen FAV4 (KR5) und FAV11 (C2B). Bel den Kontrolltieren in

Isolator 6 wurden keine Antikorper gegen Adenoviren gefunden.



4.1.7 ELISA-Tests

Um auszuschliefien, dal3 en Einflul immunsupprimierender Viren in diesem
Versuchsabschnitt vorliegen konnte, wurden die gewonnenen Seren aler Uberlebender
Tiere auf das Vorliegen von Antikorpern gegen das Virus der Infektidsen K ikenandmie
(CAV) und das Virus der Infektiosen Bursitis (IBDV) mit Hilfe des entsprechenden
ELISA untersucht.

untersuchten Proben des ersten und des dritten Isolators von den Kontakttieren

stammten.

In keinem Falle konnten Antikorper gegen CAV und IBDV nachgewiesen werden
(Tabelle 7), infolgedessen ist ein Einfluld dieser beiden immunsuppressiven Viren

auszuschlief3en. Die in den Kits beigegebenen Kontrollen verliefen positiv.

Insgesamt wurden 54 Serumproben bearbeitet, wobei die

Tabelle 7. Ergebnisse der Untersuchung auf CAV- und IBDV-AK in den

ELISA-Tests
Isolator Infektionsmaterial | Anzahl der untersuchten CAV-Ak IBDV-Ak
Nr. Serumproben
1 K 1013 (10°) 3 -¢ -
2 K 1013 (10% 7 - -
3 K31 (10°) 2 - -
4 K31 (10%) 16 - -
5 KR5 (10 13 - -
6% 13 - -

& Kontrolltiere

® Die untersuchten Seren stammten von den K ontakttieren

¢ keine Antikorper

4.2 Infektion von 3 Wochen alten SPF-Tieren

Um eine pathogene Wirkung der Virusisolate auf dtere Tiere zu prufen, wurde
entsprechend den Angaben unter C 5.3.2 ein Versuch mit drei Wochen aten SPF-Kiken
durchgefiihrt (zum Versuchsablauf siehe C 5.3.2). Die Ergebnisse werden im Folgenden

dargestellt.
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4.2.1 Klinische Symptome

Waéhrend des Versuchsverlaufs wurden keine klinische Symptome bei den Tieren in
Isolator 1 (Infektionsmaterial: K1013, Infektionsroute: oculo-oral, Dosis 10° ), Isolator 2
(Infektionsmaterial: K31, Infektionsroute: oculo-oral, Dosis 10°) und dem Isolator 3
(Infektionsmaterial: K31, Infektionsroute: i.m., Dosis 107) beobachtet. Dies betrifft die
in jedem Versuch infizierten 8 Kiken wie auch die 2 jeweiligen Kontrollkiken.
Wahrend des gesamten Versuchsablaufes machten die Tiere einen lebhaften Eindruck

ohne Krankheitsanzeichen.

4.2.2 Kukenmortalitat

Weder bei den oculo-oral noch bei deni.m. infizierten Tieren traten Todesfalle auf.

Tabelle 8: Mortalitat bel 3 Wochen alten SPF-Tieren, infiziert mit den
Feldisolaten K31 und K 1013

Isolator Nr. | Verimpftes Virus Virustiter Infektionsweg Mortalitét
per 0,1 ml
1 K1013 10° oculo-oral 0/10%
2 K31 10° oculo-oral 0/10
3 K31 107 i.m. 0/10

2= 8infizierte Tiere und 2 Kontakttiere

4.2.3 Pathologisch-anatomische Befunde

Nach der Totung der Tiere im ersten und zweiten Isolator am 16. d p.i. bzw. der Tiere
im dritten Isolator am 28. d p.i. wurden alle Tiere pathol ogisch-anatomisch untersucht.
Pathol ogisch-anatomische Veranderungen bei den betreffenden Tieren waren nicht zu

registrieren.
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4.2.4 Pathologisch-histologische Befunde

Aus dem Isolator 3 wurden zwei Tiere pathol ogisch-histologisch untersucht.

Die Organproben der zwei untersuchten Tiere wiesen keine Veranderungen auf.

4.2.5Virusresolierungsver suche aus der L eber

Eine Virusreisolierung aus den Lebern der am 16. d p.i. gettteten Tiere der Isolatoren 1
und 2 gelang zum Tell erst nach drel Passagen. Das Ergebnis zeigt, dal3 in diesem
Versuch eine erfolgreiche Infektion der Kiken stattgefunden hat.

Die Leberproben von den am 28. d p.i. getbteten Tieren im Isolator 3 waren dagegen

negativ.
Tabelle 9: Virusreisolierung ausden Lebern der getéteten Tiere
Isolator Verimpftes Virus Virustiter Infektionsweg | 16dp.i. 28.dp.i.
Nr. per 0,1 mi
1 K1013 10° oculo-oral +2 k.O°
2 K31 10° oculo-oral + k.Q°
3 K31 107 i.m, k.O° -

%+ = Virusreisolierung positiv

k.OP = kein Organmaterial zur Verfiigung, da schon alle Versuchsiere am 16. d p.i. getétet wurden

k.O° = Kein Organmaterial zur Verfligung, dain diesen Tagen kein Tier starb oder zur Probeuntersuchung
getétet wurde

4= Virusreisolierung negativ

4.2.6 Serumneutr alisationstest

Bel der serologischen Untersuchung aler infizierten Tiere konnten Antikorper gegen
Serotyp 4 (KR5) und Serotyp 11 (C2B) nachgewiesen werden. Der Nachwels der

Immunantwort der Tiere zeigt, dald die Infektion erfolgreich verlaufen ist.
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4.2.7 ELISA-Tests

Alle 30 gewonnenen und durch ELISA-Tests gepruften Seren der am 28. d p.i. getoteten
Tiere enthielten wiederum keine Antikorper gegen das Virus der Infektitsen

K Ukenanamie und das Virus der Infektiosen Bursitis.

4.3 Infektion von immunsupprimierten Tieren

4.3.1 Klinische Symptome

Die eingestallten Tiere wurden wahrend des ganzen Versuchsablaufs, ndmlich in einem
Zeitraum von 7 Wochen, klinisch Gberwacht. Am 4. Lebenstag erfolgte eine Behandlung
der Tiere mit Cyclostin® fiir eine Dauer von 4 Tagen. Klinische Symptome bei den
Tieren nach der Cyclostiné-BehandIung konnten nicht beobachtet werden, die Tiere
machten einen gesunden Eindruck.

Am 21. Lebenstag wurden die Tiere wie unter C 5.3.3. beschrieben, mit den
Feldisolaten K1013, K31 und dem Referenzstamm KRS5 infiziert. Am 4. d p.i. machten
die Tiere im Isolator 4 (Infektionsmaterial: K31, Infektionsroute: i.m.) einen sehr
teilnahmslosen Eindruck. Am 6. d p.i. waren ale Tiere in den Isolatoren 1, 2, und 4 sehr
apathisch und zeigten klinische Symptome, die denjenigen der erkrankten Kiken aus
dem ersten Infektionsversuch mit Eintagskiken &hnlich waren. Die Kklinischen
Symptome dauerten etwa 5 Tage lang an. Am 10. d p.i. erholten sich alle Tiere in den
genannten Isolatoren und es traten weiterhin keinerlel Anzeichen von Erkrankungen auf.
Bel den Tieren im Isolator 3, die mit dem Referenzstamm KR5 oculo-ora beimpft
wurden, machte sich lediglich am 6. und 7. d p.i. eine leichte Mattigkeit bemerkbar, am

8. d p.i. waren diese Tiere jedoch wieder klinisch unauffallig.
4.3.2 Kukenmortalitat
Das erste tote Tier wurde am 4. d p.i. im Isolator 4 bel den mit K31 i.m. infizierten

Tieren aufgefunden (Tabelle 10). Weitere Tiere starben in den anderen Gruppen, wie
aus der Tabelle 10 zu entnehmen ist. Am 6. d p.i. starb ein Kontakttier im Isolator 2.
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Nur in der Gruppe, die mit dem Stamm KRS infiziert wurde, konnte keine Mortalitét

beobachtet werden.

Tabelle 10: Mortalitat bei 3 Wochen alten SPF-Tieren nach einer Cyclostiné‘-

Behandlung und nachfolgender Infektion mit den Feldstdmmen und dem

Referenzstamm
Isolator | Virus- | Virustiter | Anzahl Infektions- | 4d 5d 6d | 7d | 8d Mortalitét
Nr. stamm | per 0,1ml der weg p.i. p.i. pi. | pi. | pdi.
Tiere
1 K1013 10 8 oculo-oral | € 1 2 3/87 (37,5%)
1° - 1 - | 171 (100%)
2 K31 10’ 8 oculo-oral - - 1 1 | 2/8(25%)
1 - - - | 0/1 (0%)
3 KR5 10’ 8 oculo-ora - 0/8 (0%)
1 - - - - 0/1 (0%)
4 K31 10’ 8 i.m. 1 2 1 4/8 (50%)
1 - - - 0/1 (0%)

% infizierte Tiere
P Kontakttiere

¢ keine Mortalitat
4 gestorbene Tiere/ Anzahl der infizierten Tiere

4.3.3 Pathologisch-anatomische Befunde

Bei den pathol ogisch-anatomischen Untersuchungen wurden bei den verendeten Tieren
dhnliche Befunde wie bei den infizierten Eintagskiken (siehe D 4.1.3) festgestellt.

Charakteristisch waren die grofRen und stark geschwollenen Lebern mit vereinzelten

Nekroseherden. Der Herzbeutel war mit klarer gelblicher Fllssigkeit angefillt. Im

Unterschied zum Eintagskikenversuch wurde in diesem Falle eine starke Bursaatrophie

bei allen verendeten Tieren beobachtet.

Die Uberlebenden Tiere, die am Ende des Versuches pathologisch-anatomisch

untersucht wurden, zeigten eine ebenso starke Bursaatrophie wie die verendeten Tiere

jedoch wurden keine sonstigen Organveranderungen bel diesen Tieren registriert.
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4.3.4 Pathologisch-histologische Befunde

Bel je 2 verendeten Tieren aus den Isolatoren 1, 2 und 4 wurde eine
Gewebeuntersuchung vorgenommen. Da in dem Isolator 3 keines der infizierten Tiere
gestorben war, wurden 2 Tiere am Ende des Versuches getotet und zu weiteren

Untersuchungen herangezogen.

-Verendete Tiere:

Die pathol ogisch-histologischen Veranderungen bel alen 6 untersuchten Lebern zeigten
zahlreiche intranukleére basophile EinschlulZkorperchen, grofdtropfige Verfettungen mit
herdformigen Nekrosen und Kernpolymorphie.

