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4. Ergebnisse

4.1 ETABLIERUNG EINER POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR) ZUM NACHWEIS
VON GEFLUGELPOCKEN

4.1.1 Uberpriifung der Spezifitat

Es wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) zum Nachweis spezifischer DNA vom
Hihnerpockenvirus (FWPV) etabliert. Durch die verwendeten Primer FP 1 und FP 2 wurde
ein Bereich von 578bp innerhalb des FWPV-Core Protein 4b Gens amplifiziert. Als initiale
Untersuchung wurde in dieser FP1/FP2-PCR zun&dchst DNA eingesetzt, die aus
Huhnerpockenimpfstoff (HP-B) extrahiert wurde. Es konnte ein Amplifikat der erwarteten
GrdBe von 578 bp nachgewiesen werden (Abb. 6).

1000 bp -
<578 bp
500 bp -
100 bp -
Abb. 6 Nachweis von FWPV-spezifischer DNA im Hihnerpockenimpfstoff (HP B)

mittels FP 1/FP2-PCR

Das PCR-Produkt wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar
gemacht. Die GréBen des 100bp-DNA-GroBenmarkers sind angegeben. SpurM:100bp-DNA-
GréBenmarker, Spur 1: Impfstoff HP-B, Spur 2: Préparationskontrolle, Spur 3: PCR-Negativkontrolle.
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Zur Uberpriifung der Spezifitit wurde das entstandene PCR-Produkt mittels
Restriktionsenzymanalyse (REA) unter Verwendung der Restriktionsenzyme EcoRV und
Nlalll untersucht. Die zu erwartenden FragmentgréBen wurden auf Grundlage der FWPV-
Sequenz des Stammes HP444 berechnet (Tab. 14).

Tab. 14 Fir FWPV (HP444) errechnete FragmentgréBen (bp) nach Spaltung des
FP 1/FP 2-PCR-Produktes durch Restriktionsenzyme

Enzym FragmentgréBen (bp)
EcoRV 252,177,149
Nialll 185, 132, 112, 96, 53

Es konnten die Fragmente der jeweils errechneten GrdBen nachgewiesen werden
(Abb. 7).

500 bp -

100 bp -

Abb. 7 REA des FP1/FP2-PCR-Produktes HP-B

Spur M: 100bp-DNA-GréBenmarker, Spur 1: PCR-Produkt (HP-B) mit EcoRV, Spur 2: PCR-
Produkt (HP-B) mit Nlalll.

Das 578bp groBe Amplifikat aus dem Huihnerpockenimpfstoff (HP-B) wurde sequenziert
und zeigte zur veréffentlichten FWPV-Core Protein 4b Gensequenz eine Homologie von
100% (s. 4.3.3.3.1).
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Unabhangig von der (berpriften Nutzungsrichtung (Huhner unterschiedlicher
Nutzungsrichtungen sowie Puten) waren bei der Untersuchung der Feldisolate, bei denen
eine Geflligelpockeninfektion mittels konventioneller Verfahren nachgewiesen werden
konnte (s. Tab. 16), in der FP1/FP2-PCR nach gelelektrophoretischer Auftrennung
Amplifikate der errechneten GréBe von 578 bp nachweisbar (Abb. 8).

1000 bp -
500 bp - <578 bp
100 bp -
Abb.8 Untersuchung von Pockenvirusfeldisolaten verschiedener

Nutzungsrichtungen mittels FP 1/FP2-PCR

SpurM: 100 bp-DNA-GréBenmarker, Spur1: Legehenne GB64-01, Spur 2: Legehenne GB415-01,
Spur 3: Mastelterntier GB48-01, Spur 4: Putenelterntier GB 134-01, Spur 5: Praparationskontrolle,
Spur 6: PCR-Negativkontrolle.

Bei der Restriktionsenzymanalyse der Amplifikate unabhéngig von der Nutzungsrichtung
und Gefllgelart entstanden Fragmente, die den fir die FWPV-Sequenz (HP444)
berechneten und fir den Stamm HP-B erhaltenen FragmentgréBen entsprachen. Das
578bp groBe Amplifikat vom Isolat des Putenelterntieres GB 134-01 wurde anschlieBend
sequenziert und zeigte zur verdffentlichten FWPV-Core Protein 4b Gensequenz eine
Homologie von 100 % (s. 4.3.3.3.1).
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Hingegen wurde bei der Untersuchung proviraler DNA des Retikuloendotheliosevirus
(REV) und der DNA des Virus der Infektidésen Laryngotracheitis (ILTV), des Virus der
Infektiosen Anémie der Kiken (CAV) und des Huhneradenovirus 1 (FAV1) mittels
FP 1/FP 2-PCR kein Amplifikat der spezifischen GréBe von 578 bp nachgewiesen (Abb. 9).

12 3 45 6 M

- 1000 bp
578 bp >
- 500 bp
- 100 bp
Abb.9 Untersuchung unterschiedlicher aviarer Viren mittels FP 1/FP2-PCR

Spur 1: Retikuloendotheliosevirus (REV), Spur2: Virus der Infektidsen Laryngotracheitis (ILTV),
Spur 3: Virus der Infektidsen Anamie der Kilken (CAV), Spur4: Hilhneradenovirus 1 (FAV1), Spur5:
Hihnerpockenvirus (FWPV), Spur 6: PCR-Negativkontrolle, Spur M: 100 bp DNA-GréBen-marker.

4.1.2 Bestimmung der Sensitivitat

Bei der Untersuchung einer Virus-DNA-Verdinnungsreihe (HP-1) mittels FP 1/FP2-PCR
zeigte sich ein positiver Nachweis bis zu der Verdiinnungsstufe mit mindestens 0,05 pg
DNA (Abb.10a). Dies entsprach etwa 150 Genomaquivalenten (Tab. 15).

Zum Vergleich wurde die Sensitivitdt der FP1/FP2-PCR parallel durch das Dot Blot-
Verfahren bestimmt (XL 1/XL2-Sonde). In der Abbildung10b und der Tabelle15 wird
gezeigt, dass im Dot Blot (nach 16 Stunden Exposition) mindestens 0,025pg DNA bzw.

etwa 75 Genomaquivalente nachweisbar waren.
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3000 300 150 75 37 18 Genomaéquivalente

(a)

(b)

Abb. 10 Nachweisgrenzen von Virus-DNA in der FP 1/FP2-PCR
(a) im Agarosegel und (b) im Dot Blot-Verfahren

(a) Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der FP 1/FP2-PCR-Produkte der Virus-DNA-
Verdunnungsreihe (HP-1) zeigte sich ein positiver Nachweis von mindestens 0,05 pg Virus-DNA. (b)
Das Dot Blot-Verfahren ergab unter Verwendung einer mittels des Produktes der XL 1/XL2-PCR
hergestellten Sonde nach 16Stunden Exposition einen positiven Nachweis von mindestens
0,025 pg Virus-DNA.

Tab. 15 Nachweisgrenzen der FP 1/FP2-PCR, detektiert im Agarosegel sowie im
Dot Blot-Verfahren
Eingesetzte Virus- Nachweisverfahren Genom- Aquivalente
DNA-Menge Agarosegel Dot Blot
1,000 pg Positiv Positiv 3000
0,100 pg Positiv Positiv 300
0,050 pg Positiv Positiv 150
0,025 pg Negativ Positiv 75
0,012 pg Negativ Negativ 37
0,006 pg Negativ Negativ 18

4.1.3 Vergleich der FP 1/FP 2-PCR mit konventionellen Diagnostikverfahren

Die Ergebnisse der FP 1/FP 2-PCR und der parallel dazu durchgefiihrten konventionellen
Diagnostikverfahren sind in der Tabelle 16 zusammengefasst.
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Durchgefiihrte Vergleichsuntersuchungen zur PCR

Tab. 16
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AGP: Agargelprazipitationstest, MET: Mastelterntiere, LH: Legehennen, PET: Putenelterntiere,
:1. Passage, n.d.:nicht durchgefiihrt

PCR:FP1/FP2-PCR, EM: Elektronenmikroskopie, CAM: Chorioallantoismembran,

Po: Anzucht, Py.
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4.1.3.1 Elektronenmikroskopische Untersuchung (EM)

Sechs eingesandte Gewebeproben wurden parallel mittels Elektronenmikroskopie (EM)
untersucht. Darunter befand sich Untersuchungsmaterial von fiinf Proben, in denen in der
FP 1/FP2-PCR pockenvirus-spezifische DNA nachgewiesen werden konnte (Tab.16). In
vier  Untersuchungen der funf  FP1/FP2-PCR-positiven Proben  wurden
Gefligelpockeninfektionen durch das Vorhandensein von Pockenvirionen mit
quaderférmiger Gestalt bestatigt (Abb. 11). In dem Untersuchungsmaterial GB404-01, das
in der PCR keine FWPV-spezifische DNA aufwies, konnten auch keine Pockenvirionen

nachgewiesen werden.

