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3 Material und Methoden

3.1 MATERIALNACHWEIS

Material, Gerate und Chemikalien

100 bp-DNA-Grolkenmarker

1kbp-DNA-GréRRenmarker

250-Lambda-DNA

50 x dNTP-Mastermix (12,5mM / dNTP)

Agar-Agar

Agarose: MetaPhor®agarose;
NuSieve®3:1agarose (3 %ige Gele),
Seakem® LE agarose (1,2 %ige Gele)

Anti-Pocken-Serum

Bovines Serumalbumin (BSA)

Buhler-Schittelinkubator

Columbia-Agar mit Schafblut

DIG High Prime DNA Labeling and
Detection Kit Il

Einmalpipettenspitzen Safeseal-Tips®

Elektrophoresekammer Horizon®11*14
Entwickler LX24

Ethidiumbromidlésung 1% (10 mg/ml)
Filtereinheit 30/0 (45 CA)

Fixierer AL4

Fluorometer Versa Fluor

Hefeextrakt

Hoechst Dyes 33258
Hihnerpockenimpfstoff HP-B
Hybridisierungsflaschen
Hybridisierungsnetz
Hybridisierungsofen Compact Line OV4

Hersteller

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Lifetechnologies ™ Gibco Brl, Galthersburg, USA
Boehringer, Mannheim

Invitek, Berlin

Lifetechnologies ™Gibco Brl, Galthersburg, USA
Biozym, Hessisch Oldendorf, Biowhittaker

Molecular Applications, Rockland, USA

Animal Health Service, Deventer, Niederlande
New England Biolabs, Frankfurt am Main

J. Otto GmbH, Hechingen

Oxoid GmbH, Wesel

Roche, Mannheim

Biozym, Hessisch Oldendorf, Biowhittaker
Molecular Applications, Rockland, USA
Lifetechnologies ™ Gibco Brl, Galthersburg, USA
Kodak Industrie, Chalon sir Saéne

Carl Roth, Karlsruhe

Schleicher & Schuell, Dassel

Kodak Industrie, Chalon sar Saéne
Bio-Rad, Miinchen

Difco, Michigan, USA

Bio-Rad, Miinchen

Lohmann Animal Health, Cuxhaven
Biometra, Goéttingen

Biometra, Géttingen

Biometra, Goéttingen
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Invisorb Spin DNA Extraction Kit
Kanarienpockenimpfstoff (Peristin)
Kilvetten
Kivetten-Test®Photometer LKT

Lamina HeraSafe

Lumi-Chemiluminescent Detection-Film

Maleinsaure
Membranvakuumpumpe Typ MZ2C
MgCl,

MgCl, (50 mM)

Mikroliterpipetten

Millipore Ultrafree®MC

Minifuge GL

Natriumdodecylsulfat (SDS)
NH,-Reaktionspuffer
Nylontransfermembran Nytran®0,2
Pipettierhilfen

Polyallomerréhrchen SW 28, SW 41
Power Supply Model 1000/500
Power Supply Model 200/2.0
Primer

Promega pGEM-T Vektor System Il
Proteinase K (20mg/ml)

QlAamp DNA Mini Kit

QIlAgen Plasmid Midi Kit
Ready-To-Go™ PCR Beads
Restriktionsenzyme
Restriktionsenzympuffer
Schiittelbad Typ 1083
Schittelmaschine LS 10
SPF-Huhnereier

T3-Thermozykler

Invitek, Berlin

Intervet, Boxmeer, Niederlande

Bio-Rad, Miinchen

Dr. Lange, Berlin

Heraeus, Hanau

Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Vacuubrand GmbH+Co, Wertheim

Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg
Invitek, Berlin

Abimed, Langenfeld

Millipore Corporation, Bedford, USA
Heraeus, Hanau

Boehringer, Mannheim

Invitek, Berlin

Schleicher&Schuell, Dassel

Integra Bioscience, Fernwald

Beckman Coulter, California, USA
Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Carl Roth, Karlsruhe

Promega, Madison, USA

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Amersham Pharmacia biotech Europe, Freiburg
New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main
GFL, Burgwedel

Gerhardt, Bonn

Lohmann Tierzucht, Cuxhaven

Biometra, Géttingen
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Taubenpockenimpfstoff KP-1-V557 Intervet, Boxmeer, Niederlande
Taq DNA Polymerase (5 U/ul) Invitek, Berlin
Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg
Thermostat 5320 Eppendorf AG, Hamburg
Tween®20 Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg
Ultra Turrax Typ TP 18/10 Janke & Kunkel GmbH & Co KG, Staufen
Ultrazentrifugen SW 28, SW 41 Beckman Coulter, California, USA
UV-Stratalinker 2400 Stratagene, Heidelberg
UV-Transilluminator Typ UVT 2053 Herolab, Wiesloch
Videodokumentationssystem Bioprint LTF Labortechnik, Wasserburg

DS und Software BioCapt Vers. 97.05
Vortex-Genie™ Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
Zentrifugen Typ 5415C und 5417R Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifugengefale Biopur (0,5ml) Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifugengefalie Safe-Lock Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifugenréhrchen (50ml) TPP, Schweiz

Andere verwendete und hier nicht erwahnte Chemikalien wurden von den Firmen Carl

Roth, Karlsruhe, und Merck, Darmstadt bezogen.
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3.2 PUFFER, KITS, ZUSATZE UND MEDIEN

Puffer fiir virologische Methoden

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS, Phosphate Buffered Saline)
137 mM NaCl

1,47 mM KCI

1,47 mM KH,PO,

6,46 mM Na,HPO,

pH 7,4

Puffer und Kits fiir die PCR-Durchfiihrung

QlAamp® DNA Mini Kit zur DNA-Extraktion
Proteinase K (20 mg/ml)

Lysispuffer ATL und AL

QIAamp® Filterréhrchen

Waschpuffer AW 1 und AW 2
Elutionspuffer AE

Tris-Natrium-EDTA Puffer (TNE-Puffer) fir die DNA-Konzentrationsbestimmung
10 mM Tris-HCI
100 mM NaCl
1 mM EDTA-Dinatriumsalz
pH 7,4

Ready-To-Go™ PCR Beads

PCR-Gefalde, die im vorgesehenen Endvolumen von 25 ul enthalten:

1,5 Einheiten Tag-DNA-Polymerase

10 mM Tris-HCI (pH 9,0)

50 mM KCI

1,5 mM MgCl,

Stabilisatoren, einschlie3lich Bovines Serumalbumin (BSA)

200 uM je ANTP (Desoxyribonukleosidtriphosphat; dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

Puffer und Zusatze fiir die Gelelektrophorese

Tris-Borat-Elektrophorese (10x; TBE-Puffer)
890 mM Tris-HCI
890 mM Borsaure
25 mM EDTA Dinatriumsalz
pH 7,5

Probenladepuffer

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
30,0% Glycerin

in TBE-Puffer




34 Material und Methoden

Grélenmarker 100 bp
30 pl 100 bp-DNA-Grékenmarker (0,5 ug DNA/JI)
30 pyl Probenladepuffer

185 yl ddH,O

Grolenmarker 1 kbp

30 pl 1 kbp-DNA-GréRenmarker (1 ug DNA/ul)
50 ul Probenladepuffer

200 pl ddH,O

Zusatze, Kits und Medien zur Klonierung

Invisorb Spin DNA Extraction Kit zur Aufreinigung von PCR-Produkten
Gel-Losungspuffer (Gel Solubiliser S)

Bindungspuffer (Binding Enhancer)

Filtersaulen

Waschpuffer

Elutionspuffer

Millipore Ultrafree® MC- Kit zur Aufreinigung von PCR-Produkten
Filtersaulen

Promega pGEMT-T Vektor System |l

Ligationspuffer (2 x Rapid)

pGEM®-T-Vektor (50 ng/ul)

T4 DNA Ligase (3 U/ul)

Bakterienzellen JM 109 High Efficiency Competent Cells (1 x 10° cfu/ug DNA)

Salz-optimiertes Medium (Salt Optimized Broth, SOB Medium) pH 7,5
6,0 g Trypton
1,5 g Hefe

600 pul NaCl (5 M)

750 uIl KCI (1 M)

ddH,0 auf 300ml, nach Autoklavieren: pro 100 ml 1 ml MgCl,/MgSO, (1M)

Salz-optimiertes Medium mit Glukose (Salt Optimized + Carbon, SOC Medium)
100 ml SOB Medium
1 ml Glukose (2M)

Luria Bertani (LB-Medium) pH 7,5
10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