Bel zwel Tieren wurden herdférmige Blutungen im Myokard festgestellt. Alle
untersuchten Bursen wiesen Veranderungen in Form von Kkleinen, weitgehend
lymphozytenfreien Follikeln mit Nekrosen und Makrophagen auf. Vier der sechs
untersuchten Thymusdriisen zeigten eine verschmélerte Rinde mit Einzelnekrosen. Die
Nieren liefien eine herdférmige entztindliche Infiltration im Interstitium erkennen. In
zwei Nieren wurden einzelne basophile Kerneinschliisse in Tubulusepithelzellen

gefunden.

-Getétete Tiere:

Der einzige pathol ogische Befund konnte in den Bursen observiert werden. Eindeutig zu
sehen war die schmale Rinde und die weitgehend lymphozytenfreien Follikel, was auf

den EinfluB der Cyclostin®-Behandlung zurtickzufihren ist.

4.3.5 Virusreisolierung

4.35.1 Virusreisolierung aus der Leber

Die erfolgreichen Virusreisolierungen erfolgten aus den Lebern der an der Infektion

gestorbenen Tiere. Eine Reisolierung aus den Lebern der am 28 d p.i. getGteten Tiere

gelang nicht.
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Tabelle 11: Isolierung von Feldstdmmen und Referenzstammen aus den Lebern
gestorbener und gettteter Tiere

Isolator Virus- Virustiter Infektions- 4d | 5d 6d | 7d | 8d | 28d
Nr. stamm per 0,1ml weg p.i. | p.i. pi. | pi. | pi. p.i.
1 K1013 10° oculo-oral kO*| + + k.O | k.O -
2 K31 107 oculo-oral kO | kO | k.O + +
3 KR5 10° oculo-oral k.O k.O k.O kO | k.O
4 K31 107 i.m. +P + kO | + | kO

#k.O = Kein Organmaterial vorhanden, da an diesem Tag kein Versuchstier starb oder zur
Probeuntersuchung getétet wurde

P + = Virusreisolierung positiv

¢ - =Virusreisolierung negativ

4.3.5.2 Virusreisolierung aus der Her zbeutelflUssigkeit

Von den Tieren, die mit den Feldisolaten infiziert waren, wurde von jedem Isolator je
ein Tier mit stdrker ausgepragtem Hydroperikardium ausgewdhlt, um die
Herzbeutelfllssigkeit auf das V orhandensein von Adenovirus zu untersuchen.

Bei dlen vier Proben verlief die Virusreisolierung erfolgreich.

4.3.6 Serumneutr alisationstest

Die Seren der Tiere, die am 28 d p.i. get6tet wurden, enthielten AntikOrper gegen den
Serotyp 4 (KR5) und den Serotyp 11 (C2B) der FAV. Die Immunantwort bestétigte die

erfolgreiche Infektion.

4.3.7 ELISA-Tests

Die Seren von den bis zum 28 d p.i. Uberlebenden Tieren wurden auf das VVorhandensein
von CAV- und IBDV-Antikorpern mit Hilfe der ELISA Uberprift. Eine Gesamtmenge
von 26 Seren wurde in die Untersuchung miteinbezogen, wobel kein Hinweis auf

Anwesenheit von Antikdrpern gegen die beiden Viren gefunden wurde.
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5. Versuche zu einer vertikalen Ubertragung des Feldisolates K 31

Die Versuche zur vertikalen Ubertragung avidrer Adenoviren vom FAV-Typ wurden
entsprechend den Angaben unter C.6 mit dem Isolat K31 durchgefthrt. Die Ergebnisse

werden fur die Elterntiere und fir deren Nachkommen gesondert dargestelt.

5.1 Elterntiere

5.1.1 Klinische Symptome und L egeleistung bel den Elterntieren

Wahrend des ganzen Versuchsablaufes waren nach der oralen Infektion mit dem Isolat
K31 bel den 16 zum Zeitpunkt der Infektion 33 Wochen alten SPF-Elterntieren (Nr. 1-
16) keine klinischen Symptome festzustellen. Die Elterntiere machten wahrend des
V ersuches einen gesunden Eindruck, kein Tier verendete. Die Legeleistung war nach der
Infektion unverdndert. Durchschnittlich legte jedes Tier nach der Infektion 6 Eier pro

Woche, was dem Durchschnitt der gelegten Eier vor der Infektion entsprach.

5.1.2 Pathologisch-anatomische Befunde bel den Elterntieren

Die 16 Elterntiere wurden 6 Wochen p.i. getttet. Bel den Untersuchungen konnten keine

pathol ogi schen Organverénderungen beobachtet werden.

5.2 Embryonen

Die Elterntiere wurden wéchentlich kiinstlich besamt, die gesasmmelten Eier innerhab
einer Woche nach jeder Besamung bei 38° C im Brutschrank bebriitet und jeden 3. Tag
geschiert (siehe C 6).

Abgestorbene Embryonen aus den Bruteiern, die in den Zeitabschnitten von der ersten
Woche vor der Infektion bis zur dritten Woche nach der Infektion anfielen, wurden bei
ausreichender Grol3e seziert und pathol ogisch-anatomisch beurteilt.

Aufgrund der Kennzeichnung der Elterntiere war die Unterscheidbarkeit der Eier und

damit die entsprechende Nummerierung der abgestorbenen Embryonen gewahrleistet
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(Tabelle 12). Insgesamt sind im Gesamtzeitraum des Versuches neun Embryonen

gestorben.

Tabelle 12: Embryomortalitat der bebrteten Eier infizierter Elterntiere

Elterntiere Zeitpunkt des Anzahl der abgestorbenen Alter der abgestorbenen
Einsammelns der Embryonen Embryonenin Tagen
befruchteten Eier

Nr.4 2 Wo. p.i. 1 6

Nr.5 2 Wo. p.i. 3 6
Nr. 10 3 Wo. p.i. 1 8
Nr. 11 2 Wo. p.i. 1 8
3 Wo. p.i. 2 8

Nr. 14 3 Wo. p.i. 1 18

Die vier 6 Tage alten abgestorbenen Embryonen waren nicht weit genug entwickelt, um
an ihnen einen Nachweis pathologischer Verdnderungen erbringen zu konnen. Die
restlichen 5 Embryonen, die zu einem spéteren Zeitpunkt gestorben waren, zeigten sich
bei der Obduktion ohne pathologische Veranderungen. Von diesen Embryonen wurde
Lebersubstanz fir die Virusreisolierung gewonnen, nach Anzucht der Leberhomogenate
auf Embryoleberzellkulturen konnte auch nach dreimaligen Passagen kein Adenovirus

isoliert werden.

5.3 Nachkommen

Die 16 SPF-Elterntiere waren zum Zeitpunkt der ersten kiinstlichen Besamung, die eine
Woche vor der Infektion stattfand, frei von Adenoviren. Die von diesen Tieren
innerhalb einer Woche nach der ersten kiinstlichen Besamung gesammelten Eier wurden
as Kontrolleler, die geschltpften Kiiken als Kontrolltiere betrachtet. Unmittelbar nach
dem Schlupfvorgang unter Pedigree-Hauben wurde von den Nachkommen jedes
einzelnen Elterntieres ein Kuken markiert und eingestallt. Von dem restlichen
Kikenaufkommen wurde Blut und Mekonium zur serologischen und virologischen

Untersuchung entnommen.
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Zusammenfassende Dar stellung der Nachkommengruppen

Gruppe K Nachkommen, eine Waoche vor der Infektion der Elterntiere

Gruppe0 Nachkommen, im Zeitraum unmittelbar nach der Infektion bis zu einer

Woche nach der Infektion der Elterntiere (erste Woche p.i.)

Gruppe 1 Nachkommen aus der zweiten Woche nach der Infektion der Elterntiere
Gruppe 2 Nachkommen aus der dritten Woche nach der Infektion der Elterntiere
Gruppe 3 Nachkommen aus der vierten Woche nach der Infektion der Elterntiere

Demnach ergaben sich 5 Gruppen von Nachkommen, wobei die erste Gruppe die
erwahnten Kontrolltiere umfaldte (Gruppe K). Die zweite Gruppe bestand aus den
Tieren, die aus den gesammelten Eiern des Zeitraumes unmittelbar nach der Infektion
bis zum Ablauf der ersten Woche p.i. geschlipft waren (Gruppe 0). Die Gruppen 1, 2
und 3 setzten sich aus den in der zweiten, dritten und vierten Woche p.i. geschlipften
Tieren zusammen.

Es mul3 erwahnt werden, dal3 in den Gruppen 1 bis 3 nicht von allen Elterntieren
gleichmaldig viele Nachkommen geschllUpft waren. Die Grinde fur diesen Umstand
lagen in den unterschiedlichen Befruchtungsraten bzw. in der erwahnten
Embryomortalitdt (Tabelle 12). In den Féllen, in denen nur ein Tier geschllpft war,
wurde auf die Entnahme des Mekoniums und der Blutproben verzichtet, damit

mindestens ein Tier eingestallt werden konnte.

5.3.1 Klinische Symptome und pathologisch-anatomische Befunde bei den

Nachkommen

Die Nachkommen wurden Uber 5 Wochen beobachtet. Die Tiere sahen wahrend dieses
Zeitraumes klinisch gesund aus und kein Tier verendete.
Nach der Totung der Tiere konnten keine pathologisch-anatomischen Veranderungen

bei den Tieren nachgewiesen werden (Tabelle 13).



64

Tabdle 13: Mortalitat von Nachkommen infizierter Elterntiere

Nachkommengruppen Mortalitét
Gr. k 0/16
Gr.0 0/16
Gr.1 0/12
Gr.2 0/10
Gr.3 0/13

5.3.2 Pathologisch-histologische Unter suchungen bel den Nachkommen

Von zwel beliebig ausgewdhlten 35 Tage aten Tieren jeder Gruppe wurden
Organproben von Leber, Herz, Niere, Milz, Thymus und Bursa Fabricii entnommen und
histol ogisch untersucht.

Nur bei einem der Nachkommen in Gruppe 2 konnten Einzelzellnekrosen in der Leber
und herdférmige lymphozytére Infiltrationen unter dem Epikard festgestellt werden.
Desweiteren zeigte das zweite untersuchte Tier dieser Gruppe pathologische
Veradnderungen in der Bursa Fabricii. Das Epithel wies in diesem Fall eine tiefe
Einziehung auf, die Follikel waren lymphozytenfrei und das Follikelmark war von
Nekrosen und Makrophagen durchsetzt.

Auch bei den Nachkommen in der Gruppe 3 stellte sich nur bel einem der untersuchten
Tiere eine herdférmige lymphozytére Infiltration im Myokard as histologische
Veranderung heraus. Welitere pathol ogi sch-histol ogischen Verénderungen konnten nicht

gefunden werden.

