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1. Einleitung

1.1. Geschichte

Das Rabbit Haemorrhagic Disease Virus (RHDV) trat das erste Mal im Jahr 1984 in der
chinesischen Provinz Jiangsu bei einer Gruppe Angorakaninchen aus Deutschland auf und
wurde noch im selben Jahr erstmals beschrieben. Schon damals war bekannt, dass es sich um
ein kleines, rundes, ikosaedrisches, RNA-Virus handelte, das Erythrozyten agglutinieren
konnte. Uber die dadurch ausgeldste Krankheit wusste man nur, dass die Inkubationszeit 48-72
Stunden dauerte und als typisches Symptom Epistaxis auftrat. Oft verlief die Krankheit aber
auch symptomlos. Als pathologische Befunde fand man Hamorrhagien im Atmungstrakt,
Verdauungstrakt, der Leber, Milz und im Herzmuskel, manchmal auch in den Nieren. (Liu, et

al., 1984)

Das Virus nannte man vorerst Viral Haemorrhagic Disease Virus und die dadurch ausgeldste
Krankheit Viral Haemorrhagic Disease (VHD) (WY, 1991). Heute wird die Krankheit von der
World Organisation for Animal Health (OIE) als ,,Rabbit haemorrhagic disease* gelistet. (OIE,
2020)

In weniger als einem Jahr starben iiber 140 Millionen Kaninchen in China an dem neuen Virus
(WY, 1991), das deswegen oft immer noch als ,,Chinaseuche* (Schwarzmann, 2020)
bezeichnet wird. Im November 1985 wurden bereits die ersten Félle auch in Korea beobachtet
und beschrieben, woraufhin man auch begann, an einem inaktivierten Impfstoff zu forschen
(Park NY, 1987). Kurz darauf verbreitete sich das Virus weiter nach Europa - der erste grof3e
Ausbruch war 1986 in der Lombardei in Italien (F.M. Cancellotti, 1991) - und Amerika (Gregg
D.A., 1991), (Anon., 2000).

In Australien, wo Wildkaninchen als Schidlinge gelten, da sie keine natiirlichen Feinde haben
und durch ihre rasante Vermehrung stark mit einheimischen Arten um Futter konkurrieren,
(Lenz, 2015) wurde 1991 versucht, das Virus auf der Insel Wardang Island einzufiihren, um die
Kaninchenpopulation einzuddmmen. Trotz verschiedener Quarantinemafinahmen konnte es
sich, wahrscheinlich durch Insekten {ibertragen, auch in Australien ausbreiten (Cooke B.D.,

2002) - somit kann man also sagen, dass RHDV nun weltweit vorkommt.



Léngere Zeit war es unklar, um was fiir ein Virus es sich handelte, das diese neuartige und
plotzlich aufgetretene Erkrankung ausloste.

Man vermutete erst ein Parvovirus (Gregg & House, 1989) oder ein Picornavirus (Xu & Chen,
1989).

1990 schlieBlich wurde das RHD-Virus endgiiltig als ein Virus der Familie Caliciviridae
(Ohlinger, et al., 1990) und der Gattung Lagovirus (Green, et al., 2000), mit einer
einzelstrangigen, positiv geladenen RNA identifiziert (Ohlinger, et al., 1990).

2010 trat in Frankreich eine neue Variante des RHD-Virus auf, das seitdem als RHDV-2
bezeichnet wird (AGES, 2020), 2015 wurden dann die ersten Fille von RHDV-2 auch in
Deutschland  nachgewiesen (FLI, 2020) und 2016 ebenfalls in Osterreich

(Veterindrmedizinische Universitit, 2016).

1.2. Das Virus

RHDV ist ein Lagovirus und gehort zur Familie der Caliciviren. Caliciviren sind durch eine
einzelstringige, lineare RNA charakterisiert, wovon das 5°-Ende an ein VPg-Protein gebunden
ist und das 3‘-Ende einen Poly-A-Schwanz aufweist. Die RNA ist infektids und fungiert sowohl
als Genom, als auch als virale mRNA.