Flissiges LB-Ampicillin-Medium
LB-Medium
50 ug/ml Ampicillin
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Platten flr Bakterienkulturen
15g Agar
1000 ml LB-Medium
50 yg/ml  Ampicillin
20 yl 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-R3-Galactopyranosid (X-Gal) 50mg/ml-Lésung
100 ul Isopropyl-B-D-Thio-Galactopyranosid (IPTG)

Puffer und Kits fiir die Praparation von Plasmid-DNA

Resuspensionspuffer (steril filtrieren)
2,5ml Tris-HCI (1 M)

2,0 ml EDTA-Dinatriumsalz (0,5 M)
2,5 ml Glukose (2 M)

ddH,O auf 100 ml

Lysispuffer
10 ml NaOH (1 M)

5ml SDS (10 %)
ddH,0 auf 50 ml

Neutralisationspuffer
29,4 g Kaliumazetat
11,5 ml Eisessig
ddH,O auf 100 ml

QlAgen™Plasmid Midi Kit
Resuspensionspuffer (Puffer 1)
Lysispuffer (Puffer 2)
Neutralisationspuffer (Puffer 3)
QIAfilterCartridge
Equilibrierungspuffer QBT
Qiagen-tip (Filter)

Waschpuffer QC

Elutionspuffer QF

Tris-EDTA Puffer (TE-Puffer) pH 7,4-9,0
10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA-Dinatriumsalz

Puffer und Zusatze fiir die Virusreinigung

Trishydroxymethylaminomethan (Tris-HCI) pH 8.0
2M Tris

Sucrosekissen (36%ig, 20-60%ig) pH 7.4
10 mM Tris-HCI
100 mM NaCl
1 mM EDTA-Dinatriumsalz
Sucrose 36 % (w/v), 20/60 % (w/w)
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Proteinase K-Puffer, pH 7.4
100 mM Tris-HCI
100 mM NaCl

1 mM EDTA-Dinatriumsalz
1% SDS

Puffer, Kits und Zusatze fiir das Dot Blot-Verfahren

DIG High Prime DNA Labeling and Detection Kit I

DIG High Prime Mix

DIG Easy Hyb Granulat, in dH,O geldst als Hybridisierungspuffer
Blocking Solution (10x conc.)

Anti Digoxigenin AP Conjugate

CSPD ready-to-use-L6sung

Standard-Natrium-Citrat Puffer (saline-sodium-citrat; 20x; SSC-Puffer)
3,0 M NacCl
0,3 M NaCitrat

Maleinsaurepuffer, pH 7.5
0,10 M Maleinsaure
0,15 M NaCl

Waschpuffer
Maleinsaurepuffer

0,3 % Tween®20 (v/v)

Blockierungspuffer
Waschpuffer
10 % Blocking Solution (aus DIG High Prime DNA Labeling and Detection Kit I1)

Antikérper-Lésung

Blockierungspuffer

Anti Digoxigenin AP Conjugate 1:10000 (75mU/ml) (aus DIG High Prime DNA Labeling
and Detection Kit I1)

Detektionspuffer (pH 9,5)
100 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
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3.3 VIROLOGISCHE METHODEN

3.3.1 Virusisolierung und Vermehrung

Zur Virusisolierung wurde Organmaterial mit PBS 1:10 verdinnt und mittels des
UltraTurrax-Gerates homogenisiert. Nach zweimaligem Wechsel von Einfrieren und
Auftauen erfolgte eine Zentrifugation bei 3000 rpm (1000xg, 10 min). Der Uberstand wurde
in ein Zentrifugengefal® (1,5ml) Uberfihrt und erneut fir 10min bei 5000 rpm (2000xg)
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand filtriert (PorengroRe 45um). Nach
Durchflihrung einer Sterilkontrolle durch Ausstrich auf Columbia-Agar mit Schafblut wurde
der Uberstand auf die Chorioallantoismembranen (CAM) von 10-12 Tage alten spezifisch
pathogen-freien (SPF-) Hihnerembryonen inokuliert (200 pl/CAM) (Abb. 4). Nach 5-7
Tagen Bebritung bei 37°C wurde die CAM mikroskopisch auf pockenvirus-spezifische
Lasionen wie Nekroseherde untersucht. Anschlieend wurde das Probenmaterial geerntet,
homogenisiert und bis zur Verarbeitung bei - 70 °C eingefroren.

Chorioallantoismembran (CAM)

ES v DS
EH
LK EVY
[ ]
E 4
Al
Am
ES: Eischale DS: Dottersack
EH: Eihaut {Chorion) EW: Eiweiss
LK: Luftkammer Al: Allamtoishdhle
E: Embryo Am: Amnionhdhle

Abb. 4 Inokulation auf die Chorioallantoismembran



38 Material und Methoden

3.3.2 Agargelprazipitationstest (AGP) zum Virusnachweis und zur Identifizierung

Der Agargelprazipitationstest (AGP) wurde nach den Angaben von WOERNLE (1966)
durchgefiihrt. Zur Herstellung von Agar wurden 5g Agar-Agar in 495ml NaCl-Lésung
(8 %ig) unter Erwadrmen aufgel6st und auf pH 7,5 eingestellt. Nach Autoklavieren (20 min,
121°C) erfolgten eine Senkung des pH-Wertes auf 7,2 sowie eine Inkubation flir 20 min
bei 100°C. Von diesem noch flissigen Agar wurden 15ml in eine Petrischale
(Durchmesser 8,5cm) gegossen. Uber Nacht verfestigte sich der Agar und wurde
anschlieRend bis zur Testdurchfihrung bei 4 °C aufbewahrt. Vor der Benutzung wurden
mit einer geeigneten Stanze sieben Vertiefungen mit einem Durchmesser von 5mm im
Abstand von 4 mm ausgehoben. Die Anordnung dieser Vertiefungen bestand aus sechs
peripheren Vertiefungen, kreisformig um eine zentrale siebte Vertiefung. Durch Einsatz in
eine Vakuumkammer wurde mit 0,8 bar ein Unterdruck erzeugt, um die Haftung des Agars
zu ermoglichen. Zur Testdurchfihrung wurden in die peripheren Ldcher 0,03 ml
homogenisiertes Probenmaterial bzw. CAM und in das zentrale Loch 0,03 ml spezifisches
Anti-Pocken-Serum pipettiert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde der Test visuell Uber
einer Lichtquelle ausgewertet, wobei sich ein positives Ergebnis als Reaktion zwischen
Antigen und prazipitierenden Antikérper durch eine feine Prazipitationsbande im Agar
darstellte.

3.3.3 Elektronenmikroskopische Untersuchung (EM)
Zur elektronenmikroskopische Untersuchung (EM) wurde das Probenmaterial an das

Landesamt fir Verbraucherschutz und Landwirtschaft Potsdam eingesendet und

freundlicherweise von Herrn Dr. Soike untersucht.
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3.4 ETABLIERUNG EINER POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR) ZUM
NACHWEIS VON GEFLUGELPOCKEN

3.4.1 Verwendete Virusstamme und Isolate

Die zur Etablierung einer PCR zum Nachweis von Gefligelpocken verwendeten

Pockenvirusstamme und Isolate sind der Tabelle 5 zu entnehmen.

Tab. 5 Zur Etablierung verwendetes Virusmaterial
Bezeichnung Virusmaterial
HP-B Hihnerpockenimpfstoff
HP-1 Hlhnerpockenvirusstamm
GB 48-01 Pockenvirus-Feldisolat (Mastelterntier)
GB 49-01 Pockenvirus-Feldisolat (Mastelterntier)
GB 50-01 Pockenvirus-Feldisolat (Mastelterntier)
GB 64-01 Pockenvirus-Feldisolat (Legehenne)
GB 79-01/1 Pockenvirus-Feldisolat (Mastelterntier)
GB 134-01 Pockenvirus-Feldisolat (Putenelterntier)
GB 156-01 Pockenvirus-Feldisolat (Legehenne)
GB 304-01 Pockenvirus-Feldisolat (Legehenne)
GB 320-01 Pockenvirus-Feldisolat (Legehenne)
GB 404-01 Pockenvirus-Feldisolat (Legehenne)
GB 415-01 Pockenvirus-Feldisolat (Legehenne)
GB 439-01 Pockenvirus-Feldisolat (Legehenne)
REV Retikuloendotheliosevirus
ILTV Virus der Infektidsen Laryngotracheitis
CAV Virus der Infektidsen Anamie der Kiken
FAV-1 HUhneradenovirus-1

Der HUhnerpockenimpfstoff HP-B stammt von Lohmann Animal Health (LAH), Cuxhaven.
Der Hihnerpockenvirusstamm HP-1 wurde freundlicherweise von Prof. Czerny, Universitat

Géttingen, Uberlassen. Die Feldisolate entstammten aus den Einsendungen zur Diagnostik
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des Institutes aus dem Jahr 2001 und wurden parallel mittels konventioneller
Nachweismethoden von Geflligelpocken (Elektronenmikroskopie, Virusisolierung und
Identifizierung bzw. Antigennachweis mittels AGP) untersucht. Um ein spezifisches
Diagnostikverfahren zum Nachweis von Gefllgelpocken im gesamten
Wirtschaftsgefligelbereich zu etablieren, war es notwendig, mit diesem Verfahren
Pockenviren auch bei Gefliigel unterschiedlicher Nutzungsrichtungen zu erfassen. Daher
wurden verschiedene Feldisolate, von Hihnern unterschiedlicher Nutzungsrichtungen
sowie von Puten, bei denen bereits zuvor eine Geflligelpockeninfektion mittels
konventioneller Verfahren nachgewiesen werden konnte, zur Etablierung der PCR

verwendet.