5.4 Serumneutr alisationstest

5.4.1 Die Untersuchungen der Seren der Elterntiere

Die Entnahme von Blutproben erfolgte wochentlich jeweils vor jeder Besamung der
Elterntiere, die Serumantikorpertiter gegen das Feldisolat K31 wurden quantitativ
bestimmt. Die ersten Proben, die vor der Infektion der Elterntiere entnommen wurden,
enthielten wie erwartet keine Antikorper gegen das Isolat K31. Erst in der zweiten
Woche nach der Infektion wurden geringe Antikorpertiter mit einem Titer bis 1:32 bei
13 von 16 untersuchten Huhnern festgestellt (Tabelle 14). Der Antikorpertiter stieg in
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der dritten Woche p.i. bis zu einem Wert von 1:32 bis 1:1024 und verhielt sich auch
Uber die vierte Woche p.i. konstant. Bei den 16 Elterntieren ergaben sich naturgemafi}
bei der Bestimmung der Antikorper in der dritten und vierten Woche p.i. verschieden
hohe Titer, je nach der unterschiedlichen Intensitdt der Immunreaktion der Tiere auf die
Virusinfektion. Der hdchste reziproke Antikorpertiter betrug 1024, der niedrigste Titer
wurde bei 32 ermittelt.
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Tabelle 14: Antikérper nachwels gegen das Feldisolat K31 bei den infizierten Elterntieren und deren Nachkommen

Elterntiere Bezeichnung Elterntiere Nachkommen
der
Nachkommen Ak-Nachweis gegen K31 Ak-Titer gegen K31 Ak-Nachweis gegen K31 Ak-Titer gegen K31
1.Lebenstag 35.Lebenstag 1.Lebenstag 35.Lebenstag
1 Wo. vor der Gr.K 0/16 2 0/16 0/16 - -
Infektion
Zeitpunkt der 0/16 -
Infektion
1Wo. P.i. Gr.0 0/16 0/16 - -
2 Wo. p.i. Gr.1 13/16 1:8-1:32 0/12 0/12 - -
3 Wo. p.i. Gr.2 16/16 1:32-1:1024 10/10 4/10 1:16 -1:256 1:8-1:32
4Wo. p.i. Gr. 3 16/16 1:32-1:1024 13/13 6/13 1:32-1:512 1:4-1:64

&_ Serumtiter < 4

Tabelle 15: Adenovirusausscheidung bei den Elterntieren und deren Nachkommen in den ver schiedenen Stadien des Versuches

Elterntiere Bezeichnung Elterntiere Nachkommen (Virusnachweis)
der
Nachkommen Virusnachweis Virusnachweis Virusnachweis Virusnachweis Virusnachweis Virusnachweis
(Kloakentupfer) (Mekoniumproben) (Kloakentupfer) (Kloakentupfer) (Kloakentupfer) (Kloakentupfer)
7TageadteTiere | 14 TagedteTiere | 21 Tagedte Tiere | 28 Tage dlte Tiere
1 Wo. vor der Gr.K 0/16 0/16 0/16 0/16 0/16 0/5
Infektion
Zeitpunkt der 0/16
Infektion
1 Wo. P.i. Gr.0 0/16 0/5 0/5 0/5 0/5
2 Wo. p.i. Gr.1 16/16 9/12 0/5 0/5 0/5 5/5
3 Wo. p.i. Gr.2 0/16 0/10 5/5 5/5 5/5 5/5
4Wo. p.i. Gr. 3 16/16 4/13 5/5 5/5 5/5 5/5
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5.4.2 Die Unter suchungen der Seren der Nachkommen
Die Seren der 5 Nachkommengruppen wurden am ersten Lebenstag und am 35.
Lebenstag nach dem gleichen Muster wie die der Elterntiere quantitativ auf Antikorper

gegen das Isolat K31 untersucht (Tabelle 14).

-Untersuchung der Seren vom ersten Lebenstag

Erst die Serumproben der Nachkommen der Gruppe 2 (3. Woche p.i.) wiesen am ersten
Lebenstag mittlere Titer maternaler Antikorper bis zu einem Wert von 1:256 gegen das
Isolat K31 auf. Hohere reziproke Antikorpertiter bis zu 512 wurden bei den
Eintagskiken der dritten Gruppe (4. Woche p.i.) gemessen. Wie aus der Tabelle 14
ersichtlich ist, wurden bei den Nachkommen in der gleichen Weise wie bel den
Elterntieren erhebliche Unterschiede in der Hohe der Antikorpertiter bei den einzelnen
Kuken festgestellt.

-Untersuchung der Seren vom 35. Lebenstag

Die Untersuchungen ergaben, dal3 der Antikdrpergehalt am 35. Lebenstag bei der
zweiten und der dritten Gruppe geringer war als am ersten Lebenstag. Gemessen wurde
hier ein reziproker Antikorpertiter, der sich zwischen 4 und 64 bewegte (Tabelle 14).
Dies spiegelt das Absinken der maternalen Antikorpertiter vom ersten Lebenstag bis
zum 35. Lebenstag deutlich wieder.

5.5 Virusausscheidung bei den Versuchstieren

5.5.1 Untersuchungen der Kloakentupfer der Elterntiere

Der Nachweis der Ausscheidung von Adenoviren bel den Elterntieren wurde durch die
Uberpriifung der Kloakentupfer (siehe C 7.3) erbracht. Wie in Tabelle 15 beschrieben,

schieden ale Versuchstiere nach einer Woche (in der zweiten Woche) p.i. Adenoviren

aus, so dal3 die erfolgreiche Infektion aler Tiere nachgewiesen ist.
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Interessanter Weise konnte in der dritten Woche p.i. bel keinem der 16 Versuchstieren
eine Virusausscheidung festgestellt werden, wéhrend in der vierten Woche p.i.
wiederum eine Virusausscheidung bei allen Elterntieren ermittelt werden konnte.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 die Virusausscheidung keinen permanenten,

sondern einen intermittierenden Verlauf aufwies.

5.5.2 Untersuchungen der Mekoniumproben und der wdchentlich entnommenen

Kloakentupfer der Nachkommen

Die Mekoniumproben der Nachkommen wurden nach dem Schlupf entnommen und im
gleichen Verfahren wie die Kloakentupfer bearbeitet.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 aufgelistet. Bei den Kilken aus der Gruppe 1 konnten
in 9 von 12 Proben Adenovirus isoliert werden, wahrend in keiner der 10 untersuchten
Mekoniumproben aus der folgenden Woche (3. Woche p.i.) das Vorhandensein von
Adenovirus nachzuweisen war, ein Ergebnis, das demjenigen der Kloakentupferproben
der Elterntiere entspricht. Ein Virusnachweis aus Mekoniumproben der letzten Gruppe
(Gr. 3, 4. Woche p.i.) gelang bei 4 von 13 Proben.

Von den 16 Elterntieren wurden 5 Hennen beliebig ausgewahlt. Den Nachkommen
dieser Hennen in den Gruppen K, 0, 1, 2 und 3 wurden jeweils am 7., 14., 21. und 28.
Lebenstag Kloakentupfer enthnommen. Mit Hilfe dieser Untersuchungen sollte die
Virusausscheidung der Tiere zu den verschiedenen Zeiten weiter verfolgt werden.
Insgesamt ergaben sich hieraus 100 separate Anzuchtversuche.

Erwartungsgemal? verliefen die Anzuchtversuche in den Gruppen K und O zu alen
Zeitpunkten negativ, die Versuche konnen insofern auch as Kontrollen angesehen
werden. Ebenfalls negativ erwiesen sich die Kloakentupferproben bel 7, 14 und 21 Tage
alten Kiken der Gruppe 1, obgleich aus Mekoniumproben geschltpfter Kiken aus der
selben Gruppe ein Virusnachweis bei 9 von 12 Proben gelang. Jedoch konnte nach 28
Tagen wieder bei alen Kiken Adenovirus nachgewiesen werden.

Bel den Kiken aus der dritten Woche p.i., in der sowohl bei den Elterntieren alsauch in
den Mekoniumproben in keinem Falle das Virus nachzuweisen war, verliefen die
Anzuchtversuche bei allen Kiiken zu allen Zeitpunkten der Probenentnahme positiv. Ein
Befund, der zeigt, dal3 trotz nicht gelungener Anzuchtversuche das Virus durchaus

vertikal Ubertragen werden kann. Ebenso wie die Kloakentupferproben aus der
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3. Woche, zeigten auch alle Anzuchtversuche aus den Kiiken der vierten Woche einen

positiven Nachweis von Adenoviren.

5.6 ELISA-Tests

Um wie bei den anderen Infektionsversuchen eine zusétzliche Infektion mit den CAV
und IBDV auszuschlief3en, wurden alle Blutproben, die von den Elterntieren und ihren
Nachkommen nach der T6tung entnommen wurden, auf ein etwaiges Vorhandensein
von Antikorpern gegen die 0.g. Viren untersucht.

Das Untersuchungsmaterial umfaldte 16 Blutproben von den Elterntieren und insgesamt
50 Blutproben von den Nachkommen. In allen Féllen waren die Ergebnisse negativ, so

dad sich alle Versuchstiere als frei von CAV- und IBDV-Antikdrpern erwiesen.
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E. DISKUSSION

Wie in der Einleitung zu dieser Arbeit beschrieben wurde, steht die Frage der priméren
pathogenen Wirkung der aviaren Adenoviren vom FAV-Typ, zumindest soweit dies
bestimmte Virusisolate angeht, nach wie vor zur Diskussion. Der Ausbruch des
Hydroperikard-Syndroms (HPS) bei Broilern in verschiedenen Regionen der Welt stellte
diese Frage wieder in den Vordergrund. Fur die é&tologische Klarung dieser
Krankheitsfélle ist es von Bedeutung zu ermitteln, ob Adenoviren als primére und
moglicherweise aleinige Ursache fr diese Erkrankung anzusehen sind. Im Einzelfall ist
es wichtig zu wissen, inwieweit sich ein isoliertes Adenovirus aus erkrankten Tieren mit
den aufgetretenen Falen von HPS in Verbindung bringen 1&%. Im Rahmen dieses
Problemkomplexes beschéftigte sich diese Arbeit zundchst mit der serologischen
Klassifizierung und dem serologischen Vergleich sowie der molekularbiologischen
Charakterisierung der isolierten Stamme aus HPS - erkrankten Tiere in Ecuador (K1013
1-6) und Pakistan (K31), um danach weitere Untersuchungen zur Pathogenitét der
Isolate durchzuf tihren.

