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1 Einleitung

Viral bedingte Darmerkrankungen sind beim Wirtschaftsgefligel weit verbreitet. In der
Literatur werden zahlreiche Virusarten als Ursache von Darmerkrankungen be-
schrieben. Sie flihren teils monokausal, teils multikausal zum Krankheitsausbruch
(Hafez und Jodas, 1997; Saif, 2008). Infektionen finden in der Regel fakal-oral durch
direkten oder indirekten Kontakt zu infizierten Personen oder Tieren statt. Auch
kontaminierte Lebensmittel und Wasser sind als Infektionsquellen bekannt. Ca. 40%
der Gastroenteritiden bei Menschen werden durch Calici-, Rota-, Adeno- oder Astro-
viren ausgeldst (Mead et al., 1999). Aufgrund des hohen Infektionsdrucks kann es be-
sonders in Gemeinschaftseinrichtungen wie Schulen, Kindertagesstatten, Alten- und

Pflegeheimen sowie Krankenhausern zu Massenausbriichen kommen.

Uber die Beteiligung von Rota-, Astro- und Coronaviren an Darmerkrankungen bei
Puten wurde eine groRe Anzahl von Untersuchungsergebnissen aus den USA,
England und lItalien publiziert (Cattoli et al., 2007; Culver et al., 2006a; Jindal et al.,
2010). Da das Geflugel in der Tierproduktion zunehmend an Bedeutung gewinnt, wird
es immer wichtiger, das Zusammenspiel von Tierhaltungen und der dadurch ver-
ursachten Krankheiten, welche der Geflugelwirtschaft massive wirtschaftliche Schaden
zufugen koénnen, zu verstehen. Wahrend internationale Forschungsberichte und
klinische Studien der letzten Jahre zeigten, dass virale Enteritiden eine groere Gefahr
fur Nutzgefligelbestande darstellen, als dies bis jetzt angenommen wurde, liegen fir
Deutschland bislang keine Untersuchungsergebnisse hierzu vor. Es wird lediglich ver-
mutet, dass Rota-, Astro- und Coronaviren auch in deutschen Putenbestanden weit

verbreitet sind.

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, neue Erkenntnisse zum Vorkommen der oben ge-

nannten Viren in deutschen Putenbestanden zu erlangen.

Zur Umsetzung dieses Ziels ist es zunachst notwendig, moéglichst viele der im Putenkot
vorhandenen Viruspartikel zu identifizieren, da nur so geprift werden kann, ob die aus
der Literatur bekannten molekularbiologischen Verfahren die gesuchten Viren auch
nachweisen konnen. Hierflr stellt die elektronenmikroskopische Erregerdiagnostik ein
ideales Instrument dar, da es dem Betrachter den sogenannten ,offenen Blick® fir alle
vorhandenen Viruspartikel ermdglicht und somit ein vorzeitiges ,Aussortieren® Virus-

positiver Proben durch méglicherweise unpassende PCR-Primer verhindert.
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Die mit Hilfe des Transmissionselektronenmikroskops identifizierten Viruspartikel
kénnen dann mit den in der Literatur beschriebenen molekularbiologischen Verfahren,
gegebenenfalls aber auch mit selbst entwickelten PCR-Methoden nachgewiesen

werden.

Positive PCR-Produkte aus den verschiedenen Bestinden werden anschliefend
sequenziert, um mit Hilfe von Sequenzvergleichen zum einen die verwandtschaftlichen
Verhaltnisse der Putenviren untereinander naher zu beleuchten und zum anderen

Daten zur Nachweissicherheit der verwendeten PCR-Methoden zu erhalten.
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2 Literatur

2.1 Astroviren

2.1.1 Vorkommen und Bedeutung

Astroviren wurden erstmals 1975 in England bei an Durchfall erkrankten Kindern nach-
gewiesen (Appleton und Higgins, 1975; Madeley und Cosgrove, 1975). Sie gelten als
eine der haufigsten Ursachen flr virale Durchfallerkrankungen bei Kindern (Modrow et
al., 2010a; Murphy et al., 1999a). Nach ihrer Entdeckung wurden sie auch bei ver-
schiedenen Saugetieren (Schweine, Schafe, Rinder, Katzen) und Végeln (Huhner,
Enten, Puten) gefunden. Bei Tieren dulern sich Astrovirusinfektionen durch selbst-
limitierende Gastroenteritiden, die oft subklinisch verlaufen (Murphy et al., 1999a).
Unter den aviaren Astroviren sind das Avian Nephritis Virus (ANV), das Enten Hepatitis
Virus Typ 2 und 3 (DAstV-2/3) sowie das Puten Astrovirus 2 (TAstV 2) von Bedeutung.
Letzteres qilt als eines der Ursachen flr das Poult Enteritis and Mortality Syndrome
(PEMS), eine Erkrankung der Puten, welche grolie 6konomische Schaden verursacht.
(Hess und Monreal, 2005; Mendez und Arias, 2007; Reynolds und Schulz-Cherry,
2008).

2.1.2 Morphologie und Klassifizierung

Astroviren sind kleine, sphéarische, unbehdillte Partikel mit einem Durchmesser von 25
bis 35 nm. Den Namen verdanken die Astroviren ihrem sternférmigen Aussehen bei

der Betrachtung im Elektronenmikroskop nach Negativkontrastierung.

Das Virusgenom besteht aus einer nichtsegmentierten einzelstrangigen RNA in Plus-
strangorientierung. Das ca. 6800 Basen lange RNA-Molekil besitzt drei offene Leser-
ahmen (Koci und Schultz-Cherry, 2002; Modrow et al., 2010a; Murphy et al., 1999a;
Reynolds und Schulz-Cherry, 2008).

Taxonomisch gehdren die Astroviren zur Familie der Astroviridae, die in zwei Genera
unterteilt wird: Mamastrovirus und Avastrovirus (Modrow et al., 2010a). Innerhalb
dieser Unterfamilien unterscheidet man mehrere tierspezifische Virusgruppen, welche
wiederum verschiedene Serotypen beinhalten. Bei den Puten wurden zwei Serotypen
nachgewiesen (TAstV-1 und -2) (Koci und Schultz-Cherry, 2002).
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2.1.3 Epidemiologie

Astroviren sind weltweit verbreitet und infizieren sowohl Menschen als auch Tiere wie
Rind Schwein, Schaf, Hund und Végel (Koci und Schultz-Cherry, 2002; Less und
Kaaden, 2003; Modrow et al., 2010a; Murphy et al., 1999a). Die Infektion erfolgt durch
die alimentare Aufnahme der mit dem Kot in groRer Anzahl (bis zu 10" Partikel in 1g

Kot) ausgeschiedenen Astroviren (Murphy et al., 1999a).

Bei infizierten Jungputen treten die ersten klinischen Symptome zwischen der ersten
und dritten Lebenswoche auf. In den meisten Fallen verlaufen die Infektionen mild bis
moderat, die Mortalitat bleibt dabei in der Regel gering (Reynolds und Schulz-Cherry,
2008).

2.1.4 Klinische Symptome

Nach einer Inkubationszeit von ca. 1 bis 4 Tagen treten die ersten klinischen
Symptome auf. Diese auflern sich Uberwiegend in milden bis mittelschweren Ver-
dauungsstdérungen (Murphy et al., 1999a). So zeigten experimentell infizierte Puten
schon nach 24 Stunden p.i. Anzeichen einer Darminfektion. Im Vordergrund stehen
Durchfalle, die eine Abmagerung der Tiere und Wachstumsstérungen zur Folge haben.
Der Kot ist braun-gelb gefarbt und hat eine wassrige bis schaumige Konsistenz. Die
am schwersten betroffenen Tiere verweigern die Wasser- und Futteraufnahme, was im
weiteren Verlauf der Erkrankung zum Tode fiihrt (Koci et al., 2003; Pantin-Jackwood et
al., 2008).

2.1.5 Pathologie

Die pathologisch-anatomischen Veranderungen konzentrieren sich hauptsachlich auf
den Verdauungstrakt. Typisch fir eine Astrovirusinfektion sind dilatierte Blinddarme,
die mit einer gelben, schaumigen Flussigkeit geflllt sind. Dunn- und Blinddarme sind
bei infizierten Puten im Vergleich zu gesunden Tieren bis zu dreifach vergroRert.
(Pantin-Jackwood et al., 2008). Als Ursache daflr vermutet man unverdaute und nicht
resorbierte Disaccharide, die das Austreten von Flussigkeit in den Darm begunstigen
(Koci et al., 2003; Reynolds und Schulz-Cherry, 2008).

Die Virusvermehrung findet in den Enterocyten des Dinndarms statt. Infolgedessen
werden histologisch Dinndarm-Lasionen und Kryptenhyperplasie beobachtet. Letztere
aufllert sich in der Zunahme der Kryptentiefe. Die pathohistologischen Veranderungen
sind nur geringgradig ausgepragt, Zellapoptosen sind kaum nachweisbar. (Koci et al.,
2003; Pantin-Jackwood et al., 2008; Reynolds und Schulz-Cherry, 2008).

Seite 10



Literatur

2.2 Rotaviren

2.2.1 Vorkommen und Bedeutung

Rotaviren wurden erstmals 1973 von Bishop et al. beschrieben. Man untersuchte
Kinder im Alter zwischen 4 und 31 Monaten die Symptome einer akuten Gastroenteritis
zeigten. Die Viruspartikel wurden mittels Elektronenmikroskopie in den Epithelzellen
des Dinndarms gefunden. Heute werden Rotavirusinfektionen als Hauptursache fir
die hohe Sterblichkeit von Neugeborenen und Kleinkindern bei Gastroenteritiden ge-
sehen (Brodt, 2006; Forster und Hammerschmidt, 2007; Parashar et al., 1998).

Auch bei Tieren verursachen Rotaviren eine neonatale Diarrhoe. Diese fuhrt in der
Folge oftmals zu einer verminderten Gewichtszunahme mit teilweise hoher Letalitat in
Problembestadnden (Mayr und Kaaden, 2007; Modrow et al., 2010c). Im Jahr 1977
haben Bergland et al. erstmals Rotaviren bei Vogeln nachgewiesen. Der Infektionsver-
lauf dhnelt dem der Saugetieren beobachtet wird. Auch bei Vogeln stehen Durchfall-
symptome wie Exsikkose, Wachstumsdepression und erhéhte Mortalitat im Vorder-
grund (Hafez und Jodas, 1997; McNulty und Reynolds, 2008).

2.2.2 Morphologie und Klassifizierung

Rotaviren bilden ein eigenes Genus Rotavirus in der Virusfamilie der Reoviridae.
Weitere bekannte Vertreter dieser Familie sind Orthoreoviren und Orbiviren (Mayr und
Kaaden, 2007; Modrow et al., 2010c).

Im Elektronenmikroskop lassen sich die Rotaviren als runde, ca. 70 nm bis 80 nm
groe unbehlite Partikel darstellen. Das Viruscore (50 nm) ist mit drei Protein-
schichten ummantelt, die ein du3eres (VP7 und VP4) und ein inneres (VP6) Capsid
bilden. Auf der Oberflache der Viruspartikel lassen sich 60 Proteinvorspriinge erkennen
(VP4) (Modrow et al., 2010c). Das Genom besteht aus elf doppelstrangigen linearen
RNA- Segmenten (Parashar et al., 1998). Jedes Segment codiert fir ein Virusprotein.
Die einzige Ausnahme bildet das 11. RNA-Segment, welches die Informationen flr
zwei Virusproteine tragt. Die zwolf Virusproteine setzen sich aus 6 Strukturproteinen
(VP1-4, VP6 und VP7) und 6 Nichtstrukturproteinen (NSP1-6) zusammen. (Modrow et
al., 2010c)

Basierend auf den antigenetischen Eigenschaften des Capsid-Proteins VP6 werden die
Rotaviren in 7 Serogruppen (A bis G) aufgeteilt (McNulty und Reynolds, 2008;
Parashar et al., 1998). Rotaviren der Serogruppe A kommen bei Saugetieren und
Voégeln vor. Rotaviren der Serogruppen B, C und E nur bei Saugetieren. Zu den Sero-

gruppen D, F und G zahlen nur die aviaren Rotaviren (McNulty und Reynolds, 2008).
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Darlber hinaus werden Rotaviren in P (P wie Proteolyse) und G (G wie
Glycosylierung) Serotypen unterteilt. Dieser Anordnung liegen die Unterschiede in den
aulleren Capsidproteinen VP4 und VP7 zugrunde. Bei den humanen Rotaviren sind 16

G-Serotypen und 27 P-Serotypen bekannt (Modrow et al., 2010c).

Die Segmentierung des RNA-Genoms der Rotaviren erméglicht einen direkten Aus-
tausch der Gensegmente durch das sogenannte ,genetic reassortment”. Dieses kann
bei Doppelinfektionen mit zwei verwandten Rotaviren von statten gehen, wodurch die
antigenetischen Eigenschaften des Virus verandert werden kénnen (Modrow et al.,
2003).

2.2.3 Epidemiologie

Rotaviren sind die haufigste Ursache fur Enteritiden und Durchfélle bei Saugetieren
und Menschen (McNulty und Reynolds, 2008).

Rotavirusinfektionen des Gefligels werden bei Huhn, Pute, Ente, Fasan, Perlhuhn und
Taube beobachtet. Die Erkrankungen treten Uberwiegend bei Jungtieren bis zum Alter
von 6 Wochen auf (McNulty und Reynolds, 2008).

Rotaviren kénnen auch speziesubergreifend Infektionen hervorrufen (Mori et al., 2002).
Beispielweise wurde ein Fall beschrieben, bei dem bei durchfallerkrankten Kalbern
Rotaviren isoliert wurden, die mehr mit avidren Rotaviren als mit bekannten bovinen

Virusstdmmen verwandt waren (Brissow et al., 1992).

Die Ubertragung des Erregers erfolgt horizontal durch orale Aufnahme der mit dem Kot

in grof3er Anzahl ausgeschiedenen Viren (Hafez und Jodas, 1997).

Die Viren vermehren sich in den Epithelzellen des Diinndarms, wodurch es zu einer
Zellablésung kommt. Diese Schadigung des Darmepithels fiihrt zu einer Verminderung
der Kohlenhydratresorption, wodurch in der Folge osmotische Durchfélle verursacht
werden (Brodt, 2006; Modrow et al., 2010c; Yason und Schat, 1986).

2.2.4 Klinische Symptome

Die Inkubationszeit von Rotavirusinfektionen betragt 1 bis 5 Tage. Infizierte Tiere
zeigen Mattigkeit, Inappetenz, ein erhdhtes Warmebedirfnis sowie eine gesteigerte
Aufnahme von Einstreu. (Hafez und Jodas, 1997). Bei einzelnen Tieren wird wassriger
Durchfall beobachtet (Yason und Schat, 1986). Durchfallkot kann auch orangefarbenen
Schleim enthalten (McNulty und Reynolds, 2008). Morbiditat und Mortalitat variieren

stark (Hafez und Jodas, 1997). Der Schweregrad der Infektion hangt von der Virulenz
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der Rotavirusstdmme sowie der Interaktion mit anderen enteralen Erregern und

Managementfaktoren ab (McNulty und Reynolds, 2008).

2.2.5 Pathologie

Bei der Sektion von rotaviruserkrankten Tieren sind vor allem Veranderungen im Ver-
dauungstrakt zu finden. Dinndarm und Caecum sind mit Gas und gelblich-braunem
flissigem bis schaumigem Inhalt gefillt. Meist ist eine Dehydratation der Tiere zu be-
obachten (Hafez und Jodas, 1997; McNulty und Reynolds, 2008; Yason et al., 1987).

Histologisch zeigt sich eine Vakuolisierung und Desquamation der Enterozyten im
Dinndarm sowie eine Darmzottenatrophie, Kryptenproliferation und Infiltration der
Lamina propria mit heterophilen, eosinophilen und mononuklearen Leukozyten (Yason
und Schat, 1986).

2.3 Coronaviren

2.3.1 Vorkommen und Bedeutung

In der Veterinarmedizin sind Coronaviren schon seit langem als Krankheitserreger
bekannt. Bereits in den dreiliger Jahren des vorherigen Jahrhunderts wurden Corona-
viren von Kiken isoliert, die an infektidser Bronchitis erkrankten (Fabricant, 1998). Bei
den Saugetieren aullern sich Coronavirusinfektionen uberwiegend durch akute
Gastroenteritiden. Es kdnnen aber auch andere Krankheitsbilder, wie beispielsweise
bei der Infektidsen Peritoninitis der Katze, der Encephalomyelitis beim Schwein oder
der Hepatitis bei Mausen (Modrow et al., 2010b; Murphy et al., 1999b; Quiroga et al.,
2008) durch diese Viren hervorgerufen werden. Noch bis vor wenigen Jahren spielten
Coronaviren beim Menschen nur eine untergeordnete Rolle, da die Infektionen in den
meisten Fallen lediglich als milde Erkaltungen auftraten (Modrow et al., 2010b). Das
anderte sich grundsatzlich, nachdem im Jahr 2003 Coronaviren als Ursache des so-
genannten Schweren Akuten Respiratorischen Syndroms (SARS) identifiziert wurden
(Drosten et al., 2003).

Bei Puten tritt die Coronavirusinfektion in Form einer schweren Enteritis (auch bekannt
als Blaukammkrankheit, Bluecomb Disease) auf. Die Krankheit wurde erstmals 1951
von Peterson und Hymas (Peterson und Hymas, 1951) beschrieben und sorgte in den
finfziger und sechziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts in den USA flr hohe

wirtschaftliche Verluste (Hafez und Jodas, 1997). Heutzutage wird die Bezeichnung
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.Bluecomb Disease“ nur noch selten verwendet, man spricht allgemein von einer

coronaviralen Enteritis der Pute (Cavanagh et al., 2001).

2.3.2 Morphologie und Klassifizierung

Das Coronavirus gehort zur Familie Coronaviridae, zur der aulerdem noch die Gattung
Torovirus zahlt. Die Viruspartikel sind rund (haufig auch pleomorph), behillt und be-
inhalten eine einzelstrangige plusstrangorientierte RNA. Komplexiert mit einem
nukleinsaurebindenden Protein (N-Protein) bildet diese eine helikal angeordnete
Struktur im Inneren des Viruskapsids (Modrow et al., 2010b). Der Partikeldurchmesser
betragt 60-200 nm. Auf der Virushiille befinden sich keulenformige, ca. 20 nm lange
Proteinstrukturen, sogenannte Peplomere, die dem Virus ein Kronen- (= ,Corona®“)
ahnliches Aussehen verschaffen (Davies und Macnaughton, 1979; Modrow et al.,
2010b; Murphy et al., 1999b).

Aufgrund der serologischen und antigenetischen Eigenschaften werden Coronaviren in
drei Gruppen unterteilt: die Gruppen 1 und 2 umfassen humane und Saugetier-
Coronaviren, die Gruppe 3 beinhaltet aviare Coronaviren (IBV und TCoV). Basierend
auf den Ergebnissen von Immunoblot- und Immunoprazipitationsanalysen wurden die
TCoV zunachst der Gruppe 2 zugeordnet (Dea et al., 1990). Weitere Studien haben
aber gezeigt, dass TCoV sehr eng mit dem IB-Virus verwandt sind und somit der
Gruppe 3 der aviaren Coronaviren angehoéren (Breslin et al., 1999; Cavanagh et al.,
2001; Guy, 2000; Lin et al., 2002).

2.3.3 Epidemiologie

Das Auftreten von coronaviralen Enteritiden wurde bereits in Putenbestéanden in den
USA, Kanada, Brasilien, GroRbritannien, Italien und Frankreich festgestellt (Cavanagh
et al., 2001; Culver et al., 2006b; Gomaa et al., 2009; Guy, 2008; Maurel et al., 2009;
Moreno et al., 2002; Teixeira et al., 2007). Eine Coronavirusinfektion kann bei Puten
aller Altersgruppen auftreten, allerdings sind Jungtiere in den ersten Lebenswochen fur
diese Viren besonders empfanglich. Die Erregerubertragung erfolgt durch die Auf-
nahme von Kot infizierter Tiere oder indirekt durch Einstreu, Futter oder Gerate, welche
mit Kot kontaminiert sind. Die Infektionsrate in den betroffenen Herden liegt bei 100%.
Die Mortalitat kann tUber 20% betragen (Guy, 2008; Hafez und Jodas, 1997). Erkrankte
Tiere scheiden die Erreger mit dem Kot aus. Auch mehrere Wochen nach Abklingen
der klinischen Symptome kénnen Coronaviren noch in den Kotproben nachgewiesen
werden (Guy, 2008).
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2.3.4 Klinische Symptome

Die Inkubationszeit betragt 1 bis 5 Tage. In den meisten Fallen treten die ersten
Symptome schon nach 2 bis 3 Tagen auf. Erkrankte Tiere zeigen Mattigkeit, In-
appetenz, ein erhéhtes Warmebediirfnis und haben wassrigen bis schleimigen Durch-
fall (Guy, 2008; Hafez und Jodas, 1997).

2.3.5 Pathologie

Bei der Untersuchung erkrankter Tiere fallen haufig verschmutzte Federn im Bereich
der Kloake auf. Die Darme sind blass, schlaff und mit einem hellgrauen bis braunlichen
Inhalt gefullt. Vereinzelt findet man auch Blutungen in der Darmschleimhaut. In vielen
Fallen kann eine katarrhalische Darmentzindung festgestellt werden. Oft findet man
eine Atrophie der Bursa Fabricii vor (Guy, 2008; Hafez und Jodas, 1997).
Mikroskopisch werden Lasionen im Darm und in der Bursa Fabricii festgestellt. Die
veranderten Epithelzellen erscheinen kubisch und ohne Mikrovilli. Die Basalmembran
ist mit mononukledren Zellen infiltriert. Im Darminhalt befinden sich abgeldste Epithel-

zellen und schleimiges Exsudat (Guy, 2008; Teixeira et al., 2007).

2.4 Bakterielle und Parasitare Enteritiden von Puten

Ahnlich wie bei den Saugetieren fiihren auch bei Végeln zahlreiche bakterielle und
parasitare Infektionen zu Stérungen der Verdauung und zur Entwicklung einer Diarrho.
Dabei werden sehr haufig Bakterien wie E. coli, Clostridien, Campylobacter oder
Salmonellen nachgewiesen Bei der parasitologischen Untersuchung der an Durchfall
erkrankten Tiere findet man Kokzidien, Histomonaden, Askariden und Heterakiden
(Barnes et al., 2000; Hafez und Jodas, 1997).