Abb. 11 Pockenvirion in der Elektronenmikroskopie (EM) Foto: Dr. Soike

4.1.3.2 Virusisolierung auf der Chorioallantoismembran (CAM)

Bei elf Proben wurden Versuche der Virusisolierung durch Beimpfung auf der
Chorioallantoismembran (CAM) von  SPF-Hihnerembryonen mit homogenisiertem
Untersuchungsmaterial vorgenommen. Hierunter waren zehn Proben, bei denen zuvor in
der FP1/FP2-PCR FWPV-spezifische DNA nachgewiesen worden war (Tab.16). Von
diesen zehn Proben ergaben flinf Isolierungsversuche pockenvirus-typische
Veranderungen in Form von Verdickung der CAM und Bildung proliferativer nekrotischer



Ergebnisse 69

Herde (Abb. 12). Vier Isolierungsversuche fihrten zu keinen eindeutigen Ergebnissen. Die
Probe GB49-01 flhrte zu gar keinen erkennbaren Veranderungen der CAM. In der
anschlieBend durchgefihrten Untersuchung von neun der zehn CAM-Homogenate konnte
mittels FP 1/FP2-PCR wiederum jeweils FWPV-spezifische DNA nachgewiesen werden.
Der Versuch der Virusisolierung der Probe GB156-01, die zuvor in der FP 1/FP2-PCR
keine FWPV-spezifische DNA aufwies, fuhrte zu keinen Veranderungen auf der CAM. In
diesem Fall konnte anschlieBend mittels der FP 1/FP 2-PCR in dem CAM-Homogenat auch
keine hihnerpockenvirus-spezifische DNA detektiert werden.

(a) (b)

Abb. 12 Chorioallantoismembranen (CAM):
(a) nicht infizierte CAM, (b) Pockenvirusanzucht auf der CAM

Als typische, durch Pockenviren verursachte Veradnderungen auf der CAM sind Verdickung der
Membran und proliferative Nekroseherde zu erkennen.

4.1.3.3 Agargelprazipitationstest (AGP)

Bei zehn Feldisolaten, bei denen mittels FP 1/FP2-PCR FWPV-spezifische DNA detektiert
werden konnte, wurde nach der Virusisolierung zusétzlich der Agargelprazipitationstest
(AGP) durchgeflhrt (Tab. 16). In sieben Fallen wurde das PCR-Ergebnis bestatigt, indem
Virus-Antigen durch auftretende Prazipitationsbanden nachgewiesen wurde (Abb. 13). Bei
den Proben GB49-01, GB415-01 und GB439-01 verlief der Nachweis von Virus-Antigen
im AGP negativ. Des Weiteren wurde das Material einer Einsendung mittels AGP
untersucht, in dem keine hihnerpockenvirus-spezifische DNA nachgewiesen werden
konnte und das in der Anzucht zu keinen Veranderungen der CAM geflhrt hatte (GB 156-
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01). Der AGP bestétigte dieses Ergebnis. Insgesamt fihrten der AGP und die PCR in acht
von elf Untersuchungen zu identischen Ergebnissen (72,7 %) (Tab. 17).

Abb. 13 Agargelprazipitationstest (AGP)

Antigennachweis durch Bildung von Préazipitationsbanden.

Tab. 17 Ubereinstimmungen der Ergebnisse von konventionellen Diagnostik-
verfahren und FP1/FP2-PCR (in %)

Diagnostikverfahren Ubereinstimmung mit FP1/FP2-PCR
EM 83,3 %
Virusisolierung und AGP 72,7 %
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4.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR EPIDEMIOLOGIE VON GEFLUGELPOCKEN

4.2.1 FP1/FP2-PCR im Rahmen der Diagnostik

In dem Material von 56 der 110 Einsendungen (50,9 %) konnte FWPV-spezifische DNA
durch Bildung eines Amplifikates der erwarteten GrdBe von 578 bp nachgewiesen werden.
Bei anschlieBender Spaltung der PCR-Produkte mit den Restriktionsenzymen EcoRV und
Nialll konnten die entsprechenden Fragmente wie bei FWPV nachgewiesen werden
(4.1.1).

Bei den weiteren 54 Einsendungen flihrte die FP1/FP2-PCR zu einem negativen
Ergebnis. Die DNA dieser Einsendungen flUhrte in der A1/A2-PCR zum Nachweis des B-
Aktin-Gens zur Bildung der zu erwartenen, spezifischen Bande (398bp), sodass diese
Proben endgiiltig negativ beurteilt werden konnten (Abb. 14).

1 2 3 45 6 7 8 M9 10

- 1000 bp

. 1 <398 bp

- 100 bp

Abb. 14 Nachweis von B-Aktin-spezifischer DNA in Proben, die in der FP1/FP2-PCR
negativ verliefen

Spur 1: GB 180-02, Spur 2: GB 208-02, Spur 3: GB 376-02, Spur 4: GB 395-02, Spur 5: GB 396-
02, Spur 6: GB 450-02, Spur 7: GB 607-02, Spur 8: GB 673-02, Spur 9: Negativkontrolle, Spur 10:
Positivkontrolle, Spur M: 100 bp-DNA-GréBenmarker
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4.2.2 Haufigkeiten der Verlaufsformen

Bei 31 von 59 Einsendungen mit Verdacht der Hautform der Geflliigelpocken (Abb. 15)
wurde FWPV-spezifische DNA nachgewiesen. Bei neun von 27 Einsendungen mit
Verdacht der Schleimhautform (Abb. 16) wurde in Trachealmaterial, Schleimhautgewebe
der Schnabelhéhle oder in Tupferproben Pockenvirus-DNA nachgewiesen. Des Weiteren
bestéatigte sich der Verdacht der Mischform bei 15 Untersuchungen von 21 Einsendungen.
Dartber hinaus konnte bei einer von drei Kontrolluntersuchungen von neueingestallten
Tieren ohne Verdacht auf eine Gefligelpockeninfektion eine Pockeninfektion

nachgewiesen werden (Abb. 17).

Abb. 15 Abb. 16

Abb. 15 Hautform der Pocken bei einer Legehenne
Abb. 16 Schleimhautform der Pocken bei einer Legehenne

Anzahl

70 -
60 4
50 4
40 4
30 4
20 4
10 -

[——

0 4

Hautform Schleimhautform Mischform Kontrolle

B PCR-positiv OPCR-negativ

Abb. 17 Anzahl Einsendungen und FP1/FP2-PCR-Ergebnisse pro Verlaufsform
bzw. Kontrolluntersuchung
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4.2.3 Nutzungsrichtungen des untersuchten Wirtschaftsgefliigels

Das Spektrum an Nutzungsrichtungen des untersuchten Wirtschaftsgefligels umfasste
Legehennen, Mastelterntiere, Mastputen und Putenelterntiere. Bei den Einsendungen, bei
denen FWPV-spezifische DNA nachgewiesen wurde, handelte es sich in den meisten
Fallen um Einsendungen von Bestadnden mit Legehennen (67,8 %) und Mastelterntieren
(10,7%). Einen geringeren Anteil an allen Einsendungen mit nachgewiesener
Hihnerpockenvirus-DNA nahmen die Einsendungen von Putenelterntieren (5,4%) und
Mastputenbestanden (3,6 %) ein (Tab. 18).

Tab. 18 Anzahl der Einsendungen und bestatigter Gefligelpockeninfektionen pro
Nutzungsrichtung sowie Anzahl positiver Einsendungen pro Verlaufsform

N Einséa%zdihr:gen Anteoilsﬁic:rl]len Anzahl positiver Einsendungen
richtung | camt | PCPR- Einsondungen | Haut- | Schleimhaut- | Misch- | Kon-
positiv form form form | trolle

LH 68 38 67,8% 22 4 11 1
MET 9 6 10,7 % 3 3 0 0
Hobby 9 4 71% 2 1 1 0
PET 13 3 5,4% 3 0 0 0
MP 5 2 3,6 % 0 0 2 0
0.A. 6 3 5,4% 1 1 1 0
Summe 110 56 100 % 31 9 15 1

LH: Legehennen, MET: Mastelterntiere, Hobby: Hihner in Hobbyhaltungen,
PET: Putenelterntiere, MP: Mastputen, 0.A.: ohne Angaben

4.2.4 Herkunftsregionen des Untersuchungsmaterials

Die 110 Einsendungen im Zeitraum Januar 2001 bis Dezember 2003 stammten aus zwolf
verschiedenen Bundeslandern Deutschlands. Insgesamt betrachtet stammten 16 aller 56
nachgewiesenen Félle aus Niedersachsen (28,6%), 11 Falle aus Baden-Wulrttemberg
(19,6 %) und 8 Falle aus Brandenburg (14,3 %). Dabei ist jedoch zu berlicksichtigen, dass
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aus diesen Landern auch die meisten Einsendungen stammten. Die erzielten Ergebnisse
sind in der Abbildung 18 im Einzelnen dargestellit.

Schleswi-
Holstein
00

Bremen Hamburg
‘

Hiedersachsen 16:30

Mecklenburg-
VYorpommern

33

Sachsen
-Anhalt
610

Hordrhein-
Westfalen
45

‘ Rheinland-
Pfalz 22

Saarland
0/

4iF
Bayern
0M

Abb. 18 Nachweis von Gefligelpocken mittels FP1/FP2-PCR, differenziert nach
Bundesland

X/Y: Anzahl PCR-positiver Einsendungen / Anzahl Einsendungen
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4.2.5 Haufigkeit des Auftretens der Pockeninfektionen pro Betrieb

Soweit die entsprechenden Daten vorlagen, traten bei 24 Legehennenbetrieben und drei
Mastelterntierbetrieben Gefligelpocken in nur einer Herde auf (Tab.19). Ebenso stellten
die Gefligelpockeninfektionen bei zwei Mastputen- und den drei Putenelterntierherden
Einzelfélle von Geflugelpockeninfektionen in den Betrieben dar. Bei zwei
Legehennenbetrieben wurde die Infektion in jeweils zwei zeitlich getrennten Herden, im
Abstand von drei bzw. finf Monaten festgestellt. Bei einem Mastelterntierbetrieb traten
Gefligelpocken zeitgleich in drei rédumlich getrennten Herden mit unterschiedlichen
Altersgruppen auf.

