Inhaltsverzeichnis
1 EiDICIHUNEG ..ottt et sas s 1
2 Literaturiibersicht .................. .3
2.1 Ordnung Nidovirales ... et e b s e s eat et e ek st nes e e et sasbesia e tan
2.2. Das Virus des Infektiosen Bronchitis der Hithner..... .5
221 Taxonomische Einordnung des Virus der Infektitsen Bronchitis ...........coerevereevencne. 5
222 Morphologie des IBV ........ovvccvereenrvniensiesiisisians 6
223 Chemische Eigenschaften des IBV ...
224 Replikation des IBV 9
225 Tenazitit gegeniiber chemischen und physikalischen Agenzien..........c.cccccvcecccanecn. 9
2.2.6 Experimentelle Wirtssysteme fir IBV ......cooocivnniiinninreienccecrereeneseensee 10
2.2.6.1 Embryonierte HIRNEIEIET .......covucvcvreiiiiiiinnct e et ere s 10
2262 Organkulturen des IBV ..... . 11
2.2.63 Zellkulturen des IBV 12
227 Varianten des IBV ......ocviniiniinieere e 13
228 Historische Entwicklung der Forschungen zur Infektiosen Bronchitis........ccccceeuene 17
229 Epidemiologie und Pathogenese .........covvvvmenveninesicniiesinennene 18
229.1 Hiihner als natiirliche und experimentelle Wirte fiir IBV .. 18
2292 Symptome bei anderen Vogelarten nach Infektion mit avidren Coronaviren......... 18
2293  Ubertragung und Verbreitung des IBV ......... 19
2294 Inkubation und Verbreitung des IBV im OrganisSmus........cocccererencecerrceereerrereens 19
2.2..10.  Pathogenitt.........ccoccominvincsinncrecinn 21
22.11 Symptomatik der IB ...... 22
2212 Morbiditit und Mortalitét 24
2.2.13 Pathologie ....coccoevecinnurnns e 24
2214 Histopathologie 25
2.2.15 Immunitit gegen IBV .. . 26
2.2.15.1 Maternale Antikorper .26
2.2.15.2 Erworbene Immunitit..........cccoueuun. 27
2.2.16 Diagnose der IB . 28
2.2.16.1  Virusisolation 28
2.2.16.2 Detektion von IBV-Antigen ......ccvuvee. 29
22.16.3 Detektion des IBV-Genoms . 30
2.2.16.4 Typisierung des IBV . 31

Bibliografische Informationen
http://d-nb.info/101409352X

digitalisiert durch EF&E‘%?EIEH
|


http://d-nb.info/101409352X

22.16.5
22.17
22.18
22.181
22182
23
23.1
232
233
234
235
24

3

3.1
3.1.1
3.1.2
313
314
3.15
3.16
3.1.7
3.18
32
321

322
323

324
325
326
327
3271
32711

Methoden zum AntikOTPErNACAWEIS .....ccvvvevsieirirenrnnrerersrr et ssessssesisesnnans 33
Differenzialdiagnosen .........c.cccccmerveennsiennne 33
Bekdmpfung der IB ... 34
Management RO TV O OO OO OROUNS 35
Vakzination ..o 35

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)....cccccrecrervnnne 3}
Real Time PCR

Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)

Nested-PCR..

Multiplex-PCR ... et a s bt ere e s bt et saer b e b rare 42
Fragestellung ......cococevvveecerecnncrvenenmnnne e e e 43
Material und Methoden ...ttt escerne 44
MaALEHAL ...ouoeeieicrnicnicsi it cr et bt s st sass et st aseretenesensarrreret 44
Zellkulturmedien, Puffer und Reagenzien....coueu.veeveceneieeeeneseeseceressesens 44
RNA-Isolierung und PCRKILS ....ccoocuiverreenreeieiicrerescriensensssesesmsssesssseensssesssens 46
PCR-Primer... eetesete ettt sttt re i bersa s e et eb oo sr e Rt e paraneeeres 47
Gelelektrophorese

Restriktionsenzyme ....

Gerite und Verbrauchsmaterialen

Embryonierte SPF-Eier

IBV-Isolate und Referenzstimme

Methoden........c.ccvrereensessrveernenns reeerenaeareenees 58
Vermehrung und Adaptation der IBV-Referenzstimme M41, D274, D1466

sowie einiger Feldvirusisolate in Hithnerembryonen . .58
Herstellung von Hiihnerkiiken-Nierenzell-Kulturen .58
Vermehrung und Adaptation der IBV-Referenzstimme M41, D274, D1466

sowie einiger Feldisolate in Hilhnerkiiken-Nierenzell-Kulturen (HKNZ).............- 59
Kristallviolettfarbung IBV infizierter Hithnerkiiken-Nierenzell-Kulturen .. .59
Vermehrung der IB-Impfstoffviren in embryonierten Hiihnereiem.........c..eccrrseree 60
HAmagglutinationSSESt ..........coerrvvemrremrriereesnenesresmessees st sessesasesesssssssasssssasssssses 60
PCR-vermittelte Untersuchungen der IBV-ISOLate..........ccoereremenureemrvsesrenmecarerserans 61
RINA-ISOIAUON «.cuiret ettt et et sisss s be e snsessassesessesssassnsssaenensasserens 61
RNA-Isolation mit dem ,,High Pure Viral Nucleic Acid Kit™.......ccorvreeemrerecrerrenns 61

32712 RNA Isolation mit dem ,,NucleoSpin® Viral RNA Isolation Kit*......ccccoeeveurenrenn 62



11T

3272
32721
32722
3273
32731
3.2.73.1.1
3273.1.2
32732

327321

327322
3.2.7.3.23

32733

3.2.7.3.3.1
327332
32734
328
3.2.8.1
3282
329

42

43
44
44.1
442
45
451

Nachweis des IBV mittels N-Gen-Amplifizierung .........ccoccveveccirvvnnniennnee

Nachweis des IBV mittels konventioneller RT-PCR.