2.5 Multikausale Darmerkrankungen der Puten

Neben den Darmerkrankungen von Puten, die auf einen einzelnen Erreger zurlckzu-
fuhren sind, wurden in sehr vielen Fallen auch mehrere Infektionserreger festgestellt,
die sich gleichzeitig am Krankheitsgeschehen beteiligen (Abb. 1) (Barnes et al., 2000;
Hafez, 2001; Woolcock und Shivaprasad, 2008). Um sowohl die Relevanz einzelner
Erreger, als auch deren Wechselwirkungen zu erforschen, wurden zahlreiche
Screening-Studien und Infektionsversuche durchgefiihrt. Als Resultat solcher Studien
konnten neue Erkrankungen wie PEMS (poult enteritis and mortality syndrome ) und

PES (poult enteritis syndrome) definiert werden. Diese zeichnen sich durch eine Reihe
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ahnlicher Symptome wie beispielsweise Enteritiden mit wassrigem Durchfall,
Wachstumsstérungen und Gewichtverlust aus. Die Mortalitat ist dabei in der Regel
gering, kann aber unter bestimmten Umstanden bis zu 10% steigen (Barnes et al.,
2000).

In einer umfassenden Studie an der Universitat Minnesota wurden die Ergebnisse der
virologischen, bakteriologischen und parasitologischen Untersuchungen von 151 PES-
assoziierten Putenbestanden analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass in etwa 74%
der untersuchten Falle zwei bis sechs Erreger zusammen die Infektion verursachten.
Dabei wurden Rotaviren, sogenannte ,Small Round Viruses” (SRV), Salmonellen, E.
coli, Enterokokken und Kokzidien nachgewiesen. Rotaviren oder SRV wurden ins-
gesamt in 51% der Proben gefunden, davon bei 7% als Doppelinfektion (Jindal et al.,
2009).

Non - Infectious Infectious

Feed Viral agents
Structure Reo, Astro, Entero, Rota,
Palatability Coronavirus enteritis, HE,
Energy content ND, Influenza A
Pellet quality Bacterial agents

Management Salmonellas, E. coli,
Available feed space Clostridia
Available water space Mycotic agents
Distribution of feeders Candida
Distribution of waterers Parasites
Air quality Coccidia, Histomonas,
Temperature Hexamitia, Ascaridia
Stocking density

Abb. 1: Moégliche Ursachen von Darmerkrankungen bei Puten (Hafez, 2001)
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2.6 Virusnachweis

2.6.1 Elektronenmikroskopischer Nachweis

Bei der Suche nach Ursachen von Durchfallerkrankungen hat sich die elektronen-
mikroskopische Untersuchung von Kotproben seit langem als einfach durchzuflihrende
Routinemethode bewahrt. Einer der Grinde hierfir liegt darin, dass die Anzahl der
ausgeschiedenen Erregerpartikel bei einer virusbedingten Enteritis meist so hoch liegt,
dass flr den Nachweis im Elektronenmikroskop keine zusatzliche Virusauf-
konzentrierung mehr benétigt wird (Doane und Anderson, 1987; Hayat, 2000). Es
reicht sogar oftmals aus, lediglich eine geringe Kotmenge mit 1% Ammoniumacetat
oder einfach mit destilliertem Wasser zu vermischen und direkt auf das Tragernetz
(Grid) aufzutragen. In der Regel beeintrachtigen aber die im Kot enthaltenen Bakterien,
Darmzellen, Lipide usw. die Erkennung von Viruspartikeln erheblich (Doane und
Anderson, 1987; Hayat, 2000). Um die Belastung durch diese stérenden Faktoren zu
vermindern, werden die 1:5 bis 1:10 verdlinnten Proben zunachst bei relativ niedrigen
Drehzahlen (bis zu 3000 x g) zentrifugiert (Fong, 1994). Als Verdiinnungspuffer kdnnen
dabei PBS-L6sung, 1%ge Ammoniumacetat-Losung, Virus-Transportmedium oder bi-
destilliertes Wasser verwendet werden. Falls die Konzentration der Viruspartikel in der
Probe (iber 10°/ml liegt, kann schon der Uberstand der ersten Zentrifugation zum
Mikroskopieren verwendet werden (Fong, 1994). Andernfalls kénnen die Viruspartikel
durch Ultrazentrifugation bei 15.000 bis 100.000 x g aufkonzentriert werden. (Cattoli et
al., 2007; Doane und Anderson, 1987; Jindal et al., 2010; Woolcock und Shivaprasad,
2008). Bei der Ultrazentrifugation besteht allerdings die Gefahr, dass massive Partikel-
aggregate entstehen, welche den Virusnachweis im Elektronenmikroskop erschweren
kénnen (Hayat, 2000).

Eine einfache und effektive Praparationstechnik, um Viruspartikel im Elektronen-
mikroskop sichtbar zu machen, ist die Negativkontrastierung (Doane und Anderson,
1987). Als Kontrastmittel werden in der Regel 1 bis 2%ige Ldsungen der Schwer-
metallsalze von Molybdan, Wolfram oder Uran verwendet (Bozzola und Russell, 1998).
Durch das Anwenden verschiedener Kontrastmittel kdnnen unterschiedliche virale
Ultrastrukturen abgebildet werden. In den meisten Fallen wird aber Phosphorwolfram-
saure (PTA) aufgrund deren geringen Toxizitat zum Kontrastieren verwendet (Doane
und Anderson, 1987).
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2.6.1.1 Astroviren

Bei der elektronmikroskopischen Untersuchung von Kotproben lassen sich Astroviren
nach Negativkontrastierung als flinf- oder sechsstrahlige sternférmige Partikel er-
kennen. Dies trifft aber nur auf etwa 10% aller dargestellten Partikel zu, wahrend die
restlichen eine glatte Oberflache aufweisen (Barnes et al., 2000; Koci und Schultz-
Cherry, 2002; Madeley und Cosgrove, 1975; Modrow et al.,, 2010a; Murphy et al.,
1999a; Reynolds und Schulz-Cherry, 2008). In einigen Fallen wird dadurch eine Unter-
scheidung der Astroviruspartikel von anderen enteralen Viren wie z.B. Picorna- und
Enteroviren erschwert, so dass solche Partikel oftmals als Small Round Viruses (SRV)
bezeichnet werden (Koci und Schultz-Cherry, 2002). Die DurchschnittsgroRe der
Partikel liegt bei 29.6 nm (Reynolds und Schulz-Cherry, 2008). Der Anteil positiver
SRV-Befunde bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Kot- und
Darminhaltproben reicht von etwa 30% (Tang et al., 2005) bis 50% (Cattoli et al.,
2007).

2.6.1.2 Rotaviren

Unter dem Elektronenmikroskop zeigen sich Rotaviren als etwa 70 nm groRe Partikel,
die in ihrer Form einem Rad mit kurzen Speichen &hneln (McNulty und Reynolds,
2008). Bei der Identifizierung von Rotaviruspartikeln sollte darauf geachtet werden,
dass diese nicht mit Orthoreoviruspartikeln verwechselt werden. Ausschlaggebend
hierfir sind Details des aul3eren Capsids: bei den Rotaviruspartikeln ist der Rand des
auleren Capsids klarer definiert als bei den Orthoreoviren (McNulty und Reynolds,
2008).

Oft findet man Rotaviruspartikel ohne aullere Proteinschicht. Solche Partikel haben
einen gezackten Rand und sind um ca. 10 nm kleiner als Virionen, bei denen alle drei
Proteinhillen (Core-Schale, inneres und aufleres Capsid) vorhanden sind (McNulty
und Reynolds, 2008). In den Proben kénnen gleichzeitig beide Virusformen vor-
kommen, sowohl mit als auch ohne duReres Capsid. Nicht selten sind auch nur unvoll-
standige Partikel in einer Probe prasent. Eine sichere Differenzierung dieser Virionen
von den Orthoreoviren ist aufgrund der rauhen Partikeloberflache besonders schwierig.
Durch von Partikelvermessungen weily man, dass die Rotaviren etwas kleiner als die
Orthoreoviren sind (Madeley und Field, 1988).

Aulerdem haben die Spikes, die sich auf der Oberflache von Rotaviren befinden, eine
klar erkennbare Verbindung zum Viruspartikel, wahrend bei den Orthoreoviren diese

Verbindung nicht immer deutlich zu sehen ist.
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Bei akut verlaufenden Rotavirus-Durchféllen wird eine betrachtliche Menge von Er-
regern mit dem Kot ausgeschieden. Die Partikelzahl kann bis zu 10'%ml liegen (Palmer
und Martin, 1988). In solchen Fallen ist eine Virusaufkonzentrierung nicht erforderlich.
Zur Gridpraparation reicht es aus, eine 20%ige Kotsuspension bei niedrigen Um-
drehungen (bis 1000 x g) zu klaren. Bei wassrigem Durchfall ist hingegen eine Klarung
nicht unbedingt notwendig (Fong, 1994; Palmer und Martin, 1988).

In einer retrospektiven Studie in den USA wurden Uber 1800 Darmproben von Puten
elektronmikroskopisch untersucht. Alle beprobten Tiere litten an einer Enteritis.
Rotaviren (oder auch rotavirusdhnliche Partikel) wurden bei 46% der Proben gefunden
(Woolcock und Shivaprasad, 2008). Das Ergebnis einer weiterer Studie an der Uni-
versity Minnesota, in deren Verlauf 43 Proben untersucht wurden, lag mit 58%

Rotavirus positiver Proben noch héher (Jindal et al., 2010).

2.6.1.3 Coronaviren

Negativ-kontrastierte Coronaviren weisen im Elektronenmikroskop eine spharische
oder pleomorphe Form auf. Aufgrund der variablen Form reicht die GréRRe der Partikel
von 75 bis 160 nm (Doane und Anderson, 1987). Manche Autoren beschreiben sogar
Grolendimensionen von 60 bis 220 nm (Madeley und Field, 1988). Die Coronavirus-
partikel erkennt man anhand typischer keulenférmiger, ca. 20 nm langer Vorspriinge
(sog. Peplomeren), die die Virionen als eine ,Krone“ umranken und somit namens-
gebend fir diese Viren sind (Doane und Anderson, 1987; Palmer und Martin, 1988).
Bei manchen Partikeln sind nicht alle Peplomeren zu sehen, so dass die Partikelober-

flache zum Teil glatt aussieht (Madeley und Field, 1988).

Bei der ldentifizierung von Coronaviruspartikeln muss bertcksichtigt werden, dass
Fragmente der Zellmembranen diesen Viruspartikeln haufig sehr ahnlich sehen. Dies
erschwert oftmals die eindeutige Beurteilung elektronenmikroskopischer Praparate.
Abhilfe kann in diesen Fallen die Immun-Elektronenmikroskopie bringen. Bei dieser
Praparationstechnik ist allerdings ein virusspezifisches Antiserum erforderlich (Guy,
2008).

Bei der Untersuchung von Darm- und Kotproben von Puten mit Enteritiden konnten
Tang et al. (2005) bei etwa 30% der Proben Coronavirus-dhnliche Partikel (TCoV-Like)
nachweisen. In einer retrospektiven Studie von Woolcock und Shivaprasad (2008)
konnten hingegen keine Coronaviren nachgewiesen werden, was auch mit den
klinischen  Krankheitsverlaufen  korrelierte.  Die  fir  Coronavirusinfektionen

charakteristische erhohte Mortalitat wurde ebenfalls nicht beobachtet.
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2.6.2 PCR Nachweis
2.6.2.1 Astroviren

Entscheidend fiir die Entwicklung einer PCR-Methode sind Informationen Uber den
Genomaufbau des Virus sowie die Nukleotidsequenzen der einzelnen Gene. Das
komplette Genom des Putenastrovirus wurde bereits im Jahr 2000 sequenziert (Koci et
al., 2000b). Durch weitere Analysen wurden drei offene Leserahmen, sogannte ORFs
(open reading frame), ermittelt, welche flr drei Virusproteine kodieren. ORF1a kodiert
fur ein Nichtstrukturprotein, ORF1b fur eine RNA-abhangige RNA-Polymerase und
ORF2 fur die Capsidproteine (Koci et al., 2000b). Basierend auf diesen Daten wurden
bereits verschiedene PCR-Methoden zum Nachweis von Astroviren entwickelt (Koci et
al., 2000a; Tang et al., 2005). Fur den sicheren Nachweis von TAstV eines bestimmten
Genotyps sind Primer fur zwei verschiedene Genomabschnitte notwendig. Ein Primer-
Set sollte einen konservierten Bereich des Astrovirus-Genoms amplifizieren, um somit
moglichst viele Astrovirusgenotypen nachweisen zu kdnnen. Zu diesem Zweck eignet
sich am besten das Polymerase-Gen (ORF1b). Diese Region des Astrovirusgenoms ist
sowohl fir Astroviren von Saugetieren und Voégeln, als auch innerhalb der Vogel-
Astroviren hochkonserviert (Koci und Schultz-Cherry, 2002). Ein zweites Primer-Set
sollte einen variablen Genomabschnitt, wie beispielsweise ORF2 (Capsid-Gen) ampli-
fizieren und somit einen genotypspezifischen Nachweis ermoglichen (Koci und Schultz-
Cherry, 2002; Koci et al., 2000a; Tang et al., 2005). Zwei Primer-Sets dieser Art haben
Pantin-Jackwood et al. (2007) in ihrer Studie Uber enterale Viren bei Puten eingesetzt.
In fast 90% der untersuchten Darmproben konnten die Autoren Astroviren mittels PCR
nachweisen. Weitere phylogenetische Analysen haben ergeben, dass es sich bei den
meisten Astroviren um TAstV-2 handelt. In friiheren Untersuchungen konnten die ge-
nannten Autoren auch bestatigen, dass ein Vergleich der Sequenzen des Polymerase-
Gens verschiedener Isolate eine hdhere Homologie aufwies, als dies bei den
Sequenzen des Capsid-Gens der Fall war. Durch phylogenetische Analysen von 23
ORF1b-Sequenzen konnten Day et al. (2007) und Pantin-Jackwood et al. (2007) eine
Nukleotididentitdt von 86% bis 99% feststellen. Aulerdem liel3 sich eine Korrelation
zwischen der Probenherkunft und der Grad der Sequenzidentitat beobachten. Im
Gegensatz dazu waren die Sequenzen des Capsid-Gens zu weniger als 69% identisch
und zeigten auch keine geografischen Zusammenhange (Pantin-Jackwood et al.,
2006b). Cattoli et al. (2007) verwendeten in ihrer Studie zum Nachweis von TAstV
ebenfalls Sequenzen des Polymerase- und des Capsid-Gens. Dabei wurde das
Polymerase-Gen in 76 untersuchten Kot- und Darmproben nachgewiesen, wahrend

dies beim Capsid-Gen nur in 41 dieser Proben gelang. Eine Analyse der sequenzierten
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Genomabschnitte beider PCRs ergab, dass es sich um TAstV-2 handelte (Cattoli et al.,
2007).

Spackman et al. (2005) entwickelten eine Multiplex Real Time RT-PCR zum Nachweis
von TAstV, TCoV und Puten Reoviren. Die dabei verwendeten spezifischen Primer flr
das Polymerase-Gen konnten bereits 1 Tag nach experimenteller Infizierung der
Putenkiken Astroviren nachweisen. Eine Virusausscheidung wurde sowohl in den

Kloakentupfern als auch in den Darmproben bis zum 14. Tag p.i. festgestellt.

2.6.2.2 Rotaviren

Die PCR stellt aufgrund ihrer hohen Sensitivitat und der Méglichkeit, den Genotyp von
Rotaviren zu ermitteln, eine gute Alternative zum Nachweis mittels Elektronenmikro-
skopie oder Virusantigen-ELISA dar (Kirkwood, 2010). In der Humanmedizin sind PCR-
Methoden etabliert, welche Abschnitte des Gen 4 (VP4), Gen 9 (VP7) oder Gen 9
(NSP4) amplifizieren (Gomara et al., 2000; Gomara et al., 2002; Gouvea et al., 1990;
Rodriguez-Diaz et al., 2008). Zum Nachweis aviarer Rotaviren werden Primer fur die
stark konservierten Bereiche des NSP4-Gens verwendet (Day et al., 2007; Pantin-
Jackwood et al., 2007).

Bei Untersuchungen mehrerer Putenmastbetriebe auf enterale Viren mittels PCR
wiesen Pantin-Jackwood et al. (2007) bei fast 70% der Proben Rotaviren nach. Die
NSP4-Gensequenzen der von diesen Autoren nachgewiesenen Rotaviren waren zu
96,1%-97,5% identisch. Auch Jindal et al. (2010) haben dieselbe PCR fur Screening-
Untersuchungen in 43 PES-assozierten Putenbetrieben verwendet. Diese Unter-
suchungen haben ergeben, dass sogar 93% der Bestande Rotavirusinfektionen auf-

weisen.

2.6.2.3 Coronaviren

Aufgrund der groflen genetischen Homologie zwischen dem IB-Virus und dem TCoV
(Guy, 2000; Stephensen et al., 1999) basierten die ersten Versuche, den Erreger mit
Hilfe der PCR nachzuweisen, auf den genetischen Analysen bereits sequenzierter IB-
Virusstdmmen (Breslin et al., 1999; Cavanagh et al., 2001). Besonders geeignet fur
das Design von PCR-Primern ist eine hochkonservierte nichtkodierende Region
(3'UTR) am 3°-Ende des RNA-Strangs (Cavanagh, 2005; Jonassen et al., 2005).
3'UTR-Sequenzfragmente zeigen nicht nur hohe Homologien zwischen den Isolaten
von Putencoronaviren, sondern auch gegentber IBV (Cavanagh et al., 2001). Dies

erlaubt beispielsweise den Einsatz von IB-Virus (z.B. IBV Vakzinestamm H120) als
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positive Kontrolle fur die 3'UTR-PCR (Culver et al., 2006b; Villarreal et al., 2006). Auch
Genomabschnitte, welche fiur Nukleokapsid- und Matrixproteine kodieren (N- und M-
Gen), gelten als hoch konserviert und werden flir den Coronavirusnachweis mittels
PCR verwendet (Breslin et al.,, 1999; Cavanagh et al., 2001; Sellers et al., 2004). In
mehreren Studien wird der Nachweis von Putencoronaviren mittels PCR beschrieben.
Die hohe Sensitivitdt dieser diagnostischen Methode ermoglicht es, bereits sehr
geringe Mengen an Viruspartikeln nachzuweisen. Auf diese Weise kann der Beginn der
Virusausscheidung wahrend eines Infektionsversuchs schon zu einem sehr friihen
Zeitpunkt festgestellt werden. So wurde mittels PCR herausgefunden, dass bereits 24
Stunden nach einer oralen Infektion von Putenkilken in Kloakentupfern Coronaviren
nachweisbar sind (Gomaa et al., 2009; Spackman et al., 2005). Die PCR-Methode wird
aber nicht nur fir wissenschaftliche Zwecke eingesetzt, sondern auch in der Routine-
diagnostik, um mit ihrer Hilfe nach den Ursachen von Durchfallerkrankungen zu
suchen. Beispielhaft hierfur ist der Einsatz der Coronavirus-PCR bei der Abklarung der
Ursachen des sogenannten Poult Enteritis Complex (PEC) in einem brasilianischen
Putenbetrieb (Teixeira et al., 2007). Die Tiere der betroffenen Putenfarm zeigten seit
ca. zwei Wochen Symptome wie akute Enteritis, Mattigkeit und Kimmern. Daraufhin
wurden mehrere Darm- und Kotproben, Kloakentupfer und Teile der Bursa Fabricii bei
Puten im Alter zwischen dem drei3igsten und sechzigsten Lebenstag enthommen. Die
fur die Virusdiagnostik eingesetzte PCR ermdglichte den gleichzeitigen Nachweis von
zwei Bereichen des Coronavirusgenoms: Ein 598 bp langer Abschnitt des N-Gens und
ein 251 bp langes Fragment der 3'UTR. Durch die Ergebnisse der PCR-
Untersuchungen wurde der Verdacht einer Coronavirusinfektion bestatigt. Alle Darm-
und Kotproben waren Coronavirus-positiv. Die 3'UTR-Primer und die N-Gen-Primer
wiesen identische Ergebnisse auf. Wahrend allerdings in den Proben aus der Bursa
Fabricii kein Coronavirusgenom nachgewiesen werden konnte, gelang der Nachweis
zumindest in 27% der Kloakentupfer. Diese Ergebnisse zeigten, dass fur den PCR-
Nachweis des Putencoronavirus Kot- und Darmproben am besten geeignet sind
(Teixeira et al., 2007).

Auch in Europa hat man sich mit dem Nachweis des Putencoronavirus beschaftigt.
Unter dem Einsatz 3'UTR-Primer wurde in GrofRbritannien eine Pravalenzstudie durch-
gefuihrt. Dabei wurde Coronavirus in ca. 20% der untersuchten Betriebe in Verbindung

mit Durchfallerkrankungen nachgewiesen (Culver et al., 2006b).

Im Gegensatz hierzu belegen andere Studien, dass viele Mastputenbestande, in denen
Durchfallerkrankungen als Problem aufritt, frei von Coronaviren sind. Dies geht aus
einer retrospektiven Studie an der Universitat von Minnesota (USA) hervor. Die hierbei

untersuchten Darminhaltsproben stammten aus 43 Putenbestanden, in denen das
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Poult Enteritis Syndrome (PES) aufgrund klinischer Untersuchungen festgestellt wurde.
Die Tiere zeigten Lethargie, Depression und Durchfall. Diagnostisch hatte man sich auf
den Nachweis von enteropathogenen Viren konzentriert, darunter auch Coronaviren. In
diesem Fall wurden flir die PCR fiir das N-Gen spezifische Primer verwendet. In keiner

der Proben konnten jedoch Coronaviren nachgewiesen werden (Jindal et al., 2010).