Die Firma Lohmann Tierzucht stellte dem Institut fur Geflugelkrankheiten der FU
Berlin diese als Adenoviren bezeichneten Feldisolate zur Verfigung. Die im Institut
durchgefuhrte Virusanzucht war schon in der 1. Passage positiv, wobel in der Zellkultur
ein fur Adenoviren typischer CPE vom Rundzelltyp auftrat, was den Vorbericht
bestétigte.

Um eine Einordnung der Isolate in die Reihe der FAV-Serotypen zu ermdglichen,
wurden Virusneutralisationsteste, wie von MONREAL et a. (1980) beschrieben, im
Mikrotiterplatten-Verfahren ausgeftihrt. Dabel wurden die Isolate K1013 (Nr. 1-6) und
das Isolat K31 sowohl vom FAV4- (KR5) as auch vom FAV11- (C2B) Antiserum
neutralisiert. Da bel Viren der FAV-Gruppe im Neutralisationstest zwischen den FAV-
Serotypen oftmals Kreuzneutralisationen auftreten, kann die genaue Identifikation eines
Isolates erschwert sein. Eine Kreuzneutralisation der beiden Stémme KR5 und C2B
wurde auch von McCFERRAN und CONNOR (1977) in einer Studie zur Klassifizierung
der FAV-Serotypen festgestellt. Als Ursache hierfir wird die breite Antigenitét der
FAV-Gruppe angesehen (McFERRAN et al., 1972; McFERRAN und ADAIR, 1977,
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COWEN et d., 1977). Aus diesem Grund wurde mit Hilfe des Kreuzneutralisationstests
die genauere serol ogische Zuordnung zu einem der beiden Referenzstamme angestrebt.
Die Durchfiihrung des Kreuzneutralisationstests erfolgte nach dem Standardprotokoll
von McFERRAN et a. (1972). Hierbel werden die Virusstdmme gegen das eigene
homologe Antiserum und die heterologen Antiseren sdmtlicher FAV-Serotypen in
unterschiedlichen Verdinnungen eingesetzt, wodurch die Bestimmung der
Neutralisationstiter ermdglicht wird.

Bel der Auswertung der Ergebnisse stellte sich heraus, dal3 ale untersuchten Stdmme
einen hohen Neutraisationstiter mit ihren eigenen Antiseren und zusétzliche
Kreuzneutralisation mit den Antiseren anderer Stdmme aufwiesen. Allerdings war der
Unterschied zwischen heterologen und homologen Seren bei den Feldisolaten und dem
Stamm KR5 (FAV4) wesentlich geringer als der Unterschied zwischen den Feldisolaten
und dem Stamm C2B (FAV1l). Der Stamm C2B reagierte 32 mal hoher mit seinem
homologen Serum als mit den heterologen KR5-, K1013- (Nr. 2) und K31-Antiseren.
Diese Ergebnisse wiesen auf einen deutlichen Unterschied der Feldisolate zum Stamm
C2B hin. Es liegt jedoch eine Einweg-Kreuzneutralisation der Stdmme KR5, K1013
(Nr. 2) und K31 mit dem C2B-Antiserum vor, die moglicherweise auf eine
unspezifische Reaktion desim Institut hergestellten Serums zurtickzufthren ist. Aus den
Ergebnissen kann indessen der Schlul? gezogen werden, dal3 die Feldisolate serologisch
dem Serotyp FAV 4 zugeordnet werden kénnen.

Fur die genauere Klassifizierung von Adenovirusstdmmen wird von WADELL et al.
(1980) der Einsatz der Restriktionsenzymanalyse mit verschiedenen Enzymen
empfohlen. Ein neuer humaner Adenovirusstamm konnte durch diese Methode
identifiziert werden (AIRD et a., 1983).

ZSAK und KISARY (1984) untertellten die FAV-Serotypen anhand der
Restriktionsenzymanalyse mit den zwel Restriktionsenzymen Bam HI und Hind I11 in
DNA-Gruppen. In dieser Einteilung der 12 Serotypen in 5 DNA-Gruppen (A-E) gehoren
die beiden Serotypen 4 und 11 derselben DNA-Gruppe (D) an. Dies erklart die enge
Verwandtschaft der beiden Serotypen auch auf der Genomebene. ERNY et al. (1991)
wandten die Methode der Restriktionsenzymanalyse ebenfals an, um die virulenten

Stdmme, die im Zusammenhang mit der akuten EinschluRkorperchenhepatitis bel
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Broilern in Australien isoliert wurden, von nicht virulenten FAV-Stammen zu
unterscheiden.

Ein Vergleich der Virus-DNAs von FAV4 und FAV10 wurde 1995 von ERNY et a.
unternommen. Dabel wurden zehn Restriktionsenzyme, unter anderem Bgl |1, Dral, Eco
RI, fur die Untersuchungen eingesetzt. Es sollte erwahnt werden, dal3 die genannte
Studie auf der dlteren Klassifikation von MCFERRAN und CONNOR (1977) basiert, in
der der Stamm C2B noch als FAV 10 bezeichnet wurde.

Um die entstandenen Spaltungsmuster der Referenzstdmme in dieser Arbeit mit den
Literaturangaben vergleichen zu kdnnen, wurden die vier Enzyme (Bam HI, Bgl |1, Dral
und Eco RI), die von ZSAK und KISARY (1984) sowie von ERNY et a. (1995)
angewendet wurden, ausgewahlt. Zusétzlich wurde das Enzym Pst | zu Untersuchungen
herangezogen.

Eine Ubereinstimmung der Fragmentmuster der Referenzstamme (KR5 und C2B) mit
den Literaturangaben war eindeutig zu erkennen. Beim Vergleich der Bam HI-, Dra |-
und Eco RI- Spaltungsmuster des Isolates K1013 (Nr. 2) und des Isolates K31 mit den
Referenzstdmmen wurde eine 100%ige Ubereinstimmung der Feldisolate mit dem
Stamm KR5 (FAV4) festgestellt. Die Spaltung der DNA mit den zwei anderen Enzymen
Bal 1l und Pst | erlaubte Differenzierungen im Fragmentmuster der Referenzstamme und
der Feldisolate. Hervorzuheben ist, dald bei alen aufgestellten DNA-Vergleichen keine
Ubereinstimmung des Stammes C2B mit den Feldisolaten zu beobachten war. Dies
schliefdt eine Zugehorigkeit der Feldisolate zu dem Serotyp 11 aus. Eine andere wichtige
Schluéfolgerung war, dald die Feldisolate auf der Genomebene untereinander und mit
dem FAV4 Referenzstamm eng verwandt sind, die Anzahl und das Molekulargewicht
der DNA-Fragmente aber in Abhangigkeit vom eingesetzten Enzym differieren konnen.
Es scheint durchaus mdglich, dal3 neue Stdmme durch Rekombination von zwei
serologisch unterschiedlichen Elternstdmmen auftreten kénnen (SAMBROOK et al.,
1980). Die weite Verbreitung von Adenoviren erhoht dabel die Wahrscheinlichkeit fur
derartige Rekombinationsereignisse. Dem pakistanischen Isolat K31 wurde auf Grund
serologischer und molekularbiologischer Untersuchungen bereits eine Verwandtschaft
zum Serotyp 4 zugesprochen (SCHULLER et al., 1991), was durch die
Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit bestétigt wurde.

Es stellte sich nun die Frage, ob alle sechs Isolate aus den verschiedenen Regionen eines

Landes identische DNA-Spaltungsmuster besitzen. Fir diese Untersuchungen wurden



73

die zwel Enzyme (Bgl II, Pst I) ausgewéhlt, bei deren Einsatz sich Unterschiede des
Spaltungsmusters des Isolates K1013 (Nr. 2) zum Referenzstamm KR5 und zum Isolat
K31 gezeigt hatten. Wie aus Abb. 3 erkennbar ist, sind die sechs Isolate aus Ecuador
nicht nur serologisch, sondern auch auf der Genomebene identisch, deshalb wurde fir

die folgenden Untersuchungen nur mit einem der sechs Isolate weitergearbeitet.

Nach der serologischen und genetischen Einordnung der Feldisolate in die Serogruppe
FAV4 folgte die Prifung ihrer Embryopathogenitét. KAWAMURA et al. (1964) flhrten
Untersuchungen zur Embryopathogenitét in Hihnereiern durch. Bel diesen Versuchen
wurden die 9 Tage aten embryonierten Eier mit unterschiedlichen Dosierungen von 8
FAV-Serotypen Uber die Allantoishthle beimpft. In diesen Versuchen konnte eine
Embryomortalitdt nach dem 3. bis zum 11. d p.i. bei denjenigen Embryonen beobachtet
werden, die mit einer hohen Dosis von FAV1, FAV5 und FAV6 infiziert wurden. Eine
Studie von COWEN aus dem Jahre 1988 beschreibt die Embryopathogenitdt und
Embryomortalitdt nach der Beimpfung der SPF-HUhnerembryonen mit 11 FAV-
Serotypen in die Allantoishéhle bzw. den Dottersack. Die Virustiter betrugen bis zu 10’
PBE/mI bei einem Volumen von 0,1 ml. Die Infektion Uber die Allantoishohle erfolgte
bei Embryonen im Alter von 10-12 Tagen, die Uber den Dottersack bei 5-7 Tage alten
Embryonen. Dabei ergab eine Inokulation mit den Serotypen FAV2-11 in die
Allantoishdhle nur eine sehr geringe Embryomortalitét, bei manchen Serotypen starben
keine Embryonen ab. Die Infektion Uber den Dottersack mit FAV2-11 fiihrte hingegen
zu einer hoheren Mortalitdt mit pathol ogisch-anatomischen Veranderungen in Form von
nekrotischen Lebern, geschwollenen Milzen und H&morrhagien in verschiedenen
Korperteilen. Mit FAV1 konnte in beiden Versuchen die hochste Embryomortalitét im
Vergleich zu anderen FAV-Serotypen erreicht werden. Demzufolge machte COWEN
(1988) den Vorschlag, die Inokulation Uber den Dottersack gegentber der
intraallantoidalen Infektion zu bevorzugen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 5 Tage alte embryonierte SPF-Eier mit
K1013, K31 und dem Referenzstamm KR5 in drei unterschiedlichen Dosen Uber den
Dottersack infiziert, um die embryopathogene Wirkung dieser Viren vergleichend zu
untersuchen.