Tab. 19 Anzahl an Betrieben, differenziert nach Anzahl an Gefligelpocken-
infektionen pro Betrieb und Nutzungsrichtung

Gefligelpockeninfektionen

Nutzungsrichtung Anzahl der Betriebe oro Betrieb

. 24 1
Legehennenbestande

2 2
. \ 3 1
Mastelterntierbestande ’ 3
Mastputenbestande 2 1
Putenelterntierbesténde 3 1

4.2.6 Legehennenhaltungsformen bei hachgewiesenen Pockeninfektionen

38 Einsendungen, bei denen FWPV-spezifische DNA nachgewiesen werden konnte,
stammten aus wirtschaftlich genutzten Legehennenbestédnden. Bei 12 dieser 38
Einsendungen lagen Daten zur Haltungsform vor. Die Auswertung ergab, dass in sechs
wirtschaftlich genutzten Bestanden in Alternativhaltung Geflligelpockeninfektionen
nachgewiesen werden konnten. Dies betraf finf Bestande in Freiland- und einen Bestand
in Bodenhaltung, wobei die ersten Félle in Betrieben mit Freilandhaltung aufgetreten sind.
Dartiber hinaus wurde die Infektion auch in sechs Tierbestidnden in Kéfighaltung
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festgestellt. In den Jahren 2002 und 2003 wurde auch bei vier Hihnerbestanden in
Hobbyhaltung hihnerpockenvirus-spezifische DNA mittels FP 1/FP 2-PCR nachgewiesen.

4.2.7 Alter der Tiere mit nachgewiesenen Gefliigelpockeninfektionen

Die Nutzungsdauer von wirtschaftlich gehaltenen Legehennen betragt 72 bis 75
Lebenswochen (LW). Bei 23 Einsendungen aus diesem Bereich lagen Altersangaben zum
Zeitpunkt der Infektionen vor. Die Daten mit nachgewiesener Pockeninfektion bei
Legehennenbestanden variierten von der 8. bis zur 75. LW (Abb. 19).

Anzahl positiver
Bestande

B Legehennen " Mastelterntiere

17 ‘
0+t
- o o o

~ — 0 )
pa N Y [<Y

33
37
41
45
49
53 ]
57
61 7
65
69
73

LW
& &
O'LW -------------------- LH [rer=s=esesssneens 72_75 LW
Nutzungsdauer
0.LW e MET p-=== 65 LW Nutzungsdauer
Abb. 19 Anzahl positiver Legehennen- (LH) und Mastelterntierbestande (MET) in

Bezug auf das Alter der Tiere in Lebenswochen (LW) bei Infektion im
Vergleich zur wirtschaftlichen Nutzungsdauer
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Mastelterntiere werden bis zur 65. LW gehalten. Die Angaben zum Alter der Tiere zum
Zeitpunkt der Pockeninfektionen bei den sechs Mastelterntierbesténden reichten von der
35. bis zur 57. LW. Des Weiteren lagen die Altersgaben bei einer Einsendung von den
zwei Einsendungen von Mastputenbestdénden (13. LW) sowie bei einer von drei
Einsendungen von Putenelterntierbestéanden (37. LW) vor.

4.2.8 Impfstatus der Tiere

Es wurden die soweit vorliegenden Daten von 22 Einsendungen zum Impfstatus der Tiere
gegen Huhnerpocken ausgewertet. Demnach stammten 19 Einsendungen aus
ungeimpften Bestdnden und drei Einsendungen aus Bestanden, bei denen eine

prophylaktische Impfung gegen Pocken durchgefiihrt worden war (Tab. 20).

Tab. 20 PCR-Ergebnisse, differenziert nach Nutzungsrichtung und Impfung
Anzahl Einsendungen
Bestand Impfun
AT PCR-positiv PCR-negativ
+ 0 2
Legeh
egehennen - 10 5
0 0
Mastelterntiere *
- 0 1
. + 0 1
Putenelterntiere
- 1 0
+ 0 0
Mastputen
astpu - ] 0

+: Tiere wurden gegen Hiihnerpocken geimpft, -: Tiere wurden nicht gegen Hiuhnerpocken geimpft

16 Einsendungen stammten von ungeimpften Legehennenbestéanden, von denen zehn in
der FP1/FP2-PCR zu einem positiven Ergebnis flhrten. In der einen Einsendung, die von
einem Mastelterntierbestand ohne Durchfiihrung prophylaktischer Impfung stammte,
konnte keine hihnerpockenvirus-spezifische DNA nachgewiesen werden. Bei einem
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ungeimpften Putenelterntierbestand sowie einem ungeimpften Mastputenbestand wurden
hingegen Gefligelpocken festgestellt.

Dartber hinaus stammten die drei Einsendungen von geimpften Bestédnden aus zwei
Bestédnden mit Legehennen- und einem mit Putenelterntierhaltung. In dem Probenmaterial
der geimpften Tiere konnte keine FWPV-spezifische DNA mittels FP1/FP2-PCR

nachgewiesen werden.

4.2.9 Jahrliches Auftreten von Gefliigelpocken und jahreszeitliche Verteilung

Anhand der jahrlichen Anzahl von den seit 1999 im Institut flir Gefligelkrankheiten der
Freien Universitdt Berlin nachgewiesenen Geflugelpockeninfektionen konnte 1999 ein
vereinzeltes Auftreten und in den Folgejahren bis 2001 ein deutlicher Anstieg beobachtet
werden (Abb. 20). AnschlieBend lasst sich Uber 2002 bis 2003 wieder eine abnehmende

Tendenz erkennen.

Anzahl an Pockeninfektionen
30

25 4

27

5 2 9

0
Jahr 1999 2000 2001 2002 2003

Abb. 20 Jahrliche Anzahl von Féllen mit Gefligelpocken (nachgewiesen im Institut
fir Geflugelkrankheiten, Freie Universitat Berlin)



Ergebnisse 79

Im Institut far Gefligelkrankheiten der Freien Universitat Berlin wurden im Jahr 1999 zwei
und im Jahr 2000 vier Gefligelpockeninfektionen mittels konventioneller Pockendiagnostik
nachgewiesen (HAFEZ et al., 2001b). Im Jahr 2001 wurden mittels der entwickelten
FP1/FP2-PCR 27 Infektionen mit Gefligelpocken diagnostiziert, von denen acht in den
Wintermonaten Januar und Februar, finf in den Frihjahrsmonaten Marz und April, sechs
in den Sommermonaten Juni bis August und acht in den Herbstmonaten Oktober und
November auftraten. Im darauf folgenden Jahr 2002 wurden bei 20 Untersuchungen
Gefligelpockeninfektionen nachgewiesen, von denen eine im Januar, zwei im Marz und
zwei im August auftraten. In den Herbstmonaten September bis November traten 13 und
im Dezember zwei Infektionen auf. Im Jahr 2003 wurden neun Infektionen festgestellt:
jeweils zwei im Winter (je eine im Januar und Februar), im Frihjahr (je eine im Mérz und
Mai) sowie im Sommer (Juli). Im Herbst (Oktober) wurden eine, und im Dezember zwei
Pockeninfektionen bei Wirtschaftsgefligel festgestellt (Abb.21).

Pockeninfektionen 2001 W2002  [02003
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Abb. 21 Monatliche Zuordnung der Gefliigelpockeninfektionen (2001 - 2003)

Bei Betrachtung des gesamten Untersuchungszeitraumes zeigt sich ein gehauftes
Auftreten von Gefligelpocken wahrend der Herbstmonate.
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4.2.10 Untersuchungen zur Ubertragbarkeit von Gefliigelpocken durch Milben

Bei drei Legehennenbestanden lag gleichzeitig Milbenbefall vor. Um zu Gberprufen, ob in
den Milben FWPV-spezifische DNA nachweisbar ist, wurden diese ebenfalls mittels
FP1/FP2-PCR untersucht. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-
Produkte zeigte sich ein Amplifikat der erwarteten GréBe von 578bp (Abb. 22a). Bei
anschlieBender Spaltung der PCR-Produkte mit den Restriktionsenzymen EcoRV und
Nlalll konnten die entsprechenden Fragmente wie bei FWPV nachgewiesen werden (Abb.
22Db). Mit dem homogenisierten Milbenmaterial wurde eine Virusanzucht mittels Beimpfung
der CAM von SPF-Huhnerembryonen versucht. Obwohl in dem Material mittels der
FP1/FP2-PCR FWPV-DNA nachgewiesen werden konnte, gelang die Isolierung nicht.

1 2 M
- 1000 bp
- 500 bp
- 100 bp
(b)
Abb. 22 (a) Nachweis von FWPV-spezifischer DNA im Milbenmaterial mittels

FP1/FP2-PCR und (b) REA des FP1/FP2-PCR-Produktes

(a) Aus dem gesammelten Milbenmaterial zu der Probe GB 989-02 extrahierte DNA wurde mittels
der FP1/FP2-PCR untersucht, das PCR-Produkt gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels
Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Spur 1: Praparationskontrolle, Spur2:Hihnerpockenimpfstoff HP-B als Positivkontrolle, Spur 3:
Milbenmaterial zu GB 989-02, Spur M: 100 bp-DNA-GréBenmarker.

b) Nach Spaltung wurden die entstandenen Fragmente in einem 3%igen Agarosegel
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die GréBen des
100 bp-DNA-GrdBenmarkers sind angegeben.

Spur 1: EcoRV von GB 989-02/Milbenmaterial, Spur 2: Nlalll von GB 989-02/Milbenmaterial, Spur
M: 100 bp-DNA-GréBenmarker.
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4.3 NACHWEIS UND DIFFERENZIERUNG VON AVIPOCKENVIRUSSPEZIES

4.3.1 Untersuchung weiterer Avipockenvirusspezies mittels FP1/FP2-PCR

Das Spektrum der Végel, von denen im Untersuchungsmaterial mittels der FP1/FP2-PCR
avipockenvirus-spezifische DNA nachgewiesen werden konnte, umfasste die acht
Ordnungen Accipitriformes, Charadriformes, Columbiformes, Falconiformes,
Passeriformes, Phasianiformes, Psittaciformes und Struthioniformes.