Auch in einer weiteren Monitoring-Studie aus North-Carolina (USA), in deren Verlauf
acht Putenmastbetriebe untersucht wurden, kamen die Autoren zum gleichen Ergeb-
nis. Alle PCR-Untersuchungen, die bei diesem Versuchsansatz das M-Gen des
Coronavirus-Genoms detektieren sollten, verliefen negativ (Pantin-Jackwood et al.,
2007).
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Puffer und Losungen

Gepuffertes Peptonwasser (als Voranreicherungsmedium)

Pepton 10,0 ¢
Natriumchlorid 509
Natriumhydrogenphosphat 3,59
Kaliumhydrogenphosphat 1549
Ammoniumeisen(lll)-Citrat 6,09
Aqua bidest ad 1000,0 ml
pH-Wert 7,2

Phenolrot-Agar

Blut-Agar’ 40,0 g
Agar-Agar’ 5049
Brilliantgrin-Lésung (0,25 %) 2,0 ml
Phenolrot-Lésung (0,2 %) 12,0 ml
Lactose-Monohydrat® 15,0 g
Aqua bidest ad 1000,0 ml
pH-Wert 6,9

Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD-Agar)

XLD Agar-Basis* 55,0 g
Aqua bidest ad 1000,0 ml
pH 8,4

Modifiziertes halbfestes Rappaport-Vassiliadis Medium (MSRV-Agar)

MSRV-Agar Basis® 31,6 ¢
Agar-Agar’ 0,59
Novobiocin-Supplement® 10,0 mg
Aqua bidest ad 1000,0 ml
pH-Wert 54

' Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM0055

2 Difco, Augsburg,. Art.-Nr. 0140

3 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art. Nr. 6868
* Bio-Rad, Art.Nr. 356-9124

® Oxoid, Wesel, Art.-Nr. CM0910

® Oxoid, Wesel, Art.-Nr. SR0181
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Flotationslosung

NaCl
ZnCl,
Aqua bidest

PBS-Lésung nach Dulbecco

NaCl

KCI

H,PO,

NaHPO, x 2 H,O
Aqua bidest
pH-Wert

Agarosegel (1,5%)

Agarose’

TBE-Puffer (1x)
Ethidiumbromid-Stammlésung

(5 mg Ethidiumbromid®> in 1 ml Aqua
bidest)

TBE-Puffer Stammlosung (10x)

Tris-Base®

Borsaure

EDTA 0,01M

(0,372g EDTA in 100ml Aqua bidest
I6sen)

Aqua bidest

Laufpuffer (TBE-Puffer 1x)

TBE-Puffer Stammlésung (10x)
Aqua bidest

Ladungs-Puffer

Glycerin

EDTA

Ficoll 400*
Bromphenolblau
Aqua bidest

' Agarose High Resolution, Carl Roth GmbH, Karlsruhe ,Art.-Nr. K297.2
2 EtBr, Carl Roth GmbH, Karlsruhe Best.-Nr. 7870.1

® Tris, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Best.-Nr. 4855.2

* Ficoll 400, Sigma, Best.-Nr. F4375

1260 g
1320 ¢
4800 ml

89

0,29

0,12 g
0,914g

ad 1000 mi
7,5

0,75¢g
50 ml

5ul

54 g
27549

40 ml
ad 1000 ml

100 ml
ad 1000 ml

2ml
0,75¢
0,02g
5,0 mg
ad 10mi
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3.1.2 Untersuchungsplan und Probenahme
3.1.2.1 Auswahl der Betriebe

In Baden-Wirttemberg ist in der Region Hohenlohe, insbesondere im Gebiet um
Schwabisch Hall, die Dichte an Putenmastbetrieben hoch. Der Gefliigelgesundheits-
dienst Stuttgart der Tierseuchenkasse Baden-Wiurttemberg arbeitet eng mit zahl-
reichen dieser Betriebe zusammen. Im Rahmen dieser Studie wurden in Absprache mit
dem Gefliigelgesundheitsdienst acht Betriebe ausgewahlt, um diese Uber einen
ldngeren Zeitraum zu beproben. Es handelte sich um Putenmastbetriebe, deren Be-
sitzer sehr kooperativ und gewissenhaft bei der Probenahme waren. Die Betriebe
hatten in der Vergangenheit Probleme mit Durchfallerkrankungen und vereinzelt hatte
es auch bereits Virusnachweise mittels Elektronenmikroskopie gegeben (Astro- und

Rotaviren).

3.1.2.2 Probenahme und Probenvorbereitung

Die Probenahme in den Betrieben umfasste jeweils einen Mastdurchgang von den
Eintagskiiken bis zur Schlachtung. Pro Stall wurde alle 2 Wochen eine
Sammelkotprobe durch den Besitzer entnommen, wobei jede Sammelkotprobe aus
mindestens 10 Einzelkotproben bestand, die an verschiedenen Stellen im Stall ge-
nommen worden waren. Hennen und Hahne wurden getrennt beprobt und untersucht.

Aus 8 Putenbetrieben wurden insgesamt 107 Kotproben entnommen.

3.1.2.3 Datenerhebung

Bei jeder Probenahme wurde vom Besitzer ein Probenbegleitblatt ausgefullt (Abb. 2).
Auf diesem Blatt wurden klinische Auffalligkeiten, wie z.B. das Auftreten von Durch-
fallen im Bestand sowie ggf. das Auftreten von Durchfallerkrankungen beim be-
treuenden Personal protokolliert.

Am Ende der Mastperiode wurden fir jeden Betrieb die wichtigsten Wirtschaftspara-

meter erfasst:
- Gewicht vor dem Schlachten
- Futterverwertung

- Mortalitat
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L{M_q CHEMISCHER UND VETERINARUNTERSU CHUNGEAMT

| |
3| STUTTGART

Untersuchungen zur Bedeutung ausgewihlter Viren
bei Durchfallerkrankungen von Puten
Probenahmeblatt
Absender:

Tag der Probenahre:

Putenatter: .............Woche. ... Tag

Anzahl der Sammelkotproben:

Hahne.......... Hennen............
ja nein
Zur Zeit Yorliegen won Darmerkrankungen bei Puten | O
ja nein
Personal O O

BEmErkURIEM

Abb. 2: Probenbegleitblatt

3.1.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem 80 kV-
Transmissionselektronenmikroskop (Jeol, JEM-1011) durchgefiihrt. Als Praparations-
verfahren fir die Kotproben wurde die Negativkontrastierung angewendet. Diese
Methode umfasst eine Vorbereitung der elektronenmikroskopischen Objekttrager
(Grids), die Gewinnung einer aufgereinigten und ggf. aufkonzentrierten Virus-
suspension aus der Probe sowie das Aufbringen der in der Suspension enthaltenen
Viruspartikel auf die Grids mit anschlieBender Schwermetallkontrastierung des
Praparates.
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3.1.3.1 Praparation der Grids

Als Objekttrager werden in der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) kleine
Kupfer- oder Nickelnetze, sogenannte Grids verwendet. Sie sind vom Hersteller mit
einer glanzenden und einer matten Seite ausgestattet, sodass zwischen Ober- und
Unterseite unterschieden werden kann. Bevor man die Proben auf die Grids aufbringt,
werden die Kupfernetze gereinigt, mit einem Kunststofffilm tiberzogen, mit Kohlestaub
bedampft und zur Verbesserung der Virusanhaftung mit einer elektrischen Ladung ver-
sehen (Beglimmung) oder mit bestimmten chemischen Substanzen vorbehandelt (z.B.

Alcianblau).
Fir die Grid - Praparation wurden folgende Gerate und Materialien verwendet:
e Kupfergrids, 400 mesh'
e Ultraschallbad®
e Essigsaure®
e Aceton’
e Agqua bidest.
e Glaschromatographiesaule mit 100ml Reservoir (s. Abb. 3)
e Glasobjekttrager®
e 0,8% Pioloform® in Chloroform’
e Filterpapier®
e Hochvakuum-Kleinbeschichtungsanlage®
e Kohlefaden™

Die Reinigung der Grids wurde im Ultraschallbad durchgefiihrt. Dabei wurden die Grids

zunachst in Essigsaure 1 min lang ultrabeschallt. Im zweiten Schritt wurde die Saure

! Netzchen, Kupfer, 400 mesh, Art.-Nr. G2400C, PLANO GmbH, Wetzlar

2 Ultraschallreiniger Emmi-6, EMAG AG

* ROTIPURAN® Essigséure, 100% p.a, 11, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. 3738.1
* ROTIPURAN® Aceton, >99,5% p.a., 1l, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. 9372.1

® Standard-Objekttrager, 11, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. 0656.1

® Pioloform F Pulver, 10g, PLANO GmbH, Wetzlar, Art.-Nr. R1275

" ROTIPURANZ® Chloroform, 11, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. 3313.1

® Rundfilter @ 55mm, Macherey-Nagel GmbH, Art.-Nr. 432005

¥ Model MED 020, BAL-TEC AG, Balzers

1% Kohlefaden ,Carbon Thread“, BAL-TEC AG, Balzers, Art.-Nr. LZ 02308 VN
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mit gleichem Volumen Aqua bidest verdinnt und die Ultraschall-Behandlung der Grids
wiederholt. Anschliellend wurden die Grids acht Mal mit Aqua bidest gesplt und nach
jedem Spdllschritt 10 Sekunden lang ultrabeschallt. Zum Schluss erfolgte eine ein-
minudtige Ultraschall-Behandlung in Aceton sowie die anschlieBende Trocknung der auf

Filterpapier gebrachten Grids.

Nach der Reinigung wurden die Grids mit einem Plastikfilm Gberzogen. Dieser bildet
eine Oberflache, auf der spater die Erreger anhaften bleiben. Wird der Kunststoffliber-
zug zu dick aufgetragen, erscheint das Praparat beim Mikroskopieren zu dunkel. Ein zu
dinn aufgetragener Plastikfilm kann hingegen bei der weiteren Gridpraparation oder
spater durch die Einwirkung des Elektronenstrahls zerstért werden. Ein optimaler
Kunsttoffliberzug sollte also dinn, elektronentransparent und gleichzeitig stabil sein.

Diese Eigenschaften werden bei einer Dicke des Films von 20 bis 30 nm erreicht.

Abb. 3: Befilmungsvorrichtung fur die Objekttrager

Fur die Kunststoffbeschichtung wurde eine Befilmungsvorrichtung (Abb. 3), bestehend
aus einer Glaschromatographiesaule mit einem 100 ml Reservoir im oberen Teil auf-
gebaut. Als Kunststoff diente Pioloform®. Dazu wurde aus Pioloform®-Pulver und
Chloroform eine 0,8% Pioloform®-Lésung hergestellt. Diese wurde vor der Verwendung
gefiltert und anschliefend dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Anschlielend wurde
ein sauberer und staubfreier Glasobjekttrager fir 10 Sekunden in das Saulenreservoir
mit Pioloform®-Lésung eingetaucht. Die Lésung wurde anschlieRend langsam durch
die Glaschromatographiesaule abgelassen. Der nach dem Trocknen auf dem Objekt-

trager verbliebene Kunststofffilm wurde an den Kanten des Objekttragers eingeritzt und
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unter Anhauchen des Films auf die Oberflache eines mit Wasser gefilliten Gefalies
gebracht (Abb. 4). Die Grids wurden mit der glanzenden Seite nach unten auf den
schwimmenden Plastikfilm gelegt und diese Film-Grid-Verbindung anschliefiend durch
Auflegen eines Filterpapiers aus dem Wasser gefischt, so dass sich die Grids am Ende

der Prozedur zwischen dem Plastikfilm und dem Papier befanden (Abb. 5).

Abb. 4: Aufbringen des Kunststofffilms auf die Wasseroberflache

\
N

Abb. 5: Abnehmen der mit dem Kunststofffilm beschichteten Grids von der Wasser-

oberflache

Um die Reilfestigkeit des Plastikfilms zu erhéhen, wurden die befiimten Grids in einer
Hochvakuumbeschichtungsanlage bei 5x10° mbar mit Kohle bedampft und an-
schliefend in derselben Anlage bei 8 mA 30 Sekunden lang beglimmt. Durch die
Glimmentladung werden die Grids negativ geladen, wodurch die Virusadsorptionsrate

bei der Probenpraparation deutlich erhdht wird (10-100fach).
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3.1.3.2 Probenpraparation und Negativkontrastierung

Bei der Praparation wurden die Proben verdinnt, homogenisiert, mittels Zentrifugation
geklart und die Partikel aus dem Uberstand auf die Grids aufgebracht. AnschlieRend
folgte analog zur Farbung in der Lichtmikroskopie eine Kontrastierung mit Schwer-

metallsalzen.
Fir die Probenpraparation kamen folgende Gerate und Materialien zum Einsatz:
e Waage'
e Zentrifuge®
e Agqua bidest
e Parafilm®
e Phosphorwolframséaure* (PTA, 1%ige Lésung in Aqua bidest, pH 7,2)
e Spezialpinzetten fiir die TEM®
e Vortex-Schiittler®

Zuerst wurden die Sammelkotproben durch Rihren mit einem Loéffel gut gemischt.
Nach dem Abwiegen wurden 0,3 g Kot in ein 2 ml Eppendorf-Reagenzgefaly tberflhrt
und mit 600 pl Aqua bidest verdiinnt. Nach Homogenisieren der Proben auf einem
Vortex-Schuttler fir mindestens 30 Sekunden folgte eine Zentrifugation bei 420 x g fiir
10 Minuten. Nach dem Zentrifugieren wurden 30 ul des klaren Uberstands tropfen-
formig auf ein Stick Parafilm gebracht. Auf diesen Tropfen wurde anschlielfend ein
Grid mit Hilfe einer Spezialpinzette mit der beschichteten Seite nach unten aufgelegt
und dort fur 3 Minuten belassen. (Abb. 6).

! Prazisionswaage H160, Sartorius GmbH, Géttingen

2 MiniSpin®, Eppendorf

® Parafilm® M, Brand GmbH, Wertheim, Art.-Nr. 701605,

* Phosphorwolframsaure, Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.00583.0100

® Selbstspannende Pinzetten, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. HL64.1
6 Reagenzglasschittler, VWR International GmbH
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30l

Abb. 6: Partikelabsorption auf das geladene Grid aus der aufgereinigten Probe.

AnschlielRend wurde das Grid wieder vom Tropfen entfernt und die noch am Grid ver-
bliebene Flussigkeit mit einem angefeuchteten Stuck Zellstoff entfernt. In einem
weiteren Schritt wurde das Grid an der Oberflache eines Tropfens Aqua bidest 1 bis 2
Sekunden lang gewaschen, ohne das Grid vollstdndig in das Wasser einzutauchen. Im
nachsten Schritt folgte eine Kontrastierung des Grids fur 2 Minuten auf einem PTA-
Tropfen (30 pl). Nach Entfernung des Grids vom Kontrastmittel wurden Reste des
Kontrastmittels ebenfalls mit einem Stlick angefeuchteten Zellstoff durch Anlegen des
Grids in einem Winkel von 45° abgesaugt. Nach diesen Behandlungsschritten kann

das Grid im Elektronenmikroskop untersucht werden.

3.1.3.3 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten mit einem 80 kV-

Transmissionselektronenmikroskop der Firma Jeol ( JEM-1011).

Fir Bildaufnahmen und Bildarchivierung wurde die SIS Megaview |ll CCD-Kamera
sowie die entsprechende Bildverarbeitungs-Software AnalySIS der Firma Olympus

Soft Imaging Solutions GmbH verwendet.

Die Proben wurden bei 40.000x VergréRerung mindestens 15 Minuten lang untersucht
und dabei die einzelnen Felder maanderformig nach Viruspartikeln abgesucht. Im Falle
eines Virusfundes wurden die Partikel digital fotografiert und in elektronischer Form in
einer Datenbank abgespeichert. Die Differenzierung der virusverdachtigen Partikel
erfolgte aufgrund einer GréRenvermessung mittels AnalySIS-Software sowie typischer
Strukturmerkmale, wie sie in der Fachliteratur beschrieben sind (Doane und Anderson,
1987; Fong, 1994; Madeley und Field, 1988; Palmer und Martin, 1988; Saif, 2008).
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3.1.4 Molekularbiologische Untersuchungen

Ziel der molekularbiologischen Untersuchungen war es, Genomabschnitte von Rota-,
Astro- und Coronaviren mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in Kotproben von
Puten nachzuweisen. Bei den verwendeten PCR-Tests handelte es sich um 3 kon-
ventionelle Reverse Transkription PCR (RT-PCR). Darliber hinaus wurden die mittels
PCR amplifizierten Genomabschnitte sequenziert und ein Sequenzvergleich mit
Datenbankeintragen (NCBI) durchgefiihrt.

Der Nachweis mittels konventioneller PCR erfolgte in 3 Schritten. Im ersten Schritt
wurde RNA aus der Probe isoliert. Danach folgte die Reverse-Transcription, bei der
zunachst die RNA in DNA umgeschrieben und dann mit Hilfe von spezifischen, in-vitro
synthesierten Oligonukleotiden (Primer) die Zielsequenz des Virus vervielfaltigt wird.
Zum Schluss wurden die PCR-Produkte (Amplifikate) im Ethidiumbromid-Agarose-Gel
mittels Elektrophorese voneinander aufgetrennt und als Banden unter UV-Licht sicht-
bar gemacht. Mithilfe von mitgefiihrten GrélRenmarkern konnte das PCR-Produkt an-
hand der BandengroRRe identifiziert, aus dem Gel herausgeschnitten und nach einer

Aufreinigung fir die DNA-Sequenzierung verwendet werden.

3.1.4.1 Nukleinsaureisolierung
Folgende Gerate und Reagenzien wurden bei der RNA-Isolierung verwendet:
e Waage'
e Zentrifuge®
e Vortex-Schiittler®
e RNeasy® Mini Kit*
e PBS-Lésung nach Dulbecco’
e 70% Ethanol

e 14.3 M R-Mercaptoethanol®

! Prazisionswaage H160, Sartorius GmbH, Géttingen

2 MiniSpin®, Eppendorf

3 Reagenzglasschiittler, VWR International GmbH

4 RNeasy® Mini Kit, Qiagen GmbH, Hildern, Art.-Nr. 74124

® Dulbecco A Tablets, Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, Art. -Nr. BR0O014
® 2-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Art. -Nr. M3148
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Die Nukleinsdure-Aufreinigung erfolgte mithilfe des RNeasy® Mini Kits der Fa. Qiagen

nach Angaben des Herstellers.

Abweichend von den Angaben des Herstellers wurden flr die Nukleinsaure-Isolierung
10 mg Kot in 90 uyl Aqua bidest suspendiert (Verhaltnis 1:10). Zu dieser Proben-
suspension wurden 600 pl RLT-Puffer dazugegeben und mittels Vortex-Schittler
grundlich gemischt. Als nachstes wurden der Probe 600 pl 70%iges Ethanol hinzu-
gefugt. Nach Durchmischen mittels Vortex-Schittler wurden 650 ul des Reaktions-
ansatzes auf die im Aufreinigungskit enthaltene RNeasy® Mini-Spinséule Uberfiihrt,
welche wiederum in ein 2 ml Sammelgefald eingesetzt wurde. Die Elution gebundener
DNA erfolgte mit 30 ul DNAse-freien Wasser (Bestandteil des Kits). Die Eluate wurden
bis zur PCR-Durchfuhrung bei -70°C aufbewahrt.

3.1.4.2 Polymerase-Kettenreaktion

Da Astro-, Rota- und Coronaviren zu den RNA-Viren gehdren, die eigentliche PCR
aber als Substrat (,template) DNA bendtigt, muss die virale RNA mit Hilfe eines
Enzyms (Reverse Transkriptase) zunachst in DNA umgeschrieben werden (RT-
Reaktion). Darauf folgt die eigentliche PCR, bei der die DNA durch ein weiteres Enzym
(Tag-Polymerase) exponentiell vermehrt wird. Dies geschieht in mehreren hinter-
einander folgenden Zyklen, die aus einem Denaturierungsschritt (ca. 95°C, Trennung
des DNA Doppelstrangs), einem Annealingschritt (ca. 58°C, Hybridisierung der Primer
an einen der beiden DNA-Strange) sowie einem Elongationsschritt (ca. 72°C, vom
Primer ausgehende Verlangerung des neuen DNA-Strangs) bestehen. Sowohl beim
RT-Schritt als auch bei der eigentlichen PCR werden spezifische, nur am Virusgenom
hybridisierende Primer benutzt, wodurch ein spezifischer Nachweis der Virus-RNA er-
maglicht wird. Fiir die PCR kam das Qiagen One Step RT-PCR Kit® zur Anwendung.
Durch den Einsatz dieses PCR-Kits ist die Durchfiihrung der RT-Reaktion und die
daran anschliellende eigentliche PCR ohne Unterbrechung in einem Reaktionsgefal
moglich (One Tube RT-PCR).

3.1.4.2.1 Astrovirus RT-PCR

Auswahl der geeigneten Primer

Als Zielsequenz fir die PCR-Primer wurde das ORF1b-Segment des Astrovirus-
genoms ausgewahlt. Dieses Gen codiert fir die RNA-abhangige RNA-Polymerase. Die

Genksequenzen (Tabelle 1) zur Ermittlung der Primer wurden aus der Gendatenbank
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des National Center for Biotechnology Information (NCBI: www.ncbi.nim.nih.gov) ge-

nommen.

Tabelle 1: Sequenzen der NCBI-Gendatenbank, die fir die Auswahl der Primer flr die

Astrovirus RT-PCR verwendet wurden.

Genbank Sequenzdefinition

Accessionnumber

DQ 381330 Turkey astrovirus isolate 1232/00 polymerase gene

DQ 324814 Turkey astrovirus 2 MN-SEP-A805-05 polymerase gene
AY 320043 Turkey astrovirus 2 polymerase protein gene

AF 206663 Turkey astrovirus 2 polyprotein gene, RNA polymerase

gene, capsid protein gene

Aus den o0.g. Sequenzen wurde mit Hilfe der Online-Software ClustalW

(www.ebi.ac.uk/Tools/msalclustalw) ein multiples Alignment erstellt. Durch die Analyse

des multiplen Alignments wurden konservierte Sequenzbereiche ermittelt.
Anschliellend wurden die Primer-Sequenzen mittels Primer Express Software 2.0 der

Fa. Applied Biosystems entworfen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Primer fir die Astrovirus RT-PCR.

Forward-Primer | 5 TGGTGATGGAGATAGGTATTTTGTTG-3'

Reverse-Primer | 5. GCAGCTCTTTCTCTGTTGGCAG-3'

Die Lange des PCR-Produkts betrug 344 bp.

Die Primer wurden nach unseren Vorgaben bei der Fa. Eurogentec S. A. synthetisiert.

Beschaffung der Positivkontrolle

Als Positivkontrolle fir die RT-PCR dienten die Feldproben, in denen mittels
Elektronenmikroskopie Astroviren eindeutig nachgewiesen worden waren. Die von

diesen Proben gewonnenen PCR-Produkte wurden anschlieliend sequenziert.

Die Ergebnisse der DNA-Sequenzierungen wurden durch den Vergleich mit den

Sequenzen der NCBI-Genbank als Astrovirusgenom bestatigt.
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Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion

Fir die RT-PCR wurden folgende Reagenzien und Gerate verwendet:
e QIAGEN OneStep RT-PCR Kit'
e PCR-Primer
e Thermocycler’

Die fur die RT-PCR notwendigen Reagenzien wurden zunachst in ein 0,5 ml
EppendorfGefal} pipettiert. In Tabelle 3 sind die einzelnen Reagenzien fir die RT-PCR
aufgefiihrt. Jedes Reaktionsgefald enthielt 45 pl des Primer-Enzymmixes. Zu jedem
Reaktionsansatz wurden 5 pl der isolierten Proben-RNA dazugegeben. Die RT-PCR
wurde im Thermocycler (siehe vorne) durchgefiihrt. Das Temperaturprogramm ist in

Tabelle 4 zusammengefasst.

Die Amplifikate wurden nach der RT-PCR bis zur Gelelektrophorese bei 4°C aufbe-
wahrt.

Tabelle 3: Pipettierschema fiir die Astrovirus RT-PCR.

Reagenzien des QIAGEN OneStep RT-PCR Kit
(alle Angaben in pl)

DEPC-Wasser 28,5
dNTP-Mix 2

5 x RT-PCR Puffer 10
RNase Inhibitor 0,5
Enzym-Mix 2
Forward -Primer (100 uM) 1
Reverse-Primer (100 uM) 1
Summe Mastermix 45

! OneStep RT-PCR Kit, Qiagen GmbH, Hildern, Art.-Nr. 210212
2 Mastercycler® Gradient 5331, Eppendorf AG, Hamburg
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Tabelle 4: Temperaturprogramm des Thermocyclers.

Programm- | Programmeinstellungen
schritt Nr.