Die Isolate K1013 und K31 verursachten in den drel eingesetzten Dosierungen eine

100%ige Mortalitét. Mit einer Dosis von 10° TCIDs infizierte Embryonen starben
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friher ab als die mit niedrigeren Dosen (10*, 10% TCIDs) infizierten, und zwar erst
zwischen dem 5. und dem 7. d p.i.. Damit zeigte sich eine eindeutige Abhangigkeit von
der Virusdosis. Der Stamm KR5S hingegen zeigte eine eindeutig niedrigere
Mortalitétsrate, da bei einer Dosis von 10° TCIDsy nur 71% der Embryonen abstarben,
bei der niedrigeren Dosierung nur noch 57% bzw. 7% respektiv. Im Vergleich dazu
verursachten die von COWEN (1988) untersuchten Stdmme des Serotypes 4 eine viel
geringere Mortalitét von lediglich 9%. Da der Arbeit nicht zu entnehmen ist, um welche
Stédmme des Serotypes 4 es sich handelt, ist ein Vergleich der Ergebnisse mit denen der
vorliegenden Arbeit schwierig. Bei fast allen abgestorbenen Embryonen wurden
nekrotische Lebern und Héamorrhagien in distalen Korpertellen beobachtet. Dies
entspricht den von COWEN (1988) angefiihrten pathologisch-anatomischen
Veranderungen.

Dieser Versuch zeigt eindeutig, dal3 die Feldstémme K1013 und K31 eine hohere
Pathogenitét als der Referenzstamm KR5S aufweisen. Bel der Interpretation sollte aber
auch berticksichtigt werden, dal3 nach den Angaben von COWEN (1988) ale FAV-
Serotypen potentiell eine Embryomortalitét verursachen konnen. Bel geringerer
Pathogenitét eines Stammes fir Embryonen und bei Reduktion der Infektionsdosis tritt

der Tod zu einem spéteren Zeitpunkt ein.

Die 100%ige Embryopathogenitét der Feldisolate K31 und K1013 lief3 es sinnvoll
erscheinen, die Frage der Pathogenitdt nach Infektion von SPF-Eintagskiken auf
natirlichem Infektionsweg mit unterschiedlichen Dosierungen zu prifen.

Untersuchungen zur Pathogenitét verschiedener FAV Isolate wurden vielfach mit
unterschiedlichen Ergebnissen durchgefihrt. Nachdem FADLY und WINTERFIELD
(1973) zum ersten Mal ein Adenovirus im Zusammenhang mit IBH isoliert hatten,
wurde mehrfach versucht, diese Erkrankung experimentell zu reproduzieren, wobel auch
Isolate aus unterschiedlichen Serotypen von verschiedenen IBH-Feldinfektionen geprift
wurden. ROSENBERGER e a. (1974) gelang es, mit FAV5 im
Kukeninfektionsversuch eine klassische IBH herbeizufiihren. Die Bedeutung der
Infektionsroute bei der Reproduzierung der Krankheit beschreibt COOK (1974).
Waéhrend die Mortaitdt bei intraperitonea infizierten Eintagskiken mit FAV2 68%
betrug, ergab eine orale Infektion (nattrlicher Infektionsweg) eine Verminderung

derselben auf 5%. Zahlreiche Untersuchungen zur Reproduktion des Krankheitsbildes
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der Einschlukorperchenhepatitis unter Einhaltung des nattrlichen Infektionsweges
gelangen nicht. Bei diesen Untersuchungen wurden auch Isolate unterschiedlicher FAV-
Serotypen eingesetzt. KOHN (1962) benutzte Serotyp 2, KAWAMURA und
TSUBAHARA (1963) Serotyp 1, MCDOUGALL und PETERS (1974) die Serotypen 1,
2, 5, 8und McCRACKEN et al. (1976) die Serotypen 2, 3, 4, 5und 8.

Uber erfolgreiche Versuche zur Induktion der IBH mit FAV Isolaten bei Kiiken in
einem Alter zwischen einem Tag und vier Wochen mit verschiedenen Isolaten Gber den
natdrlichen Infektionsweg berichteten WINTERFIELD et a. (1973), FADLY und
WINTERFIELD (1973) und COOK (1974).

Dal3 tber den natlrlichen Infektionsweg eine geringere Mortalitét hervorgerrufen wird,
zeigte die Studie von SAIFUDDIN und WILKS (1990) in Neuseeland. Kiken im Alter
von 2 Tagen wurden mit einem Feldisolat vom Serotyp 8 infiziert und zwar in einer
Gruppe ora und in einer anderen Gruppe intraperitoneal. Das Ergebnis zeigte, dai3
intraperitoneal infizierte Tiere friher starben und eine héhere Sterberate aufwiesen. Die
Mortalitét der intraperitoneal infizierten Tiere betrug 45%, digjenige der ora infizierten
Gruppe lediglich 30%.

Nach der oro-nasalen Infektion der SPF-Eintagskilken mit zwei verschiedenen Isolaten
(TR59 und H6), die serologisch dem FAV8 zuzuordnen waren, beschreibt COOK
(1983) eine 3%ige Mortalitat, mit einem anderen Isolat (HV7) jedoch, welches ebenfalls
dem Serotyp 8 angehdrte, wurde eine 30%ige Mortalitéat hervorgerufen. Auch REECE et
al. (1986) sahen eine 30%ige Mortalitét nach der oraen Infektion von SPF-
Eintagskiken mit dem Isolat VRI-33, das ebenfalls dem Serotyp 8 zugehdrte. Aus
verschiedenen Beobachtungen u.a von DHILLON und WINTERFELD (1984),
BULOW et a. (1986) und ERNY et a. (1991) kann geschlossen werden, daR die
Zugehorigkeit eines Isolates zu einem bestimmten Serotypen hinsichtlich seiner
Pathogenitét ohne Bedeutung ist, da die verschiedenen Serotypen, aber auch Stdmme
innerhalb eines Serotypes, ein ganz unterschiedliches pathogenes Potential besitzen

kdnnen.

Die Tatsache, dal3 aus erkrankten Tieren isolierte Adenovirusstamme primér, ohne
Einwirkung immunsupprimierenden Faktoren, ein typisches Erkrankungsbild von

EinschluZkorperchenhepatitis mit darausfolgender Mortalitét der Tiere hervorrufen
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konnen (REECE et a., 1986; CHRISTENSEN und SAIFUDDIN, 1989; ERNY et a.,
1991), spricht fur die primére Pathogenitét der untersuchten Stamme.

Die Frage der priméren Pathogenitét aviarer Adenoviren vom FAV-Typ trat erneut in
den Vordergrund, als Adenoviren aus Krankheitsféllen isoliert werden konnten, deren
pathologisches Substrat von den bisher beobachteten, vornehmlich auf die Leber
konzentrierten Veranderungen, sich insofern unterschied, als ein ausgepragtes
Hydroperikard als dominierender Befund in Erscheinung trat. Obwohl bei der in den
letzten Jahren in Asien und Lateinamerika aufgetretenen und als Hydroperikard-
Syndrom (HPS) bezeichneten Krankheit auch dhnliche pathol ogische und histologische
Verédnderungen wie der IBH vorkommen, unterscheidet sich das Bild dieser Erkrankung
hauptsachlich durch Hydroperikardveréanderungen und durch die Auslésung hoherer
Sterberaten, die bis zu 75% (ANJUM et a., 1989; CHEEMA et al., 1989) betragen
konnen. Zwar wird in zwel Arbeiten, die sich mit der Einschluf3korperchenhepatitis in
Australien befassen, auch Uber das Auftreten von Ascitis und Hydroperikard als
pathologische Veranderungen berichtet (GRIMES et a., 1977, GRIMES und KING,
1977), indessen schienen diese pathologischen Erscheinungen jedoch wéhrend der
langjdhrigen Untersuchungen dieser Krankheit lediglich eine untergeordnete Rolle zu
spielen.

Bel durch HPS verendeten Tieren wurden Adenoviren bel elektronmikroskopischen
Untersuchungen der Lebern eindeutig nachgewiesen (CHEEMA et al., 1989;
CHANDRA et d., 1997). Die Isolierung von Adenoviren aus erkrankten Tieren gelang
vielfach (ANJUM, 1990; VOB und MONREAL, 1995, NAEEM et a., 1995).
Zahlreiche experimentelle Arbeiten in den letzten Jahren konzentrierten sich auf
atiologische Zusammenhange zwischen den isolierten Adenoviren und der Erkrankung
sowie auf die Pathogenese. In den meisten Falen wurden zundchst zur Reproduktion
des HPS Leberhomogenate fur die Infektion eingesetzt (AFZAL et al., 1991; AKHTAR,
1995; ABDUL-AZIZ und HASAN, 1995; CHANDRA et a., 1997). Obwohl in allen
genannten Studien das Krankheitshild ausgel6st werden konnte, muf3 beriicksichtigt
werden, da in diesen Versuchen Leberhomogenat, nicht aber ein reines
Adenovirusisolat eingesetzt wurde. Aufgrund dessen kann keine Aussage dartiber
gemacht werden, ob das Adenovirus das aleinige verursachende Agens dieser

Erkrankung war. In spédteren Untersuchungen hingegen wurden isolierte Adenoviren in
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den Experimenten eingesetzt, wobei in der Mehrzahl die parenterale Infektion der
Versuchstiere angewandt wurde (VO und MONREAL, 1995; NAEEM et a., 1995;
GAY et d., 1995; RABBANI und NAEEM, 1996), was nicht dem naturlichen
Infektionsweg entsprach. Nur COWEN et a. (1996) wahlten fur ihr Vorgehen den
natrlichen Infektionsweg, sie beobachteten eine 45%ige Mortalitdt nach der oralen
Infektion von 2 Tage alten SPF-K Uken.

In der vorliegenden Arbeit wurden SPF-Eintagskiken zum Nachweis der priméren
Pathogenitét der zwei Feldisolate K1013 und K31 eingesetzt. Die Infektion erfolgte mit
definierten Dosen Uber den okulo-nasalen Weg, um den nattrlichen Infektionsweg zu
imitieren und damit die &tiologische Bedeutung der Feldisolate fur das Krankheitsbild
der HPS zu dokumentieren. Die applizierte Virusdosis betrug 10> und 10° TCIDsp um
zu priufen, ob die Feldisolate bereits bel einer niedrigen Dosierung eine pathogene
Wirkung zeigen. Der Referenzstamm KR5 dagegen wurde nur mit der hohen Dosierung
eingesetzt. Auf der Grundlage der Ergebnisse von COOK (1983), dal3 eine orale
Infektion mit dem Stamm KR5S bei einer hohen Impfdosis bei SPF-Eintagskiken nur
eine 8%ige Mortditétsrate hervorrief, wurde der Referenzstamm KRS lediglich mit
einer Dosierung von 10° TCIDs eingesetzt.