3.4.2 Untersuchungsablauf

Zur Etablierung der PCR wurde die Spezifitat Gberprift und die Sensitivitat bestimmt. Die
Spezifitdt wurde durch Restriktionsenzymanalyse (REA) und Sequenzierung anhand des
entstandenen PCR-Produktes vom Hihnerpockenimpfstoff (HP-B) untersucht. Darlber
hinaus erfolgte eine weitere Uberprifung der Spezifitat durch Untersuchung von Isolaten
mit bestatigter Gefligelpockeninfektion. Des Weiteren wurde DNA weiterer aviarer Viren in
der PCR untersucht. Darlber hinaus wurden die Sensitivitdten von PCR und von den
parallel durchgefuhrten konventionellen Diagnostikverfahren EM, Virusisolierung und AGP
verglichen. Die Sensitivitdt wurde durch Untersuchung einer DNA-Verdinnungsreihe des
FWPV-Stammes HP-1 mittels Gelelektrophorese und Dot Blot-Verfahren bestimmt.

DURCHFUHRUNG DER POLYMERASEKETTENREAKTION

3.4.3 Aufbereitung

In PBS geloste Impfstoffe und Virussuspensionen wurden bei -70°C bis zur DNA-
Extraktion aufbewahrt. Die Gewebeproben wurden von pockenartig veranderten
Hautstellen am Ubergang zur unverénderten Haut bzw. von diphtheroiden Belégen im

Rachenraum oder aus Tracheen entnommen. Sie wurden bis zur DNA-Extraktion bzw.
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Virusisolierung am gleichen Tag bei 4°C gekuhlt. Bei langerer Zeitspanne bis zur
Verarbeitung erfolgte die Aufbewahrung bei -20°C.

3.4.4 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion wurde mittels QIAamp® DNA Mini Kit durchgefiihrt. Die
Bezeichnungen der Puffer stammen vom Hersteller. Zur Zentrifugation wurde eine
Eppendorfzentrifuge (5415C) und zum Mischen der Proben das Vortex-Genie™ auf Stufe
6 eingesetzt. Die Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, sofern es nicht

anders erwahnt wird.

3.4.4.1 DNA-Extraktion bei Impfstoffen, Virussuspensionen und Homogenaten

Bei Impfstoffen, Virussuspensionen und Homogenaten von Chorioallantoismembranen
wurden pro 200 ul Probe 20 ul Proteinase K und 200 ul Lysispuffer AL zugegeben. Nach
kréftigen Mischen wurde der Ansatz zunachst 1h im Wasserbad bei 56°C und
anschlieBend 10min im Wasserbad mit 70°C schuttelnd inkubiert. Danach erfolgte die
Zugabe von 200 pl eiskaltem, absolutem Ethanol und erneutes Mischen. Dieses Gemisch
wurde auf das mitgelieferte Filterréhrchen Gberflhrt und fir 1 min bei 8000 rpm (5200x g)
zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und 500 pl Waschpuffer AW 1 auf den Filter
gegeben. Nach erneuter, gleichtouriger Zentrifugation wurde wieder das Filtrat verworfen.
Anschliefiend erfolgten ein zweiter Waschschritt durch Zugabe von 500 ul Waschpuffer
AW 2 und eine hochtourige Zentrifugation fir 3min bei 14000 rpm (15800xg). Das Filtrat
wurde verworfen. Nach Zugabe von 100 ul des bei 70 °C vorgewarmten Elutionspuffers AE
auf den Filter erfolgte eine zweiminutige Inkubation bei Raumtemperatur. Abschlief’end
wurde die DNA durch Zentrifugation fir 1min bei 8000rpm (5200xg) aus dem Filter

eluiert.
3.4.4.2 DNA-Extraktion bei Gewebeproben
Eine Probe von 25mg wurde in ein Zentrifugengefal® (2ml) Gberfihrt und mit einer sterilen

Schere grob zerkleinert. Zu dem Organmaterial wurden 20 ul Proteinase K und 180l des
Lysispuffers ATL gegeben und gemischt, um anschlielend bei 56 °C im Schuttelbad tber
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Nacht zu inkubieren. Am folgenden Tag wurden 200 pl Lysispuffer AL zugefuhrt und die
Suspension nach kurzem Aufmischen 10min bei 70°C im Wasserbad inkubiert. Nach
Zugabe von 200pl eiskaltem, absolutem Ethanol wurde der Ansatz gemischt und die
Suspension auf das mitgelieferte Filterréhrchen Uberfihrt und fir 1min bei 8000rpm

(5200 x g) zentrifugiert. Die weitere Verarbeitung erfolgte analog zu 3.4.4.1.

3.4.5 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte in einem Fluorometer mit einem
optischen Exzitationsfilter fir 340-380nm und einem optischen Emissionsfilter flir 455-
465nm Lichtwellenlange. Als Eichlésung wurden 2ul 250-Lambda-DNA mit einer
Konzentration von 0,25ug/ul in 2ml TNE-Puffer mit 0,2l des Farbstoffes Hoechst Dyes
33258 verwendet. Von der zu messenden DNA-Probe wurden ebenfalls 2 pl mit 2ml des
oben beschriebenen TNE-Puffers in einer Kivette vermengt. Der vom Fluorometer
gemessene und angezeigte Wert flr die DNA-Konzentration entsprach einer Angabe in
ng/ul. Hierbei muss berlcksichtigt werden, dass bei der oben angegebenen Methode zur
DNA-Extraktion die Gesamt-DNA gemessen wurde, wobei der Anteil an viraler DNA nicht

naher bestimmt werden konnte.
3.4.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit Ready-To-Go™ PCR Beads-Kit

Zusatzlich zur PCR zum Nachweis von Gefligelpocken (FP1/FP2-PCR) wurden im
Rahmen dieser Arbeit zwei weitere PCR-Verfahren etabliert: eine XL-1/XL2-PCR zur
Herstellung einer spezifischen FWPV-DNA-Sonde (3.4.6.2) und eine A1/A2-PCR zur
Uberpriifung der Qualitét extrahierter DNA (3.4.6.3). Aufgrund gleicher Methodik werden
diese drei PCR-Verfahren hier zusammen beschrieben. Die Durchfihrungen der PCR-
Amplifikationen erfolgten unter Verwendung des Kits Ready-To-Go™ PCR Beads. Die
verwendeten Primer wurden bei der Firma C. Roth, Karlsruhe, synthetisiert und sind in der

Tabelle 6 wiedergegeben.
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Tab. 6 Ubersicht tiber die verwendeten Primer
Primer Sequenz (5°-3") Polaritat NUKI.e9t'd' Amplifikat Prlmer-_
position konzentration
FP1/FP2-PCR Zielgen: FWPV-Core Protein 4b”
FP1 | CAGCAGGTGCTAAACAACAA' \Y; 458; .
477 578 bp je12,5
FP2 |CGGTAGCTTAACGCCGAATA'| R 18;2; pmol/l
XL1/XL2-PCR Zielgen: FWPV-Core Protein 4b?
XL 1 CAGGAAAAGGGTATTATGTT v 158-
ACCAG 1822 1272 bp je 25,0
XL2 | CGTTAAGCGGTTGGTAAGGA | R 12;8; pmol/ul
A1/A2-PCR Zielgen: R-Aktin beim Huhn®
A1 TCCGTTGGAGTTGATCCTTC \ 1933; .
1952 je 25,0
2330- | °S28bp pmol/pl
A2 CAAAAAGGGAGAAGTGGTG R 23113

V: vorwarts gerichteter Primer, R: riickwarts gerichteter Primer
' Die Primer wurden der Veréffentlichung von LEE und LEE (1997) entnommen.
23 Die Nukleotid3positionen beziehen sich auf die veroffentlichte Sequenz von 2 BINNS et al.
(1989) bzw. * KOST el al. (1983).