RT-PCR-Schritt

1 30 min, 50°C reverse Transkription des RNA-Stranges

2 15 min, 95°C Beenden der reversen Transkription und
Aktivierung der HotStarTag DNA
Polymerase

3 15 sec, 95°C Denaturierung der DNA-Strange

4 30 sec, 58°C

Annealing der Primer

5 1 min, 72°C Amplifikation
6 weiter mit dem Schritt 3; 39 x Wiederholung des 3-Schritt-Zyklus
7 10 min, 72°C Endphase (finale Amplifikation)

3.1.4.2.2 Coronavirus RT-PCR

Auswahl der geeigneten Primer

Die Coronavirus RT-PCR wurde nach Angaben von Cavanagh et al. (2001) durch-

gefuhrt. Die Primer amplifizieren einen 266 bp langen Abschnitt des dul3eren Bereiches

der 3'UTR-Region des Coronavirusgenoms. Der Vorwarts-Primer lagert sich an der
Position 41 des 3'UTR-Endes (UTR41" Primer) an, der Rickwarts-Primer an die
Position 11 des 3'UTR-Endes (UTR11" Primer). In Tabelle 5 sind die Sequenzen der

beiden RT-PCR Primer aufgeflhrt.

Tabelle 5: Primer fur Coronavirus RT-PCR.

Forward-Primer

5-ATGTCTATCGCCAGGGAAATGTC-3’

Reverse-Primer

5’-GCTCTAACTCTATACTAGCCTA-3’
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Beschaffung der Positivkontrolle

Aufgrund der sehr niedrigen Variabilitat des auferen Abschnitts der 3'UTR Region sind
die Genomsequenzen des Turkey Coronavirus (TCoV) und des Infektidsen Bronchitis-
virus des Huhns (IBV) sehr &hnlich. Die bei uns eingesetzten UTR11"/ UTR41" Primer
amplifizieren den entsprechenden Genomabschnitt beider Viren. Daher konnte der
IBV-Impfstamm H120 (TAD® IB vac 1) als Positivkontrolle verwendet werden.
(Cavanagh et al., 2001).

Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion

Die einzelnen Schritte der Coronavirus RT-PCR entsprechen denen des oben be-
schriebenen Ablauf der Astrovirus RT-PCR (siehe Punkt 3.1.3.2.1).

3.1.4.2.3 Rotavirus RT-PCR

Auswahl der geeigneten Primer

Die Primer, die flr die Rotavirus RT-PCR ausgewahlt wurden, amplifizieren den
konservierten NSP4-Abschnitt des Rotavirusgenoms. Die zur Auswahl der Primer ver-
wendeten NCBI-Genbank-Sequenzen sind in der Tabelle 6 aufgelistet. Nach der Ana-
lyse des der in der NCBI-Datenbank verdéffentlichten NSP4-Gensequenzen (alle ca.
700 bp lang) konnten nur wenige homologe und somit fiir das Primerdesign passende

Stellen gefunden werden.

Tabelle 6: Primer fir die Rotavirus RT-PCR.

Genbank Sequenzdefinition

Accessionnumber

AY 062937 Avian rotavirus AvRV-1 nonstructural protein 4 gene
AB 065286 Avian rotavirus Ty-3 gene for nonstructural protein NSP4
AB 065285 Avian rotavirus Ty-1 gene for nonstructural protein NSP4

Die fur die Ermittlung der optimalen Primersequenzen notwendigen Schritte sind unter
dem Punkt 3.1.3.2.1 beschrieben. In Tabelle 7 sind die von uns ausgewahlten Primer-

sequenzen zu finden.
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Tabelle 7: Primer fur die Rotavirus RT-PCR.

Forward-Primer

5’-CCGTGIGGAAAGATGGAGAAC-3’

Reverse-Primer

5-GTTIGGGTACCAGGGATTAAGICTTC-3’

Um moglichst viele Rotavirus-Stamme mit der entwickelten PCR nachweisen zu

kénnen, musste an drei Stellen losin in die Primer integriert werden

Das durch die Primer amplifizierte PCR-Produkt ist 651 bp lang.

Beschaffung der Positivkontrolle

Die Auswahl der Positivkontrolle fur die Rotavirus RT-PCR wurde entsprechend der

Vorgehensweise welche bereits bei der Astrovirus RT-PCR beschrieben wurde ge-

troffen (s. Punkt 3.1.3.2.1). Auch hier kamen Feldproben zum Einsatz.

Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion

Im Gegensatz zu Astro- und Coronaviren besitzt das Rotavirus ein doppelstrangiges

RNA-Genom. Um eine optimale Umschreibung der viralen RNA in eine Template-DNA

zu erreichen, wurden die aufgereinigten Probeneluate zuerst flir 5 Minuten bei 95°C

denaturiert und danach sofort in Flussigstickstoff bei -196°C eingefroren. So blieben

die denaturierten RNA-Strange zunachst voneinander getrennt. Erst danach wurde der

PCR-Mastermix auf die gefrorene Probe pipettiert. Die weiteren RT-PCR Schritte

erfolgten entsprechend Kapitel 3.1.3.2.1.
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3.1.4.3 Gelelektrophorese und Auswertung der PCR

Das Endprodukt der PCR (Amplifikat) wurde nach elektrophoretischer Auftrennung im

Agarosegel mittels Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht.

Fir die Gelelektrophorese und die anschlieRende Auswertung wurden folgende Gerate

und Reagenzien verwendet:
e Elektrophoresekammer’
e Elektrophorese-Netzgerat®
e Geldokumentationssystem®
e Agarose-Gel (1,5%) (siehe 3.1.1)
e Laufpuffer (siehe 3.1.1)
e Ladungs-Puffer (siehe 3.1.1)

e DNA-Molekulargewichtsmarker*

3.1.4.3.1 Aufreinigung der PCR-Amplifikate

Die Aufreinigung der mittels PCR gewonnenen DNA-Amplifikate aus dem Agarosegel
erfolgte mit Hilfe des QIAquick® PCR Purification Kits (Fa. Qiagen) nach Angaben des

Herstellers.

3.1.4.3.2 Durchfihrung der Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Amplifikate wurde in unserem Auftrag von der Firma
Biosynth (Fa. Biosynth AG, Staad, Schweiz) durchgeflihrt.

! Flachgel-Elektrophoresekammer, von Keutz Labortechnik, Reiskirchen

2 Power Supply E433, Consort nv, Turnhout, Belgium

3 AlphaDigiDoc 1000, Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA, USA

* PCR 100 bp DNA Ladder, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Best.-Nr. SM 0241
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3.1.4.3.3 Analyse der Sequenzierungsergebnisse

Die Sequenzierungsergebnisse unserer Isolate wurden sowohl untereinander als auch

mit Astro- und Rotavirusgensequenzen der NCBI-Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov)

mit Hilfe der Online-Software ClustalW verglichen (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw).

Phylogenetische Baume wurden mittels DNA Parsimony Algorytmus (PHYLIP V3.65
http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py) und Analysesoftware MEGA 4.0 erstellt.

3.1.5 Untersuchungen zum Nachweis von Salmonellen

Die Untersuchungen der Kotproben auf Salmonellen hatten zum Ziel, diese Erreger als
Durchfallursache differentialdiagnostisch auszuschlieRen. Der Salmonellen-Nachweis
wurde gemal den Anforderungen der Europdischen Norm ISO 6579 (International

Organization for Standardization, 2007) durchgeflhrt.
Fir die Untersuchung wurden folgende Gerate und Materialien verwendet:
e Brutschrank 37°C’
e Brutschrank 42°C?
e Waage®
e gepuffertes Peptonwasser (siehe 3.1.1)

¢ modifiziertes halbfestes Rappaport-Vassiliadis Medium (Modified Semi-Solid
Rappaport-Vassiliadis Agar (MSRV-Agar), siehe 3.1.1)

e Phenolrot-Agar (siehe 3.1.1)

e Rambach-Agar®

e Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD-Agar, siehe 3.1.1)
e Salmonellen-Antiseren®

e Glasobjekttrager®

' Modell B5060, Heraeus GmbH, Hanau

2 Model BD 115/E2, Binder GmbH, Tuttlingen

® Prazisionswaage 1002MP9, Sartorius GmbH, Géttingen

* Merck, Darmstadt, Art.-Nr. 1.13999.0001

® Enteroclon, SIFIN, Berlin

6 Standard-Objekttrager, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. 0656.1
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Zur Isolierung von Salmonella-Keimen wurden die Proben bei 37°C in gepuffertem
Peptonwasser fir 24 Stunden vorangereichert. Von den Sammelkotproben wurden 10
g in 90 ml (1:10) Voranreicherung verdunnt. Nach der Bebritung wurden 0,1 ml der
Voranreicherung auf modifiziertes halbfestes Rappaport-Vassiliadis-Medium (MRSV-
Agar) als Selektivanreicherung Uberimpft. Die Bebritung erfolgte bei 41°C fir 24
Stunden. Danach wurde jeweils eine Ose auf die Selektivmedien Brilliant-Phenolrot-
Lactose-Agar, Rambach-Agar und Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar ausgestriechen
und die Platten flir weitere 24 Stunden bei 37°C bebritet. Die Auswertung der Platten
erfolgte entsprechend den Literaturangaben (Baumgart, 2004; Selbitz, 2007). Die
Salmonellen-verdachtigen Keime wurden anschlie@end mit Hilfe der Objekttrager-

agglutination unter Verwendung spezifischer Salmonellen-Antiseren getestet.

3.1.6 Parasitologische Untersuchungen
Die Sammelkotproben wurden parasitologisch mittels Flotationsverfahren untersucht,
um Parasiten als Ursache von Durchfallerkrankungen auszuschlieRRen.
Fir die Untersuchung wurden folgende Gerate und Reagenzien bendtigt:

e Zentrifuge'

e Waage?

e Mikroskop®

e Sieb’

e Trichterbecher®

e Platingsen®

e Objekttrager’

e Deckglaser®

¢ Flotationslésung (siehe 3.1.1)

! Zentrifuge Rotanta 46RC, Rotor VK-Nr .-4446, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

2 Prazisionswaage BL1500S, Sartorius GmbH, Géttingen

3 Lichtmikroskop Eclipse 400, Nikon Corporation

* Rotilabo® Rundsieb 100mm, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. 8096.1

® Kartell® Messbecher konisch 250ml, Mercateo, Art.-Nr. 163-9013774

® Rotilabo® Impfosen Platin/Iridium 5mm, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. KN03.1
” Standard-Objekttrager, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. 0656.1

8 Deckglaser quadratisch, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Art.-Nr. 0657.1
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Vor der Untersuchung wurden die Proben sorgfaltig mittels Loffel durchmischt. Im ers-
ten Schritt wurden 5 g Kot mit Leitungswasser verdinnt, mit einem Glasstab gut ver-
rihrt und durch einen Sieb in einen Trichterbecher gekippt. Nach ca. 10 Minuten wurde
das Sediment in ein Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und flr 5 Minuten bei 310 x g zentri-
fugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen, das Sediment mit Flotationsldsung
aufgeflllt, resuspendiert und nochmals fir 5 Minuten bei 310 x g zentrifugiert. Nach
dem Zentrifugieren wurden die Proben fir 10 Minuten stehen gelassen. Schliellich
wurden 2 bis 3 Tropfen aus der obersten Schicht der Probe mittels einer Platinése auf
den Objekttrager Gberfuhrt, mit dem Deckglas abgedeckt und bei 200-facher Vergrolie-
rung im Lichtmikroskop untersucht. Die morphologische Beurteilung erfolgte entspre-
chend den Angaben aus der Fachliteratur (Boecking, 2006; Eckert et al., 2008). Bei der
semiquantitativen Bewertung der nachgewiesenen Kokzidienoozysten wurde folgender

Bewertungsschlissel verwendet: + £ 1-3; ++ £ 4-20; +++ £ 21-100; ++++ > 100

Kokzidienoozysten pro Gesichtsfeld.

3.1.7 Berechnung der wirtschaftlichen Parameter

Anhand der von den jeweiligen Besitzern zur Verfliigung gestellten Daten wurde die
Mortalitdt am Ende eines Durchgangs fir Hennen und Hahne getrennt ermittelt. Das
Lebendgewicht am Schlachttag wurde flir die weiblichen und die mannlichen Tiere be-
rechnet. Die Futterverwertung konnte systembedingt nur als Gesamtergebnis fur
Hennen und Hahne zusammen angegeben werden.
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3.2 Ergebnisse

Es wurden insgesamt 107 Kotproben aus acht ausgewahlten Putenbetrieben mittels
Elektronenmikroskopie und PCR auf Viren untersucht. Weiterhin wurden die Proben

auf das Vorkommen von Salmonellen sowie Kokzidien und Helminthen getestet.
3.2.1 Elektronenmikroskopische Untersuchungen
Im Rahmen der elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden in den Kotproben

zahlreiche Astro- und Rotaviruspartikel gefunden (s. Abb. 7 und Abb. 8). In keiner der

Proben konnten Coronaviruspartikel identifiziert werden. Vereinzelt wurden Adenoviren

nachgewiesen (Abb. 9).

Abb. 7: Astroviruspartikel im Putenkot. Pfeil: eine typische sternahnliche Partikelform.
(Negativkontrastierung mit PTA, Messbalken 200nm, Bild: CVUA-Stuttgart 2010 )
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Abb. 8: Rotaviruspartikel im Putenkot: A. intakte Viruspartikel; B. Viruspartikel ohne
aulere Proteinschicht (Negativkontrastierung mit PTA, Messbalken 100nm, Bild:
CVUA-Stuttgart)

Abb. 9: Adenoviruspartikel im Putenkot (Negativkontrastierung mit PTA, Messbalken
100nm, Bild: CVUA-Stuttgart)
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Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse in den einzelnen Betrieben wird in den Tabellen 8
bis 15 nach weiblichen und mannlichen Tieren getrennt dargestellt.

Tabelle 8: Elektronenmikroskopische Befunde in Betrieb 1.

Putenalter (Wochen)

Virus Geschlecht

02 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12|13-14|15-16|17-18|19-20
3 + - - + - + - - - n.d.

Astrovirus
Q + + + - + + - nd. | nd. | nd.
6\ + + + + - - + - - n.d.

Rotavirus
Q + + - + + + - nd. | nd. | nd.
g A e e e et

Adenovirus
Q - - - + - - - nd. | nd. | nd.

n.d. = nicht durchgeflhrt

Aus Betrieb 1 wurden Proben von Tieren im Alter von 1 bis 18 Wochen (& Tiere),

respektive 14 Wochen (@ Tiere) untersucht. Uber den gesamten Zeitraum konnten

Astro- und Rotaviren nachgewiesen werden. Aulerdem wurden bei den Hennen im

Alter von 7 bis 8 Wochen und bei den Hahnen im Alter von 9 bis 10 Wochen Adeno-

viren gefunden.

Tabelle 9: Elektronenmikroskopische Befunde in Betrieb 2.

Putenalter (Wochen)

Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12{13-14|15-16|17-18|19-20
g R e e e e T e
Astrovirus
? + - - - - - - nd. | nd. | nd.
g T T e (R
Rotavirus
Q - - + + - - - nd. | nd. | nd.
g S e e e e e
Adenovirus
Q - - - + - - - nd. | nd. | nd.

n.d. = nicht durchgefihrt
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Die Hahne des Betriebs 2 wurden Uber die gesamte Mastperiode beprobt (von der
ersten bis zur zwanzigsten Woche), wobei die Probenahme bei 17 bis 18 Wochen alten
Tieren ausgeblieben ist. Bei den Hennen wurden die Proben bis zum Alter von 14
Wochen entnommen. Bereits in der ersten Probe von Tieren im Alter bis zur zweiten
Lebenswoche konnten Astroviren nachgewiesen werden. Im weiteren Untersuchungs-
verlauf wurden Astroviren nur noch bei den 15 bis 16 Wochen alten Hahnen gefunden.
Alle anderen Proben blieben im weiteren Verlauf der Untersuchungsperiode Astrovirus
negativ. Rotaviren dagegen wurden bei Tieren beider Geschlechtsgruppen im Alter
zwischen 5. und 8. Lebenswoche nachgewiesen. Eine weitere Probe von Hahnen (ent-
nommen zwischen 11. und 12. Lebenswoche) war ebenfalls Rotavirus positiv. In einer

Kotprobe von Hennen (7-8 Wochen alt) wurden auf3erdem Adenoviren gefunden.

Tabelle 10: Elektronenmikroskopische Befunde in Betrieb 3.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
02 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12|13-14|15-16|17-18|19-20
3 - + + - - nd. | nd. | nd. | nd. | nd.
Astrovirus
Q + - - - - nd. | nd. | nd. | nd. | nd.
3 - + + + - nd. | nd. | nd. | nd. | nd.
Rotavirus
Q - + + - - nd. | nd. | nd. | nd. | nd.
3 - - - - + | nd | nd. | nd | nd. | nd.
Adenovirus
Q - - - - - nd. | nd. | nd. | nd. | nd.

n.d. = nicht durchgefihrt

Die Tiere von Betrieb 3 wurden lediglich bis zur Halfte der Mastzeit beprobt (bis zur 10.
Lebenswoche). Bei den Untersuchungen von Proben mannlicher Tiere konnten
Doppelinfektionen mit Astro- und Rotaviren festgestellt werden. Die Kotproben weib-
licher Tiere zeigten positive Ergebnisse nur bei Astro- oder Rotaviren. Bei einer Probe
der Putenhahne, die in der Zeit zwischen der 9. und 10. Lebenswoche entnommen

worden war, konnten zusatzlich Adenoviren nachgewiesen werden.
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Tabelle 11: Elektronenmikroskopische Befunde in Betrieb 4.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12({13-14|15-16|17-18|19-20
3 + - - + - n.d. - n.d. - n.d.
Astrovirus
0 . + + - - n.d. - nd. | nd. | nd.
a + + - + - n.d. - n.d. - n.d.
Rotavirus
0 + i + + - |nd | - |nd |nd |nd
3 - - - - - n.d. - n.d. - n.d.
Adenovirus
Q - - - - - n.d. - nd. | nd. | nd.

n.d. = nicht durchgefuhrt

Betrieb 4 wurde bis zur 18. (& Tiere), respektive 14. (2 Tiere) Lebenswoche beprobt.
In den Lebenswochen 11 bis 12, 15 bis 16 und 19 bis 20 wurden keine Proben ent-
nommen. Beide Tiergruppen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten positiv auf
Astro- und Rotaviren getestet. Die Hahne wiesen schon in den ersten Lebenswochen
Doppelinfektionen auf. Insgesamt gelang der Nachweis von Astro- und Rotaviren bis

zur 8. Lebenswoche.

Tabelle 12: Elektronenmikroskopische Befunde in Betrieb 5.

Putenalter (Wochen)

Virus Geschlecht

0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 [11-12|13-14|15-16|17-18|19-20
Astrovirus Q + + + + - n.d. + - nd. | nd.
Rotavirus Q + + + + - n.d. - - nd. | nd.
Adenovirus Q - - + + - n.d. - - nd. | nd.

n.d. = nicht durchgefuhrt

In Betrieb 5 wurden nur Hennen gemastet. Die Tiere wiesen schon ab den ersten

Lebenswochen Doppelinfektionen (Astro- und Rotaviren) auf. In den Proben, die im
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Zeitraum von der 5. bis zur 8. Lebenswoche genommen worden waren, konnten zu-

satzlich Adenoviren nachgewiesen werden.

Tabelle 13: Elektronenmikroskopische Befunde in Betrieb 6.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12({13-14|15-16|17-18|19-20
3 - - - - - - nd. | nd. | nd. | nd.
Astrovirus
Q - + - - - - nd. | nd. | nd. | nd.
3 + - - - - - nd. | nd. | nd. | nd.
Rotavirus
Q + + - + - - nd. | nd. | nd. | nd.
3 - - - - + - nd. | nd. | nd. | nd.
Adenovirus
Q - - - - - - nd. | nd. | nd. | nd.

n.d. = nicht durchgefihrt

Die Tiere des Betriebes 6 wurden nur bis zur 12. Lebenswoche beprobt. Bei den
Hahnen wurden Rotaviren mittels Elektronenmikroskopie nur in der erste Probe,
Astroviren hingegen in keiner der Proben nachgewiesen. Bei einer Probe (Entnahme-
zeitraum zwischen der 9. und der 10. Lebenswoche) wurden Adenoviren gefunden. Bei
den weiblichen Tieren wurde neben zwei ausschlief3lichen Rotavirus-Befunden auch

eine Doppelinfektion mit Astro- und Rotaviren festgestellt.

Tabelle 14: Elektronenmikroskopische Befunde in Betrieb 7.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12{13-14|15-16|17-18|19-20

3 + - + - - + - - n.d -

Astrovirus
9 + - + - - - - - n.d. n.d
6\ _ + + - - - - - n.d. -

Rotavirus
9 + + + - - - - - n.d n.d
IS - - + - + - + - n.d -

Adenovirus
Q - - - - - - - - nd. | nd

n.d. = nicht durchgeflhrt
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Die Beprobung der Tiere des Betriebes 7 erfolgte bis zur letzten Woche vor der
Schlachtung (Hahne 20. und Hennen 16. Lebenswoche). Lediglich zwischen der 17.
und 18. Lebenswoche wurden die Hahne nicht beprobt. Tiere beider Geschlechter
zeigten sowohl Einzel- als auch Doppelinfektionen mit Astro- und Rotaviren. In
Kotproben der mannlichen Tiere konnten darlber hinaus mit Beginn der 5. Lebens-

woche insgesamt dreimal Adenoviren nachgewiesen werden.

Tabelle 15: Elektronenmikroskopische Befunde in Betrieb 8.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
02 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12|13-14|15-16|17-18|19-20
3 - - + - + - + - - n.d
Astrovirus
? - - - + - - + | nd. | nd. | nd
a + + - - - - - - - n.d.
Rotavirus
Q + + + - - + - nd. | nd. | nd
3 - - - + + - - - - n.d
Adenovirus
? - - - + + - - | nd. | nd. | nd

n.d. = nicht durchgefihrt

Tiere des Betriebes 8 wurden nahezu Uber die gesamte Mastzeit beprobt. Lediglich
die letzte Probenahme wurde in diesem Bestand nicht durchgefuhrt. Einzelinfektionen
mit Astro- oder Rotaviren wurden bis zur 14. Lebenswoche in beiden Tiergruppen
nachgewiesen. Doppelinfektionen konnten dagegen in keiner der Proben festgestellt
werden. Daruber hinaus wurden in der Zeit zwischen der 7. und der 10. Lebenswoche

sowohl bei Hahnen als auch bei Hennen Adenoviren gefunden.

3.2.1.1 Vergleichende Darstellung der elektronmikroskopischen

Virusnachweise in allen acht Betrieben

Die Tabellen 16 und 17 zeigen eine Ubersicht (iber die positiven Virusnachweise in

allen acht Betrieben fiir mannliche (Tabelle 16) und weibliche (Tabelle 17) Puten.
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Tabelle 16: Ubersicht iiber die Anzahl von Virusnachweisen mittels TEM bei mann-
lichen Tieren.