Mittels der etablieten PCR konnte bei allen untersuchten Stdmmen und Feldisolaten
durch die Primerkombination FP1 und FP2 avipockenvirus-spezifische DNA nachgewiesen
werden. Unabhangig von der Vogelart wurde ein PCR-Produkt von etwa 580 bp gebildet
(Abb. 23). Diese GrdBe entsprach dem 578 bp groBen Bereich des FWPV-Core Protein 4b
Gens.

M 12 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 1415 M

-1000bp
580 bp > - 500bp

-100bp
Abb. 23 Nachweis avipockenvirus-spezifischer DNA bei verschiedenen

Vogelspezies in der FP 1/FP2- PCR

Analyse der PCR-Produkte durch gelelekirophoretische Auftrennung und Sichtbarmachung durch
Ethidiumbromid. Die FragmentgréBen des GrdéBenmarkers sind angegeben. M:100bp-DNA-
GréBenmarker, 1:Huhn HP-B, 2: Pute GB 134-01, 3:Sperling HS-DD, 4: StrauB GB724-01/20, 5:
Taube TP-2, 6:Falke GB362-02/6, 7:Kanarienvogel GB724-01/22, 8:Kanarienvogel GB 1007-02,
9:Sperling GB 320-02, 10:Rabenkrahe GB1115-02, 11: Triel GB 182-98, 12: Habicht, 13:
Hakengimpel GB 1170-02, 14: Agapornide Aplll, 15:Negativkontrolle.
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4.3.2 REA zur Differenzierung weiterer Avipockenvirusspezies

Um zu untersuchen, ob sich die verschiedenen Avipockenviren differenzieren lassen,
wurden die PCR-Produkte mittels Restriktionsenzymanalyse (REA) untersucht. Bei zwei
Feldisolaten von Falken (GB 362-02/5, GB 405-02/3) lieB sich zwar mittels der PCR eine
schwache Bande der erwarteten GréBe nachweisen, die amplifiziete DNA-Menge war
jedoch fur eine weitere Untersuchung in der REA nicht ausreichend. Innerhalb einer
Vogelart zeigte sich ein einheitliches Spaltbild. Ausnahmen bildeten die PCR-Produkte von
Kanarienvdgeln und Sperlingen, bei denen die REA jeweils zu zwei unterschiedlichen
Spaltbildern fihrte. Bei der folgenden Erlauterung wird das Falkenisolat GB 405-02/4
ausgenommen, weil in der REA mittels EcoRV, Nialll und Msel jeweils ein Spaltbild
entstand, das gleichzeitig sowohl die Fragmente der anderen Falkenisolate als auch die
Fragmente des Isolates vom StrauB (GB 724-01/20), von der Taube (Z 125-03) bzw. von
den Taubenpockenstdmmen (TP-2 und Peristin) zeigte und angenommen wird, dass
entweder eine Doppelinfektion vorlag oder die Probe kontaminiert wurde. Da die
Virusisolierung in diesem Fall mit negativem Ergebnis verlief, konnte es nicht weiter
geklart werden.

4.3.2.1 EcoRV-Spaltung des PCR-Produktes der Primerkombination FP1 und FP2

Bei der Spaltung der PCR-Produkte der Feldisolate vom Sperling HS-DD und von der
Taube Z 125-03 sowie dem Isolat vom StrauB GB 724-01/20 ergab sich mit dem
Restriktionsenzym EcoRV wie bei den beiden Taubenpockenstdmmen (TP-2 und Peristin)
ein identisches Spaltbild zu den FWPV-Stammen (HP-B und HP-1) und den Isolaten von
Hihnern und Puten (GB 724-01/1-18, GB 134-01). Die PCR-Produkie von den
Feldisolaten der Falken (GB 362-02/1-4, GB 362-02/6, GB 405-02/1-2, Falkenlll/1-4, Z 59-
02 und Z 95-02) wiesen ein Spaltbild auf, das sich von den Spaltbildern der anderen
Spezies unterschied. Bei der Analyse der Avipockenviren, die von Kanarienvégeln
stammten, zeigten sich zwei verschiedene Spaltbilder: Bei den beiden
Kanarienpockenstdmmen KP-1 und KP-1-V557 sowie dem Isolat des Kanarienvogels GB
724-01/22 zeigte sich ein Spaltbild mit zwei Fragmenten, bei der Analyse der weiteren drei
Feldisolate von Kanarienvégeln (GB 411-02, GB 1007-02 und GB 1400-02) wurde
hingegen das PCR-Produkt durch EcoRV nicht gespalten. Damit zeigten sie ein
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identisches Spaltbild zu den Pockenvirusisolaten von zwei Sperlingen (GB 727-02 und GB
320-02), von der Rabenkrédhe GB 1115-02, vom Hakengimpel GB 1170-02, vom Triel GB
182-98, vom Habicht sowie vom Agapornidenisolat Aplll, die ebenfalls keine Spaltstelle fir
das Enzym EcoRV besafBen (Abb.24).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

- 500bp

-100bp

Abb. 24 EcoRV-Spaltung der PCR-Produkte von verschiedenen Avipockenviren

Die PCR-Produkte der FP1/FP2-PCR von verschiedenen Avipockenviren wurden durch das
Restriktionsenzym EcoRV gespalten, die entstandenen Fragmente in einem 3 %igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die FragmentgréBen
(inbp) eines GroBenmarkers sind angegeben. 1:Huhn HP-B, 2:Pute GB 134-01, 3:Sperling HS-
DD, 4: StrauB GB724-01/20, 5: Taube TP-2, 6: Falke GB 362-02/6, 7:Kanarienvogel GB 724-01/22,
8:Kanarienvogel GB1007-02, 9:Sperling GB 320-02, 10:Rabenkrdhe GB1115-02, 11:Triel GB
182-98, 12:Habicht, 13:Hakengimpel GB 1170-02, 14: Agapornide AplIl.

4.3.2.2 Nlalll-Spaltung des PCR-Produktes der Primerkombination FP1 und FP2

Das Nialll-Spaltbild des PCR-Produktes des Feldisolates vom Sperling HS-DD war
identisch zu den FWPV-Stdmmen (HP-1 und HP-B) und den lIsolaten von Hihnern und
Puten (GB724-01/1-18, GB 134-01). Das Isolat vom StrauB GB 724-01/20 sowie das
Feldisolat und die Pockenstdmme von Tauben (Z 125-03, TP-2 und Peristin) zeigten ein
weiteres Spaltbild. Die Feldisolate der Falken (GB 362-02/1-4, GB 362-02/6, GB 405-02/1-
2, Falkenlll/1-4, Z 59-02 und Z 95-02) wiesen ein drittes Spaltbild auf, wobei ein GroBteil
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dieser Isolate ein schwaches weiteres Fragment von etwa 380 bp aufwies, das rechnerisch
als unspezifisch eingeordnet werden konnte. Ein weiteres Bild ergaben die Fragmente der
Kanarienpockenstdmme und -isolate (KP-1, KP-1-V557, GB 724-01/22, GB 411-02, GB
1007-02 und GB 1400-02), der zwei Sperlingsisolate GB 727-02 und GB 320-02, der
Rabenkrahe GB 1115-02, des Hakengimpels GB 1170-02, des Triels GB 182-98 und des
Habichts. Bei Spaltung des PCR-Produktes des Agapornidenisolates Aplll ergab sich ein
finftes Spaltbild (Abb. 25).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

. - 500 bp
= —
[ N —— - A
—
-100bp
Abb. 25 Nilalll-Spaltung der PCR-Produkte von verschiedenen Avipockenviren

Die PCR-Produkte der FP1/FP2-PCR von verschiedenen Avipockenviren wurden durch das
Restriktionsenzym Nialll gespalten, die entstandenen Fragmente in einem 3%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die FragmentgréBen
(inbp) eines GroBenmarkers sind angegeben.1:Huhn HP-B, 2: Pute GB 134-01, 3: Sperling HS-DD,
4: StrauB GB724-01/20, 5:Taube TP-2, 6:Falke GB362-02/6, 7:Kanarienvogel GB724-01/22,
8:Kanarienvogel GB1007-02, 9:Sperling GB 320-02, 10:Rabenkrdhe GB1115-02, 11:Triel GB
182-98, 12:Habicht, 13:Hakengimpel GB 1170-02, 14: Agapornide Aplll.
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4.3.2.3 Msel-Spaltung des PCR-Produktes der Primerkombination FP1 und FP2

Die Untersuchung mittels des Restriktionsenzyms Msel erméglichte eine Differenzierung
der Avipockenviren wie die Spaltung durch Nilalll, jedoch wiesen die PCR-Produkte mehr
Spaltstellen fir Msel auf (Abb. 26).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

- 500bp

-100bp

Abb. 26 Msel -Spaltung der PCR-Produkte von verschiedenen Avipockenviren

Die PCR-Produkte der FP1/FP2-PCR von verschiedenen Avipockenviren wurden durch das
Restriktionsenzym Msel gespalten, die entstandenen Fragmente in einem 3%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die FragmentgrdBen
(inbp) eines GrdéBenmarkers sind angegeben. 1:Huhn HP-B, 2:Pute GB 134-01, 3:Sperling HS-
DD, 4: StrauBB GB724-01/20, 5: Taube TP-2, 6: Falke GB 362-02/6, 7:Kanarienvogel GB 724-01/22,
8: Kanarienvogel GB1007-02, 9:Sperling GB 320-02, 10:Rabenkrahe GB1115-02, 11: Triel GB
182-98, 12:Habicht, 13:Hakengimpel GB 1170-02, 14: Agapornide AplIl.