In die PCR-GefalRe des Kits wurden 2 ul des jeweiligen Primerpaarmixes pipettiert und das
Gesamtvolumen von 25 ul abzlglich der einzusetzenden DNA-Menge mit nukleasefreiem
Wasser  aufgeflllt. Bei Impfstoffen,  Virussuspensionen und  Chorioallan-
toismembranhomogenaten wurden 50ng DNA, bei Gewebeproben und Hauthomogenaten
1000ng DNA in der PCR eingesetzt. Die Zugabe der DNA erfolgte zur Vermeidung von
Kontaminationen rdumlich getrennt. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte im T3-
Thermozykler. Die Temperaturprofile der einzelnen PCR-Verfahren sind in der Tabelle 7

dargestellt.
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Tab. 7 Temperaturprofile der durchgefiihrten PCR-Verfahren
PCR Temperaturprofil
Initiale Denaturierung: 2 min 94 °C
FP1/FP2-PCR 35 Denaturierung Anlagerung Synthese
Zyklen 1 min 94 °C 1 min 60 °C 1min72°C
Finale Synthese: 2 min 72 °C
Initiale Denaturierung: 4 min 94 °C
XL1/XL2-PCR 35 Denaturierung Anlagerung Synthese
Zyklen 1 min 94 °C 1min 60 °C 1,5 min 72 °C
Finale Synthese: 2 min 72 °C
Initiale Denaturierung: 2 min 94 °C
A1/A2-PCR 35 Denaturierung Anlagerung Synthese
Zyklen 1 min 94 °C 1 min 55 °C 1min72°C
Finale Synthese: 2 min 72 °C

3.4.6.1 FP1/FP2-PCR

Die FP 1/FP 2-PCR wurde zum Nachweis von Gefliigelpocken verwendet. Die Primer FP 1
und FP 2 entstammten der Veréffentlichung von LEE und LEE (1997) und basieren auf der
Gensequenz des FWPV-Core Proteins 4b (ORF 167) (BINNS et al., 1989). Das durch die

PCR zu erwartende Amplifikat besal} eine Gré3e von 578 bp.

3.4.6.2 XL1/XL2-PCR

Zur Herstellung einer spezifischen FWPV-DNA-Sonde wurde eine PCR mit Primern
durchgefihrt, die sich auferhalb des in der FP1/FP2-PCR amplifizierten Bereiches
anlagerten und somit zur Vervielfaltigung eines gréReren DNA-Abschnitts innerhalb des
Core Protein 4b Gens flhrten, der dessen Sequenz aber beinhaltete (Abb. 5). Die Primer
XL1 und XL2 wurden auf Grundlage der FWPV-Gensequenz des Core Proteins 4b nach
BINNS et al. (1989) ausgewahlt. Es war ein Amplifikat mit der Grée von 1272bp zu

erwarten.
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XL 1 FP1 FP 2 XL 2 Primer
158 458 1035 1429
i = PWPY-Core Protein 4 Gen
| {Hukleotidpositionen)

1 1
1 ]
1 1

__———<| Amplifikat der FP1FP2-PCR |

“——-| Amplifikat der HL1.|’HL2-PCR|

Abb. 5 Vergleich der Amplifikate der FP 1/FP 2-PCR und der XL 1/XL2-PCR

3.4.6.3 A1/A2-PCR

Zur Uberprifung der Qualitat extrahierter DNA wurde bei negativem Ergebnis der
FP1/FP2-PCR eine PCR mit spezifischen Primern fir die Gensequenz von [3-Aktin
durchgefiihrt. 3-Aktin ist ein Zellstrukturprotein, das im Zytoskelett aller eukaryontischen
Zellen vorkommt. Nur wenn die PCR flr R-Aktin positiv verlauft, kann davon ausgegangen
werden, dass die DNA-Extraktion erfolgreich war und in der Probe keine Inhibitoren
vorlagen. Die Primer A1 und A2 wurden basierend auf der Gensequenz des R-Aktins
beim Huhn (KOST et al., 1983) gewahlt und synthetisieren ein Amplifikat von 398 bp.

3.4.7 PCR ohne Verwendung des Ready-To-Go™ PCR Beads-Kits

In einigen Fallen wurde die FP 1/FP2-PCR ohne Verwendung des Ready-To-Go™ PCR-
Kits durchgefuhrt, um eine groere Menge an PCR-Produkt fir die anschlieRende
Restriktionsenzymanalyse zu erhalten. Ein solcher Ansatz bestand aus 2pl des
Primerpaares FP1 und FP2 (je 25pmol/ul), 5ul NH,-Reaktionspuffer, 1,5ul MgCl,, 1pl
50 x dNTP-Mastermix und 0,5ul TagDNA Polymerase. Durch Aufflllen mit nukleasefreiem
Wasser erhielt man ein Endvolumen von 50 ul. Das weitere Verfahren erfolgte analog zu
3.4.6.
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3.4.8 Qualitatssicherung der PCR

Die routinemaRige Durchfiihrung der PCR birgt durch die hohe Sensitivitat ein Risiko der
Kontamination, welches durch folgende Malinahmen verringert wurde: separierte
Arbeitsraume flir die DNA-Extraktion, fir die Zugabe der PCR-Reagenzien, fir das
Zufihren der DNA sowie fir die PCR-Produktanalyse, Herstellung der Reagenzien und
Lésungen in nur dafir vorgesehenen Raumen und Gefallen, getrennte Reagenzien und
Lésungen fir jeden Untersucher, Tragen spezieller arbeitsraumabhangiger Laborkleidung
und Benutzung von gestopften Einmalpipettenspitzen. Um maogliche Kontaminationen
nachzuweisen wurden bei jeder Untersuchung zwei Negativkontrollen mitgefiihrt: eine
Praparationskontrolle, die von Beginn der DNA-Extraktion mitgeflihrt wurde, und eine

zusatzliche PCR-Reagenzienkontrolle, die alle Bestandteile aulzer der DNA enthielt.

3.4.9 PCR-Produktanalyse

Zur Analyse der PCR-Produkte wurde die Agarosegelelektrophorese angewendet. Der
Prozentgehalt des Gels an Agarose betrug in Abhangigkeit von der zu erwartenen
FragmentgroRe bei XL 1/XL 2-PCR-Produkten 0,5% und bei FP 1/FP 2-PCR sowie A 1/A2-
PCR-Produkten 1,2%. Die Agarose wurde in 1xTBE-Puffer aufgekocht, mit
Ethidiumbromid versetzt (5pl/100ml) und zu horizontalen, etwa 5mm starken Gelen (etwa
11cm x 14cm) mit 14 Probentaschen gegossen. Zur Auftrennung wurden jeweils 5 ul des
PCR-Produktes mit 1ul Probenladepuffer vermischt und in die Probentaschen des Gels
pipettiert. Als molekularer GréRenstandard wurden nach Herstellerempfehlung 0,5 ug des
100 bp-DNA-GroRenmarkers aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1xTBE-Puffer. Die
Elektrophorese fand bei 60 bis 65 Volt Uber 2 bis 2,5h statt. Die Auswertung erfolgte

mittels Videodokumentationssystem Bioprint DS und der Software BioCapt Version 97.05.
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UBERPRUFUNG DER SPEZIFITAT

3.4.10 Restriktionsenzymanalyse (REA) der PCR-Produkte

Fur die Restriktionsenzymanalyse (REA) wurden die Endonukleasen EcoRV und Nialll
anhand der bekannten FWPV-Core Protein 4b Gensequenz (BINNS et al.,, 1989)
ausgewahlt. Die verwendeten Enzyme mit ihren entsprechenden Spaltstellen sind in der

Tabelle 8 zusammengefasst.

Tab. 8 Verwendete Endonukleasen und ihre Spaltstellen
Enzym Spaltstelle (/)
EcoRV 5-GAT/ATC-3’
Nialll 5-CATG/-3°

Pro Ansatz wurden etwa 500-1000ng des PCR-Produktes mit 20 Einheiten des
entsprechenden Enzyms und 2pul des vom Hersteller empfohlenen enzymabhangigen
Reaktionspuffer versetzt. Darliber hinaus wurden laut Herstelleranleitung 2ug des
mitgelieferten BSA hineinpipettiert. Der durch dH,O auf insgesamt 20 pl aufgeflillte Ansatz
wurde fir 1,5-2h in einem Thermoblock bei 37°C inkubiert. Die entstandenen DNA-
Fragmente wurden durch Gelelektrophorese auf einem 3%igen Agarosegel mit
Ethidiumbromid (5ul/100ml) aufgetrennt. Hierfir wurde der gesamte Ansatz mit 2pl
Probenladepuffer vermischt und in die Probentaschen des Gels pipettiert. Als molekularer
Grolkenstandard wurden nach Herstellerempfehlung 0,5ug eines 100bp-DNA-
Grolkenmarkers aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1xTBE-Puffer. Die Elektrophorese
fand bei 60 bis 65 Volt Gber 3 h statt. Die Auswertung und Dokumentation erfolgten wie bei
der PCR-Produktanalyse (3.4.9).