Betrieb | Proben- | Astrovirus positiv | Rotavirus positiv | Adenovirus positiv

1 9 3 5 1

2 9 2 3 0

3 5 2 3 1

4 7 2 3 0

5 0~ 0* 0* 0*

6 6 0 1 1

7 9 3 2 3

8 9 3 2 2
Summe 54 15 19 8

Anteil positiver 27,8% 35,2% 14,8%

* In Betrieb 5 wurden nur Hennen gehalten

Tabelle 17: Ubersicht tiber die Anzahl von Virusnachweisen mittels TEM bei weiblichen
Tieren.

Betrieb | Proben- | Astrovirus positiv | Rotavirus positiv | Adenovirus positiv

1 7 5 5 1

2 7 1 2 1

3 5 1 2 0

4 6 2 3 0

5 7 5 4 2

6 6 1 3 0

7 8 2 3 0

8 7 2 4 2
Summe 53 19 26 6

Anteil positiver 35,9% 49,1% 11,3%
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Wie aus den Tabellen 16 und 17 hervorgeht, liegt die Zahl der positiven Astro- (35,9%)
und Rotavirus-Nachweise (49,1%) bei den Hennen deutlich héher als bei den Hahnen
(27,8% bzw. 35,2%).

Adenoviruspartikel wurden bei 13,1% (14) der untersuchten 107 Proben gefunden. Alle
positiven Proben stammten von Gber 5 Wochen alten Puten. Die Tiere aller acht Be-
triebe wurden im Alter von 4 Wochen mit einer Lebend-Vakzine gegen Hamor-

rhagische Enteritis (Adenovirusinfektion) Gber das Trinkwasser immunisiert.

Tabelle 18 zeigt eine Ubersicht Uiber den Infektionsverlauf in den beprobten Betrieben.
Die Ergebnisse sind unabhangig vom Geschlecht der Tiere dargestellt (d.h. ein Betrieb
gilt als positiv, sobald in mindestens einer der beiden Geschlechtsgruppen Viren nach-

gewiesen wurden).

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dass in den Proben aller acht Betriebe sowohl
Astro- als auch Rotaviren vorhanden waren. In den ersten 10 Lebenswochen ist der
Anteil der positiven Virusnachweise deutlich hdher (77%) als in der zweiten Halfte der
Mastzeit, in der nur etwa 38% der untersuchten Proben positiv waren. Die meisten

Doppelinfektionen waren in den Betrieben 1, 4 und 5 zu verzeichnen.
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Tabelle 18: Ubersicht Giber die Nachweise von Astro- und Rotaviren mittels TEM in

allen 8 Betrieben.

Putenalter (Wochen)

Betrieb | Virus | 0-2 | 3-4 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12|13-14 | 15-16 | 17-18 | 19-20

Astro | + + + + + + - - -
1 n.d.

Rota + + + + + + + - -

Astro | + - - - - - - + -
2 n.d.

Rota - - + + - + - - -

Astro | + | + | + - -

Rota | - + + + -

Astro | + + + + - - -

Rota + + + + - - -

Astro | + + + + - + -
5 n.d n.d. n.d
Rota + + + + - - -
Astro | - + - - - -
6 n.d n.d. n.d n.d
Rota + + - + - -
Astro + - + - - + - - -
7 n.d.
Rota + + + - - - - - _
Astro | - - + + + - + - -
8 n.d.
Rota + + + - - + - - -

3.2.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Alle gesammelten Kotproben wurden mittels konventioneller RT-PCR auf Astro-,
Corona- und Rotaviren untersucht. AnschlieRend wurden die entsprechenden Gen-
abschnitte bei positiven Virusnachweisen in jeweils einmal pro Betrieb sequenziert und

mit den Sequenzen der NCBI-Datenbankeintragungen verglichen.
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3.2.2.1 Virusnachweise in den einzelnen Betrieben

In den Tabellen 10 bis 17 sind die Ergebnisse aller PCR-Untersuchungen nach Be-
trieben getrennt dargestellt. In den meisten Proben konnte Astro- und Rotavirus-RNA
nachgewiesen werden. Dagegen blieb der Nachweis von Coronavirusgenom bei allen

Proben aus.

Tabelle 19: PCR-Befunde in Betrieb 1.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |{11-12|13-14|15-16 |17-18 | 19-20
a + + + + + + + + + n.d
Astrovirus
Q + + + + + + + n.d n.d n.d
3 + + + + + + + + + n.d.
Rotavirus
Q + + + + + + + nd. | nd. | nd.
g e e L e L e A
Coronavirus
? - - - - - - - | nd. | nd. | nd

n.d. = nicht durchgeflhrt

Bei allen in Betrieb 1 entnommenen Proben wurden sowohl Astro- als auch Rotavirus-
RNA nachgewiesen. Dies bedeutet, dass sowohl weibliche als auch mannliche Tiere
des Bestandes von der ersten Lebenswoche bis zur Schlachtung Doppelinfektionen

aufwiesen.
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Tabelle 20: PCR-Befunde in Betrieb 2.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 [11-12|13-14|15-16|17-18|19-20
3 + + + + + + + + nd +
Astrovirus
Q + + + + + + + | nd | nd | nd
3 - + + + - + + - n.d. +
Rotavirus
Q - + + + + - - nd. | nd. | nd
3 T e e e e Y A
Coronavirus
Q - - - - - - - nd. | nd. | nd

n.d. = nicht durchgefuhrt

In Betrieb 2 konnte bei allen Proben Astrovirus-RNA mittels RT-PCR nachgewiesen
werden. Rotaviren konnten bei weiblichen Tieren im Alter bis zur 10. Lebenswoche, bei
mannlichen Tieren bis zum Ende der Mast nachgewiesen werden. In den ersten zwei
Lebenswochen konnten in beiden Geschlechtsgruppen keine Rotavirus-RNA nach-

gewiesen werden.

Tabelle 21: PCR-Befunde in Betrieb 3.

Putenalter (Wochen)

Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |{11-12{13-14|15-16|17-18|19-20

+ + + + + nd. | nd. | nd. | nd. | n.d.

Astrovirus
+ + + + + nd. | nd. | nd. | nd. | n.d.
nd. | nd. | nd. | nd. | n.d.

Rotavirus

+ + + + + nd. | nd. | nd. | nd. | n.d.

- - - - - nd. | nd. | nd. | nd. | n.d.

Coronavirus

+O Oa +O [OXY +O [ON
+
+
+
+

- - - - - nd. | nd. | nd. | nd. | n.d.

n.d. = nicht durchgeflhrt

Bis auf eine Ausnahme (Hahne in der 9.-10. Lebenswoche) konnten in allen Proben

Astro- und Rotaviren (Doppelinfektionen) nachgewiesen werden.
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Tabelle 22: PCR-Befunde in Betrieb 4.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
02 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12|13-14|15-16|17-18|19-20
3 + + + + + | nd | + | nd - n.d.
Astrovirus
0 + + + + + n.d. + nd. | nd. | nd.
3 + + - + + | nd. + | nd. + | nd.
Rotavirus
e + + + + + n.d. + nd. | nd. | nd.
a . - - - - n.d. - n.d. - n.d.
Coronavirus
0 . - - - - n.d. - nd. | nd. | nd.

n.d. = nicht durchgefuhrt

Bei den Hennen des Betriebes 4 konnten Doppelinfektionen mit Astro- und Rotaviren
Uber die gesamte Lebenszeit festgestellt werden. Vergleichbare Ergebnisse zeigten die
Untersuchungen von Proben mannlicher Tiere: Allerdings wurden bei einer Probe nur
Astro- und bei einer anderen nur Rotavirus-RNA nachgewiesen. Die restlichen 5

Proben zeigten Doppelinfektionen.

Tabelle 23: PCR-Befunde in Betrieb 5.

Putenalter (Wochen)

Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 [11-12|13-14|15-16|17-18|19-20
Astrovirus Q + + + + + n.d. + + nd. | nd.
Rotavirus Q + + + + + n.d. + - nd. | nd.
Coronavirus Q - - - - - n.d - - nd | nd

n.d. = nicht durchgefuhrt

In Betrieb 5 wurden nur Hennen gehalten. In 6 von 7 der untersuchten Proben wurden
Astro- und Rotavirus-RNA nachgewiesen. In der letzten vor der Schlachtung ent-

nommenen Probe wurde lediglich Astrovirusgenom nachgewiesen.
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Tabelle 24: PCR-Befunde in Betrieb 6.

Putenalter (Wochen)

Virus Geschlecht
02 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |11-12|13-14|15-16|17-18|19-20

+ + + + + + nd. | nd. | nd. | nd.
Astrovirus
+ + + + + + nd. | nd. | nd. | nd.
nd. | nd. | nd. | nd.
Rotavirus

+ + + + + + nd. | nd. | nd. | nd.

- - - - - - nd. | nd. | nd. | nd.

Coronavirus

0 |Gy [H+O0 | &y |0 | &
+
+
+
+
+

- - - - - - nd. | nd. | nd. | nd.

n.d. = nicht durchgefuhrt

Bei den weiblichen Tieren konnten wahrend der gesamten Haltungsdauer Doppel-
infektionen mit Astro- und Rotaviren festgestellt werden. Auch bei den mannlichen
Tieren wiesen alle bis auf eine Probe (Hahne im Alter von 11 bis 12 Wochen) fiir beide

Viren positive Ergebnisse auf.

Tabelle 25: PCR-Befunde in Betrieb 7.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 |{11-12|13-14|15-16 |17-18 | 19-20

a + + + + + + + + n.d +

Astrovirus
Q + + + + + + + + n.d n.d
a + + + + + + + - n.d. +

Rotavirus
Q + + + + + + + - n.d n.d
Sonstige g - - - - - - - - n.d -
(Adenovirus) 0 - - - - - - - - nd. | nd

n.d. = nicht durchgeflhrt

Bis auf eine Ausnahme waren alle Proben des Betriebes 7 Astro- und Rotavirus positiv.

Bei den 15 bis 16 Wochen alten Tieren wurde lediglich Astrovirus-RNA nachgewiesen.
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Tabelle 26: PCR-Befunde in Betrieb 8.

Putenalter (Wochen)
Virus Geschlecht
0-2 | 34 | 56 | 7-8 | 9-10 {11-12|13-14{15-16|17-18 | 19-20

3 + + + + + + + + + n.d

Astrovirus
Q + + + + + + + n.d n.d n.d
3 + + - + + - + + + n.d.

Rotavirus
? + + + - + + - | nd. | nd. | nd
Sonstige 3 - - - - - - - - - n.d
(Adenovirus) e - - - - - - - nd. | nd. | nd

n.d. = nicht durchgefuhrt

Astroviren wurden in allen Proben des Betriebes 8 nachgewiesen, Rotaviren dagegen

konnten in 12 von 16 untersuchten Proben gefunden werden.

3.2.2.2 Vergleichende Darstellung der PCR-Nachweise von Astro-, Rota- und

Coronaviren in allen acht Betrieben

Der Nachweis von Coronaviren mittels RT-PCR verlief bei allen Proben negativ.
Die Tabellen 27 und 28 geben eine Ubersicht tiber die Anzahl positiver Virusnachweise
in den jeweiligen Betrieben bei mannlichen (Tabelle 27) und weiblichen Tieren
(Tabelle 28).
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Tabelle 27: Ubersicht (iber die Anzahl von Virusnachweisen bei mannlichen Tieren

Betrieb | Probenzahl | Astrovirus positiv | Rotavirus positiv

1 9 9 9

2 9 9 6

3 5 5 4

4 7 6 6

5 0* 0* 0*

6 6 6 5

7 9 9 8

8 9 9 7
Summe 54 53 45

Anteil positiver Proben 98,2% 83,3%

* In Betrieb 5 wurden nur Hennen gehalten

Tabelle 28: Ubersicht iber die Virusnachweise mittels PCR bei weiblichen Tieren

Betrieb | Probenzahl | Astrovirus positiv | Rotavirus positiv

1 7 7 7

2 7 7 4

3 5 5 5

4 6 6 6

5 7 7 6

6 6 6 6

7 8 8 7

8 7 7 5
Summe 53 53 46

Anteil positiver Proben 100,0% 86,8%

Die Daten aus den Tabellen 27 und 28 verdeutlichen eine betrachtliche Virusprasenz in
den untersuchten Proben. Die Zahl positiver Kotproben liegt flir Rotaviren zwischen
83% (mannliche Tiere ) und 87% (weibliche Tiere) und fur Astroviren zwischen 98%

(mannliche Tiere) und 100% (weibliche Tiere). Beim Vergleich beider Geschlechts-
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gruppen fallt auf, dass die Anzahl positiver Virusnachweise bei weiblichen und mann-

lichen Tieren in etwa gleich ist (bei weiblichen Tieren um 2-3% hdher als bei mann-

lichen Tieren).

Eine Darstellung der Astro- und Rotavirus-Nachweise mittels PCR ohne Beruck-

sichtigung der Geschlechter gibt Tabelle 29 wider.

Tabelle 29: Ubersicht (iber die PCR-Nachweise von Astro- und Rotaviren in allen acht

Betrieben.
Putenalter (Wochen)
Betrieb | Virus
0-2| 34|56 | 7-8 |9-10 |11-12{13-14|15-16|17-18| 19-20

Astro| + + + + + + + + +

1 n.d.
Rota + + + + + + + + +
Astro| + + + + + + + + +

2 n.d.
Rota - + + + + + + - +
Astro | + + + + +

3 nd. [ nd. | nd. | nd. | nd.
Rota | - + + + +
Astro| + + + + + + +

4 n.d. n.d. n.d.
Rota + + + + + + -
Astro | + + + + + + +

5 n.d. nd. | nd.
Rota + + + + + + -
Astro + + + + + +

6 nd. | nd. | nd. | nd.
Rota | + + + + + +
Astro| + + + + + + + + +

7 n.d.
Rota + + + + + + + - +
Astro| + + + + + + + + +

8 n.d.
Rota + + + + + + + + +

n.d. = nicht durchgefihrt

Wie man der Ubersicht aus Tabelle 29 entnehmen kann, waren alle acht Betriebe zu

jedem Zeitpunkt der Probenahme Astrovirus positiv. Die Infektionsrate mit Rotaviren
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war ebenfalls sehr hoch. Rotavirus negativ blieben lediglich Puten der Betriebe 2 und 3
in den ersten zwei Lebenswochen, Tiere der Betriebe 2, 5 und 7 in der 15.-16.

Lebenswoche sowie Tiere des Betriebes 4 in der 17.-18. Lebenswoche.

3.2.3 Vergleich der elektronenmikroskopischen und

molekularbiologischen Erregernachweise

Sowohl mittels TEM als auch mittels PCR konnten in zahlreichen Kotproben Astro- und
Rotaviren nachgewiesen werden. Allerdings Ubertrifft die Nachweisquote der PCR die
der TEM-Ergebnisse deutlich. Alle positiven TEM-Nachweise konnten mit Hilfe der
PCR bestatigt werden. Abb. 10 sowie die Tabelle 30 zeigen eine vergleichende Uber-

sicht zwischen elektronenmikroskopischem und molekularbiologischem Virusnachweis.

Tabelle 30: Ubersicht tber die mittels TEM- respektive PCR-Untersuchungen erhaltene

Anzahl positiver virologischer Befunde

TEM PCR

mannliche Tiere | weibliche Tiere | mannliche Tiere | weibliche Tiere

Probenzahl 54 53 54 53

Astrovirus 15 | 27,8% 19 35,9% 53 98,2% 53 |100,0%

positiv

Rotavirus 19 1352% | 26 |491% | 45 |833% | 46 |86,8%

positiv

Seite 61



Eigene Untersuchungen

™
| O Astrovirus positiv 98.15% 100,00%

m Rotavirus positiv | 83,33%

49,06%

35,19%

Hahne Hennen

Abb. 10: Vergleichende Darstellung von TEM und PCR-Ergebnissen

3.2.3.1 Sequenzierung von PCR-Produkten

Fir jeden Betrieb wurde der entsprechende Genomabschnitt der in der PCR nach-
gewiesenen Astro- und Rotaviren sequenziert. Die dafur ausgewahlten Proben
stammten von 4 bis 6 Wochen alten Tieren, die zu diesem Zeitpunkt eine Doppel-
infektion aufwiesen. Die Proben aus den Betrieben 5 und 8 wurden bei den Hennen
entnommen. Bei allen anderen Betrieben handelt es sich um Proben von Hahnen. Die
Ergebnisse der Sequenzvergleiche (Multiple Sequence Alignment) flr Astro- und
Rotavirusgensequenzen sind im Anhang 7.1 und im Anhang 7.2 zusammengestellt.
Die Ahnlichkeit in der Nukleotidabfolge zwischen den Astrovirussequenzen (ORF1b) in
den acht Betrieben lag zwischen 88% und 100%. Wenn man dieselben Sequenzen mit
der Referenzsequenz (GQ301034.1) aus der NCBI-Genbank vergleicht, betragt die
Annlichkeit 87% bis 94%.

Die NSP4 Gensequenzen der Rotavirusisolate der acht Betriebe zeigten untereinander
eine Ahnlichkeit von 97% bis 100%. Beim Vergleichen dieser Sequenzen mit der
NCBI-Referenzsequenz (AY062937.1) wurde eine Ahnlichkeit von 94% bis 97% fest-
gestellt.
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Zur Erstellung phylogenetischen Stammbaume wurden die Gensequenzen der Isolaten
Rota- und Astroviren aus den 8 untersuchten Betrieben unter verwendung der
Parismony Methode mit jeweils 3 weiteren Referenzsequenzen verglichen.Abbildungen
14 und 15 geben ein Eindruck uber die Verwandschaftsbeziehungen zwischen den
Virusstammen.

[~ cvuas 4
L TK/MN/D-05
[ VA/SEP-A8/
|_ L NC-SEP-A48
cvuas 8
I- |: cvuas 3
cvuas 5

— cvuas 7

cvuas 6

cvuas 2
- cvuas 1

hooe
Abb. 11: Phylogenetischer Baum der Astrovirus ORF1b Sequenzen
cvuas/4
cvuas/7
— cvuas/6
_I_ cvuas/8
| cvuas/3
cvuas/5
— AVRV Ty-3
[ WI/SEP-845
L— AVRV-1
cvuas/2
cvuas/1
008

Abb. 12: Phylogenetischer Baum der Rotavirus NSP4 Sequenzen

3.2.4 Salmonellennachweis

Es wurden 107 Kotproben mittels Anreicherungsverfahren auf Salmonellen untersucht.

Der Salmonellennachweis verlief bei allen Proben negativ.
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3.2.5 Parasitologische Untersuchungen

Es wurden 107 Kotproben parasitologisch mittels Flotationsverfahren untersucht. In
zahlreichen Proben konnten Kokzidienoozysten nachgewiesen werden. Die Unter-
suchungsergebnisse der einzelnen Betriebe sind in Tabelle 31 zusammengefasst.
Auler Kokzidienoozysten wurden keine weiteren Parasiten oder Parasiteneier ge-
funden.

In allen untersuchten Betrieben konnten Kokzidienoozysten nachgewiesen werden. Bis
zur 2. Lebenswoche verlief der Nachweis auf Kokzidienoozysten bei allen Proben
negativ. In den Lebenswochen 3 bis 8 war allerdings betriebsabhangig ein besonders
starker Befall mit bis zu tUber 100 Kokzidienoozysten pro Gesichtsfeld in 6 von 8 Be-
trieben festzustellen. Ab der 9. Lebenswoche reduzierte sich mit Ausnahme von Be-

trieb 2 und 3 die Kokzidienmenge auf 1 bis 3 pro Gesichtsfeld.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 30 zusammengefasst.
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Tabelle 31: Ergebnisse der parasitologischen Untersuchungen auf Kokzidien bei

Puten.
Putenalter (Wochen)
Betrieb |Geschlecht
0-2 | 34 |56 | 7-8 |9-10 |11-12|13-14{15-16|17-18|19-20
3 - - ]+ - + + + + | nd.
1
? - - | A+ + | ++ | nd. | nd. | nd.
d - - - + - - + - | nd. | +
2
Q - - - - - ++ + | nd. | nd. | nd.
d - - - |+++| - |nd |nd |nd |nd |nd.
3
Q - - - | +++ | ++ | nd | nd | nd | nd | nd
3 - ++ | ++ - - n.d. - n.d. - n.d.
4
Q - ++ + - - |nd. | - |nd |nd |nd
5 Q - | A - + | nd | + + | nd. | nd.
d - S|+ + - | nd. | nd. | nd. | nd.
6
Q - - |+ + + | nd. | nd | nd | nd.
3 - - + + + - + + | nd. | +
7
Q - + + - + + + + | nd. | n.d.
3 - ||+ + + - + - + | nd.
8
? S Gt A N I - | nd. | nd. | nd

1-3; ++ £ 4-20; +++ £ 21-100; ++++ > 100 Kokzidienoozysten pro Gesichtsfeld
. = nicht durchgefiihrt

>
o |k
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3.2.6 Untersuchungsbegleitende Datenerhebung

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Informationen Uber den Gesundheitsstatus
der Putenbetriebe sowie die wichtigen Wirtschaftsparameter wurden durch die Puten-

halter selbst erfasst und uns zur Verfligung gestellt.

3.2.6.1 Klinische Erscheinungen bei Tieren

Die in den Untersuchungsantragen vermerkten Durchfalle zum Zeitpunkt der Probe-
nahme sind in der Tabelle 32 zusammengefasst. Bei der Auswertung dieser Daten
muss berlcksichtigt werden, dass die registrierten Erkrankungsfélle nicht aufgrund
einer tierarztlichen Diagnose erhoben wurden, sondern allein auf den Beobachtungen

der Tierhalter basieren.

Tabelle 32: Zusammenfassung der berichteten Durchfalle bei den Puten in den be-

probten Betrieben.

Putenalter (Wochen)
Betrieb
0-2 3-4 5-6 7-8 9-10 | 11-12 | 13-14 | 15-16 | 17-18 | 19-20
1 - - + - - - - - - n.d
2 + - - + - - - - n.d -
3 - - - + - n.d n.d. n.d n.d n.d
4 + - + - T n.d. - n.d - n.d
5 - - + - + n.d. - - n.d. n.d.
6 - - + - - - n.d. n.d. n.d. n.d.
7 + + - - - - - A n.d. -
8 + _ + - - + - - - n.d.

In Abb. 13 werden vergleichend die Nachweise von Durchfallerregern sowie die in den

Betrieben registrierten Durchfalle dargestellt.
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Abb. 13: Nachweis von Rota- und Astroviren sowie Kokzidien im Zusammenhang mit

klinisch nachweisbaren Durchfallen.

—1 Betriebe mit Durchfallsymptomatik
— —0— — Rotaviren_TEM_AK 2011

- ; >~ <.« -- TAstV_TEM _AK 2011

6 Q" -,,."A.“ TQ —a—— Kokzidien ( = ++)

Putenalter (Wochen)

3.2.6.2 Wirtschafts- und Haltungsparameter

Am Ende der jeweiligen Mastperiode von Hahnen und Hennen wurde uns das durch-
schnittliche Gewicht der Tiere vor dem Schlachten sowie die gesammte Futterver-
wertung und Mortalitatsrate mitgeteilt. Da aus Betrieb 6 keine Ergebnisse zu diesen
Parameter zur Verfliigung gestellt wurden, konnten diese Daten lediglich aus 7 Be-
trieben erhoben werden (siehe Tab. 33 und 34).