Bei den mit den Isolaten K1013- und K31 infizierten Kiken konnten in den
vorliegenden Versuchen zwischen dem 6. und 11. d p.i., erhebliche Stérung des
Allgemeinbefindens mit Anzeichen von Apathie festgestellt werden. Uber dhnliche
Symptome berichteten nach der experimentellen Infektion mit Viren der FAV-Gruppe
auch LAMICHANE et a. (1991) sowie MENDELSON et al. (1995). Als Folge der
Infektion starben in beiden Isolatoren, in denen die Kiken mit der hoheren Dosis an
plaquegereinigten Feldisolaten infiziert waren, innerhalb eines kurzen Zeitraumes ale
infizierten Tiere. Die niedrigere Infektionsdosis verursachte bel den mit K1013
infizierten Tieren eine 80%ige Mortalitét, bel den mit K31 infizierten Tieren lag die
Sterberate mit 20% erheblich niedriger. Auch bei den Kontakttieren traten Erkrankungs-
und Todesféle auf, wodurch die horizontale Ubertragung bestétigt ist. Die mit dem
Stamm KRS infizierten Tiere zeigten hingegen keine klinischen Symptome. Bis zum

Ende des Versuches starb in dieser Gruppe kein Tier.
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Die Ergebnisse zeigen einerseits die primare pathogene Wirkung beider Feldisolate,
andererseits bestétigt der Versuch, dal3 innerhalb eines Serotypes, in diesem Fall Serotyp
4, Stamme mit unterschiedlicher Pathogenitét vorkommen kdnnen.

Im Vordergrund des pathologischen Geschehens standen die starke Ansammlung
seroser  FlURigkeit im Herzbeutel, die geschwollene Leber, Milz- und
Nierenschwellungen sowie eine Thymusatrophie. Lungenédeme wurden im Gegensatz
zu anderen Untersuchungsberichten (ANJUM, 1990; CONRAD, 1991) be den
gestorbenen Tieren nicht beobachtet.

Histologisch wiesen ale gestorbenen Tiere Leberveranderungen verschiedenen Grades
auf, in Ubereinstimmung mit vielen Literaturangaben, die die Leber as ein
Hauptzielorgan der Viren der FAV-Gruppe beschreiben (BICKFORD, 1972; PETTIT
und CARLSON, 1972; GALLINA et al., 1973; COOK 1974 und 1983; McFERRAN et
al., 1976; SAIFUDDIN und WILKS, 1991). Bel 6 von 13 durch Feldisolate gestorbenen
Tieren wurden grof3e basophile intranukleére EinschluRkoérperchen festgestellt wie sie
auch von HOWELL et a., 1970; CHRISTENSEN und SAIFUDDIN, 1989 und
McFERRAN, 1991 als charakteristisch beschrieben wurden und wie sie auch in Lebern
an HPS erkrankter Tiere, sowohl in der natlrlichen Feldinfektion als auch bei der
Reproduktion der Erkrankung auftraten (ANJUM et a., 1989; CHEEMA et a., 1989;
KHAWAUJA et a., 1988; ABDUL-AZIZ und HASAN, 1995; COWEN et al., 1996).
Auch bel Uberlebenden Tieren der vorliegenden Versuche fanden sich histologisch
grofdtropfige Verfettungen und follikelartige lymphozytére Infiltrate in den Lebern.

Die Resultate der vorliegenden histologischen Untersuchungen der Lebern wiesen bei
einem Teil der gestorbenen Tiere nicht auf das VVorhandensein von Einschluf3kdrperchen
hin, jedoch kann das Vorkommen selbst einer geringen Anzahl von intranukledren
hepatischen Einschlufkdrperchen als hdchst charakteristisch fur die Infektion mit
Adenoviren gelten (BICKFORD, 1972; GALLINA et a., 1973; KLOPP et a., 1975).
Neben der gelungenen Virusreisolierung und dem Nachwels der Antikorper gegen die
FAVs, liefert dies auch enen entscheidenden Beweis fir den Erfolg der
Virusvermehrung im Tierkorper (COOK, 1974; McCRACKEN et a., 1976).
Histologische Veranderungen im Myokard und Epikard traten lediglich bei 4 nach der
Infektion gestorbenen Tieren auf. Auch andere Autoren erwahnen histologische
Verdnderungen des Herzens in Form von Odemen, Nekrosen und mononuklaren
Infiltraten im Herzmuskel (ANJUM et a., 1989; CHEEMA et al., 1989; COWEN et al.,
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1996). Nach der Studie von NIAZI et al. (1989) wurde jedoch die Ursache fir das
Hydroperikard als die Folge einer Leberschadigung, die eine reduzierte Albuminbildung
mit Hypoproteindmie nach sich zog, beschrieben. Weitere Untersuchungen Uber die
pathogeneti sche Bedeutung dieses Adenovirus fir die Verdnderungen am Herzen sollten
zur Klérung dieser Frage durchgeftihrt werden.

Weitere pathologische Verdnderungen fanden sich auch in Bursa und Thymus nach
Infektion mit den beiden Feldisolaten. Histologisch fanden sich Follikelatrophien in den
Bursen von 6 der 13 gestorbenen Tiere, ein reduzierter Lymphozytengehalt bei 4 von 13
untersuchten Thymen und 3 von 13 untersuchten Milzen. Einige Autoren stellten bel
Kiken aus IBH- und HPS-Feldinfektionen und experimentellen Versuchen diese
degenerativen Prozesse an den lymphatischen Organen ebenfalls fest (MacPHERSON et
al., 1974; GRIMES et al., 1977; FADLY et al., 1980; REECE et a., 1985z
SAIFUDDIN und WILKS, 1990; SAIFUDDIN und WILKS, 1992; ABDUL-AZIZ und
HASAN, 1995), alerdings ist nicht in jedem dieser Falle eindeutig erkennbar, ob nicht
weitere Erreger an den jeweiligen Krankheitsfallen beteiligt waren.

Klinische Krankheitsfélle nach Infektionsversuchen wie auch spezifische pathol ogische
Veranderungen bedirfen aber auch des Erreger- und Antikorpernachweises, um
eindeutige &tologische Zusammenhange zu kléaren. Fur den Virusnachwels wurde,
ausgehend von den Befunden, dal3 bel den Adenoviren die Leber das Hauptzielgewebe
bildet (COOK, 1983; SAIFUDDIN und WILKS, 1991), in den verschiedenen
Abschnitten des Versuches von den gestorbenen Tieren Leberteile fur die
Virusreisolierung entnommen. Der Nachweis der Virusvermehrung in den Lebern
gelang bei alen verendeten Versuchstieren. Die am 8. und 14. d p.i. gepriiften Lebern
von den mit dem Stamm KR5S infizierten Tieren lieferten ebenso positive Ergebnisse.
Von den 4 untersuchten Kiken mit Hydroperikard war es moglich, aus der Flissigkeit
des Perikardsackes Adenoviren zu reisolieren. Diese Ergebnisse bestétigen die
erfolgreich verlaufene Infektion. Auf’erdem wurden am Ende des Versuches die Seren
der Uberlebenden Tiere auf Vorkommen von FAV-Antikérpern untersucht. In allen
gepruften Seren lief3en sich Antikorper gegen die Serotypen 4 und 11 finden. Damit ist
auch der Nachweis fur die Auseinandersetzung des Immunsystems mit den zur Infektion
eingesetzten Adenoviren gefuhrt. Schliefdich ist fir die Bewertung der pathogenen
Bedeutung der Isolate K1013 und K31 von Bedeutung, dal3 die Infektion mit dem
Stamm KR5 ebenfalls gelang, aber keine Zeichen von pathol ogisch-anatomischen
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Veranderungen bei diesen Tieren festgestellt werden konnten. Diese Befunde zeigen,
dal? der Stamm KRS keine Erkrankung bei den Kuken hervorruft.

Die pathogene Wirkung avidrer Adenoviren vom FAV-Typ kann durch
immunsuppressive und potentiell mitauslésende Faktoren, auch hinsichtlich des
Krankheitsbildes, von HPS verstarkt werden. VOR und MONREAL (1995)
beobachteten bei ihren Ubertragungsversuchen mit dem Organhomogenat von an HPS
erkrankten Tieren eine Antikorperbildung nicht nur gegen das Adenovirus, sondern auch
gegen das Virus der Infektitsen Bursitis und gegen das Virus der infektidsen Anamie. In
der vorliegenden Arbeit wurden ale Seren von den Uberlebenden Tieren auf das
Vorhandensein von CAV- und IBDV-Antikdrpern mit negativem Ergebnis untersucht.
Hierdurch wird bestétigt, dal3 das verimpfte Ausgangsmaterial keine Kontamination mit

den immunsuppressiven Viren CAV und IBDV aufwies.

Unter Berlicksichtigung der klinischen, der makroskopischen und mikroskopischen
pathologischen Befunde, der vielfach gelungenen Reisolierung des Infektionsvirus und
der Abwesenheit begleitender Faktoren ist festzustellen, dal’ die beiden Feldisolate aus
Ecuador und Pakistan prima pathogen sind und bei den Eintagskiken eine hohe
Mortalitétsrate bis zu 100% hervorrufen konnen. Von Bedeutung ist ferner, dal3 vor
alem nach Infektion mit dem Stamm K1013 deutliche Veranderungen an den
lymphatischen Organen beobachtet werden konnten. Obwohl die beiden Isolate dem
Serotyp 4 zugehorig sind, ist aus dem begleitenden Infektionsversuch mit dem Stamm
KR5 eindeutig abzuleiten, dal? innerhalb eines Serotypes Stdmme, die sich genetisch
unterscheiden, grofRere Schwankungen der Intensitét der pathogenen Wirksamkeit

vorkommen kdnnen.

Die Feldausbruiche des HPS wurden bisher bei Tieren im Alter von 3 bis 5 Wochen
beschrieben (AFZAL et a., 1991). Daher wurde ein weiterer Pathogenitétstest mit den
beiden Isolaten mit 3 Wochen alten SPF-Tieren durchgeftihrt. Da der Stamm KR5S bel
den Eintagskiken keine Mortalitdt hervorrief, erschien eine Infektion von 3 Wochen
aten SPF-Tiere mit diesem Stamm nicht erforderlich.

Die Infektion erfolgte auf natiirlichem Wege mit einer Dosis von 10° TCIDs; oculo-oral.
Zusétzlich wurden in einem der Isolatoren 3 Wochen alte Kiken mit dem Isolat K31 mit

einer hohen Dosis von 10° TCIDx, intramuskular infiziert. Bei keinem der Versuchstiere
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traten klinische Erkrankungen oder Todesfélle auf, noch liefien sich pathologisch-
anatomische und histologische Veranderungen nachweisen. Die oculo-oral infizierten
Kiken wurden am 16. d p.i. getOtet, aus den Lebern konnte das Infektionsvirus wieder
nachgewiesen werden, wéahrend bei den i.m. infizierten Kiken nach 28 Tagen ein
Virusnachweis nicht mehr gelang. In den Seren aller gettteten Kiken waren Antikorper
gegen Serotyp 4 und 11 im Neutralisationstest nachweisbar, die Testergebnisse kdnnen
als gesicherter Nachweis fir die erfolgreiche Infektion gelten.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dal? fir die Entfaltung der pathogenen Eigenschaften
des Virus auch das Alter der Versuchstiere von Bedeutung sein durfte. Auch muf in
Erwagung gezogen werden, dal3 bei den Erkrankungen im Feld vornehmlich Mastkiiken
betroffen sind, wahrend die hier verwandten SPF-Kiken dem Legetyp zugerechnet
werden missen.