4.3.2.4 Dpnll-Spaltung des PCR-Produktes der Primerkombination FP1 und FP2

Durch die Spaltung mit Dpnll lieBen sich die Avipockenviren wie mit den Enzymen Nialll
und Msel differenzieren, jedoch fehlte die Unterscheidung des StrauBenisolates bzw. der
Taubenpocken von den Falkenisolaten. Sie zeigten ein gemeinsames Spaltbild (Abb. 27).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

- 500bp
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-100bp

Abb. 27 Dpnll -Spaltung der PCR-Produkte von verschiedenen Avipockenviren

Die PCR-Produkte der FP1/FP2-PCR von verschiedenen Avipockenviren wurden durch das
Restriktionsenzym Dpnll gespalten, die entstandenen Fragmente in einem 3%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die FragmentgréBen
(inbp) eines GréBenmarkers sind angegeben. 1:Huhn HP-B, 2:Pute GB 134-01, 3:Sperling HS-
DD, 4:StrauBB GB724-01/20, 5:Taube TP-2, 6:Falke GB362-02/6, 7: Kanarienvogel GB724-01/22,
8:Kanarienvogel GB1007-02, 9:Sperling GB 320-02, 10:Rabenkrdhe GB1115-02, 11:Triel GB
182-98, 12:Habicht, 13:Hakengimpel GB 1170-02, 14: Agapornide Apll.

Zur Auswertung dieser Daten wurden die vier verschiedenen Spaltbilder bei EcoRV mit
rdmischen Zahlen (I-1V) und die finf verschiedenen Spaltbilder bei Nlalll mit arabischen
Buchstaben (A-E) bezeichnet (Tab.21). Die Untersuchungen mittels Msel und Dpnll
ermdglichten keine weitergehende Differenzierung. Die untersuchten Avipockenviren von
unterschiedlichen Vogelarten aus acht Ordnungen konnten durch Kombinationen der
Spaltbilder von EcoRV und Nialll in sechs Grupppen differenziert werden. Diese sechs
Gruppen wurden anschlieBend nach einem Vertreter (FWPV-Spaltbild, PGPV-Spaltbild,
Falken-Spaltbild, CNPV-Spaltbild, Agaporniden-Spaltbild) bzw. nach der anzahlméBig
vorherrschenden Ordnung der Passeriformes (Sperlingsvdgel-Spaltbild) benannt.
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Differenzierbarkeit der untersuchten Avipockenviren mittels REA

Tab. 21

Die Bezeichnung Sperlingsvogel-Spaltbild wurde fir die Kombination des Agaporniden-Spaltbildes

bei EcoRV und des CNPV-Spaltbildes bei Nlalll gewahlt.
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Insgesamt betrachtet konnten dadurch alle untersuchten Isolate weitgehend den
Ordnungen der Vogelarten, von denen das Probenmaterial stammte, zugeordnet werden.
Die Isolate, die zu dem Falken-Spaltbild (1I/C) gefihrt hatten, gehérten zu der Ordnung
Falconiformes. Ebenso gehdrte das Agapornidenisolat Aplll, das das Agaporniden-
Spaltbild (IV/E) gezeigt hatte, der eigenen Ordnung Psittaciformes an. Die untersuchten
Isolate, die zum PGPV-Spaltbild (I/B) geflhrt hatten, gehérten nach der Ordnung entweder
zu den Struthioniformes oder zu den Columbiformes. Zum FWPV-Spaltbild (I/A) fihrten
die Isolate, die von Vogelarten aus der Ordnung Phasianiformes stammten — mit
Ausnahme des ebenfalls dieses Spaltbild aufweisenden Sperlingsisolates HS-DD. Die
anderen Sperlingsisolate (Ordnung Passeriformes) ergaben das Sperlingsvdgel-Spaltbild
(IV/D). Dieses Spaltbild zeigten ebenfalls die untersuchten Isolate aus den Ordnungen
Charadriformes (Triel GB 182-98) und Accipitriformes (Habicht) sowie auch die anderen
untersuchten Isolate der Ordnung Passeriformes (Rabenkrahe, Hakengimpel,
Kanarienvdgel) — jedoch mit der weiteren Ausnahme einiger Kanarienvogelisolate (KP-1,
KP1-V557, GB 724-01/22), die durch eine zusatzliche Spaltstelle zu einem eigenen
CNPV-Spaltbild (111/D) geflhrt hatten.

4.3.3 Sequenzanalyse verschiedener Avipockenviren

4.3.3.1 Sequenzierungen

Um die erhaltenen Ergebnisse zu bestatigen wurden als jeweiliger Vertreter fiir das
Spaltbild bzw. die Vogelart zehn Feldisolate aus acht verschiedenen Ordnungen sowie die
zwei Virusstdmme HP-B und TP-2 sequenziert. Da die REA der PCR-Produkte von
Kanarienvégeln und Sperlingen zu jeweils zwei unterschiedlichen Spaltbildern geflihrt
hatten, wurden von diesen beiden Vogelarten je zwei reprasentative Isolate gewahlt
(Tab.22). Die gewahlten Bezeichnungen fir die Avipockenviren zur vereinfachten
Darstellung in Tabellen in dieser Arbeit sind ebenfalls in der Tabelle 22 angegeben. Die
Nukleotidsequenzen der amplifizierten Region der verschiedenen untersuchten
Avipockenvirusstimme und -isolate wurden mit den veréffentlichten Sequenzen des Core-
Proteins 4b Gens von FWPV (HP-444) und CNPV (Wheatley C93) verglichen (Tab. 23).
Mit Ausnahme der Berechnung der Fragmente, die bei der REA zu erwarten sind, erfolgte
die Auswertung der Sequenzen ohne die Primerbindungsstellen.
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Tab. 22 Sequenzierte Avipockenviren als ausgewahlte Vertreter fir die jeweilige
Vogelart bzw. das Spaltbild und gewéhlte Bezeichnungen fir die

Darstellungen in dieser Arbeit

. Vertreter fir Gewahlte
FREEmE Vogelart Spaltbild Bezeichnung
Hihnerpockenstamm HP-B Huhn FWPV FWPV-HP-B
Putenisolat GB 134-01 Pute FWPV Pute-134-01
StrauBenisolat GB 724-01/20 StrauB PGPV StrauB-724-01
Taubenpockenstamm TP-2 Taube PGPV PGPV-TP-2
Falkenisolat GB 362-02/6 Falke Falken Falke-362-02
Kanarienvogelisolat GB 724-01/22 Kanarienvogel CNPV Kanarie-724-01
Kanarienvogelisolat GB 1007-02 Kanarienvogel Sperlingsvogel Kanarie-1007-02
Sperlingsisolat HS-DD Sperling FWPV Sperling-HSDD
Sperlingsisolat GB 320-02 Sperling Sperlingsvégel Sperling-320-02
Rabenkrahenisolat GB 1115-02 Rabenkrahe Sperlingsvégel Rabenk.-1115-02
Hakengimpelisolat GB 1170-02 Hakengimpel Sperlingsvégel Hakeng.-1170-02
Trielisolat GB 182-98 Triel Sperlingsvégel Triel-182-98
Habichtisolat Habicht Sperlingsvégel Habicht
Agapornidenisolat Aplll Agapornide Agaporniden Agaporn.-Aplll

Tab. 23 Ermittelte Sequenzen der Avipockenviren (Core Protein 4b-Genfragment)
im Vergleich zu den veréffentlichten Sequenzen von FWPV und CNPV
1 50
FWPV-HP444 CAGCAGGTGC TAAACAACAA CGACCTATGC GTCTTCGTAG TA---AACCA
FWPV-HP-B . J—

Pute-134-01
Sperling-HSDD

StrauBl-724-01 G i e e GTA.....
PGPV-TP-2 .G..CG... i GTA.....
Falke-362-02 ... T.A. .C........ ..GTA.. ...
Kanarie-724-01 T..... A. .C.cC....A C.——G...T
Kanarie-1007-02 T..... A. .C.CC....A C.——G...T
Sperling-320-02 T..... A. .C.CC....A C.——G...T
CNPV-C93 T..... A. .C.CC ..AC.—G...T
Rabenk.-1115-02 T..... A. .C.CC A C.——G...T
Triel-182-98 T..... A. .C.CC ..AC.——G...T
Habicht T..... A. .C.CC....A C.——G...T
Hakeng.-1170-02 T..... A. .C.CC....A C.——=G...T
Agaporn.—-ApIII L., T. cC...CTA -——.G..T
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Fortsetzung Tab. 23

51 100
FWPV-HP444 AAACCTGATA TATGTAAAGG AGTTTCAGAT TCTGTAAAAC AAAAAAACAC
FWPV—HP =B it it i it i it e et et et et ee e e
Pute—134-01 e ettt et et ettt e
SPerling—HSDD it ettt et et
StrauB-724-01 ..... Ce et e e e T. Gev i i T.
PGPV-TP-2 ... Cov et e e e e T. Govien c i T.
Falke-362-02 TG CollCulGew wl b AL i e s Ge it
Kanarie-724-01 .GT.A...C CT...... A. C.A.A...GA AA..AT. ... .«..e... GT
Kanarie-1007-02 .GT.A...C CT...... A. C.A.A...GA AA..AT.... ..... GT
Sperling-320-02 .GT.A...C CT...... A. C.A.A...GA AA..AT.... ...... GT
CNPV-C93 .GT.A...C CT...... A. C.A.A...GA AA..AT. ... ...... GT
Rabenk.-1115-02 .GT.A...C CT...... A. C.A.A...GA AA..AT.... ...... GT
Triel-182-98 .GT.A...C CT...... A. C.A.A...GA AA..AT.... ...... GT
Habicht .GT.A...C CT...... A. C.A.A...GA AA..AT.... ..... GT
Hakeng.-1170-02 .GT.A...C CT...... A. C.A.A...GA AA..AT.... ...... GT
Agaporn.—-ApIII ..... C..CG CcC. GG.. LAVATG. .. AAT. oo o G.