Die Auswertung der Wirtschaftsparameter von mannlichen Tieren nach der 21-
wdchigen Mastperiode zeigt, dass das Lebendgewicht vor dem Schlachten in allen 6
erfassten Betrieben Uber 20 kg lag. Der Unterschied zwischen dem niedrigsten und
dem hochsten Wert betrug 1,89 kg.

Die Mortalitat unter den Hahnen schwankte von 7,0 bis 11,43%
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Tabelle 33: Ubersicht iber die Wirtschafts- und Haltungsparameter bei den Hahnen.

_ Futterverwertung*** .
. Schlachtalter Lebendgewicht am Mortalitat
Betrieb (kg Futter pro kg
(Wochen) Ende der Mast (kg) . (%)
Fleisch)
1 21 22,19 2,77 7,0
2 21 22,24 2,73 9,67
3 21 21,86 2,73 10,1
4 21 20,84 2,66 7,8
5* - - - -
6** KA KA KA KA
7 21 21,8 2,7 11,43
8 21 20,35 2,8 9,1

* in Betrieb 5 wurden nur Hennen gehalten
** in Betrieb 6 liegen keine Agaben vor
*** Die Futterferwertung wurde als gesammte Futterverwertung von Hennen und

Hahnen zusammengefasst
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Die Mastperiode bei Hennen dauerte nur 15 Wochen. Das Lebendgewicht der Tiere
verschiedener Betriebe vor dem Schlachten lag zwischen 9,5 und 10,78 kg. Die
Mortalitat bei Hennen war niedriger als bei Hahnen und lag zwischen 2,6 und 6,3%.
Die Futterverwertung in allen Betrieben unterschied sich nur geringfligig (2,66-3,0 kg
Futter pro kg Fleisch)

Tabelle 34: Ubersicht (iber die Wirtschafts- und Haltungsparameter bei den Hennen.

Futterverwertung**
_ Schlachtalter Lebendgewicht am Mortalitat
Betrieb (kg Futter pro kg
(Wochen) Ende der Mast (kg) _ (%)
Fleisch)

1 15 10,58 2,77 2,7
2 15 10,59 2,73 2,65
3 15 10,42 2,73 3,4
4 15 10,3 2,66 2,6
5 15 9,5 3,0 5,6
6* KA KA KA KA
7 15 10,78 2,7 5,26
8 15 10,04 2,8 6,3

* in Betrieb 6 liegen keine Angaben vor

** Futterverwertung wurde mit Ausnahme von Betrieb 5 als gesammte Futterver-

wertung von Hennen und Hadhnen zusammengefasst
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Durchfallerkrankungen bei Mastputen stellen aufgrund hoher Morbiditats- und Mortali-
tatsraten und den damit verbundenen wirtschaftlichen Einbuf3en ein massives Problem
fur die betroffenen Bestande dar (Barnes et al., 2000). Deshalb kommt vor allem bei
akuten Durchfallerkrankungen der raschen Diagnostik méglicher infektiéser Ursachen
eine besondere Bedeutung zu. Hauptursache von Durchfallerkrankungen bei Puten
sind virale Einzel- oder Mischinfektionen, welche in vielen Fallen auch eine wichtige
Rolle als Wegbereiter flr bakterielle und parasitare Sekundarinfektionen spielen, wie z.
B. im Rahmen des Puten-Enteritis-Komplexes (Poult Enteritis Complex, PEC) (Barnes
et al., 2000; Guy, 1998). Wahrend Bakterien und Parasiten als Ursache von Durchfall-
erkrankungen mit relativ geringem Aufwand diagnostiziert werden kénnen, stellt sich
die Diagnostik viraler Infektionen nach wie vor ungleich schwieriger dar. Aus diesem
Grunde gibt es bislang nur sehr wenige in der Routinediagnostik etablierte Methoden,
mit denen virale Enteritiserreger erfasst werden kénnen. Da Untersuchungen auf
enterale Viren bei Puten in zu geringem Umfang in die Routinediagnostik eingebunden
sind, wird der Bedeutung dieser Virusinfektionen noch zu wenig Beachtung geschenkt.
Dem entgegen steht eine stark angestiegene Nachfrage nach Untersuchungen von
Putenkotproben auf enterale Viren am CVUA Stuttgart. Die Untersuchungen solcher
Proben wurden allerdings erst mit der EinfGhrung der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) im Jahre 2005 mdglich, wodurch das
Spektrum der Diagnostik viraler Infektionskrankheiten enorm erweitert werden konnte.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Studie liegt auf dem Nachweis von enteralen Viren
mittels TEM. Darlber hinaus sollte der Blick auch in die Zukunft und somit auf neu-
artige Methoden wie die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) gerichtet werden, weshalb
der Entwicklung, Etablierung und Anwendung dieser Methodik ebenfalls breiter Raum

eingeraumt wurde.

Ziel dieser Arbeit war es, Viren des Puten-Enteritis-Komplexes (PEC), dazu gehdéren
Astro-, Rota- und Coronaviren, in Sammelkotproben von Mastputen mittels TEM als
Standardmethode vergleichend mit selbst entwickelten sowie bereits beschriebenen
PCR-Methoden zu untersuchen. Mit Hilfe dieser Methoden sollten erstmals umfang-
reichere Daten zum Vorkommen, zur Dauer der Ausscheidung wahrend der Mast-
periode sowie zur Bedeutung der drei genannten enteralen Viren in Putenmast-
betrieben in Baden-Wurttemberg gewonnen werden. Da einerseits besonders Jung-
tiere von Durchfallerkrankungen betroffen sind (Hafez und Jodas, 1997; Woolcock und
Shivaprasad, 2008; Jindal et al., 2009), oftmals verbunden mit hoher Morbiditat und
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teilweise auch Mortalitat, und andererseits eine Ausscheidung von enteralen Viren tber
einen langen Zeitraum hinweg in vorherigen Studien nachgewiesen werden konnte
(Villarreal et al., 2006), erstreckte sich der Beprobungszeitraum fur diese Studie Uber
die gesamte Mastperiode von 15 (Hennen), respektive 21 Wochen (Hahne).
Ausgewahlt wurden fir dieses Projekt acht Putenbestinde unterschiedlicher GréfRe
(von 10300 bis 31800 Tiere), in denen bereits im Vorfeld bei Routineuntersuchungen

mittels TEM Rota- und/oder Astroviren nachgewiesen worden waren.

4.1 Beurteilung der elektronenmikroskopischen Befunde

Die Elektronenmikroskopie stellt eine universelle, bildgebende, direkte Nachweis-
methode flr Viren in unterschiedlichsten Probenmaterialien dar. Der offene Blick dieser
Untersuchungsmethode ermdglicht die Entdeckung und morphologische Beurteilung
aller in einer Probe vorhandenen Mikroorganismen und bietet damit groRe Vorteile
gegenlber vielen anderen angewandten Methoden, die sehr spezifisch auf einen be-
stimmten Erreger ausgerichtet sind und damit eine eingeschrankte Aussagekraft
haben.

Obwohl die visuelle Darstellung von Viren mittels TEM zeitaufwandiger als beispiels-
weise der molekularbiologische Nachweis ist und dartber hinaus spezielle Kenntnisse
fur die Probenpraparation und Auswertung erfordert, ermdglicht diese Methode den
Nachweis des gesamten Spektrums an Viren in nur einem Praparationsansatz bei an-
gemessenem Aufwand. Ein weiterer Vorteil der TEM liegt hierbei in der vergleichs-
weise kurzen Untersuchungsdauer (< 1 h).

Besonders erfolgreich kann die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bei Virus-
infektionen mit hoher Erregerprasenz, zum Beispiel wahrend einer akuten Infektion,
eingesetzt werden (Palmer und Martin, 1988). Enterale Virusinfektionen zeichnen sich
durch die Ausscheidung grol3er Erregermengen im Kot aus und bieten somit gute
Voraussetzungen flr den visuellen Nachweis und die Differenzierung der Viruspartikel
aufgrund spezifischer morphologischer Merkmale (Doane und Anderson, 1987;
Madeley und Field, 1988). Daruber hinaus kann bei Proben mit geringerer Virus-
konzentration mittels Ultrazentrifugation eine deutliche Virusanreicherung erzielt
werden, wodurch die Nachweisgrenze um bis zu 2 Zehnerpotenzen gesteigert werden
kann (Laue und Bannert, 2010). Dies ermdglicht es, die TEM bei Uberschaubaren
Probenzahlen auch in der Routinediagnostik als rasch und universell anwendbare
Methode zu etablieren.

Mit Hilfe des Transmissionselektronenmikroskops gelingt es dem erfahrenen Be-
trachter bei ausreichend guter Probenqualitat, eine Vielzahl unterschiedlicher Viren

ihren Familien (z.B. Reoviren) und oftmals auch dem Genus (z.B. Rotavirus) sicher
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zuzuordnen. Neben der Identifizierung bekannter Viren, die im Rahmen von Mono-
oder Mischinfektionen erkannt werden kdnnen, ist es darlber hinaus auch mdglich,
neue und bislang unbekannte Viren zu entdecken (Guy, 1998; Tang et al., 2005).
Somit bietet sich die TEM als ideales Instrument sowohl fur die Einzeltierdiagnostik als
auch fur Monitoringuntersuchungen auf Bestandsebene an (Woolcock und
Shivaprasad, 2008).

Um fiir die vorliegende Studie einen Uberblick tber das Infektionsgeschehen in den
acht untersuchten Bestanden zu bekommen, wurden zunachst Sammelkotproben aus
jedem Stall fur ein umfassendes Screening herangezogen, wie es auch von Teixerira
et al. (2007) empfohlen wird. Die Probenmatrix wurde ausgewahlt, da im Vordergrund
nicht die Einzeltierdiagnostik, sondern der Gesamtbestand als die vom behandelnden
Tierarzt zu betreuende Einheit stand. Dieser Ansatz fihrt zu einer erheblichen Ver-
ringerung der Probenanzahl bei gleichzeitig hoher Aussagekraft der Laborergebnisse
und lasst somit den Untersuchungsaufwand zugunsten einer raschen umfassenden
atiologischen Diagnose in den Hintergrund treten.

Als Resultat konnten in ca. 42% aller Proben Rota- sowie in ca. 32% aller Proben
Astroviren nachgewiesen werden. Diese hohen Nachweisraten fur die genannten Viren
im Putenkot bestatigen die Ergebnisse fruherer Studien. Wahrend bei Woolcock et al.
(2008) von 1800 retrospektiv bewerteten Darmproben 46% als ,Rotavirus-like“-positiv
beurteilt wurden und bei Jindal et al. (2009, 2010) in 48% von 151 untersuchten
Proben bzw. in 58% von 43 Proben Rotaviren nachgewiesen werden konnten, gelang
dies Tang et al. (2005) sogar bei 96% der 319 untersuchten Proben. Da in zahlreichen
friheren elektronenmikroskopischen Untersuchungen positive Astrovirusbefunde nicht
mittels molekularbiologischer Verfahren bestatigt werden konnten, wurden diese Viren
oftmals lediglich als ,Small Round Viruses* (SRV) bezeichnet. Dennoch stimmen auch
hier die Untersuchungsergebnisse mit 32% (Tang et al., 2005), 39% (Woolcock und
Shivaprasad, 2008), 30% (Jindal et al., 2010) und 17% (Jindal et al., 2009) mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie weitgehend Uberein. Ein hoher Anteil Corona-
virus-positiver Proben, wie er von Tang et al. (2005) festgestellt wurde, konnte sowohl
in der vorliegenden Studie als auch von Jindal et al. (2009) nicht bestatigt werden.
Diese starken Abweichungen der Ergebnisse konnten ihre Ursache in Fehlinter-
pretation von Zellmembranfragmenten als Coronaviren haben (Woolcock und
Shivaprasad, 2008).

Adenoviren konnten in der vorliegenden Arbeit bei 13% der Proben nachgewiesen
werden. Da diese Viren lediglich bei Puten ab einem Alter von uber 5 Wochen nach-

weisbar waren und die Tiere aller acht Betriebe in der 4. Lebenswoche mit einer
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Lebend-Vaccine Uber das Trinkwasser immunisiert wurden, muss von einem Nachweis
des Impfviruses ausgegangen werden. Dies entspricht auch den Beobachtungen einer
Studie von Pantin-Jackwood et al. (2007), in welcher der Nachweis von Adenoviren in
acht untersuchten Putenhennen-Betrieben ebenfalls erst 1,5 Wochen nach der
Impfung gelang.

Ein Vergleich der Virusnachweise bei mannlichen respektive weiblichen Putenherden
zeigt, dass bei den Hennen der Anteil positiver Proben jeweils hoher liegt (49%
Rotavirus- und 36% Astrovirus-positiv) als bei den Hahnen (35% Rotavirus- und 28%
Astrovirus-positiv).

Beurteilt man die Anzahl der Virusnachweise von Rota- und Astroviren Uber den
gesamten Mastzeitraum, so erkennt man, dass der Anteil der positiven Virusnachweise
in den ersten 10 Lebenswochen mit 77% deutlich héher lag als in der zweiten Halfte
der Mastzeit (ca. 38% positive Virusnachweise). Ahnliche Verlaufe der Virusaus-
scheidung konnten auch in friiheren Studien festgestellt werden (Pantin-Jackwood et
al., 2007; Woolcock und Shivaprasad, 2008)

4.2 Beurteilung der PCR-Befunde

PCR-Methoden sind auf den Nachweis einer bestimmten Virusart, eines bestimmten
Virustyps oder Virussubtyps festgelegt und zeichnen sich somit durch eine hohe Spezi-
fitat aus. Dies begrenzt zwar das Spektrum nachweisbarer Viren pro PCR-Test, ermog-
licht aber im Gegensatz zur TEM eine weitaus differenziertere Diagnostik. Auf die im
Vergleich zur TEM hdhere Sensitivitat von PCR-Methoden ist bereits in zahlreichen
Arbeiten hingewiesen worden (Guy, 2008; Jindal et al., 2010; Sellers et al., 2004; Tang
et al., 2005).

Um die elektronenmikroskopischen Ergebnisse dieser Studie mit molekularbio-
logischen Methoden verifizieren und deren jeweilige Aussagekraft miteinander ver-
gleichen zu kénnen, wurden PCR-Verfahren angewandt, welche Astro-, Rota- oder
Coronaviren bei Puten nachweisen kdénnen. Um eine mdglichst groRe Vielzahl der
bereits in die NCBI-Bank aufgenommenen Virusisolate detektieren zu kénnen, wurden
fur das jeweilige Primerdesign der Rota- bzw. Astrovirus-PCR Ubereinstimmende DNA-
Sequenzen konservierter Gene aus der NCBI-Datenbank herangezogen. Hierflr
wurden, wie bereits beschrieben, Sequenzen des ORF1b-Segments des Astrovirus-
genoms (Koci et al., 2000a; Tang et al., 2005) sowie des NSP4-Abschnitts des
Rotavirusgenoms (Day et al., 2007; Pantin-Jackwood et al., 2007) verwendet. Lediglich
das PCR-Verfahren zum Nachweis der Putencoronaviren wurde der Literatur ent-
nommen (Cavanagh et al., 2001), da zu Beginn des Projektes keine Positivkontrolle flir

dieses Virus zur Verfligung stand und somit keine ausreichende Verifizierung einer neu

Seite 73



Disskussion

entwickelten Methode mdglich gewesen ware. Deshalb wurde als Positivkontrolle fur
die Putencoronaviren-PCR wie auch von anderen Autoren beschrieben, ein Impfstamm
des Infektidsen Bronchitis-Virus ausgewahlt, welches ebenfalls der Familie
Coronaviridae zuzuordnen und mit dem Putencoronavirus eng verwandt ist (Culver et
al., 2006b; Villarreal et al., 2006).

Aus jedem der acht Bestidnde wurde zum Zweck der Verifikation der PCR-Methoden
jeweils ein Amplifikat einer positiven Rotavirus- bzw. Astrovirus-PCR sequenziert, um
anschlielend die Sequenzen dieser Isolate untereinander sowie mit anderen
Sequenzen aus der NCBI-Datenbank vergleichen zu kénnen. Darliber hinaus konnte
mit Hilfe dieser DNA-Sequenzen auch nachgewiesen werden, dass die Primer-
bindenden Sequenzen der einzelnen Isolate aus den acht Bestanden fir die jeweilige

Virusart homolog sind und keine SNIPs (Single-Nucleotide Polymorphism) zeigten.

Wahrend in allen Betrieben sowohl bei den Hahnen als auch bei den Hennen zu fast
jedem Zeitpunkt Rota- und Astroviren nachgewiesen werden konnten, war der Nach-
weis von Puten-Coronaviren bei keiner der Proben mdglich. Auch Lojkic et al. (2010)
konnten bei 23 Proben von Tieren mit PEC keine Coronaviren nachweisen. Dem ent-
gegen deuten die Untersuchungen von Culver et al. (2006b) mit 16 positiven von 84
Proben zumindest auf eine Mitbeteiligung der Coronaviren beim Durchfallgeschehen
bei Puten hin.

Die Funktionalitdt der verwendeten Corona-PCR (Cavanagh et al., 2001) konnte im
Verlauf der Untersuchungen durch eine Putencoronavirus-positive Probe aus einem
Bestand auferhalb dieser Studie bewiesen werden, und in einer Studie von Teixerira
et al. (2007) wurde daruber hinaus gezeigt, dass Kot- und Darmproben die beste
Probenmatrix fur den Nachweis von Coronaviren bei PEC darstellen. Somit kann
davon ausgegangen werden, dass die Tiere der acht untersuchten Bestande tatsach-
lich nicht mit Putencoronaviren infiziert waren.

Die Nachweisraten von Rota- (85%) und Astroviren (99%) mittels PCR-
Untersuchungen lagen deutlich héher als die der elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen. Dennoch zeigte sich auch hier wieder eine gute Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen anderer Autoren. Wahrend die Nachweisraten Rotavirus-positiver Darm-
proben in anderen Studien zwischen 68% (Pantin-Jackwood et al., 2007) und 93%
(Jindal et al., 2010) lagen, konnten bei 90% (Pantin-dJackwood et al., 2007; Pantin-
Jackwood et al., 2006a), 84% (Jindal et al., 2010) bzw. 73% (Lojkic et al., 2010) der
Darmproben von Puten Astroviren nachgewiesen werden. Lediglich bei Culver et

al.(2006b) lag der prozentuale Nachweis von Astroviren mit 38% deutlich niedriger.
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Ein Vergleich der DNA-Sequenzen der amplifizierten NSP4-Abschitte des
Rotavirusgenoms ergab eine Nukleotidahnlichkeit von Uber 97% zwischen den acht
Isolaten der vorliegenden Studie sowie von 94% bis 97% bei Einbeziehung bekannter
Sequenzen aus der NCBI-Bank. Dies entspricht weitgehend den Zahlen von Jindal et
al. (2010), der bei 43 Proben von Puten mit PEC eine Sequenziibereinstimmung im
NSP4-Genom von uber 93% feststellte. Der Vergleich zu weiteren Sequenzen aus der
NCBI-Genombank zeigte in seiner Studie eine Nukleotidahnlichkeit zwischen 90% und
100%. Eine geringflgig verminderte Nukleotidahnlichkeit konnte bei den Astroviren
festgestellt werden. Sowohl in der vorliegenden Studie als auch bei Pantin-Jackwood
et al. (2006) und Jindal et al. (2010) wurde als Zielgen das ORF1b-Segment des Astro-
virusgenoms ausgewahlt, welches fiir die RNA-abhangige RNA-Polymerase codiert. In
der vorliegenden Studie lag die Nukleotidahnlichkeit bei iber 88%, und sowohl Pantin-
Jackwood et al. (2006) als auch Jindal et al. (2010) konnten eine Ubereinstimmung von
mindestens 86% innerhalb der Isolate der Probenpools feststellen. Bezieht man auch
hier die Genomsequenzen aus der NCBI-Genombank in den Vergleich mit ein, so kann
sowohl bei den Sequenzen unserer Studie als auch bei denen von Jindal et al. (2010)
eine Ubereinstimmung von mindestens 85% festgestellt werden. Insgesamt spricht
dies dafir, dass die Zielgene der entwickelten PCR-Verfahren hoch konserviert und
somit zum Nachweis fur eine gro3e Anzahl verschiedener Rota- und Astrovirus-

Feldisolate geeignet sind.

Der Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Tieren bei den Virusnachweis-
raten fiel bei den PCR-Untersuchungen deutlich geringer aus, als dies bei der
Elektronenmikroskopie der Fall war. Wahrend 98% der Proben von mannlichen sowie
100% der Proben von weiblichen Tieren positiv in der Astrovirus-PCR waren, lagen die
Nachweisraten bei den Rotaviren zwischen 83% (Hahne) und 87% (Hennen).

Ein deutlicher Abfall der Nachweisraten beider Viren, wie er mittels elektronen-
mikroskopischer Diagnostik ab einem Lebensalter von ca. 6 Wochen zu beobachten
war, konnte mittels PCR nicht gezeigt werden. Dies wird in Abb. 14 deutlich, welche
vergleichend die Daten dieser Studie und die eingebundenen Daten von Pantin-
Jackwood (2007) darstellt.

Die Ergebnisse dieser Studie decken sich mit den Beschreibungen anderer Autoren,
die einerseits mittels Elektronenmikroskopie einen deutlichen Rickgang der Nach-
weishaufigkeit von Rota- und Astroviren ab der 6. Lebenswoche beobachteten
(Woolcock und Shivaprasad, 2008), wahrend andererseits der Nachweis dieser Viren
mittels PCR-Verfahren Uber einen Zeitraum von 10 Wochen fast unverandert blieb
(s.Abb. 14). (Pantin-Jackwood et al., 2007)
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Abb. 14: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse aus der vorligenden Srudie
(TEM/PCR) zum Nachweis von Astroviren (A) und Rotaviren (B) im Kot von Puten aus
8 verschiedenen Betrieben mit den PCR Ergebnissen einer Studie von Pantin-
Jackwood (2007).
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4.3 Beurteilung der bakteriologischen und parasitologischen
Befunde

Wahrend die Untersuchungen der 107 Kotproben auf Salmonellen ausschlieBlich
negative Ergebnisse erbrachten, konnten in zahlreichen Proben Kokzidien nach-
gewiesen werden. Insgesamt 54% aller untersuchten Proben enthielten Kokzidienoo-
zysten. Eine retrospektive Studie von Jindal et al. (2009) ergab bei 151 untersuchten
Darmproben mit 29% Kokzidien-positiven Proben vergleichsweise etwas niedrigere
Werte. Die Infestationsrate lag bei den Hennen (58%) wiederum hoéher als bei den
Hahnen (50%). Nachdem in der vorliegenden Studie in den ersten 2 Lebenswochen
bei keiner der Proben ein Kokzidiennachweis gelang, kam es ungefahr ab der 3.
Lebenswoche zu einem deutlichen Anstieg der Nachweisrate in den Bestadnden sowie
der Kokzidienzahl in den einzelnen Proben. Der Hohepunkt des Kokzidiennachweises
lag zwischen der 5. und 8. Lebenswoche, wonach es dann in den folgenden Wochen
infolge einer Behandlung gegen Kokzidien (Hafez, 2008; Paeffgen et al., 1988) wieder
zu einer deutlichen Reduktion der Kokzidienausscheidung kam. Ab der 9. Lebens-

woche konnten nur noch vereinzelt Kokzidienoozysten festgestellt werden (s. Abb. 13).