Caliciviren haben ein unbehiilltes, ca. 27-40 nm grofles Kapsid mit ikosaedrischer Symmetrie
(ViralZone, 2011). Es ist aus einem einzigen Strukturprotein VP60 aufgebaut, welches in der
] he des 3‘-Endes der RNA kodiert wird. Der Name ist ebenfalls Programm: Das lateinische
Wort calix bedeutet Kelch und steht fiir die namensgebenden becherférmigen Vertiefungen auf

der Oberfliche des Kapsids (Green, et al., 2000).

Was das RHD-Virus betrifft, so ist es rund ikosaedrisch, hat einen Durchmesser von 27-35 nm,
ist unbehiillt und zeigt 10 becherformige Vertiefungen auf der Oberflache. Das Strukturprotein
des Kapsids ist 60 kDa schwer und ist auch das einzige Strukturprotein (Parra & Prieto, 1990).



Meyer et al. sequenzierte 1991 das Genom von RHDV-1 und fand 7437 Nukleotide und 2344
Codons, die im 5'-Bereich fiir Nichtstrukturproteine codieren und im 3’-Bereich fiir das

Strukturprotein des Kapsid (Meyers, et al., 1991).

Das vollstindig sequenzierte Genom von RHDV-1 ist bei GenBank unter der Nummer
NC 001543.1 einsehbar (GenBank, 2018), das Genom von RHDV-2 unter der Nummer
MT586027 (GenBank, 2020). Vergleicht man die Sequenzen von RHDV und RHDV-2 auf
Nukleotid-Ebene, so stimmen diese zu 89,2% tiberein (Le Gall-Reculé, et al., 2013).

1.3. Epidemiologie

RHDV wird hauptsdchlich von klinisch erkrankten und latent infizierten Kaninchen durch
direkten Kontakt iibertragen aber auch durch diverse Ausscheidungen von infizierten Tieren
und unbelebte und belebte Vektoren, wie z.B. Futter, Fahrzeuge, Insekten, Tierpfleger etc.
Der Hauptinfektionsweg ist oral, aber auch iiber Bindehaut, Nasenschleimhaut und
Hautverletzungen moglich, die Letalitdt ist bei oral infizierten Kaninchen aber deutlich am
hochsten.

RHD tritt vor allem in Intensivhaltung auf und die Epidemien kommen hier hauptsichlich im

Zeitraum von November bis Mérz vor und dauern meist 7-13 Tage.

Die Inkubationszeit betrdgt 20-48 Stunden und die Letalitit liegt bei circa 90% (bei
experimentell infizierten Kaninchen) bis zu 100% (unter natiirlichen Bedingungen) (Xu &
Chen, 1989). Infizierte Kaninchen sterben im Durchschnitt 26,5 bis 46 Stunden nach der
Infektion (Kimura, et al., 2001).



1.4. Klinische Symptome und Verlaufsformen:

Man unterscheidet vier verschiedene Verlaufsformen:

1.4.1. Perakute Form:

Die perakute Form tritt auf, wenn das Virus das erste Mal in eine Kaninchenkolonie
eingeschleppt wird - die Tiere versterben plotzlich scheinbar ohne vorangehende Symptome,
manchmal beobachtet man Hé&maturie, schaumigen Ausfluss aus der Nase oder vaginale

Blutungen.

1.4.2. Akute Form:

Die akute Form kommt in Gebieten vor, in denen das Virus bereits als endemisch gilt, die Tiere
zeigen Bewegungsunlust, Anorexie, Apathie, wiederum schaumigen blutigen Ausfluss aus der
Nase und im Anfangsstadium eine erhohte Korpertemperatur, die dann zum Ende hin wieder
absinkt, auch bis unter den Normalbereich. Oft sieht man auch Zyanose von Schleimhiuten und
Haut und Tachypnoe oder Dyspnoe (bedingt vermutlich durch den Nasenausfluss), gelegentlich
wurde bei einigen Tieren auch ein aufgeblédhtes Abdomen sowie Durchfall oder Verstopfung
beobachtet.

Spéter im Verlauf treten neurologische Symptome wie Seitenlage, Paddelbewegungen mit den
Extremitdten, Krampfe oder Opisthotonus auf. Infizierte Tiere versterben nach 12-36 Stunden,

oft begleitet von Stéhnen und Schmerziduferungen.

1.4.3. Subakute Form:

Die subakute Form wird nur in spiten Stadien einer Epidemie beobachtet. Die Kaninchen
zeigen abgeschwichte Symptome einer akuten Form, wie zum Beispiel Bewegungsunlust,
Anorexie, Apathie und eine erhohte Korpertemperatur. Die Symptome dauern hierbei
allerdings etwa 2-3 Tage an und die meisten Tiere iiberleben die Infektion auch und sind danach

immun.