3.4.11 Klonierung von Amplifikaten

Zur Klonierung eines Amplifikates wurde das gelgereinigte PCR-Produkt in einen
Plasmidvektor ligiert und der rekombinante Vektor anschliel3end in Bakterien transformiert.
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3.4.11.1 Aufreinigung von PCR-Produkten

Das PCR-Produkt wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.4.9). Hierzu wurde jedoch
abweichend zur beschriebenen PCR-Produktanalyse das gesamte PCR-Produkt (25 ul),
vermischt mit 2,5ul DNA-Probenladepuffer, aufgetragen. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung wurde die Bande auf einem UV-Transilluminator aus dem Ethidiumbromid-
gefarbten Agarosegel mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Die weitere Verarbeitung
erfolgte entweder a) mittels Invisorb Spin DNA Extraction Kit oder b) mittels Millipore
Ultrafree®-MC Kit. Die Verfahren wurden nach den jeweiligen Herstelleranleitungen
durchgefiihrt. Die Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur, soweit es nicht anders

erwahnt wird.

a) Aufreinigung von PCR-Produkten mittels Invisorb Spin DNA Extraction Kit

Der ausgeschnittene Gelblock wurde in ein Zentrifugengefal® (2ml) Uberfuhrt. Zu dem
Gelblock wurden 500 ul Gel-Lésungspuffer gegeben und gemischt. Anschliellend wurde
die Agarose 10min bei 50°C auf einem Thermoblock leicht geschiittelt, bis die Agarose
vollstandig verflissigt war. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 250l Bindungspuffer.
Nach Uberfiihren des Reaktionsvolumens auf die mitgelieferte Filtersdule und
Zentrifugation bei 10000rpm (10600xg, 1min) wurde das Filtrat verworfen. Bei den
folgenden zwei Waschschritten wurden jeweils 500 yl Waschpuffer auf die Sdule gegeben
und nach anschlieBender Zentrifugation fur 30sek bei 12000rpm (15300xg) das jeweilige
Filtrat verworfen. Nach Entfernung der Waschpufferreste aus dem Filter durch hochtourige
Zentrifugation (14000rpm (20800xg), 4 min) wurde der Filter 5min bei Raumtemperatur
mit 10-20 pl Elutionspuffer equilibriert. Durch abschlieliende Zentrifugation flr 1 min bei
12000rpm (15300x g) wurde die DNA eluiert.

b) Aufreinigung von PCR-Produkten mittels Millipore Ultrafree®-MC Kit

Bei dieser Methode wurde der ausgeschnittene Gelblock ebenfalls in ein Zentrifugengefald
(1,5ml) dberfuhrt. Nach Einfrieren (60 min, -20°C) und Auftauen (5min, 37 °C) wurde das
Gel ohne Zugabe von Puffern in die mitgelieferte Filtersaule Uberfihrt und vorsichtig mit
einer sterilen Skalpellklinge zerkleinert. Nach anschlieliender Zentrifugation bei 7000 rpm
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(5200xg) fir 5min befand sich die DNA im Durchlauf und wurde durch Zugabe von
0,1Volumen Natriumazetat (3 M) sowie von 2Volumen eiskaltem, absolutem Ethanol fir
eine Stunde bei -70°C geféllt. Daraufhin fanden eine Zentrifugation fir 30min bei
14000rpm (20800xg), ein Waschen des Pellets mit Ethanol (70%ig) und eine zweite
Zentrifugation fur 5min bei 14000rpm (20800xg) statt. Das Pellet wurde in 10l dH,0

aufgenommen.

3.4.11.2 DNA-Konzentrationsermittlung

Zur DNA-Konzentrationsermittlung wurde 1l gelgereinigtes PCR-Produkt (3.4.11.1) mit
Probenladepuffer vermischt und in die Taschen eines 1,2 %igen Agarosegels pipettiert. In
eine weitere Tasche des Gels wurden 0,5 ug eines molekularen GréRenstandards (100 bp-
DNA-GrélRenmarker) mit bekannten Konzentrationen der Banden gegeben. Nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung (3.4.9) wurde durch visuellen Vergleich der
Bandenstarken die Konzentration des gereinigten PCR-Produktes ermittelt. Diese
Methode fiihrt zu einer fur das weitere Vorgehen ausreichenden Abschatzung der DNA-
Konzentration bei zeitgleicher Uberpriifung der BandengréRe.

3.4.11.3 Platten fur Bakterienkulturen

Zur Herstellung von Platten fur Bakterienkulturen wurden 15g Agar in 1000 ml LB-Medium
aufgeldst. Nach Autoklavieren bei 121°C fir 15min und Abklhlen verfestigte sich das
Gemenge und wurde bei 4°C bis zur Verwendung aufbewahrt. Vor Gebrauch wurde es
durch Erwarmen verflissigt. Nach Zugabe von Ampicillin (50 ug/ml) wurden 30ml in eine
Petrischale (Durchmesser 8,5cm) gegossen. Auf den verfestigten Agar wurden 20 ul X-Gal
sowie 100 ul IPTG aufgetragen und gleichmaf3ig verteilt. Die Platte wurde 30 min bei 37 °C
inkubiert. Bis zur Testdurchfihrung wurde die Platte bei 4°C aufbewahrt und vor

Benutzung auf Raumtemperatur gebracht.
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3.4.11.4 Ligation von Amplifikaten in Plasmidvektoren

Zur Ligation und Transformation wurde das Promega pGEM-T Vektor System Il nach
Herstellerangaben verwendet. Die Bezeichnungen stammen vom Hersteller. Die in den
linearen Vektor (Plasmid-DNA) zu ligierende Amplifikat-DNA (Insert) lag gelgereinigt
(3.4.11.1) vor. Fur die Ligation wurden nach Herstellerempfehlung 10-30ng Amplifikat-
DNA eingesetzt, um ein optimales molares Verhaltnis (Insert:Vektor-Ratio) von 1:1 bis

1:3 zu erreichen (Berechnung laut Herstellerangaben):

Bendtigte Menge Amplifikat-DNA (ng) =
Vektor-DNA (ng) x Grolke des Amplifikats (kbp) x Insert : Vektor - Ratio
Grolke des Vektors (kbp)

Das entprechende Volumen wurde in sterile GefalRe (0,5ml) pipettiet und mit 5l
Ligationspuffer, 50ng pGEM®-T-Vektor sowie mit 3 Einheiten des Enzyms T4 DNA Ligase
versetzt und durch nukleasefreies Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10pul gebracht.
Nach leichtem Mischen inkubierte der Ligationsansatz tiber Nacht bei 4 °C.

3.4.11.5 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Der Ligationsansatz wurde bei 6000 rpm (3800 x g) kurz zentrifugiert, ein Aliquot von 2l in
ein steriles Zentrifugengefal® (1,5ml) Gberfihrt und mit 50yl auf Eis aufgetauten
kompetenten Bakterienzellen (JM 109 High Efficiency Competent Cells) versetzt. Durch
vorsichtiges Antippen wurde die Suspension gemischt und anschlieRend 20min auf Eis
gekuhlt. Der Ansatz inkubierte 50sek bei 42°C und wurde danach sofort fir 2min wieder
auf Eis gekuhlt. Zu dem Gemisch wurden 950ul SOC Medium hinzupipettiert. Die
Suspension wurde 90min bei 150 rpm und 37 °C geschittelt. 100yl der transformierten
Bakterien wurden auf Platten flir Bakterienkulturen ausgestrichen und lber Nacht bei
37 °C bebritet.
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3.4.11.6 Beurteilung des Klonierungserfolges

Aufgrund der Vektoreigenschaften verfiigten die Bakterien, die den Vektor aufgenommen
hatten, Uber eine Ampicillin-Resistenz. Folglich konnten auf den mit Ampicillin
supplementierten Platten nur transformierte Bakterien wachsen. Darlber hinaus konnten
die Bakterien, die den nativen Vektor (ohne Insert) besal3en, das funktionsfahige Enzym
R-Galactosidase bilden, welches X-Gal spaltet, wobei ein blauer Farbstoff entsteht. Diese
Bakterien konnten an der Bildung blauer Kolonien erkannt werden. Demgegeniber
bildeten Bakterienklone mit Vektoren, bei denen durch die Aufnahme des Inserts die
codierende Sequenz fir das Enzym unterbrochen wurde, nur wei3e Kolonien bilden.

Diese Blau-Weil3-Selektion ist schematisch in der Tabelle 9 dargestellt.