101 150
FWPV-HP-444 AATTATCAAC ATAGATGAAA TTACATCTAC TCATGACTGG CAATATAATC
FWPV—HP =B it i it it ittt i et iee et et aaee st e
PUte—134-01 e et e e e et e e e e e e
SPerling—HSDD it e ettt et e et e et e
StrauR-724-01 ... ..... N A e e
PGPV-TP-2 ..., T i ii i ceee e Al i e i
Falke-362-02 (€ T oo Coool. A.. G..... Tovoe v
Kanarie-724-01 T..AG.T..T .......... Cool. Covunn T. FECIN C.
Kanarie-1007-02 T..AG.T..T .......... Coo... C..... T. FC C.
Sperling-320-02 T..AG.T..T vuvvvnunnn. Cuounn. C..... T. G C.
CNPV-C93 T..AG.T..T .......... Coooa Coon... T. Gooo.. C.
Rabenk.-1115-02 T..AG.T..T ... Cooen C.oo.. T. Goool C.
Triel-182-98 T..AG.T..T .......... Coooa Coo... T. .Gooo.. C.
Habicht T..AG.T..T ... Coool C.oo.. T. Gl C.
Hakeng.-1170-02 T..AG.T..T ...... A. N C..... T. .G..... C.
Agaporn.—-ApIII T.CC..A.. Covooon ALLGelL . A..C..T... oo G.

151 200
FWPV-HP-444 TTAGAAAAGA CGCAGATGCT ATAGTAAGAT ATCTCATGGA TAGAAAATGT
FWPV—HP =B it ittt it ittt et it ettt et e
PUute—134-01 e e et et e ettt e e e
SPerling—HSDD it et e et e e e e e
StrauB-724-01 Coviin. Tt ie e e B
PGPV-TP-2 Cooiaa Tt e i it e e Toi o i e i e
Falke-362-02 ...... ..., T..G..CA.A ..T..T...C .C..T..... €
Kanarie-724-01 ALl GCA..... ..... T.A.. T, AGL ...
Kanarie-1007-02 AL GCA..... ..... T.A.. Tl AGL ...
Sperling-320-02 AL, GCA..... ..... T.A.. LTooo.. AGL ... ..
CNPV-C93 Ao, GCA..... ..... T.A.. T AGL .. C
Rabenk.-1115-02 Ao, GCA..... ..... T.A.. Teooe AG. ... C
Triel-182-98 Ao GCA..... ..... T.A.. Too o, AGL L. C
Habicht Ao oa.. GCA..... ..... T.A.. T AGL L C
Hakeng.-1170-02 AL LGCA. ... L. T.A.. LTool.. .AG. ... C
Agaporn.—-ApIII GC.T..... Goooaa .C..CG.A.. Goool C.AT......
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Fortsetzung Tab.

FWPV-HP-444
FWPV-HP-B
Pute-134-01
Sperling-HSDD
Straul-724-01
PGPV-TP-2
Falke-362-02
Kanarie-724-01
Kanarie-1007-02
Sperling-320-02
CNPV-C93
Rabenk.-1115-02
Triel-182-98
Habicht
Hakeng.-1170-02
Agaporn.—ApIII

FWPV-HP-444
FWPV-HP-B
Pute-134-01
Sperling-HSDD
Straul-724-01
PGPV-TP-2
Falke-362-02
Kanarie-724-01
Kanarie-1007-02
Sperling-320-02
CNPV-C93
Rabenk.-1115-02
Triel-182-98
Habicht
Hakeng.-1170-02
Agaporn.—-ApIITI

FWPV-HP-444
FWPV-HP-B
Pute-134-01
Sperling-HSDD
StrauB-724-01
PGPV-TP-2
Falke-362-02
Kanarie-724-01
Kanarie-1007-02
Sperling—-320-02
CNPV-C93
Rabenk.-1115-02
Triel-182-98
Habicht
Hakeng.-1170-02
Agaporn.—-ApIII

23

201
GATATAAATA ACTTTACGAT ACAAGACCTT ATTCGCGTTA TGAGGGAATT

251

301

SRR R EE R

.7
..T..A..G
..T..A..G
..T..A..G
..T..A..G
..T..A..G
..T..A..G
..T..A..G
...T..A..G
T.ooooo..
CGGTAAAAAC
T..C.....
To.Covll
Tooooo,
T .G.G.
T...... G.
T...... G.
T...... G.
T...... G.
T...... G.
T...... G.
T...... G.
C.oonn G.

HHHaHAaHa4

H
Q) -

GAG

SR Ro RN R R R WS
Qe

250

300

.C.
350
TCATCCT
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Fortsetzung Tab. 23

35 400
FWPV-HP-444 CTAATGGTTA TTTATTCGCA CTCAGATAAT AAGATAGGAG AACAGTTAAA
B e e
PUte—134-01 e e e e et et e et e e e e e
SPerling—HSDD ittt i et et e et et e
StrauBR-724-01 ..o e A.. T.oo.ooo... C oo G. i
PGPV-TP-2 it iine e R C i Ge it
Falke-362-02 ... ... ..., ce..CLolALL TGl G ii i D | NN
Kanarie-724-01 T.A.C.. ...... ATA. TA...... G GA....... T...A.G
Kanarie-1007-02 T.A.C.. ...... ATA. TA...... G GA....... T...A.G
Sperling-320-02 T.A.C.. ...... ATA. TA...... G GA....... T...A.G
CNPV-C93 T.A.C.. ...... ATA. TA...... G GA....... T...A.G
Rabenk.-1115-02 T.A.C.. ...... ATA. TA...... G GA....... T...A.G
Triel-182-98 T.A.C.. ...... ATA. TA...... G GA....... T...A.G
Habicht T.A.C.. ...... ATA. TA...... G GA....... T...A.G
Hakeng.-1170-02 L. TLACL. e ATA. TA...... G. GA....... TO0 ALG
Agaporn.-ApIII T.G...A.A. ....... T o C vt T. ..... C.G

401 450
FWPV-HP-444 ACTACTAGAA AATACATATG ATCCATCCAG ATATCAAGCG TTGATAGATA
L Y e
PUte—134-01 e e e e e et e e e et et e e
SPerling—HSDD it it ettt eee et ettt e
StrauR-724-01 ... ool T..C. ....... T.. ..., G.. T C.oovvvinn
PGPV-TP-2 e e T..C. ....... T.. ... G.. T C.ooovi.
Falke-362-02 e Too o Al C.
Kanarie-724-01 G..TT..... Coonn. T.A TC..T..T.. Covnnn. C.T..T
Kanarie-1007-02 G..TT..... Cooon T.A TC..T..T.. Covin C.T..T
Sperling-320-02 G..TT..... .C..... T.A TC..T..T.. Covinn C.T..T
CNPV-C93 G..TT..... Cooin T.A TC..T..T.. Cooont C.T..T
Rabenk.-1115-02 G..TT..... Coon. T.A TC..T..T.. Cooone C.T..T
Triel-182-98 G..TT..... Cooon T.A TC..T..T.. Covvnn C.T..T
Habicht G..TT..... Cooon T.A TC..T..T.. Covn C.T..T
Hakeng.-1170-02 G..TT..... Coool T.A TC..T..T.. ...C...... C.T..T
Agaporn.—ApIII GG.T..T... ..... G...A CC..T..... Gevvvvn ot T C.C.o......

451 500
FWPV-HP-444 CGACTAGGTT TCAATCAACA AACTTTGTTG ACATGTCAAC ATCTAGTGAT
FWPV—HP =B i i ittt ittt iiits tititeteee ttiteaeaee teeeeeeean
Pute—134-01 e e e et ettt e e e
Sperling—HSDD it e ettt et et e et e
StrauB-724-01 ToGeeens i Toor i G. .T........ Gevevvn it
PGPV-TP-2 LTo.Gee oo ool Tooe oo G. Toooooo. Govvvvnnnn
Falke-362-02 Too... A, ..., Tooo oo T.A. .T...... G. i,
Kanarie-724-01 T..A..A.. C..... T..T ........ A. .T..... T G...TC.
Kanarie-1007-02 T..A..A.. C..... T..T ... A. .T..... T G...TC.
Sperling-320-02 .T..A..A.. C..... T..T ........ A. .T..... T.. G...TC.
CNPV-C93 TOAVLALL Col T..T ........ A T..... T.. G...TC.
Rabenk.-1115-02 T..A..A.. C..... T..T ..., A. T..... T.. G...TC.
Triel-182-98 T..A..A.. C..... T..T ........ A. .T..... T.. G...TC.
Habicht T..A..A.. C..... T..T ........ A. T..... T.. G...TC..
Hakeng.-1170-02 .T..A..A.. C..... T..T ........ A. .T..... T.. G...TC...
Agaporn.—-ApIII  ....... A.. G..T..T ........ A. ....... T.. T...TCA...
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Fortsetzung Tab. 23