1.4.4. Asymptomatische Form:

Diese Form ist sehr selten und die Infektion verlduft dann oft ohne erkennbare Symptome.

1.4.5. Tod:

Der Tod schlieBlich erfolgt vermutlich infolge eines multiplen Organversagens durch
Durchblutungsstérungen aufgrund von Fibrin-Thromben gepaart mit multifokalen Blutungen

durch die Verbrauchskoagulopathie als Folge der extremen Lebernekrose.

Wenn sich Tiere von einer akuten Form erholen, zeigen sie aber manchmal noch mehrere
Wochen danach einen hochgradigen lkterus und kdnnen auch spiter erst an Leberversagen

versterben. Auch Aborte wurden beschrieben (Marcato, et al., 1991), (Xu & Chen, 1989).

1.5. Beobachtete Befunde

1.5.1. Pathologische und histopathologische Befunde:

Die wichtigsten pathomorphologischen und histologischen Befunde sind eine akute,
nekrotisierende Hepatitis mit multiplen Nekroseherden vor allem in der Peripherie der
Lappchen; die Leber ist vergroBert, blass beziehungsweise gelblich-graulich, briichig und
feinlappig oder granulomatos.

In mehreren Organen, vor allem Nieren, Lunge und Milz findet man zahlreiche Fibrinthromben
und petechiale Blutungen, die Organe sind geschwollen, gestaut und ddemisiert. Aber auch im
zentralen Nervensystem, der Nebenniere, der Netzhaut und in der Harnblase wurden Thromben
und Blutungen nachgewiesen. Auflerdem konnte man auch eine Erweiterung der rechten
Herzkammer beobachten (Kimura, et al., 2001), (Ueda, et al., 1992), (Marcato, et al., 1991),
(Weissenbdck & Fuchs, 1992).

Histopathologisch findet man ebenfalls vor allem Blutungen und Fibrinablagerungen, sowie
zahlreiche Fibrin-Thromben in Milz, Lunge (Weissenbdck & Fuchs, 1992) und Nieren.

In der Leber zeigen die nekrotischen Hepatozyten eine vakuoldre, fettige Degeneration, die

Kerne sind pyknotisch oder karyolytisch, die Zellen schrumpfen und zeigen eine stark



ausgeprigte Hypereosinophilie, aulerdem beobachtet man in den nekrotischen Herden eine
heterophile Infiltration, vor allem durch Lymphozyten (Ueda, et al., 1992), (Marcato, et al.,
1991), (Weissenbdck & Fuchs, 1992).

Uberraschenderweise findet man pathologische und histopathologische Verinderungen vor
allem an der Leber, aber auch anderen Organen wie Nieren, Lunge und Milz, auch bei klinisch

nur subakut erkrankten Tieren (Teifke, et al., 2002).

1.5.2. Héamatologische Befunde:

Die signifikantesten und héaufigsten himatologischen Verdnderungen sieht man oft erst in der
Endphase eines Krankheitsverlaufs: als Folge zahlreicher Fibrin-Thromben im Rahmen der
DIC und einer gestorten Synthese von Gerinnungsfaktoren in der Leber aufgrund der massiven
Leberveranderungen nimmt die Thrombozytenzahl im Blut ab, weiters kommt es zu
Hypofibrinogendmie und auflerdem ist die Prothrombinzeit deutlich verlangert.

Interessanterweise kommt es zu keinen deutlichen Verdnderungen der Himatokritwerte und
Erythrozytenzahlen, dafiir sinkt die Gesamtleukozytenzahl besonders in der Endphase einer

Erkrankung leicht ab (Ueda, et al., 1992).

1.5.3. Pathogenese

Wie bereits oben beschrieben, sind die auffilligsten Befunde einer Infektion mit RHDV die
akute, nekrotisierende Hepatitis und die zahlreichen Thromben und Blutungen in mehreren

Organen infolge der intravasalen Koagulopathie (DIC).