Tab. 9 Blau-WeilR-Selektion der Bakterienkolonien
Bakterien
Transformation | Keine Transformation Vektor ohne Insert Vektor mit Insert
Wachstum - + +
Koloniefarbe - blau Weil

3.4.12 Praparation von Plasmid-DNA

Die weil3en Einzelkolonien wurden mittels eines sterilen Holzspieldes einzeln gepickt, in
2,5ml flissiges LB-Ampicillin-Medium Uberfihrt und Uber Nacht bei 37°C im
Schiittelinkubator bei 150rpm bebriitet (Ubernachtkultur). Die Praparation von Plasmid-
DNA erfolgte als Mini-Praparation oder als Midi-Praparation mit dem QIAgen™Plasmid
Midi Kit. Die Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur, sofern es nicht anders erwahnt

wird.

3.4.12.1 Praparation von Plasmid-DNA (Mini-Praparation)

Der Uberstand der Ubernachtkultur wurde in ein Zentrifugengefa® (2ml) Gberfiihrt und fir

1min bei 14000 rpm (20800xg) zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes mittels
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einer Membranvakuumpumpe wurde das Pellet in 100yl Resuspensionspuffer
aufgenommen. AnschlieRend wurden 200 ul Lysispuffer hinzugefligt und die Suspension
geschwenkt. Nach Zugabe von 150 ul eiskaltem Neutralisationspuffer und finfminatiger
Inkubation auf Eis erfolgte eine weitere Zentrifugation fir 5min bei 14000rpm (20800x g).
Der Uberstand wurde in ein Zentrifugengefa® (1,5ml) Gberfihrt und mit 1 Volumen
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1) versetzt. Nach leichtem Schwenken (1 min)
und wiederholter Zentrifugation erfolgte ein Uberfihren des Uberstandes in ein neues
Gefalk. 2Volumen eiskalter, absoluter Ethanol wurden dazugegeben und gemischt. Nach
zweiminltiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Zentrifugation wiederholt, der
Uberstand abgenommen und das Pellet mit Ethanol (70%ig) gewaschen. Das

luftgetrocknete Pellet wurde abschlieend in 20 ul TE mit RNAse (20 ul/ml) resuspendiert.

3.4.12.2 Préparation von Plasmid-DNA (Praparation mit QIAgen™Plasmid Midi Kit)

Zur Gewinnung gréRerer Mengen an Plasmid-DNA fur die anschlieRende Sequenzierung
wurde das QIAgen™ Plasmid Midi Kit verwendet. Die Namen der Puffer stammen vom
Hersteller. Der plasmidtragende Bakterienklon wurde aus der Ubernachtkultur auf einer
Platte flr Bakterienkulturen ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C bebrutet. Als Vorkultur
wurden 2ml flissiges LB-Ampicillin-Medium mit Kulturmaterial beimpft und 5 bis 7
Stunden im Schittelinkubator bei 300rpm und 37 °C inkubiert. Je nach Tribung wurden
25-50pul mit 25ml flissigen LB-Ampicillin-Medium versetzt. Anschlielend fand die
bakterielle Vermehrungsphase bei 37 °C im Schittelinkubator tUber Nacht statt. Daraufhin
wurde die optische Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 550 nm photometrisch ermittelt.
Die Extinktion wurde gegen unbeimpftes flissiges LB-Ampicillin-Medium gemessen. Durch
Zugabe von LB-Ampicillin-Medium wurde ein OD-Wert von 1,5 eingestellt. Nach der
anschlieRenden Zentrifugation bei 6000rpm (3800xg) fur 15min wurde der Uberstand
abgenommen und verworfen. AnschlieRend wurden 4ml Resuspensionspuffer und 4 mi
Lysispuffer zugegeben. Nach finfmindtiger Inkubation wurde die Suspension mit 4ml
kalten Neutralisationspuffer versetzt und durch Schwenken gemischt. Nach sofortigem
Uberfiihren in die QIAfilterCartrige inkubierte der Ansatz 10min bei Raumtemperatur.
Danach wurde die Suspension auf den bereits mit 10ml Equilibrierungspuffer QBT
vorbereiteten Qiagen-tip (Filter) gegeben. Der Durchlauf wurde verworfen. Anschlieiend
erfolgten zwei Waschvorgange, indem jeweils 10 ml Waschpuffer QC auf den Qiagen-tip
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pipettiert wurden. Das durchlaufende Filtrat wurde verworfen. Nach Zugabe von 5ml
Elutionspuffer QF wurde der Durchlauf mit 0,7 Volumen Isopropanol versetzt. Die Probe
wurde bei 25000 rpm (75000x g) fir 30 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde mit Ethanol (70%ig) gewaschen und erneut zentrifugiert (25000rpm
(75000xg), 10min). Der Uberstand wurde wiederholt verworfen und das luftgetrocknete

Pellet in 50 ul dH,O aufgenommen.

3.4.12.3 Bestatigung der Insert-Aufnahme

Zur Bestatigung der Aufnahme des kompletten Inserts (Amplifikat-DNA von 578bp)
wurden 1l der praparierten Plasmid-DNA sowie eine Plasmid-DNA mit entsprechender
Vektorgrolle mit Probenladepuffer gemischt und in die Probentaschen eines mit 5l
Ethidiumbromid versetzten 0,7 % Agarosegeles pipettiert (vgl. 3.4.9). Als GréRenstandard
wurden 8ul eines 1kbp-DNA-GroRenmarkers mitgefuhrt. Erfolgreiche Insert-Aufnahme
zeigte sich durch eine durch die Amplifikat-Aufnahme erhéhte Bandenhdhe. Eine
genauere Bestatigung der Insert-Aufnahme erfolgte nach fluorometrischer Bestimmung
der DNA-Konzentration (3.4.5) durch Anwendung der FP1/FP2-PCR (3.4.6) und
anschlieRender REA (3.4.10).

3.4.13 Sequenzierung

Die Sequenzierungen der Plasmid-DNA (3.4.12.2) erfolgte bei einem kommerziellen
Sequenzierservice (AGOWA, Berlin) unter Verwendung von SP6 und T7 Promoter

Primern.

3.4.14 Untersuchung anderer aviarer Viren

Darliber hinaus wurde die Spezifitdt der PCR zum Nachweis flir hihnerpockenvirus-
spezifische DNA mittels Untersuchung weiterer aviarer Viren Uberpruft. Hierfir wurde DNA
des Virus der Infektidsen Laryngotracheitis (ILTV), des Virus der Infektiosen Anamie der
Kiken (CAV) und des Huhneradenovirus 1 (FAV1) sowie provirale DNA des
Retikuloendotheliosevirus (REV) in der FP 1/FP 2-PCR eingesetzt.
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BESTIMMUNG DER SENSITIVITAT

3.4.15 Virusreinigung und DNA-Extraktion zum Erstellen einer Verdinnungsreihe

Die Virusreinigung von Huhnerpockenvirus-DNA (HP-1) erfolgte nach der von JOKLIK
(1962) beschriebenen und von CZERNY und MAHNEL (1990) modifizierten Methode.
400ml des Virusmaterials HP-1 (HEF, 452. Passage) wurden 2h bei 11000 rpm (13700xg,
SW 28 Rotor) zentrifugiert und das Pellet in 1ml Tris-HCI aufgenommen. Nach
dreimaligem Wechsel von Einfrieren (30min, -70°C) und Auftauen (30min, 37 °C) sowie
Beschallung (dreimal flr 10sek) wurde das Gemisch fir 10min bei 2500rpm (800xg)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch erneute Zentrifugation fir 90 min bei 25000 rpm
(11200xg, SW 28 Rotor) in 10ml eines 36 %igen Sucrosekissens pelletiert. Das Pellet
wurde in 1ml Tris-HCI resuspendiert. Zur weiteren Aufreinigung wurde das Gemisch auf
Eis erneut beschallt (dreimal fir 10sek). Je 500yl wurden auf 10ml eines linearen, 20-
60 %igen Sucrosegradienten aufgetragen. Nach Zentrifugation fir 90min bei 15000 rpm
(25000x g, SW 41 Rotor) wurde die sichtbare Virusbande entnommen und mit 2 Volumen
Tris-HCI versetzt. Nach Zentrifugation fir 1h bei 25000rpm (75000xg, SW 41 Rotor) zur
Entfernung der Sucroseldsung wurde das Pellet in 400pl Proteinase K-Puffer
aufgenommen und mit 0,4 ug Proteinase K Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am né&chsten
Tag wurde der Suspension 1 Volumen Phenol (100%) zugefiihrt, der Ansatz 2min
geschwenkt und 2min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation flir 10min bei
14000rpm (20800xg), nach der die obere, wassrige Phase abgenommen und mit
1Volumen Phenol-Choloroform-lsoamylalkohol (25:24:1) durch Schwenken (2 min)
gemischt wurde. Nach wiederholter Zentrifugation wurde erneut die obere Phase
abgenommen und 1Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) zugefiihrt. Nach
2mindtigem Schwenken und erneuter Zentrifugation wurde die obere Phase abgenommen
und die darin enthaltene DNA durch Zugabe von 0,1 Volumen Natriumazetat (3 M) und von
2 Volumen eiskalten, absoluten Ethanols bei -20°C Uber Nacht gefallt und durch eine
15minltige Zentrifugation bei 14000rpm (20800xg) sedimentiert. AnschlieRend wurde
das Pellet mit 100yl Ethanol (70 %ig) gewaschen. Abschlielend wurde nach funfmindtiger
Zentrifugation bei 14000rpm (20800xg) das Pellet in 30ul TE-Puffer (pH 7,4)

aufgenommen.
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3.4.16 Erstellen einer Hilhnerpockenvirus-DNA-Verdiinnungsreihe