501 550
FWPV-HP-444 ATGTTATTTA GATTCAAAGA CCAGGATTCC ATAGGCTACG TTCATCCTAT
FIWPV—HP =B it i it i it ittt it ittt ettt te et e
PULe—134=01 e et et et et ettt ettt e
SPerling—HSDD ittt ettt e et et e e
StrauB-724-01 ..... G
PGPV-TP-2 ... G
Falke-362-02 ..... G
Kanarie-724-01 ..CC.G . . ..
Kanarie—-1007-02 LLCTCLGe o e T..A..... T ..... T..TA .A..... A..
Sperling-320-02 B o c T T..A..... T co... T..TA .A..... A..
CNPV-C93 LCTC.GL s e T..A..... T ..... T..TA .A..... A..
Rabenk.-1115-02 LLCTCLGL s e T..A..... T ..... T..TA .A..... A..
Triel-182-98 LLITC.Go o e T..A..... T ..... T..TA .A..... A..
Habicht LCIC.GL e e T..A..... T ..... T..TA .A..... A..
Hakeng.-1170-02 LLTC.Ge o s T..A..... T ..... T..TA .A..... A..
Agaporn.—-ApIII ..TC.T

Q
D)
H
o=
a
H
H
o=
o)

551 581
FWPV-HP-444 ATTAGTTGCT TTATTCGGCG TTAAGCTACC G
Fwpv-HP-B ..o
Pute-134-01 ...,
Sperling-HSDD ..........
StrauB-724-01 ... ......
PGPV-TP-2 ..
Falke-362-02 ..........
Kanarie—-724-01
Kanarie-1007-02
Sperling-320-02
CNPV-C93
Rabenk.-1115-02
Triel-182-98
Habicht
Hakeng.-1170-02
Agaporn.—ApIlIIT

R Ro R R RoRo R
bbb bbb

>

4.3.3.2 Berechnung der mittels REA zu erwartenden Fragmente

Anhand der Sequenzen konnten die jeweiligen FragmentgroBen errechnet werden, die
durch die Restriktionsenzyme EcoRV, Nialll, Msel bzw. Dpnll bei den einzelnen
Avipockenviren zu erwarten sind. Es zeigte sich, dass die durch die REA fir die jeweiligen
Avipockenviren erhaltenen Spaltbilder in allen Fallen mit den errechneten FragmentgréBen
Ubereinstimmten (Tab. 24 und Tab. 25).
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Tab. 24 Darstellung der Spaltbilder und FragmentgréBen der 14 sequenzierten Avi-
pockenvirusstdmme bzw. —isolate bei Verwendung der Enzyme EcoRV und
Nialll.
Kanarie-
1007-02
Sperling-
FWPV-HP-B . 320-02
Pute-134-01 | STAUB 72401 | papegpp.0p | KaNare72d | Habenk 1 Aganom.- Apll
Sperling-HSDD T P
Triel-182-98,
Habicht,
Hakeng.-
1170-02
578
497
432
EcoRV 252
177 | 180
149
81
446 |
281
264
218
Nlalll 185 156 165
132 135 132
112
96 96
53 64 + 71

Die unterlegten Felder stellen die durch die Fragmente entstandenen Banden im Agarosegel nach
der Elektrophorese dar. Die Zahlen entsprechen den nach der Sequenzierung errechneten
FragmentgréBen (inbp) und wurden in abnehmender GréBe von oben nach unten eingezeichnet.
Durch Anwendung der REA nicht weiter differenzierbare Virusstimme und -isolate wurden in den
Spalten zusammengefasst.
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Tab. 25 Darstellung der Spaltbilder und FragmentgréBen der 14 sequenzierten Avi-
pockenvirusstdmme bzw. —isolate bei Verwendung der Enzyme Msel und
Dpnll.
Kanarie-
1007-02
Sperling-
FWPV-HP-B . 320-02
Pute-134-01 Sgélgif.?;'? Falke-362-02 Kana8$-724- T? 1b 5e %kZ Agaporn.- Aplll
Sperling-HSDD T s
Triel-182-98,
Habicht,
Hakeng.-
1170-02
321
301
270
246 249 247
175
Msel 147 130
118
95 103
52+57 | 45 53 + 69 + 73
10
303
257
224 205 221
Dpnill 162
113 128 + 129
82 63
53 37

Die unterlegten Felder stellen die durch die Fragmente entstandenen Banden im Agarosegel nach
der Elektrophorese dar. Die Zahlen entsprechen den nach der Sequenzierung errechneten
FragmentgréBen (inbp) und wurden in abnehmender GréBe von oben nach unten eingezeichnet.
Durch Anwendung der REA nicht weiter differenzierbare Virusstdmme und -isolate wurden in den
Spalten zusammengefasst.
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4.3.3.3 Homologien der Avipockenvirus-Sequenzen auf Nukleotidebene
4.3.3.3.1 Homologien der Avipockenvirus-Sequenzen zur FWPV-Sequenz

Der Huhnerpockenimpfstoff HP-B und die Feldisolate der Pute GB 134-01 sowie des
Sperlings HS-DD zeigten eine zur verdffentlichten FWPV-Sequenz (Stamm HP-444)
identische Nukleotidabfolge der 538 bp (100 % Homologie). Das Feldisolat vom StrauB3
GB 724-01/20, der Taubenpockenstamm TP-2 und der Falke GB 362-02/6 wiesen eine
Insertion von drei aufeinanderfolgenden Nukleotiden (insgesamt 541 bp) auf. Wahrend
das Feldisolat vom StrauB GB 724-01/20 und der Taubenpockenstamm TP-2 beide eine
Homologie von 91 % zur FWPV-Sequenz besaBen, zeigte die fir den Falken GB 362-02/6
erhaltene Sequenz eine Homologie von 88 % zur FWPV-Sequenz. Die Homologie zur
FWPV-Sequenz der weiteren untersuchten und sequenzierten Isolate (Kanarienvogel GB
724-01/22, Kanarienvogel GB 1007-02, Sperling GB 320-02, Rabenkrahe GB 1115-02,
Triel GB 182-98, Habicht, Hakengimpel GB1170-02 und Agapornidenisolat Aplll) betrug
jeweils 74 % (Tab. 26 und 28).

4.3.3.3.2 Homologien der Avipockenvirus-Sequenzen untereinander

Das Feldisolat vom StrauB GB 724-01/20 und der Taubenpockenstamm TP-2 zeigten
zueinander 99% Homologie. Die Feldisolate des Kanarienvogels GB 1007-02 und des
Sperlings GB 320-02 besaBen in Nukleotidebene 100 % Homologie. Ebenfalls zeigten die
Feldisolate der Rabenkrahe GB 1115-02, des Triels GB 182-98 und des Habichts eine zu
der veroffentlichten CNPV-Sequenz identische Nukleotidabfolge. Diese beiden Sequenzen
unterschieden sich untereinander sowie zum Hakengimpel GB 1170-02 und zum
Kanarienvogel GB 724-01/22 in 1% Divergenz. Die Sequenzen des Falkenisolates GB
362-02/6 bzw. des Agapornidenisolates Aplll lieBen deutlich geringere Homologiegrade zu
den anderen Sequenzen erkennen (73-88 % bzw. 73-75 %) (Tab. 28).
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Tab. 26 Homologiegrade (in %) verschiedener Avipockenviren zu den Sequenzen
von FWPV (Stamm HP-444) und CNPV (Stamm Wheatley C93) im Core
Protein 4b Gen-Abschnitt und die Registrierungsnummern der Gen-
Datenbank im Internet (GenBank Accession-Nr.)

Homologie zu SenE GenBank Accession
FWPV CNPV Nr.
100 % 74 % FWPV-HP-B AY530302
100 % 74 % Pute-134-01 AY530304
100 % 74 % Sperling-HSDD AY530307
91 % 74 % StrauB-724-01 AY530305
91 % 72 % PGPV-TP-2 AY530303
88 % 75 % Falke-362-02 AY530306
74 % 99 % Kanarie-724-01 AY530309
74 % 99 % Kanarie-1007-02
74 % 99 % Sperling-320-02 AY530308
74 % 100 % Rabenk.-1115-02
74 % 100 % Triel-182-98 AY530310
74 % 100 % Habicht
74 % 99% Hakeng.-1170-02
74 % 74% Agaporn.-Aplll AY530311

4.3.3.4 Homologien der Avipockenvirus-Sequenzen auf Aminosaurenebene

Nach Ableitung der Nukleinsdurensequenzen in Aminosaurensequenzen konnten die
Homologiegrade der Avipockenvirusspezies auf Aminosaurenebene ermittelt werden (Tab.
27 und 28).
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Tab. 27 Aminosaurensequenzen durch Ableitung der Avipockenvirussequenzen im
amplifizierten Bereich des Core Protein 4b Gens

FWPV-HP-B RPMRLRS—-KPKPDICKGVSDSVKQKNTIINIDEITSTHDWQYNLRKDADA
Pute-134-01  ....... e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sperling—-HSDD  ....... e e e e e e et e ettt ettt e e
StrauR-724-01  ....... S L i G it e e e e e e e
PGPV-TP-2 \% B T
Falke-362-02 T T T
Kanarie-724-01 I.P.N-R..S.P..SDTGND...S. . V.t eeeeeeroeonenn GN

Kanarie-1007-02 ..I.P.N-R..S.P..SDTGND...S.. V.t weennenenn. GN
Sperling-320-02 ..I.P.N-R..S.P..SDTGND...S. . V. iieuernenenn. GN

Rabenk.-1115-02 I.P.N-R..S.P..SDTGND...S.. V. iiennnenn. GN.
Triel-182-98 I.P.N-R..S.P..SDTGND...S.. V.t iienennn. GN