4.4 Beurteilung der untersuchungsbegleitenden Daten

Bei der Beurteilung der klinischen Erscheinungen in den Putenmastbestanden muss
bertcksichtigt werden, dass diese lediglich vom Tierhalter selbst und nicht von einem
Tierarzt festgestellt wurden. Da es sich bei den Teilnehmern dieser Studie um Tier-
haltern mit groBer Erfahrung in der Putenmast handelt, kann jedoch davon aus-
gegangen werden, dass diese Beobachtungen weitestgehend der Realitdt ent-
sprachen. Um klinische Symptome zu evaluieren, wurde auf den zugesendeten Frage-
bdgen gezielt nach Durchféllen gefragt. Im Verlauf der gesamten Mastperiode konnten
Durchfélle in jedem der acht untersuchten Bestdnde mindestens einmal beobachtet
werden. Bei 16 Probeneinsendungen wurden von den Tierhaltern auf dem Fragebogen
Durchfallgeschehen vermerkt. Diese traten in acht Fallen zeitgleich mit dem Nachweis
von Viren (Rotaviren und/oder Astroviren) und Kokzidien auf. In vier Fallen konnten
wahrend des Durchfallgeschehens lediglich Viren, in zwei Fallen ausschlielich
Kokzidien nachgewiesen werden. Setzt man die Haufigkeit des Auftretens von Durch-
fallen in Relation zu den Erregernachweisen, so lasst sich ein Maximum sowohl der
Erregernachweise als auch der klinischen Falle in der 6. Lebenswoche beobachten (s.
Abb. 13). Bemerkenswert ist das Auftreten von Durchfallen in der Halfte aller Bestande
bereits in der 2. Lebenswoche, also zu einem Zeitpunkt, an dem noch keine Kokzidien-

oozysten nachgewiesen werden konnten, aber bereits in den meisten der Bestande der
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Nachweis von Rota- und/oder Astroviren gelang. Hier muss ein ausschlielllich auf

Viren zurtickzufihrendes Durchfallgeschehen in Betracht gezogen werden.

4.5 Beurteilung der Leistungsparameter

Ein Vergleich der Leistungsparameter zeigt, dass das Schlachtgewicht und die Futter-
verwertung sowohl der Hahne als auch der Hennen bei fast allen Bestdnden in einem
sehr eng umrissenen Bereich liegen. Lediglich Betrieb 5 (nur Hennen) zeigte eine leicht
verminderte Futterverwertung bei gleichzeitig geringflgig erhdhter Mortalitat. Ebenfalls
leicht erhdhte Mortalitatsraten waren bei den weiblichen Tieren der Betriebe 7 und 8
sowie bei den Hahnen der Betriebe 2, 3, 7 und 8 zu finden. Insgesamt lagen aber
sowohl die Schlachtgewichte als auch die Futterverwertungs- und Mortalitatsparameter
in dem auch von anderen Autoren (Aviagen Turkeys Ltd., 2009) genannten Referenz-
bereich. Einen direkten Bezug zwischen Mortalitatsraten, wie sie auf den Fragebdgen
von den Putenhaltern berichtet wurden, und den Erregernachweisen herzustellen, sei

weiterfihrenden Studien vorbehalten.

4.6 Beurteilung der Methoden

Bei einer retrospektiven Betrachtung und Beurteilung der angewandten Methoden
sollte zunachst noch einmal der Fokus der durchgefuhrten Studie vor Augen gefuhrt
werden. Vor deren Beginn gab es lediglich Hinweise aus vorangegangenen Routine-
untersuchungen auf das Vorhandensein von Rota- und/oder Astroviren in den einzel-
nen Bestanden. Ob dariber hinaus auch andere virale Erreger eine Rolle spielen
kénnten, war zu diesem Zeitpunkt unklar. Dies bedeutet, dass zunachst eine Methode
ausgewahlt werden musste, welche flr ein breites Screening von Erregern, deren Aus-
scheidung in grofien Mengen zu erwarten ist, und fir eine Uberschaubare Anzahl von
Proben geeignet ist. Filr solch eine Zielsetzung bietet sich die elektronen-
mikroskopische Diagnostik mittels TEM an (Doane und Anderson, 1987; Gelderblom et
al., 1991), auch wenn deren Sensitivitdt ohne zusatzliche Aufkonzentrierungsverfahren
nicht sehr hoch ist. Die konventionelle PCR und in noch gréRerem Male die Real-Time
PCR, ermdglichen einen weitaus sensitiveren Virusnachweis als die TEM (Akimkin et
al., 2011). Daruber hinaus ist mittels Real-Time PCR nicht nur ein quantitativer Virus-
nachweis mit Bezug auf eine Nachweisgrenze, sondern auch eine absolute Erreger-
quantifizierung moglich (QPCR). Einen Uberblick Uber eine vergleichende Bewertung

der genannten Methoden gibt Tabelle 35.
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Tabelle 35: Vergleich der Eignung von Elektronenmikroskopie (TEM), konventioneller

PCR und Real-Time PCR flr den Nachweis enteraler Viren im Kot von Puten.

Untersuchungsmethode
Untersuchungsfokus
TEM Konventionelle PCR |Real-Time-PCR

gezielte Untersuchung + . -t
Einzelproben

PR
Screening . + 42
Einzelproben
gezielte Untersuchung ) "+ ot
Massenproben

-
Screening "+ ) 42
Massenproben

! Untersuchung einer unbekannten Probe auf verschiedene Erreger
2 7.B. mittels Multiplex-PCR

Betrachtet man die beiden in der vorliegenden Studie angewandten Methoden auf ihre
Relevanz beziglich der klinischen Beobachtungen, so korrelieren lediglich die
elektronenmikroskopischen Ergebnisse zeitlich mit den beobachteten Enteritiden.
Ursachlich hierfir konnte sein, dass die wesentlich sensitivere PCR-Methode auch
schon geringe Erregermengen detektiert, wie sie z. B. bei einer niedrigen Viruslast im
frischen Kot oder bei noch im Stall vorhandenen Kotresten vorkommen kdonnen, so
dass die Ergebnisse dieser Methode fast Gber die gesamte Mastperiode positiv ver-
liefen. Methode der Wahl im Falle einer gezielten Untersuchung auf bestimmte Viren
ware somit die Real-Time-PCR (Akimkin et al., 2011), mit der unter Verwendung eines

zuvor erstellten Mengenstandards sehr exakte quantitative Aussagen moglich waren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch den gezielten, kombinierten Ein-
satz von TEM und PCR in der Diagnostik die Potenzierung der Vorteile beider
Methoden mdglich ist. Wahrend die Starken der TEM im Erkennen des gesamten
Spektrums von Virusgruppen liegt, kann die PCR nach Eingrenzung des Spektrums
auf bestimmte Viren fur eine sensitivere und differenziertere Diagnostik eingesetzt
werden. Fur beide Methoden haben sich Untersuchungen von gepoolten Kotproben fir

Bestandsdiagnosen als gleichermal3en geeignet erwiesen.
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4.7 Schlussfolgerungen

Bei diagnostischen Untersuchungen von Putenbestidnden mit Durchfall-
geschehen sollten neben parasitéaren und bakteriellen Infektionserregern immer
auch Viren miteinbezogen werden, was die hohen Nachweisraten von Rota-
und Astroviren in Putenbestanden in Baden-Wurttemberg beweisen.

Kotproben sind fir den Nachweis von Viren als Ursache akuter Durchfaller-
krankungen in Putenbestdanden mittels Elektronenmikroskopie oder PCR ge-
eignet.

Wahrend der Vorteil der Elektronenmikroskopie in einem generellen Nachweis
von Viren in einem einzigen Praparationsansatz pro Kotprobe liegt, ist als Vor-
teil der PCR der sensitive Nachweis auch geringer Virusausscheidungen zu
nennen.

Die maximale Anzahl von Betrieben mit Durchfallgeschehen sowie der
Hohepunkt des Nachweises von Kokzidien, Rota- und Astroviren fielen zeitlich
zusammen, was auf einen kausalen Zusammenhang schlieen Iasst.

In der 2. Lebenswoche traten in der Halfte aller Bestadnde Enteritiden auf, die
nicht auf Kokzidien zurlckgefuhrt werden konnten, jedoch aber mit hohen

Nachweisraten an Rota- und Astrovirus assoziiert waren.

4.8 Ausblick

Um Aussagen Uber die Pravalenz von Rota- und Astroviren machen zu kénnen,
sollten weiterfuhrende epidemiologische Studien mit zufallig ausgewahlten Be-
stdnden durchgeflhrt werden.

Um einen Bestand mit einer mdglichst sensitiven Methode gezielt auf be-
stimmte Viren untersuchen und gleichzeitig eine quantitative Aussage Uber die
momentan ausgeschiedene Erregermenge machen zu kénnen, bietet sich der
Einsatz der Real-Time-PCR unter Mitfiihrung eines Mengenstandards an.
Sollten sich in weiterfliihrenden epidemiologischen Untersuchungen die hohen
Pravalenzen von Rota- und Astroviren in den Putenbestanden bestatigen, wird
die Entwicklung und Herstellung von Impfstoffen zur Prophylaxe von Durch-

fallen empfohlen.
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5 Zusammenfassung

Durchfallerkrankungen gehéren zu den bedeutsamsten Erkrankungen bei Puten und
verursachen weltweit hohe wirtschaftlichen Verluste. Als Krankheitsausléser werden
verschiedene Infektionserreger wie Viren, Bakterien und Parasiten vermutet, welche
entweder allein oder in Mischinfektionen vorkommen. Oftmals wird der Krankheitsver-
lauf auch durch nicht infektiose Ursachen wie Fltterungs- und Haltungsfehler negativ
beeinflisst. Aufgrund des multikausalen Charakters von Darmerkrankungen sind die

primaren Durchfallursachen haufig nur schwer zu ermitteln.

Unter den viralen Erregern gelten Astro-, Rota- und Coronaviren als darmpathogen. In
Deutschland gab es bislang keine Daten zum Vorkommen dieser Viren in Puten-

bestanden.

Ziel dieses Projektes war es, die Pravalenz dieser Erreger in ausgewahlten Puten-
bestdnden zu ermitteln und eine verlassliche Diagnostik flir Astro-, Rota- und Corona-

viren zu etablieren.

Der Virusnachweis bzw. der Nachweis von viraler RNA erfolgte mittels konventioneller
RT-PCR und Elektronenmikroskopie. Die Primer fir die RT-PCRs zum Nachweis der
viralen RNA von Astro- und Rotaviren wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
etabliert. Der Coronavirusnachweis erfolgte mittels einer PCR nach Cavanagh et al.
(2001). Im Rahmen der differenzialdiagnostischen Untersuchungen wurde auch auf

Salmonellen und parasitare Durchfallerreger untersucht.

Fir die Untersuchung wurden acht Betriebe aus dem siddeutschen Raum ausgewahlt.
Weibliche und mannliche Tiere wurden getrennt beprobt. In einem Betrieb wurden nur
Hennen gehalten. Die Sammelkotproben wurden von der 2. Woche an uber die
gesamte Mastzeit (Hahne 20 Wochen, Hennen 16 Wochen) im Abstand von zwei

Wochen enthommen und am CVUA Stuttgart untersucht.

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie wurden Mischinfektionen mit Astro- und Rotaviren
in 18% der 107 untersuchten Kotproben nachgewiesen. Die Nachweisrate von Astro-
viren lag hier zwischen 28% bei mannlichen und 36% bei weiblichen Tieren. 35% der

Proben von Hahnen und 49% der Proben von Hennen waren Rotavirus-positiv.

Mittels RT-PCR konnte in allen Bestanden Astro- und Rotavirus-RNA detektiert
werden. Doppelinfektionen wurden in 84% (90/107) der untersuchten Proben mittels
RT-PCR nachgewiesen. Die Pravalenz der Astrovirusinfektionen lag zwischen 98%
und 100% bei Hahnen und Hennen. Rotavirus-RNA wurde in 83% der Proben von

mannlichen Tieren und in 87% der Proben von weiblichen Tieren festgestellt.
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Zusammenfassung

Coronaviren konnten weder mit dem Elektronenmikroskop noch mittels RT-PCR

nachgewiesen werden.

Ein Vergleich der Ergebnisse beider virologischer Methoden zeigt eine deutlich héhere
Sensitivitdt des viralen Genomnachweises mittels PCR gegenuber der Elektronen-

mikroskopie.

Die Untersuchungsergebnisse machen deutlich, dass man mit einer hohen Pravalenz
von Astro- und Rotaviren in deutschen Putenbestadnden rechnen muss. Im Gegensatz
dazu konnten Coronaviren weder mittels Elektronenmikroskopie noch mittels RT-PCR

nachgewiesen werden.
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6 Summary

Detection of enteric viruses in turkey flocks using Transmission Electron
Microscopy and RT-PCR

Enteric disorders are one of the most important groups of diseases affecting turkeys
and continue to cause high economic losses in many areas world-wide. Several patho-
gens (viruses, bacteria and parasites) have ben incriminated as possible causes of
enteric disorders either alone, in synergy with other microorganisms or with non-
infectious causes such as feed or/and management related factors. Under field condi-

tions, however, it is difficult to determine the true cause of enteric disorders.

Viruses from several virus families have been implicated as causative agents in enteric
diseases in turkey such as turkey coronavirus, avian rota- and astroviruses. Currently
there are no data available on the prevalence of these viruses in German meat turkey

flocks.

The aim of the present investigation was therefore to establish reliable diagnostic tools

and to monitor turkey flocks.

All samples were tested using transmission electron microscopy (TEM) as well as RT-
PCR. For RT-PCRs, we designed specific primers for astro- and rotaviruses. The coro-
navirus identification was performed by a PCR which was developed by Cavanagh et
al. (2001). For differential diagnosis of causes of enteric diseases we tested for Salmo-

nella spp. and parasites.

Eight different commercial turkey farms located in Southern Germany were monitored.
Faecal samples from hens and toms were collected separately at 2 week intervals from
the 2" to the 16™ and 20" week of age (age of slaughter of females and males respec-

tively) and screened for virus infections. One farm reared only hens.

Using TEM dual infections with rota- and astroviruses were detected in 18% of 107
samples tested. The incidence of astrovirus detection ranged between 28 and 36% in
males and females respectively. For rotaviruses, the detection rate was 35% in males

and 49% in females.

Using RT-PCR, infection with rota- and astroviruses was detected in all flocks. 84%
(90/107) of the faecal samples tested were positive for both viruses at the same time.

The incidence of astrovirus infection ranged between 98-100% in toms and hens re-
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Summary

spectively. For rotaviruses the detection rate in males and females ranged between 83
and 87%.

No coronaviruses were detected in any of the flocks or samples using both TEM and
RT-PCR.

A comparison of the results of both detection methods used exhibited higher sesitivity

of the PCR assays compare electron microscopy.

The results of this study revealed a high prevalence of astro and rotavirus in turkey
flocks in Germany. In contrast, no coronaviruses were detected by either RT-PCR or
TEM.
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8 Anhang

8.1 Sequenzervergleich der NSP4-Gensequenzen des

Rotavirus

Markierten Sequenzabschnitte entsprechen den Primer-Bindungsstellen.

Rotavirus_NSP4_Farm_1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8
Rotavirus_NSP4_Farm_5
Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1

Rotavirus_NSP4_Farm_1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8
Rotavirus_NSP4_Farm_5
Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1

Rotavirus_NSP4_Farm_1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8

Rotavirus_NSP4_Farm_5
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KCGTGGGGAAAGATGGAGAACFCTACCAGCATCAACGAGACATTTGTGGA

kCGTGGGGAAAGATGGAGAACpCTACCAGCATCAACGAGACATTTGTGGA

KCGTGGGGAAAGATGGAGAACBCTACCAGCATCAACGAGACATTTGTGGA

kCGTGGGGAAAGATGGAGAACpCTACCAGCATCAACGAGACATTTGTGGA

KCGTGGGGAAAGATGGAGAACFCTACCAGCATCAACGAGACATTTGTGGA

kCGTGGGGAAAGATGGAGAACpCTACCAGCATCAACGAGACATTTGTGGA

KCGTGGGGAAAGATGGAGAACFCTACCAGCATCAACGAGACATTTGTGGA

kCGTGGGGAAAGATGGAGAACpCTACCAGCATCAACGAGACATTTGTGGA

KCGTGCGGAAAGATGGAGAACBCTACCAGCATCAACGAGACATTTGTGGA

R R R R

GGAGGTGTATAATATGACATTAAGTTATTTTGAGCATAACGTAATAATTA

GGAGGTGTATAATATGACATTAAGTTATTTTGAGCATAACGTAATAATTA

GGAGGTGTATAATATGACATTAAGTTATTTTGAGCATAACGTAATAATTA

GGAGGTGTATAATATGACATTAAGTTATTTTGAGCATAACGTAATAATTA

GGAGGTGTATAATATGACATTAAGTTATTTTGAGCATAACGTAATAATTA

GGAGGTGTATAATATGACATTAAGTTATTTTGAGCATAACGTAATAATTA

GGAGGTGTATAATATGACATTAAGTTATTTTGAGCATAACGTAATAATTA

GGAGGTGTATAATATGACATTAAGTTATTTTGAGCATAACGCAATAATTA

GGAGGTGTATAATATGACACTAAGTTATTTTGAGCATAACGTAATAATTA

R I R R R

TGAAATACTTTCCATTTCTAGCGTCCATTCTCACAATAGTGTTTACTGCT

TGAAATACTTTCCATTTCTAGCGTCCATTCTCACAATAGTGTTTACTGCT

TGAAATACTTTCCATTTCTAGCGTCCATTCTCACAATAGTGTTTACTGCT

TGAAATACTTTCCATTTCTAGCGTCCATTCTCACAATAGTGTTTACTGCT

TGAAATACTTTCCATTTCTAGCATCCATTCTCACAATAATGTTTACTGCT

TGAAATACTTTCCATTTCTAGCATCCATTCTCACAATAATGTTTACTGCT

TGAAATACTTTCCATTCCTAGCGTCCATTCTCACAATAGTGTTTACTGTT

khkkkhkkhkkhkk Khkkkk khkkhkk Khkkhkkhkhkhkhkkhk kK khkkhkhkkKhk K

50

50

50

50

50

50

50

50

50

100

100

100

100

100

100

100

100

100

150

150

150

150

150

150

150



Anhang

Rotavirus_NSP4_Farm_1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8
Rotavirus_NSP4_Farm_5
Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1

Rotavirus_NSP4_Farm_ 1

Rotavirus_NSP4_Farm_4

Rotavirus_NSP4_Farm_6

Rotavirus_NSP4_Farm_7

Rotavirus_NSP4_Farm_3

Rotavirus_NSP4_Farm_8

Rotavirus_NSP4_Farm_5

Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1

Rotavirus_NSP4_Farm_1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8
Rotavirus_NSP4_Farm_5
Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1

AGGATATAAAGTAGTGAGAGTGGTAGTTATAACAATGTTTAACTGTGTAA

AGGATATAAAGTAGTGAGAGTGGTAGTTATAACAATGTTTAACTGTGTAA

AGGATATAAAGTAGTGAGAGTGGTAGTTATAACAATGTTTAACTGTGTAA

AGGATATAAAGTAGTGAGAGTGGTAGTTATAACAATGTTTAACTGTGTAA

AGGATATAAAGTAGTGAGAGTGGTAGTTATAACAATGTTTAACTGTGTAA

AGGATATAAAGTAGTGAGAGTGGTAGTTATAACAATGTTTAACTGTGTAA

AGGATATAAAGTAGTGAGAGTGGTAGTTATAACATTGTTTAACTGTATAA

AGGATATAAAGTAGTGAGAGTGGTAGTTATAACAACGTTTAACTGTGTAA

AGGATATAAAGTAGTGAGAGTGGTAGTTATAACAACGTTTAACTGTGTAA

R R R R R R khkKkkkKkhkKk*Kx KKK

TGCGTTTATTTGGTTCACAAGCTGAAGTGGTCTCAGATGACAGATTGGAC

TGCGTTTATTTGGTTCACAAGCTGAAGTGGTCTCAGATGACAGATTGGAC

TGCGTTTATTTGGCTCACAAGCTGAAGTGGTCTCAGATGACAGATTGGAC

TGCGTTTATTTGGCTCACAAGCTGAAGTGGTCTCAGATGACAGATTGGAC

TGCGTTTATTTGGCTCACAAGCTGAAGTGGTCTCAGATGACAGATTGGAC

TGCGTTTATTTGGCTCACAAGCTGAAGTGGTCTCAGATGACAGATTGGAC

TGCGTTTATTTGGCTCACAAACTGAAGTGGTCTCAGATGACAGATTGGAC

TGCGTTTATTCGGCTCACAAACTGAAGTGGTCTCAGATGACAGATTGGAC

TGCGTTTATTTGGCTCAAAAACTGAAGTGGTCTCAGATGACAGATTGGAC

B I R I R R R R

GCATTAGCTTCTAAAATAGTGGCGCAGATTGCAGAACAGGTTAAAGTAAT

GCATTAGCTTCTAAAATAGTGGCGCAGATTGCAGAACAGGTTAAAGTAAT

GCATTAGCTTCTAAAATAGTGGCGCAGATTGCAGAACAGGTTAAAGTAAT

GCATTAGCTTCTAAAATAGTGGCGCAGATTGCAGAACAGGTTAAAGTAAT

GCATTAGCTTCTAAAATAGTGGCGCAGATTGCAGAACAGGTTAAAGTAAT

GCATTAGCTTCTAAAATAGTGGCGCAGATTGCAGAACAGGTTAAAGTAAT

GCATTAGCTTCTAAAATAGTGACGCAGATTGCAGAACAAGTTAAAGTAAT

GCATTAGCTTCTAAAATAGTGGCGCAGATTGCAGAACAAGTTAAAGTAAT

GCATTAGCTTCTAAAATAGTGGCGCAAATTGCCGACCAAGTTAAAGTAAT

R Rk S R S S kR O Ik S Sk kS S S S

250
250
250
250
250
250
250
250

250

300
300
300
300
300
300
300
300

300

350
350
350
350
350
350
350
350

350

Seite 93



Anhang

Rotavirus_NSP4_Farm_1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8
Rotavirus_NSP4_Farm_5
Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1

Rotavirus_NSP4_Farm_1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8
Rotavirus_NSP4_Farm_5
Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1

Rotavirus_NSP4_Farm_ 1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8
Rotavirus_NSP4_Farm_5
Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1
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AGAACAGTTGACTAAAAGAGAACTAGAACAAGTTAAGTTATTGGCAGACA