Aus der gereinigten Hihnerpockenvirus-DNA (HP-1) mit einer fluorometrisch gemessenen
Konzentration ~ von  270ng/ul wurde mit  nukleasefreiem  Wasser  eine
Ausgangskonzentration von 1 ug DNA/100 ul hergestellt. Die weitere Verdinnung erfolgte
in 1:10 Schritten. Ab der Stufe 7 (1pg DNA/100 pl) erfolgte die Verdiinnung in 1:2 Schritten
bis 62,5fg DNA/100pl (Tab. 10).

Tab. 10 Verdinnungsreihe: DNA-Konzentrationen und Genomaquivalente
Genomaquivakente* in | DNA in PCR | Genomaquivalente* in
Stufe | DNA /1004l 1004l (1) PCR (10yl)
1 1,000 pg 3*10° 0,100 ug 3*10°
2 0,100 ug 3*10° 0,010 ug 3*10’
3 0,010 ug 3*10’ 1,000 ng 3*10°
4 1,000 ng 3*10° 0,100 ng 3*10°
5 0,100 ng 3*10° 0,010 ng 3*10*
6 0,010 ng 3*10* 1,000 pg 3000
7 1,000 pg 3000 0,100 pg 300
8 0,500 pg 300 0,050 pg 150
9 0,250 pg 150 0,025 pg 75
10 0,125 pg 75 0,0125 pg 37
11 62,5 fg 37 6,25 fg 18

*berechnete Zahl an Genomaquivalenten anhand Menge (mol) und GréRe (bp) der DNA in
Anlehnung an Angaben im Eppendorf-Katalog.

3.4.17 Dot Blot-Verfahren

Zur Durchfihrung des Dot Blot-Verfahrens wurde das DIG High Prime DNA Labeling and

Detection Kit Il verwendet.



56 Material und Methoden

3.4.17.1 Herstellung der Sonde

Von der aus dem XL1/XL2-PCR-Produkt (3.4.6.2) durch Gelreinigung (3.4.11.1)
erhaltenen DNA wurden 100ng durch Zugabe von nukleasefreiem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 16 ul gebracht. Danach erfolgten eine Hitzedenaturierung bei 95°C
fur 10min mit anschliellender sofortiger Kiihlung auf Eis sowie die Zugabe von 4 ul DIG
High Prime Mix. Der Ansatz wurde gemischt und Uber Nacht bei 37°C in einem
Thermoblock inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Reaktion durch zehnminitige
Inkubation bei 65°C gestoppt. Nach Zugabe von 75 ul Ethanol und zweisttindiger Kiihlung
bei -20°C und Zentrifugation fir 15min bei 12000rpm (15300xg) wurde der Uberstand
vorsichtig abgenommen und das Pellet in 50 pl kaltem Ethanol (70 %ig) gewaschen. Das
luftgetrocknete Pellet wurde in 50pul TE-Puffer aufgenommen und bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

3.4.17.2 Durchfiihrung des Dot Blot-Verfahrens

8 ul des PCR-Produktes wurden 5min bei 95°C in einem Thermoblock denaturiert und
anschlieRend sofort auf Eis gekuhlt. Von diesem Ansatz wurden 5pl auf die trockene
Nylontransfermembran pipettiert. Die DNA wurde anschlieBend durch fiinfmalige
Bestrahlung mittels UV-Stratalinker (jeweils 120mJ/cm?, 10sek) auf der Membran fixiert.
Die Nylonmembran wurde auf einem Hybridisierungsnetz in eine Hybridisierungsflasche
Uberflihrt, wobei die Membranoberflache mit der DNA in das Flascheninnere zeigte. In die
Flasche wurden 10 ml Hybridisierungspuffer gegeben. Die Prahybridisierung erfolgte Gber
6h im Hybridisierungsofen bei 42°C. AnschlieBend wurde der benutzte
Hybridisierungspuffer entfernt. Die durch flnfminltige Inkubation bei 95°C denaturierte
Sonde wurde in 3,5ml frischem Hybridisierungspuffer (42 °C) aufgenommen und auf die
Nylontransfermembran gegeben. Bei Aufbewahrung der Sonde bei -15°C bis -25°C ist
eine mehrmalige Verwendung mdglich, wenn sie vor Benutzung 10min bei 68°C erhitzt
wird. Die Hybridisierung erfolgte im Hybridisierungsofen bei 42°C Uber Nacht. Nach
Ruckgewinnen der Sonde wurde die Membran zweimal fir Smin in 2xSSC mit 0,1 % SDS
bei Raumtemperatur und zweimal fir 15min in 0,5xSSC mit 0,1%SDS bei 68°C im
Hybridisierungsofen gewaschen. AnschlieBend erfolgten die weiteren Schritte bei
Raumtemperatur auf einem Schuttelapparat. Die Nylontransfermembran inkubierte erst
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5min in 100ml Waschpuffer und danach 30min in 100ml Blockierungspuffer.
Anschlielend wurde die Membran 30min in 20ml Antikérper-Lésung und nach
dreimaligem Waschen flr jeweils 15min in je 100 ml Waschpuffer in 20 ml Detektionspuffer
(5min) inkubiert. Auf die aus dem Puffer genommene, noch feuchte Membran wurde 1 ml
CSPD Ready-to-use-Losung gegeben. Nach 5mindtiger Inkubation bei 37 °C wurde die
Membran luftblasenfrei in Folie versiegelt und zur Exposition auf einen lichtempfindlichen
Film gelegt. Die Filmentwicklung erfolgte nach einer Stunde sowie nach Exposition tber
Nacht durch nacheinanderfolgendes Eintauchen des Filmes in ein Entwicklerbad (3 min),
in destilliertes Wasser (1 min) sowie in ein Fixiererbad (2min).
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3.5 UNTERSUCHUNGEN ZUR EPIDEMIOLOGIE VON GEFLUGELPOCKEN

3.5.1 Herkunft des Probenmaterials

In der Zeit von Januar 2001 bis Dezember 2003 wurden im Institut fir Gefligelkrankheiten
der Freien Universitat Berlin im Rahmen der Diagnostik 110 Einsendungen mit der
Verdachtsdiagnosestellung ,Geflligelpocken” mittels der etablierten FP 1/FP2-PCR auf
hihnerpockenvirus-spezifische DNA untersucht. Als Probenmaterial wurden ganze
Tierkérper zur Sektion, Hautproben, diphtheroide Belage aus der Schnabelhdhle,
Tracheen, Tupfer oder Material von Virusanzuchten (homogenisierte
Chorioallantoismembranen, Allantoisfllissigkeit) eingesendet (s. Anhang). Des Weiteren
wurde bei drei Bestdnden gleichzeitig zum Verdacht der Gefligelpockeninfektion
vorberichtlich Milbenbefall angegeben. Aus diesem Grund wurden von dort Milben als
Probenmaterial gesammelt und eingesendet.

3.5.2 Untersuchungsablauf

Die Probenaufbereitung erfolgte analog zu 3.4.3. Aus pockenpositiven Bestdnden mit
gleichzeitig vorliegendem Milbenbefall wurden die Milben in PBS gewaschen und wie
Gewebeproben aufbereitet und verarbeitet.

Die DNA wurde wie unter 3.4.4 beschrieben extrahiert und deren Konzentration analog zu
3.4.5 bestimmt. Die Durchfihrungen der PCR-Verfahren und die Produktanalyse erfolgten
wie unter 3.4.6 bzw. 3.4.9 beschrieben. Zur Uberpriifung der Spezifitat der PCR-Produkte

wurde analog zu 3.4.10 die Restriktionsenzymanalyse (REA) durchgeflihrt.