Nachweis des IBV mittels Real Time ,,one step* RT-PCR.......ccccovevvvreieecncrnnnne.
Genotypisierung des IBV .....c.coiiiiiieiiccienecneeinecceessteses s eeeeeseees

Restriktionsenzymanalyse des gesamten S1-Gens des IBV......c.cccuvvevcrvccerennnes

Amplifizierung des gesamten S1-Gens...

Restriktionsverdau des gesamten S1-Gens........ccon.......

Genotypspezifische Nested-Multiplex PCR zum gleichzeitigen Nachweis der
Genotypen Massachusetts, D274 und 793B

AuBere-RT-PCR und Nested-Multiplex-PCR zum gleichzeitigen Nachweis
der Genotypen Massachusetts, D274 und 793B......c.ccoveeererreemrecrcennnns

Nested-Multiplex-PCR fiir die Genotypen Massachusetts, D274 und 793/B.......

Genotypspezifische AuBere-RT-PCR und Innere-PCR zum Nachweis des

GENOLYPS DI4G6 .ottt b st sa s ot saes

Genotypspezifische AuBere-RT-PCR und Multiplex-PCR zum gleichzeitigen

Nachweis von Genotypen Italy 02, Massachusetts, D1466, D274 und 793B........

Genotypspezifische AuBere ,,one step” RT-PCR.

Genotypspezifische Nested-Multiplex-PCR ........

SEQUENZIETUNG ...ecuvmirirareerieritrieseseaes s e tresatstesesetsas s aresesesetesettsesassesanssnssaesessasns

Agarosegel-Elektrophorese ........ocveevevenees

Beladung des Gels e eteeereerrereatetertarasee e et et e nE e s e e s e rareesteueeRpebasaess e e erans

Gerdteeinstellung........coueeveienccneictniencsneninnen

Ethidiumbromidfirbung........ rerererrrberer b bansarereaen

Ergebnisse .......... .

Adaptation der IBV-Referenzstimme M41, D274 und D1466 sowie einiger

IBV-Feldisolate an Hithnerembryonen

Adaptation der IBV-Referenzstimme M41, D274 und D1466 sowie einiger
Feldisolate an Hiihnerembryo-Nierenzell-Kulturen....

Himagglutinationstest

Nachweis des [BV mittels N-Gen-Amplifizierung ........ccoccoeoeiceencne
Nachweis des IBV mittels konventioneller RT-PCR

Nachweis des IBV mittels ,,one step* Real Time RT-PCR

Genotypisierung des IBV

Amplifizierung des gesamten S1-Gens des IBV und

Restriktionsenzymanalyse

Genotypspezifische RT- und Nested-Multiplex-PCR....

62
62
65
66
66
66
67

68

69
70

71

73
73

.75

76
77
78
78
78

79

79

82
86
86
86
88
90

90
92



v

4521

4522

45.2.3

4.6

51

5.2
53
5.4
5.4.1.
542
5421

5422

5.5.

5.6
5.7

Genotypspezifische RT- und Nested-Multiplex-PCR zum gleichzeitigen

Nachweis von Massachusetts, D274 und 793B.....cccvvreerreieeecnnreneersnesoenresseerenns 92
Genotypspezifische AuBere-RT-PCR und Innere-RT-PCR zum Nachweis
vom Genotyp D1466 .......cvcvecevineincirnnnnns 94

Genotypspezifische AuBere-RT-PCR und Nested-Multiplex-PCR  zum
gleichzeitigen Nachweis der Genotypen Italy 02, Massachusetts, D1466,

D274 und 793B ..coovurieerirrrereere et sessabenes 96
SEqUENZIETUNE .....cererricreecireceneecnrineaene 99
DiSKUSSION........ccvevririeieeieeeninecereenerenns .. 108
Vermehrung des IBV in HIhnerembryonen ...........cceveeecrecerneeesnsercnees 109
Vermehrung des IBV in HKNZ ..., 110
Himagglutinationstest ........ 111
RT-PCR-vermittelte Untersuchungen 111
Nachweis des Virus der Infektdsen Bronchitis mittels RT-PCR 112 °
Genotypisierung des IBV ....... reeterereet s ere st semtens 113
S$1-Gen-RT-PCR und RFLP .......cvorieicencircineerrenenesenencsecscsennaes 113
Genotypisierung von Isolaten des Virus der Infektidsen Bronchitis mittels
genotypspezifischer RT- und Nested-Multiplex-RT-PCR........ccoovvvrveeeiirnecernnnne 114
Sequenzierung einiger Isolate des Virus der Infektidsen Bronchitis .......coveueeee. 115
Vorkommen des Virus der Infektiésen Bronchitis .. 116
Schlussfolgerungen . 119
Zusammenfassung 121
Summary 123
Literaturverzeichnis 125
Danksagung 149

Anhang 150