AGAACAGTTGACTAAAAGAGAACTAGAACAAGTTAAGTTATTGGCAGACA

AGAACAGTTGACTAAAAGAGAACTAGAACAAGTTAAATTATTGGCAGACA

AGAACAGTTGACTAAAAGAGAACTAGAACAAGTTAAGTTATTGGCAGACA

AGAACAGTTGACTAAAAGAGAACTAGAACAAGTTAAGTTATTGGCAGACA

AGAACAGTTGACTAAAAGAGAACTAGAACAAGTTAAGTTATTGGCAGACA

AGAACAGTTGACTAAAAGAGAACTAGAACAAGTTAAGTTATTGGCAGACA

AGAACAGTTGACTAAAAGAGAACTAGAACAAGTTAAGCTATTGGCCGACA

AGAACAGTTGACTAAAAGAGAATTAGAACAGGTTAAGCTATTGGCAGACA

kkhkhkhkhhkhhkh ko hhhhkhhkhhkhk *hkhkkhdkx *hkk*x*k kkKkkhkKkKk KKhkKk*

TTTATGAAATGCTGAAAATGAAAAAGAATGATGTAGATATGTCATTTGAG

TTTATGAAATGCTGAAAATGAAAAAGAATGATGTAGATATGTCATTTGAG

TTTATGAAATGCTGAAAATGAAAAAGAATGATGTAGATATGTCATTTGAG

TTTATGAAATGCTGAAAATGAAAAAGAATGATGTAGATATGTCATTTGAG

TTTATGAAATGCTGAAAATGAAAAAGAATGATGTAGATATGTCATTTGAG

TTTATGAAATGCTGAAAATGGAAAAGAATGACGTAGATATGTCATTTGAG

TTTATGAAATGCTGAAAATGAAAAAGAATGATGTAGATATGTCATTTGAG

TTTATGAAATGCTGAAAATGAAAAAGAATGATGTAGATATGTCATTTGAG

TTTATGAAATGTTGAAAATGAAAAAGAATGAAGTAGATATGTCATTTGAG

R I R R R R

ACTAACAAAAAAGAATATGAAAAATGGATGAAAGATCCATATCAACCTAC

ACTAACAAAAAAGAATATGAAAAATGGATGAAAGATCCATATCAACCTAC

ACTAACAAAAAAGAATATGAAAAATGGATGAAAGATCCATATCAACCTAC

ACTAACAAAAAAGAATATGAAAAATGGATGAAAGATCCATATCAACCTAC

ACTAACAAAAAAGAATATGAAAAATGGATGAAAGATCCATATCAACCTAC

ACTAACAAAAAAGAATATGGAAAATGGATGAAAGATCCATATCAACCTAC

ACTAATAAAAAAGAATATGAGAAATGGATGAAAGATCCATATCAACCTAC

ACTAACAAAAAAGAATATGAGAAATGGGTGAAAGATCCATATCAACCTAC

ACTAACAAAAAAGAATATGAGAAGTGGATGAAAGATCCATATCAACCAAC

kkkkk Khkrkhkkhkkrkxkx kK kk kkk KhkAkKkAkKKKXAAKRAK X I XA KX *k

400

400

400

400

400

400

400

400

400

450

450

450

450

450

450

450

450

450

500

500

500

500

500

500

500

500

500



Anhang

Rotavirus_NSP4_Farm_1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8
Rotavirus_NSP4_Farm_5
Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1

Rotavirus_NSP4_Farm_1
Rotavirus_NSP4_Farm_4
Rotavirus_NSP4_Farm_6
Rotavirus_NSP4_Farm_7
Rotavirus_NSP4_Farm_3
Rotavirus_NSP4_Farm_8
Rotavirus_NSP4_Farm_5
Rotavirus_NSP4_Farm_2

AY062937.1

Rotavirus_NSP4_Farm_1

Rotavirus_NSP4_Farm_4

Rotavirus_NSP4_Farm_6

Rotavirus_NSP4_Farm_7

Rotavirus_NSP4_Farm_3

Rotavirus_NSP4_Farm_8

Rotavirus_NSP4_Farm_5

Rotavirus_NSP4_Farm_ 2

AY062937.1

TCGTGCAGTGTCGCTAGATTGATGCCTCGTGTCCATGTTGTCGAAAGAAG

TCGTGCAGTGTCGCTAGATTGATGCCTCGTGTCCATGTTGTCGAAAGAAG

TCGTGCAGTGTCGCTAGATTGATGCCTCGTGTCCATGTTGTCGAAAGAAG

TCGTGCAGTGTCGCTAGATTGATGCCTCGTGTCCATGTTGTCGAAAGAAG

TCGTGCAGTGTCGCTAGATTGATGCCTCGTGTCCATGTTGTCGAAAGAAG

TCGTGCAGTGTCGCTAGATTGATGCCTCGTGTCCATGTTGTCGAAAGAAG

TCGTGCAGTGTCGCTAGATTGATGCCTCGTGTCCATGTTGTCGAAAGAAG

TCGCGCAGTGTCACTAGATTGATGCCTCGTGTCCATGTTGTCGAAAGAAG

TCGTGCAGTGTCACTAGATTGATGCCTCGTGTCCATGTTGTCGAAAGAAG

R I R R R R

CATGGAGCGACGGGTAGGACCATCGGACCTGCATGAGTGTAGAGAAGCCA

CATGGAGCGACGGGTAGGACCATCGGACCTGCATGAGTGTAGAGAAGCCA

CATGGAGCGACGGGTAGGACCATCGGACCTGCATGAGTGTAGAGAAGCCA

CATGGAGCGACGGGTAGGACCATCGGACCTGCATGAGTGTAGAGAAGCCA

CATGGAGCGACGGGTAGGACCATCGGACCTGCATGAGTGTAGAGAAGCCA

CATGGAGCGACGGGTAGGACCATCGGACCTGCATGAGTGTAGAGAAGCCA

CATGGAGCGACGGGTAGGACCATCGGACCTGCATGAGTGTAGAGAAGCCA

CATGGAGCGACGGGTAGGACCATCGGACCTGCATGAGTGTAGAGAAGCCA

CATGGAGCGACGGGTAGGACCATCGGACCTGCATGAGTGTAGAGAAGCCA

R R e R R R R

CTACACTCATGATCGGGTGTGTCAAFAAGCCTTAATCCCTGGTACCCCAN

CTACACTCATGATCGGGTGTGTCAAGAAGCCTTAATCCCTGGTACCCCAA|

CTACACTCATGATCGGGTGTGTCAAGAAGCCTTAATCCCTGGTACCCCAA|

CTACACTCATGATCGGGTGTGTCAAGAAGCCTTAATCCCTGGTACCCCAA|

CTACACTCATGATCGGGTGTGTCAAGAAGCCTTAATCCCTGGTACCCCAA|

CTACACTCATGATCGGGTGTGTCAAGAAGCCTTAATCCCTGGTACCCCAA|

CTACACTCATGATCGGGTGTGTCAAGAAGCCTTAATCCCTGGTACCCCAA|

CTACACTCATGATCGGGTGTGTCAAGAAGCCTTAATCCCTGGTACCCCAA|

CTACACTCATGATCGGGTGTGTCAAGAAGACTTAATCCCTGGTACCCCAA|

R R R

550
550
550
550
550
550
550
550

550

600
600
600
600
600
600
600
600

600

650
650
650
650
650
650
650
650

650
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Anhang

Rotavirus_NSP4_Farm_1

Rotavirus_NSP4_Farm_4

Rotavirus_NSP4_Farm_6

Rotavirus_NSP4_Farm_ 7

Rotavirus_NSP4_Farm_3

Rotavirus_NSP4_Farm_8

Rotavirus_NSP4_Farm_5

Rotavirus_NSP4_Farm_ 2

AY062937.1

*

[Eo1 I o1 i (o1 RN o1 RN [o1 R [o1 I (o] N Tol I To)

651

651

651

651

651

651

651

651

651

8.2 Sequenzervergleich der ORF1b-Gensequenzen des

Astrovirus

Markierten Sequenzabschnitte entsprechen den Primer-Bindungsstellen.

TAstroV-2_ORFlb_Farm_2

TAstroV-2_ORFlb_Farm_6

TAstroV-2_ORFlb_Farm_7

TAstroV-2_ORFlb_Farm_1

TAstroV-2_ORFlb_Farm_3

TAstroV-2_ORFlb_Farm_8

TAstroV-2_ORFlb_Farm_5

TAstroV-2_ORFlb_Farm_4

TAstroV-2_ORF1lb_GQ301034.1
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[IGGTGATGGAGATAGGTATTITGTTGAGATGGACTGGACGCGGTATGATG

ﬂGGTGATGGAGATAGGTATTTTGTTGBGATGGACTGGACGCGGTATGATG

[IGGTGATGGAGATAGGTATTITGTTGAGATGGACTGGACGCGGTATGATG

ﬂGGTGATGGAGATAGGTATTTTGTTGBGATGGACTGGACGCGGTATGATG

[IGGTGATGGAGATAGGTATTITGTTGAGATGGACTGGACGCGGTATGATG

ﬂGGTGATGGAGATAGGTATTTTGTTGBGATGGACTGGACGCGGTATGATG

[IGGTGATGGAGATAGGTATTITGTTGAGATGGACTGGACGCGGTATGATG

ﬂGGTGATGGAGATAGGTATTTTGTTGBGATGGACTGGACGCGGTATGATG

[TGGTGATGGAGATAGGTATTTTGTTGAGATGGACTGGACACGGTATGATG

R R R R R R R R

50

50

50

50

50

50

50

50

50



Anhang

TAstroV-2_ORFlb_Farm_2
TAstroV-2_ORFlb_Farm_6
TAstroV-2_ORFlb_Farm_7
TAstroV-2_ORFlb_Farm_1
TAstroV-2_ORFlb_Farm_3
TAstroV-2_ORFlb_Farm_8
TAstroV-2_ORFlb_Farm_5

TAstroV-2_ORFlb_Farm_4

TAstroV-2_ORF1lb_GQ301034.1

TAstroV-2_ORFlb_Farm_2
TAstroV-2_ORFlb_Farm_6
TAstroV-2_ORFlb_Farm_7
TAstroV-2_ORFlb_Farm_1
TAstroV-2_ORFlb_Farm_3
TAstroV-2_ORFlb_Farm_8
TAstroV-2_ORFlb_Farm_5

TAstroV-2_ORFlb_Farm_4

TAstroV-2_ORF1lb_GQ301034.1

TAstroV-2_ORFlb_Farm_2
TAstroV-2_ORFlb_Farm_6
TAstroV-2_ORFlb_Farm_7
TAstroV-2_ORFlb_Farm_1
TAstroV-2_ORFlb_Farm_3
TAstroV-2_ORFlb_Farm_8
TAstroV-2_ORFlb_Farm_5

TAstroV-2_ORFlb_Farm_4

TAstroV-2_ORF1lb_GQ301034.1

GGACCATACCGAAGCCACTATTTTGGAGGATTAGACAGATCAGGTTTTTC

GGACCATACCGAAGCCACTATTTTGGAGGATTAGACAGATCAGGTTTTTC

GGACCATACCGAAGCCACTATTTTGGAGGATTAGACAGATCAGGTTTTTC

GGACTATACCAAAGCCATTATTTTGGAGGATTAGACAGATCAGGTTTTTC

GGACTATACCAAAGCCATTATTTTGGAGGATCAGACAGATCAGGTTTTTC

GGACTATACCAAAGCCATTATTTTGGAGGATCAGACAGATTAGGTTTTTC

GGACTATACCAAAGCCATTATTTTGGAGGATTAGACAGATCAGGTTTTTC

GGACTATACCAAAATCATTATTTTGGAGAATTAGGCAAATTAGGTTTTTC

GGACTATACCAAAATCACTATTTTGGAGAATTAGGCAAATTAGGTTCTTC

kkkk Kkhkkkk KKk kk kkkkkkKkhkkhkk Kk kk kk Kk Khkkkk Kk*

TTCCTTCATGATTCCCATAAGACCCAAAAAATGCGGCGCTTGTACAATTG

TTCCTTCATGATTCCCATAAGACCCAAAAAATGCGGCGCTTGTACAATTG

TTCCTTCATGATTCTCATAAGACCCAAAAAATGCGGCGCTTGTACAATTG

TTCCTTCATGATTCCCATAAGACCCAAAAAATGCGGCGCTTGTACAATTG

TTCCTCCATGATTCCCATAAGACCTTAAAAATGCGGCGCTTGTACAATTG

TTCCTCCATGATTCCCATAAGACCTTAAAAATGCGGCGCTTGTACAATTG

TTCCTTCATGATTCCCATAAGACCCCAAAAATGCGGCGCTTGTACAATTG

TTCCTTCATGATTCTCATAAAACCCCAAAGATGCGGCGTCTGTACAATTG

TTCCTTCATGATTCTCATAAGACCCCAAAGATGCGGCGCTTGTATAATTG

khkkhkkkhk Khhkkkhkkhkkk *hkhkkk KKhk kkk kkkkkk kK *hkkk Khkk kK

GTATGTAAAAAATTTGCTGGAGAAAATCATTTTGTTACCAACCGGAGAGG

GTATGTAAAAAATTTGCTGGAGAAAATCATTTTGTTACCAACCGGAGAGG

GTATGTAAAAAATTTGCTGGAGAAAATCATTTTGTTACCAACCGGAGAGG

GTATGTAAAAAATTTGTTGGAAAAAATTATTTTGTTGCCAACCGGAGAGG

GTATGTAAAAAATTTGTTGGAAAAAATTATCCTACTGCCAACTGGGGAGG

GTATGTAAAAAATTTGTTGGAAAAAATTATCCTACTGCCAACTGGGGAGG

GTATGTAAAAAATTTGTTGGAAAAAATTATCTTACTGCCAACTGGAGAGG

GTATGTAAAAAATTTGTTGGAAAAAATCATCTTACTGCCAACTGGAGAAG

GTATGTGAAAAATCTGTTGGAAAAAATCATCTTACTGCCAACTGGAGAAG

khkkhkhkkhkk Khkkhkkhkk KKk Kkhkkk Kkkkk KK * * kkkkKk kk kK K

100
100
100
100
100
100
100
100

100

150
150
150
150
150
150
150
150

150

200
200
200
200
200
200
200
200

200
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Anhang

TAstroV-2_ORFlb_Farm_2
TAstroV-2_ORFlb_Farm_6
TAstroV-2_ORFlb_Farm_7
TAstroV-2_ORFlb_Farm_1
TAstroV-2_ORFlb_Farm_3
TAstroV-2_ORFlb_Farm_8
TAstroV-2_ORFlb_Farm_5

TAstroV-2_ORFlb_Farm_4

TAstroV-2_ORF1lb_GQ301034.1

TAstroV-2_ORFlb_Farm_2
TAstroV-2_ORFlb_Farm_6
TAstroV-2_ORFlb_Farm_7
TAstroV-2_ORFlb_Farm_1
TAstroV-2_ORFlb_Farm_3
TAstroV-2_ORFlb_Farm_8
TAstroV-2_ORFlb_Farm_5

TAstroV-2_ORFlb_Farm_4

TAstroV-2_ORF1lb_GQ301034.1

TAstroV-2_ORFlb_Farm_2

TAstroV-2_ORFlb_Farm_6

TAstroV-2_ORFlb_Farm_7

TAstroV-2_ORFlb_Farm_1

TAstroV-2_ORFlb_Farm_3

TAstroV-2_ORFlb_Farm_8

TAstroV-2_ORFlb_Farm_5

TAstroV-2_ORFlb_Farm_4

TAstroV-2_ORFlb_GQ301034.1
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TCTGCCAGGTCAAAAAGGGAAATCCGAGTGGTCAATACTCAACAACTGTT

TCTGCCAGGTCAAAAAGGGAAATCCGAGTGGTCAATACTCAACAACTGTT

TCTGCCAGGTCAAAAAGGGAAATCCGAGTGGTCAATACTCAACAACTGTT

TCTGCCAGGTCAAAAAAGGAAATCCGAGTGGTCAATATTCAACAACTGTG

TCTGTCAGGTTAAGAAAGGAAATCCGAGTGGACAATATTCAACAACTGTG

TCTGTCAGGTCAAGAAAGGAAATCCGAGTGGACAATATTCAACAACTGTG

TCTGCCAGGTCAAGAAAGGAAATCCGAGTGGTCAATATTCAACAACTGTG

TCTGCCAGGTCAAGAAAGGGAATCCAAGTGGTCAATATTCAACAACTGTG

TTTGCCAGGTCAAGAAAGGAAATCCAAGTGGTCAGTATTCAACAACTGTG

Kk kk kkkkk Kk Kkk Kk Kkhkkkk Khkkkk Kk Kk KAAkKKkAAKAKAKKK

GATAACAACATGATAAATGTCTGGTTAACAACATTTGAAATTTCATATCT

GATAACAACATGATAAATGTCTGGTTAACAACATTTGAAATTTCATATCT

GATAACAATATGATAAATGTCTGGTTAACAACATTTGAAATTTCATATCT

GATAACAACATGATAAATGTCTGGTTAACAACATTTGAAATTTCATACCT

GATAACAACATGATAAATGTCTGGCTAACAGCGTTTGAAATTTCATACCT

GATAACAACATGATAAATGTCTGGCTAACAGCGTTTGAAATTTCATATCT

GATAACAACATGATAAATGTCTGGCTAACAACATTTGAAATTTCATACCT
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CTTTTTTAAACAGCTTGGTAGAKTGCCAACAGAGAAAGAGCTGd 344

GTTTTTTAAACAGCGTGGTAGAKTGCCAACAGAGAAAGAGCTGCl344

ATTCTTCAAACAGCGTGGTAGAKTGCCAACAGAGAAAGAGCTGCl344

*k kk kkkk kK R R e R R R R R R

250

250

250

250

250

250

250

250

250

300

300

300

300

300

300

300

300

300



Publikationsverzeichnis

Akimkin V., M. Hoferer, R. Sting, C. Popp, H.M. Hafez (2010): Detection of enteric
viruses in turkey flocks in South Germany using RT-PCR and Transmission
electron microscopy (TEM). In: Proceedings of the 8" International Symposium on
Turkey Diseases. Berlin. (Ed. H.M. Hafez). Mensch und Buch Verlag - ISBN. 978 3
86664 872 2. pp. 140-144

Akimkin V., M. Hoferer, R. Sting, C. Popp, H.M. Hafez (2010): Nachweis enteraler
Viren in Putenbestanden mittels PCR und Elektronenmikroskopie. 29. Arbeits- und
Fortbildungstagung des Arbeitskreises flir veterindrmedizinische Infektions-
diagnostik (AVID) Virologie der DVG, Bad Staffelstein/Kloster Banz

Akimkin V., M. Hoferer, (2009): Nachweis enteraler Viren in Putenbestidnden mittels
PCR und Elektronenmikroskopie. Projektvorstellung. 7. Labormeeting des Arbeits-
kreises Elektronenmikroskopische Erregerdiagnostik (AK-EMED) der Deutschen
Gesellschaft flr Elektronenmikroskopie, Stuttgart, Germany

Akimkin, V., F. Bindel, M. Hoferer, R. Sting, B. Polley, A. Hanel, H. M. Hafez (2011):
One-step RT-gPCR with an internal control system for the detection of turkey rota-
viruses in faecal samples. Journal of Virological Methods 177(1), pp. 112-117

Seite 99



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich ganz herzlich bei allen bedanken, die zum Gelingen
dieser Arbeit beigetragen haben.

Allen voran gilt mein Dank Professor Hafez fir die Uberlassung dieses interessanten
Themas und seine Unterstitzung dieser Arbeit sowie flr die Moglichkeit eigenstandig
zu arbeiten und fir alle gewahrten Freiheiten.

Der Grimminger-Stiftung fiir Zoonosen-Forschung danke ich flr die Bereitstellung der
finanziellen Mittel zur Realisierung dieses Projektes.

Mein besonderer Dank richtet sich an Dr. Marc Hoferer fir die ausgesprochen
kompetente, fachlich fundierte und sehr freundliche und geduldige Betreuung wahrend
der Entstehung dieser Arbeit. Vor allem durch seine Hilfsbereitschaft und Zusammen-
arbeit konnte ich das Projekt zu Ende flhren.

Ein herzlicher Dank an Dr. Reinhard Sting flr die zahlreichen Hilfestellungen und An-
regungen und die stets gute Zusammenarbeit.

Meinen Kollegen Frau Dr. Polley, Frau Dr. Ackermann und Herrn Dr. Hanel mdchte ich
ebenfalls einen groRen Dank fur die fachliche Unterstitzung, zahlreiche Korrekturen
und vor allem fiir ein sehr gutes Arbeitsklima wahrend der Arbeit aussprechen.

Ich bedanke mich bei der Leiterin des Chemischen und Veterinaruntersuchungsamtes
Frau Roth fiir die Unterstlitzung und fir die Bereitstellung der nétigen Laborkapazitaten
zur Umsetzung der Arbeit.

Vielen Dank an Frau Dr. Popp flr die Hilfeleistung bei der Auswahl der am Projekt
teilnehmenden Putenbetriebe, eine Unterstiitzung bei der Probennahme und fir die
wertvollen Informationen aus der tierarztlichen Praxis.

Den Landwirten, die an diesem Projekt teilgenommen haben, bedanke ich mich ganz
herzlich.

Fur die grof3ziigige Unterstitzung bei der Durchflihrung der wissenschaftlichen Unter-
suchungen méchte ich mich bei Frau Brauer, Frau Roski und Frau Weibel ganz be-
sonders bedanken.

Ich bedanke mich auch bei Frau Lipp fir ihre Hilfe beim Korrekturlesen und die tat-
kraftige Unterstitzung bei der Formatierung des Textes.

Und nicht zuletzt bedanke ich mich von ganzem Herzen bei meiner Frau und meinen
Kindern, die mich mit viel Liebe in meiner Arbeit unterstitzt und motiviert haben.

Seite 100



Selbstandigkeitserklarung

Hiermit bestatige ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstandig angefertigt habe. Ich
versichere, dass ich ausschliel3lich die angegebenen Quellen und Hilfen in Anspruch
genommen habe.

Stuttgart, den 17.04.2013 Valerij Akimkin

Seite 101




 
 
    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle Seiten
     Beschneiden: keine 
     Versatz: links um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'verbessert'
      

        
     32
            
       D:20130716144035
       595.2756
       a5
       Blank
       419.5276
          

     Tall
     1
     0
     Full
     1314
     445
    
     Fixed
     Left
     14.1732
     0.0000
            
                
         Both
         1
         AllDoc
         8
              

       CurrentAVDoc
          

     None
     17.0079
     Left
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     11
     101
     100
     101
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Average
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /FlateEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /PDFX1a:2001
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Coated FOGRA27 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (FOGRA27)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /DEU <>
  >>
  /ExportLayers /ExportAllLayers
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames false
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Coated FOGRA27 \(ISO 12647-2:2004\))
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 6
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /UseDocumentProfile
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