Habicht I.P.N-R..S.P..SDTGND...S. . V.t ieeeeeeennn GN

Hakeng.-1170-02 I.P.N-R..S.P..SDTGND...S..V... K., GN

Agaporn.—ApIIT I.P.Y-..... A.R.DM..N S. T, S. G

FWPV-HP-B IVRYLMDRKCDINNFTIQDLIRVMRELNIIRNERQELFELLSHVKGSLSS
B e
SPEer ling—HSDD i it e e e e e e e e e e e e e e
SEraUB =724 =01 it e e e e e e e e ettt e et
L Y
Falke-362-02 D S O
Kanarie-724-01 ..K....K....R...M....S..KT..... S Ao
Kanarie-1007-02 ..K....K....R...M....S..KT..... S i, Ao,
Sperling-320-02 ..K....K....R...M....S..KT..... St A,
Rabenk.-1115-02 ..K....K....R...M....S..KT..... S e, Ao,
Triel-182-98 KoLKl RO UML L LU SLUKTL L L. S Ao,
Habicht Kool Keo oL ROLUMLLLLUSLUKT L. L S i Ao,
Hakeng.-1170-02 ..K....K....R...M....S..KT..... S v Ao,
Agaporn.—-ApIITI TAK....N....K...M..... I.K...... Sevei i A........
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Fortsetzung Tab. 27

FWPV-HP-B NSVSVKTSHPLMVIYSHSDNKIGEQLKLLENTYDPSRYQALIDTTRFQST
PULE =134 =00 e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e
SPETr Ling—HSODD ittt e e e e e e e e e e e e e e e e
Lol = G el S
L Y A
Falke—362-02 ...t S
Kanarie-724-01 A
Kanarie-1007-02 A
Sperling-320-02 ...A..
Rabenk.-1115-02 ...A..
Triel-182-98 A
Habicht A
Hakeng.-1170-02 ...A..A... . ..
Agaporn.—-ApIII T...... I Veeoo. N

FWPV-HP-B NEVDMSTSSDMLFREFKDODSIGYVHPILVA
PUute—134-01 it e e e e e
Sperling—HSDD ...ttt ettt
StrauB—T724-01 . e e e e e
PGPV —TP =2 it et et et e e e
Falke-362-02 ..L.o..AL. ... S e e e e e
Kanarie-724-01 .......... T i ii i IT......
Kanarie-1007-02 .......... T i i i IT......
Sperling-320-02 .......... T i i IT......
Rabenk.-1115-02 .......... T i e IT......
Triel-182-98  .......... T i i I......
Habicht ... ...... T i i I......
Hakeng.-1170-02 .......... T e e i ieee I......
Agaporn.—-ApIII .......... T M..

Das Isolat vom StrauB GB 724-01/20 und der Taubenpockenstamm TP-2 wiesen zum
FWPV-Genom eine Homologie von 98% bzw. 97 % der Aminosaurenabfolge auf (Tab.
28). Ihre Sequenzen verfligten wie das Isolat vom Falken GB 362-02/6 durch die Insertion
der drei Nukleotide Uber eine zusatzliche Aminosaure an derselben Lokalisation. Das
Falkenisolat besaB eine Homologie von 93% zur FWPV-Sequenz. Die
Aminosaurensequenzen der Isolate vom Kanarienvogel GB1007-02, vom Sperling
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GB320-02, von der Rabenkrdhe GB1115-02, vom Triel GB182-98 und vom Habicht
waren identisch und besaBen eine Homologie zur FWPV-Sequenz von 77 %. Sowohl fur

das Kanarienvogelisolat GB 724-01/22 als auch fir das Isolat vom Hakengimpel GB 1170-

02 wurden jeweils eine Homologie zu FWPV von 76 % auf Aminosaurenebene ermittelt.

Das Isolat vom Agaporniden Aplll wies eine Homologie von 83 % auf.

Tab. 28 Homologiegrade (in %) der Avipockenvirusstdmme und Feldisolate auf
Nukleotid- (oberhalb der Diagonalen) bzw. Aminosdurenebene (unterhalb
der Diagonalen). Durch REA nicht differenzierbare Isolate / Stamme sind farblich
unterlegt.

Nukleotid-Homologie (in %)
. — e , el b N S| o ol 7 | Lol e
> m 'o_cg»ﬂ 25> mg'GC)O'q:JC?_on‘? Lo 5 |29 ==
Sd|53/58|33|50 50|53/ 55|52/82|24| 5 |22|83
u_Iﬂ-QC%Ia‘.En_'—mgg.‘EQQC%%g:'-?SIg:g
FWPYHP- 100 (100 | o1 | o1 | 88 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74
Pute- 134 1 100 100 91 | 91 | 88 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74
~| Sperling-
2| “Hsop 100 | 100 91 | 91 | 88 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74
<= | StrauB-
| 72001 98 | 98 | 98 99 | 88 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74 | 74
S PTG'PP;" 97 | 97 | 97 | 99 g8 |72 |72 |72 |72 | 72 | 72| 71 | 74
o ]
o Falke-
T a0z 93 | 93 | 93 | 93 | 93 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 73
S| Kanarie- | 26 | 76 | 76 | 75 | 75 | 74 99 | 99 | 99 | 99 | 99 | 99 | 74
3| 724-01
o| Kanarie- | 25 | 27 | 27 1 76 | 76 | 75 | 99 100 | 99 | 99 | 99 | 99 | 75
£ |_1007-02
< | Sperling-
005 | 77|77 |77 | 76 | 76 | 75 | 99 | 100 99 | 99 | 99 | 99 | 75
naberk: 177 | 77 | 77 | 76 | 76 | 75 | 99 | 100 | 100 100 | 100 | 99 | 74
Triel-
igoog | 77| 77|77 | 76 | 76 | 75 | 99 [ 100|100 | 100 100 | 99 | 74
Habicht | 77 | 77 | 77 | 76 | 76 | 75 | 99 | 100 | 100 | 100 | 100 99 | 74
Hakeng.-
117005 | 76| 76 | 76 | 75 | 75 | 74 | 98 | 99 | 99 | 99 | 99 | 99 74
Agzgﬂ:”" 83 | 83 |83 |83 |83 |78 |77 |77 |77 |77 |77 | 77 | 77
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Die durch Anwendung der FP1/FP2-PCR in Kombination mit REA als Sperlingsvdgel-
Spaltbild bezeichneten und nicht weiter differenzierbaren Avipockenvirusisolate
(Kanarienvogel GB 1007-02, Sperling GB 320-02, Rabenkrahe GB 1115-02, Triel GB 182-
98, Habicht sowie Hakengimpel GB 1170-02) zeigten beim Vergleich der Aminosauren-
sequenzen untereinander eine Homologie von 100%, mit Ausnahme des

Hakengimpelisolates, zu dem die anderen Isolate eine Homologie von 99 % aufwiesen.

4.3.4 Phylogenetische Analyse

Zur Ermittlung der phylogenetischen Beziehungen der untersuchten Avipockenviren wurde
mit den Sequenzen mittels der neighbor-joining Methode ein Stammbaum erstellt. Neben
den 14 erhaltenen Sequenzen wurden die verdffentlichten Sequenzen von FWPV (Stamm
HP-444) und CNPV (Stamm Wheatley C93) mit einbezogen.

Der Stammbaum zeigt neben den einzelnen Aufzweigungen des Falken GB 362-02/6 und
des Agaporniden Aplll eine Aufteilung in drei weitere Gruppen (Abb. 28). Gruppe 1 enthalt
den FWPV-Stamm HP444, den Hihnerpockenstamm HP-B, das Putenisolat GB 134-01
sowie den Sperling HS-DD. Gruppe 2 enthalt den StrauB GB 724-01/20 und den
Taubenpockenstamm TP-2. Gruppe 3 enthélt den CNPV-Stamm Wheatley C93 sowie die
Pockenvirusisolate von den Kanarienvégeln GB 724-01/22 und GB 1007-02, dem Sperling
GB 320-02, der Rabenkrédhe GB 1115-02, dem Triel GB 182-98, dem Habicht und dem
Hakengimpel GB 1170-02. Bei Zuordnung der Spaltbilder, die durch die REA erzielt
wurden, zeigte sich, dass alle Pockenvirusisolate, die in der REA zu dem FWPV-Spaltbild
(I/A) gefihrt haben, in der Gruppe 1 zu finden sind. Die Gruppe 2 enthalt das Isolat vom
StrauB GB 724-01/20 und den Taubenstamm TP-2, die mittels REA ebenfalls nicht
voneinander, aber von den weiteren Pockenvirusisolaten unterschieden werden konnten
(PGPV-Spaltbild, I/B). In der Gruppe 3 sind die Pockenviren zusammengefasst, die
entweder zu dem CNPV- (lll/D) oder zum Sperlingsvdgel-Spaltbild (IV/D) gefihrt haben.
Die Einzelaufzweigungen des Falken GB 362-02/6 bzw. des Agaporniden Aplll haben in
der REA zu eigenstandigen Spaltbildern gefthrt (Falken- (11/C) bzw. Agaporniden-Spaltbild
(IV/D)). Die Einteilung der Gruppen durch die phylogenetische Analyse entspricht somit
den Ergebnissen, die mittels REA erzielt wurden.



102 Ergebnisse

FWPV-HP-444
FWPV-HP-B
Pute-GB134-01

Sperling-DD1258
' PGPV-TP-2
StrauB-GB724-01/20

Falke-GB362-02/6

- Kanarienvogel-GB724-01/22

Kanarienvogel-GB1007-02

Sperling-GB320-02

r Hakengimpel-GB1170-02

Triel-GB182-98

Rabenkrahe-GB1115-02

Habicht

CNPV-WheatlyC93

Agapornide-Apllil
0.1

Abb. 28 Phylogenetischer Stammbaum der in dieser Arbeit untersuchten
Avipockenviren und der publizierten Stamme FWPV HP-444 und CNPV Wheatley C93,
verwurzelt in FWPW HP-444. Die Erstellung erfolgte mittels neighbor-joining Methode und
basierte auf einem 538 - 541 bp groBen Core Protein 4b Gen-Abschnitt. Die Skalierung
0.1 entspricht 0.1 Nukleotid-Austausche pro Position.