Bel weiteren Untersuchungen, deren Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit nicht
dargestellt werden, hat sich gezeigt, dal3 eine Reproduktion des Krankheitshildes mit
einer 46%igen Mortalitét durch orale Infektion von SPF-Kiken im Alter von einer
Woche mit einer Impfdosis von 108 TCIDs, des Isolates K1013 gelang. Ferner konnte
mit dem gleichen Feldisolat auch bei 3 Wochen alten SPF-Tieren durch i.m. Injektion
eine 100%ige Mortalitdt herbeigefihrt werden (MAZAHERI et a., 1998). Auch in
diesen Versuchen ergab sich wie auch bei den SPF-Eintagskiken eine stérkere
Pathogenitét des Isolates K1013 gegentber dem Isolat K31.

Bel Feldinfektion und entsprechenden Erkrankungen ist immer damit zu rechnen, dal3
neben pathogenen FAV Stdmmen andere infektidse bzw. nicht infektitse Faktoren, die
eine Immunsuppression hervorrufen kénnen, fur das Krankheitsgeschehen bel 3 bis 5
Wochen alten Mastkiiken verantwortlich sind. Daher wurde in einem weiteren Versuch
die Auswirkung einer oculo-oraden Infektion mit den Feldisolaten K1013 und K31
einschliefdich der i.m. Infektion mit K31 bel 3 Wochen alten immunsupprimierten SPF-
Tieren mit einer hohen Infektionsdosis von 10" TCIDs, gepriift. Diese Untersuchungen
wurden auch auf den as nicht krankheitsauslosend eingeschédtzten Stamm KR5
ausgedehnt.

In dem hier beschriebenen Versuch wurde eine chemisch bedingte Immunsuppression
vorgenommen, wie sie von FADLY et a. (1976b) beschrieben wurde. SPF Kiken
wurden am 4. Lebenstag beginnend 4 Tage lang mit CY CLOSTIN® 200-N (Wirkstoff:
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Cyclophosphamid, 3 mg/Tier, i.p.) behandelt, um zum Zeitpunkt der Infektion im Alter
von 3 Wochen eine Schadigung des Immunsystems zu erreichen. Die Tiere blieben im
Zeitraum nach der Behandlung bis zum Infektionszeitpunkt klinisch unauffalig. Nach
der Infektion schienen die am 4. d p.i. i.m. infizierten Tiere und die ab dem 6. d p.i. mit
den Feldisolaten oculo-ora infizierten Tiere apathisch. Die Hafte der i.m. infizierten
Tiere starben in einem Zeitraum vom 4. bis zum 7. d p.i.. Die Mortalitétsrate bei den
oculo-oral infizierten Tieren war wie erwartet geringer. Sie betrug bei den mit K1013
infizierten Tieren etwa 37,5%, bel den mit K31 infizierten Tieren 25%. Die
pathol ogisch-anatomischen Symptome bel den verendeten Tieren dhnelten denen der
Eintagskiken des ersten Versuchs. Alle mit Cyclophosphamid behandelten Tiere wiesen
deutlich kleinere Bursen auf. Auch in diesem Experiment zeigte sich der Stamm KR5
trotz der Immunschwaéche der Tiere als nicht krankheitsauslGsend. Die lediglich leichte
Mattigkeit vom 6. bis zum 7. d p.i. bei den mit KR5 infizierten Tieren kénnte auf die
Immunschwéche und den zusétzlichen Infektionsdruck zurtickgeftihrt werden.

Fur den Nachweis der gelungenen Infektion wurden wie in den letzten Versuchen, aus
den Lebern der gestorbenen Tiere Adenoviren isoliert. Ebenso waren in den 3 gepriften
Herzbeutelfllissigkeitsproben Adenoviren nachweisbar. Der Nachweis der Antikorper
gegen die Serotypen 4 und 11 war bei alen untersuchten Seren moglich. Durch die
ELISA-Tests wurde auch das Zusammenspiel der beiden immunsupprimierenden Viren
CAYV und IBDV in dem Krankheitsprozef3 ausgeschl ossen.

Die histologischen Ergebnisse bei allen Versuchstieren bestétigten die Wirkung des
Cyclophosphamids auf die Bursen. Eindeutig lymphozytenfreie Follikel sind nicht nur
bei den verendeten Tieren festgestellt worden, sondern auch bei den Tieren, die keine
anderen pathologisch-anatomischen und -histologischen Veranderungen zeigten. Alle
untersuchten Lebern der verendeten Tiere zeichneten sich durch zahlreiche intranukleére
EinschluRkorperchen aus. Desweiteren waren bel 4 von 6 Tieren histologische
Verénderungen in den Nieren deutlich erkennbar. Das Nierengewebe wies entztindliche,
herdformige Infiltrationen im Interstitium auf, bei zwel Tieren konnten basophile
Kerneinschlisse in den Tubulusepithelzellen aufgefunden werden. Von histologischen
Veranderungen in den Nieren bel an HPS erkrankten Hihnern berichteten auch andere
Autoren (ANJUM et a., 1989, CHEEMA et a., 1989; ABDUL-AZIZ und HASAN,
1995; COWEN et d., 1996).



83

Insgesamt zeigt sich also, dal3 bel Kiken, deren Immunsystem geschéadigt ist, nach
Infektion mit den Isolaten K1013 und K31 ein Krankhetsgeschehen hervorgerufen
werden kann, das demjenigen nach Infektion von Eintagskiiken entspricht. Die Befunde
erlauben den Schluf3, dafd nach einer horizontalen Infektion von 3 Wochen alten SPF-
Tieren mit den beiden Feldisolaten ohne eine vorrausgegangene Schadigung des
Immunsystems die HPS-Erkrankung unter Laborbedingungen nicht reproduziert werden
kann.

Fur die Beurteilung der pathogenen Wirksamkeit der Erreger und der jeweiligen
Situation bel Krankheitsfallen im Feld sind die hier ermittelten Ergebnisse von
Bedeutung. Einerseits wurde nachgewiesen, dal3 die Isolate K31, noch mehr K1013,
eindeutig pathogen fur Embryonen und Eintagskiken sind, sie unterscheiden sich
erheblich von dem zur gleichen Serogruppe gehdrenden Stamm KR5. Andererseits ist
selbst das stérker pathogene Isolat K1013 bei 3 Wochen aten SPF-Kiken nur dann in
der Lage eine Krankheit auszultsen, wenn eine Schadigung des Immunsystems der
Tiere vorausgegangen ist. Vergleicht man die Befunde im Laboratoriumsversuch
indessen mit dem Geschehen in grofRen Herden, sind allerdings noch weitere Faktoren
zu berticksichtigen.

Fur die Pathogenitét eines Isolates ist es entscheidend, ob die Infektion, wenn auch mit
hohen Dosierungen, im kleinen Laborversuch mit wenigen Tieren stattfindet, oder ob
sich dasselbe Isolat in einer Herde unter normalen Haltungsbedingungen mit grofer
Populationsgrofie vermehren und ausbreiten kann. Die grofe Zahl der Tiere in der
normaen Tierhaltung bewirkt rasche Passagen der Erreger und massive
Erregersausscheidungen, was zu einem erhohten Infektionsdruck fihren kann.
Zusatzlich sind die Tiere in diesen Haltungen noch einer Vielzahl weiterer ungiinstiger
Faktoren und Infektionen ausgesetzt. Von ebenso grofer Bedeutung sind die
Auswirkungen der Zichtung auf die genetischen Dispositionen, die eine wichtige Rolle
bei der Immunitétslage der Tiere spielen. Die als HPS bezeichnete Krankheit, die
hauptsachlich als eine Krankheit bel Broilerherden auftritt (AFZAL et a., 1991; VOR
und MONREAL, 1995) ist ein eindrucksvolles Beispidl fir den Ablauf eines derartigen
Infektionsgeschehens in den Herden. Fur die weitere Kldrung der pathogenen
Wirksamkeit der Isolate waren Pathogenitéatsuntersuchungen mit Mastkiken im Alter

von 3 Wochen unter Laborbedingungen wiinschenswert.
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Eine Reihe von epidemiologischen Untersuchungen lassen es moglich erscheinen, dal3
fur das Auftreten von Erkrankungen durch Adenoviren der vertikalen Ubertragung des
Virus von infizierten Elterntieren Uber das Brutei eine stérkere Bedeutung zukommt
(MONREAL, 1984; MONREAL und HESS, 1994; HESS et a., 1993; SAIFUDDIN und
WILKS, 1991). In der vorliegenden Arbeit wurde daher zuletzt der Frage nachgegangen,
welche Folgen sich ergeben, wenn ein fir Kiken pathogener Stamm Uber das Brutei auf
antikorperfreie Kiken Ubertragen wird. Fur den Versuch wurde das Isolat K31 aus
Pakistan eingesetzt. Dabel war zu prifen, ob die Infektion von SPF-Elterntieren eine
verminderte Schlupfrate und woméglich eine hohe Embryomortalitét hervorruft, und in
welcher Weise sich die Infektion auf die Nachkommenschaft auswirkt. Ebenso war die
Verfolgung der Virusausscheidung, der Antikorperbildung und eine eventuelle
Korrelation beider Komponenten bei den Elterntieren und ihren Nachkommen von
grof3em Interesse.

Im einzelnen konnte wahrend des ganzen Versuchszeitraumes weder eine reduzierte
Legeleistung noch klinische Symptome bei den Elterntieren beobachtet werden,
ebensowenig wies die pathologisch-anatomische Untersuchung der Elterntiere sechs
Wochen nach der Infektion auf Organverdnderungen hin. Die embryonierten Eier
wurden wahrend des Bebrutungszeitraumes geschiert, um ene eventuelle
Embryomortalitét registrieren zu konnen, wobel kein Virus aus den gestorbenen
Embryonen isoliert werden konnte. Ob das Absterben von 9 Embryonen zu
verschiedenen Zeitpunkten durch das Adenovirus verursacht wurde, war in diesem
Versuch nicht nachzuweisen.

Die Zahl der gestorbenen Embryonen im Vergleich zur Gesamizahl der embryonierten
Eier im Versuchsablauf war zu gering, um eine Aussage Uber eine erhbhte Mortalitét bei
den Embryonen zuzulassen. Auch REECE et a. (1985b) gelang es nicht, von den
Embryonen der mit dem Serotyp 8 infizierten Elterntiere Adenoviren zu isolieren. In
dieser Arbeit wurde der Schlu gezogen, dal eine vertikale Ubertragung intermittierend
stattgefunden hat.