Proben, die in der FP1/FP2-PCR zu einem negativen Ergebnis flihrten, wurden
anschlieend in der A1/A2-PCR zum Nachweis des R-Aktin-Gens (3.4.6.3) eingesetzt, um
nachzuprifen, dass die DNA erfolgreich extrahiert wurde und in der Probe keine

Inhibitoren vorlagen.



Material und Methoden 59

3.6 NACHWEIS UND DIFFERENZIERUNG VON AVIPOCKENVIRUSSPEZIES

3.6.1 Virusmaterial

Die fir die Untersuchungen verwendeten Virusstamme und Impfstoffe sind in der Tabelle
11 zusammengestellt. Die Impfstoffe sowie das Isolat vom Agaporniden lagen im Institut
fur Gefligelkrankheiten der Freien Universitat Berlin vor. Die Referenzstamme vom
Hihner- (HP-1), Tauben- (TP-2) wund Kanarienpockenvirus (KP-1) wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Dr. Czerny, Tierarztliches Institut der Georg-August-

Universitat Gottingen, Gberlassen.

Tab. 11 Verwendete Virusstdmme und Impfstoffe
Abk. Virusname Herkunft Referenzen
} _ HP-1 HEF MAYR und
Fwpy |  Huhnerpockenvirus (450.Passage) MALICKI, 1966

(Avipoxvirus gallinae)
HP-B Impfstoff LAH, Cuxhaven

MAYR und
Taubenpockenvirus TP-2 | HEF (9.Passage) KALCHERun1960

PGPV (Avipoxvirus

Intervet, Boxmeer,

columbae) Peristin Impfstoff Niederlande
MAYR et al., 1965
KP-1 HEF (4.P y
CNPV Kanarienpockenvirus (4-Passage) MAYR, 1960
(Avipoxvirus serinae) | kp_1- Impfstoff Intervet, Boxmeer,
V557 mpisto Niederlande

HEF: Huhnerembryofibroblasten

Die Isolate von Hihnern (GB724-01/1-3), Puten (GB724-01/4-18) sowie eines
Kanarienvogels (GB 724-01/22) und eines Straufles (GB724-01/20) wurden von Intervet,
Boxmeer, Niederlande, zur Verflgung gestellt. Das weitere Untersuchungsmaterial
bestand aus Gewebe (Haut und Organhomogenat), das zur Diagnostik mit dem Verdacht
auf Vogelpocken an das Institut fir Gefligelkrankheiten der Freien Universitat Berlin
eingesandt wurde. In der Tabelle 12 ist das Virusmaterial nach der Vogelart, von der es

stammte, taxonomisch eingeordnet.



Material und Methoden

60

Verwendetes Virusmaterial, geordnet nach der Taxonomie der Vogelart

Tab. 12

‘dZ243H pueyosinag [11dy 1ejos| (-ds siulodebyy) spiuiodeby aepisdosoly sowlojoepisq
IneH|  spuepspaIN JyolgeH jejosiped (stnuab Jeydiooy) JuoigeH aeplydiooy sawlojuydiooy
‘d ' NVD VYN 86-¢8L 99 ie|josip|ad (snwisudipao snuying) (8l | aepluiying sawlojupeleyd
neH|  pueyosineqg 20-0ZLL g9 1ejosipje4| (Joyesjonus ejooluld) [pdwibusyey | aepiienpie)
ineH| puejyosinag 20-Gl L1 99 1ejosIp|a|(duoi0d 8U0I0D SNAIOD) Byelyuagey 9EepIAIOD
‘d’L WVD| puejyosineg ¢0-0¢¢ 99 1ejosipje4
INeHl  puejyosinaq 20-/2/ 99 1ejosipjod|  (snonsawop Jassed) buipadg aeplassed
jneH| puejyosineqg ad-SsH iejosipjed
— sauwlojluessed
d 'CINVD| puejyosineg ¢0-00%1 99 iejosip|ed
neH  puejyosinag ¢0-/001 99 ie|osip|e4
Lo IneH juuexsqun ¢0-L1¥ 89 JeI0SIPIod (eueueod snuuag) |oboausieuey aepljanpie)
d ¢ NVD ualjiselg ¢c/L0-¥¢/ 99 1elosiped
1anteu| Joyspdu| juuexsqun LSGA-L-dX Wwwelg
d v 43H juuexaqun L-dXY wweyg
IneH  puejyosineq 20-56 Z 1e|josipjad
ineH  puejyosineQ ¢0-6G Z e|josipjad
ineH FVN LI Usyed 8jejosiplo] ("ds oojed) ayjed aepluooje ssuwiojiuodjeH
jneH ‘3°V'N ¥-L/20-S01 99O 8jejosip|ad
jneH '3V A 9-1/20-29¢ 99 9e|osip|ad
'd 2 NVD ualjiselg 0¢/10-¥Z. 99 1elosipjdd (snjpwed oiyinyg) gness seplyinis sswiojiuolyinis
neH  puejyosinag €0-G¢l Z 1ejosipje4
1onI8yu| Joisidw juueyaqun unsuad Wwels (-ds eqwinjoD) agne| aepiquinjo) sawLoyquinjo)
'd 6 43H juuexsqun ¢-dl wwelg
o neH  puejyosinag LO-¥EL 99 Jelosip|ad (onedojieb subesjely) aing
d ¢ NVD ualjiselg| 8L-v/L0-¥Z. 99 9je|osIp|ad
'd "9 WVD usuebing €/10-¥2. 99 ie|josip|ed
"d "9 VD weupl\  g/L0-¥2. 99 Jejosipje4 SEPIUEISEUd SoulojuBISEyd
'd 'S WVD ualjiselg L/10-¥2. 99 ielosipjed| (snonsawop snjieb snjies) uyny
Hv1 Hoisydw| juuexsqun g-dH wwelg
'd ‘0S¥ 43H|  pueyosineg l-dH Wwejg
[eusle| pue|syuNMyJaH Bunuyolezag
(sweN Jayosiuiaie]) uejabop aljlwe BunupliQ

8]B|0S| pun S8IzadssnIIAUBY00d

V. A. E.: Vereinte Arabische Emirate, HEF: Hiihnerembryofibroblasten, CAM: Chorioallantoismembran, P.: Passage
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3.6.2 Untersuchungsablauf

Neben der Diagnostik im Bereich fir Wirtschaftsgefliigel (Hihner und Puten) wurde mittels
der etablierten FP1/FP2-PCR auch weiteres Probenmaterial untersucht, das von anderen
Vogelarten stammte. Das zu untersuchende Probenmaterial wurde wie unter 3.4.3 bis
3.4.6 beschrieben bearbeitet und die extrahierte DNA mittels der FP1/FP2-PCR zum
Nachweis von Geflligelpocken untersucht. Von dem Material, in dem FWPV-spezifische
DNA nachgewiesen werden konnte, wurde das PCR-Produkt analog zu 3.4.10 mittels den
Endonukleasen EcoRV und Nialll untersucht. Zur weiteren Differenzierung wurden
zusatzlich die Enzyme Msel und Dpnll angewendet. Die entsprechenden Spaltstellen sind
in der Tabelle 13 zusammengefasst.

Tab. 13 Weitere verwendete Endonukleasen und ihre Spaltstellen
Enzym Spaltstelle (/)
Msel 5-T/ITAA- 3
Dpnill 5-/GATC-3’

Um diese Ergebnisse zu bestéatigen, wurden FP 1/FP 2-PCR-Produkte der Avipockenviren,
wie unter 3.4.11 bis 3.4.13 beschrieben in den pGEM-T-Vektor kloniert und sequenziert.
Es wurden zehn Feldisolate von acht verschiedenen Vogelarten sowie die zwei
Virusstdamme HP-B und TP-2 als jeweiliger Vertreter flr das Spaltbild bzw. die Vogelart
gewahlt. Die ermittelten Sequenzen wurden mittels der Software ,MultAlin
(www.prodes.toulouse.inra.fr)* (CORPET, 1988) dargestellt, mit dem Computerprogramm
ClustalW (Version 1.8) (HIGGINS et al., 1994) auf ihre Homologiegrade zueinander und zu
den verdffentlichten Sequenzen des Abschnittes des Core-Proteins 4b von FWPV (Stamm
HP-444, GenBank accession number M25781) und CNPV (Stamm WheatleyC93,

GenBank accession number NC_005309) untersucht und phylogenetisch analysiert. Die

Nukleotidsequenzen wurden mit Hilfe des Programmes ,Translate-the Sequence
Manipulation Suite (www.ualberta.ca)* (STOTHARD, 2000) in die entsprechenden

Aminosauresequenzen abgeleitet und anschlieRend die Homologiegrade untereinander

verglichen.