Zur Verfolgung der Virusausscheidung der Elterntiere wurden Kloakentupfer
entnommen, da bereits KOHN (1962) feststellen konnte, dal3 die Ausscheidung des
Adenovirus hauptséchlich Uber den Kot stattfindet. Die Virusausscheidung bei den

Elterntieren erfolgte in der zweiten Woche p.i., jedoch waren in der dritten Woche p.i.
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bei keinem der 16 Elterntiere Adenoviren nachweisbar. Erst in der vierten Woche p.i.
wurde erneut eine Virusausscheidung nachgewiesen. Die Befunde lassen den Schiuf3 zu,
dai3 die Virusausscheidung nicht permanent, sondern periodisch auftritt.

Der Nachwels des Virus in den Mekoniumproben ist ein deutlicher Beweis fur die
vertikale Ubertragung des Isolates K31 von den infizierten Elterntieren auf ihre
Nachkommen. Auch hier konnte ein periodischer Verlauf beobachtet werden. Dabei ist
erstaunlich, dal3 trotz der in den Mekoniumproben nachgewiesenen frihen (vertikalen)
Infektionen der Tiere in der Gruppe 1 eine weitere Virusausscheidung erst am 28.
Lebenstag nachzuweisen war. Andererseits waren in der Gruppe 2 Mekoniumproben
adenovirusfrei, die Tiere schieden jedoch am 7., 14., 21. und 28. Lebenstag Viren aus.
Hier wird die Aussage von MONREAL et al. (1979) bestétigt, dald der Verlauf der
Virdmien nicht permanent sondern eher periodisch erfolgt.

Die Antikorperbildung bei den 16 Elterntieren begann in der vorliegenden Arbeit eine
Woche p.i., stieg in der zweiten Woche p.i. an und der hohe Titer blieb bis zur dritten
Woche p.i. konstant. Im Vergleich mit dem Verlauf der Antikorperbildung bel den
infizierten Elterntieren zeigt sich, dal3 das Vorhandensein von spezifischen Antikorpern
die Virusausscheidung nicht beeinflufd. In beiden Gruppen schieden die Tiere das Virus
aus, obwohl inzwischen Antikorper vorhanden waren.

Letztendlich wurden alle Seren der Elterntiere und ihrer Nachkommen auf das Auftreten
von CAV- und IBDV-Antikorpern gepruft. Die Ergebnisse liefden wie bel den anderen
Versuchsabschnitten darauf schlief3en, dal3 ein Zusammenspiel der beiden Viren in dem
Experiment nicht stattfand.

Klinische Erscheinungen und eindeutige pathologische Verdnderungen, die fur das
Vorliegen von HPS spezifisch sind, konnten bei keinem der Kiken aus der
Nachkommenschaft der infizierten Elterntiere festgestellt werden. Daraus ist abzuleiten,
daR die Ubertragung des Stammes K31 selbst auf die noch antikorperfreien
Nachkommen nicht zu einer HPS-Erkrankung geftihrt hat. Das Ergebnis entspricht
demnach nicht den Beobachtungen, die HESS et a. (1993) in einer Felduntersuchung in
Deutschland beschrieben. Bei einer untersuchten Broiler-Elterntierherde, in der auch
eine verminderte Schlupfleistung festgestellt wurde, erkrankten die Nachkommen an
IBH. Nachdem aus den erkrankten Tieren FAV2 isoliert wurde, wurde nachgewiesen,
dal3 die betroffene Herde wahrend der Aufzuchtperiode frei von Antikorpern gegen

diesen Serotypen war. Erst als in der 36. Lebenswoche die Seren der Elterntiere hohe
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Antikorpertiter gegen FAV2 und FAV12 gezeigt hatten, normalisierte sich die
Schlupfrate. Nach der 36. Lebenswoche traten keine Krankheitsfalle mehr auf.

Bei der Beurteilung der vorliegenden Versuche sollte, wie bereits erwahnt,
berlichsichtigt werden, dal3 nicht Masteltern- sondern SPF-Legetiere infiziert wurden.
Zudem unterscheiden sich die experimentellen Bedingungen und die Anzahl der Tiere
von den Verhétnissen in kommerziellen Bestéanden, was von entscheidender Bedeutung
fur das Resultat des Versuchsablaufs ist. Schliefdich ist darauf hinzuweisen, dal3 in dem
Versuch das weniger pathogene Isolat K31 eingesetzt wurde, da zum Zeitpunkt der
experimentellen Infektion der Elterntiere der erhebliche Unterschied der pathogenen
Wirkung der Isolate K31 und K1013 noch nicht bekannt war.

Es bleibt kein Zweifel, dal3 die beiden Stamme aus Ecuador und Pakistan fur die Kiken
primé pathogen sind. Sie sind in der Lage, ohne Hilfe von anderen Erregern das
Krankheitsbild von HPS mit einer hohen Mortalitétsrate auszulosen. Beide Isolate
gehoren dem gleichen Serotyp 4 an, obwohl sie aus zwei unterschiedlichen Regionen
der Welt stammen und in dem Serotyp 4, wie die Untersuchungen mit dem Stamm KR5
gezeigt haben, auch Virusstdmme vorkommen, die nicht pathogen sind

Schliefdlich ist noch einmal darauf hinzuweisen, dal3 alle drei FAV4 Stamme
Unterschiede auf der Genomebene aufweisen. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit,
weitere umfangreichere und vergleichende Untersuchungen der DNA-Sequenzen
pathogener und apathogener Stammen durchzufiihren, um genetische Unterschiede
deutlich zu machen oder sogar Pathogenitétsfaktoren zu erkennen. Besondere
Bedeutung kommt dabei offenbar den Fibern zu, da diese eine wichtige Rolle bel der
Virulenz der Stdmme innerhalb eines Serotypes spielen konnen (PALLISTER et 4d.,
1996).

Schliefdlich konnte es ratsam sein, weitere Feldisolate aus unterschiedlichen
geographischen Regionen, wie Rufland, Kuwait, Indien, Irak, Mexico, Chile, Pakistan,
Ecuador, die von der HPS-Erkrankung betroffen sind, in die Untersuchungen mit

einzubeziehen.
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F. ZZUSAMMENFASSUNG

Aus Mastkiken mit Hydroperikard-Syndrom in Ecuador und Pakistan wurden
Adenoviren isoliert, die mittels Neutralisationstest, Kreuzneutralisationstest und
Restriktionsenzymanalysen as Stdmme des Serotypes FAV4 identifiziert werden
konnten. Restriktionsenzymanalysen der Desoxyribonukleinsdure (DNA) von 6 Isolaten
aus Ecuador (K1013/1-6) zeigten keine Unterschiede auf der Genomebene, sie
unterschieden sich indessen von dem Isolat K31 aus Pakistan und dem Referenzstamm
des Serotypes FAV4 (KR5).

Eine 100%ige Embryomortalitét wurde von einem Feldisolat aus Ecuador und einem
Feldisolat aus Pakistan, in embryonierten SPF-HUhnereiern nach Infektion des
Dottersackes mit drei verschiedenen Virusdosen verursacht. Der Referenzstamm
zeichnete sich durch eine niedrigere Embryomortalitét aus.

Die Infektion von SPF-Eintagskiiken mit einer 10° TCIDs Dosis der beiden Feldstémme
durch oculo-orale Infektionsweg fuhrte zu klinischen Symptomen, einer 100%igen
Mortalitét und pathologisch-anatomischen und -histologischen Verdnderungen, die
charakteristisch fur das Hydroperikard-Syndrom waren.

Die Reproduktion des Krankheitshildes durch oculo-orale Infektion von 3 Wochen alten
SPF-Kiken mit den beiden Isolaten gelang nicht. Auch mit dem Isolat K31 i.m.
infizierte SPF-Kiken gleichen Alters erkrankten nicht. Hingegen fihrte die i.m.
Infektion mit K31 und die oculo-orale Infektion mit beiden Feldisolaten bei
gleichaltrigen medikamentel immungeschwéchten SPF-Kiiken zu einer bis zu 50%igen
Mortalitdt mit pathol ogi sch-anatomischen und -histol ogischen V erdnderungen.

Eine orale Infektion von 33 Wochen aten SPF-Huhnern mit K31 fuhrte zu ener
vertikalen Ubertragung auf die Nachkommen, ohne die Schlupfrate zu beeinflussen. Bei
den Nachkommen konnten keine Klinischen und pathologisch-anatomischen
Veranderungen festgestellt werden, selbst bei solchen Kiken, die noch keine maternalen
Antikorper hatten. Die Elterntiere zeigten in der zweiten Woche p.i. hohe

Antikorpertiter, die Virusausscheidung verlief periodisch.
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SUMMARY

Therole of avian adenovirus (AAV) in hydropericard syndromein broilersin
Ecuador and Pakistan

Adenoviruses were isolated from broiler flocks with hydropericard syndrome in Ecuador
and Pakistan. The isolates were identified using neutralizationtest,
crossneutralizationtest and restriction enzyme analysis and proved to be fowl adenovirus
serotype 4. The restriction enzyme analysis of the Desoxyribonucleic acid (DNA)
showed no genetica differention among the six field isolates from Ecuador
(K1013/1-6), however they varied from the isolate K31, isolated from flocks in Pakistan
and from the reference strain of FAV4 (KR5).

In experimental studies embryonated SPF-chicken-eggs were inoculated via the yolk sac
with three different infectious doses of one field isolate from Ecuador and the field
isolate from Pakistan. Both induced 100% embryo mortality. A reduced embryo
mortality was obtained with the reference strain.

Infection of one-day-old SPF-chicks with 10°> TCIDs, via oculo-oral routes with both
field isolates produced characteristic clinical signs, gross and microscopic lesions of
hydropericard syndrome accompained with 100% mortality.

Oculo-oral infection of 3-weeks-old SPF-chicks, with both isolates failed to reproduce
the disease. Also SPF-chicks of the same age showed no diseases after intramuscular
inoculation with K31. Contrary, intramuscular infection with K31 and oculo-ora
infection with both field isolates in the same age group SPF-chicks, that had previously
been medically immuno-compromised, lead to 50% mortality accompanied with
characteristic gross and microscopic lesions.

Infection of 33-weeks-old SPF-parent flock with K31, via oral routes, resulted vertical
transmission of the virus without any effect on hatchability. Neither clinical symptoms
nor gross lesions could be observed in the progeny, even in those with no detectable
maternal antibodies. The parent flocks showed in the second weeks post infection a high

antibody titer. The virus excretion was periodical.
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