In einer 2001 durchgefiihrten Studie, in der Kaninchen intramuskuldr RHDV-1-RNA injiziert
wurde, konnte nach ihrem Tod die virale RNA anschlieend in Hepatozyten, Kupfferzellen,
Makrophagen in der roten Pulpa der Milz und in den Alveolarmakrophagen nachgewiesen
werden (Kimura, et al., 2001). Die Viruskonzentration war allerdings in der Leber am hochsten,
dann nachfolgend in Lunge, Nieren und Milz - wodurch man darauf schlieBen kann, dass das
Virus als Zielorgan vor allem die Leber befillt (Xu & Chen, 1989). Das Virus repliziert, wie
alle Caliciviren, im Zytoplasma (Park & Itakura, 1992).



Die Infektion der Makrophagen scheint dann eine Rolle bei der Verbreitung der Viren im
gesamten Korper zu spielen und die Infektion der Kupfferzellen bei der Verbreitung innerhalb
der Leber. Man geht davon aus, dass sich das Virus bei einer natiirlichen Infektion, die
normalerweise iiber Aerosole vor allem oral geschieht, zuallererst in den Alveolarmakrophagen
vermehrt und dann iiber die Blutbahn in die Leber und auch andere Organe gelangt (Kimura, et
al., 2001).

Die infizierten Zellen, vor allem die Hepatozyten, aber auch Makrophagen und Endothelzellen,
reagieren auf die Infektion mit Apoptose. Die Apoptose der Hepatozyten 16st eine akute
hochgradige Hepatitis aus, die Apoptose der Endothelzellen und Makrophagen wurde
gemeinsam mit dem Auftreten von Fibrinthromben beobachtet. Da eine Apoptose immer auch
mit einer erhohten prokoagulierenden Aktivitit einhergeht, konnte das mit der Auslésung der
DIC in Zusammenhang stehen (Alonso, et al., 1998), (Jung, et al., 2000). Man konnte allerdings
keine Virusreplikation in den Endothelzellen an sich nachweisen, deswegen bleibt es offen, ob
die DIC durch das Virus und die Endothelschdden an sich, oder erst infolge des Leberversagens
entsteht (Kimura, et al., 2001). In humanmedizinischen Studien wurde bereits nachgewiesen,
dass es infolge einer akuten nekrotisierenden Hepatitis zu einer intravasalen Koagulopathie
kommt (Hillenbrand, et al., 1974), (Rake, et al., 1970), wodurch man annehmen kann, dass das

bei mit RHDYV infizierten Kaninchen ebenfalls der Grund der massiven DIC sein konnte.

Durch die DIC kommt es schlussendlich zu Fibrin-Thromben in kleinen und mittelgro3en
Gefallen, was zu schweren Organschéiden, insbesondere in der Niere, fiihrt und mit grof3er
Wahrscheinlich dann auch die Todesursache von an RHD verstorbenen Kaninchen darstellt

(Alonso, et al., 1998).

1.5.4. Jungtierresistenz

Erstaunlicherweise zeigen Jungtiere unter 2 Monaten eine natiirliche Resistenz gegeniiber dem
Virus. In einem 1999 von Mikami, Park, Kimura, Ochiai und Itakura durchgefiihrten
Experiment wurden jeweils einigen zwei und vier Wochen alten Kaninchen RHDV-1 injiziert
und keines davon zeigte klinische Symptome. Zwar hatten sie leichte Leberverdnderungen,

diese waren aber anscheinend nicht ausreichend fiir eine klinische Erkrankung. Auch bei in
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Freiheit lebenden Kaninchen wurde bei Jungtieren unter 2 Monaten noch nie eine klinische
Erkrankung beobachtet. Bei dem Experiment erkrankten die Miitter der mit RHDV-1 infizierten
Kaninchen allerdings trotzdem an RHD und starben, was eine eventuelle Immunitdt der
Jungtiere durch maternale Antikorper sicher ausschlie3t. Ab einem Alter von 4 Wochen scheint
die Resistenz allerdings etwas abzunehmen und es kommt wieder zu schwereren
Leberverdnderungen. Die Autoren der Studie vermuteten, dass es an einer Verdnderung der
Leberfunktion durch die Fiitterungsumstellung von Muttermilch auf feste Nahrung und dadurch
einer erhohten Anfilligkeit gegeniiber dem Virus lag (Mikami, et al., 1999).

Die Ursache fiir diese Jungtierresistenz ist immer noch nicht vollstindig geklirt, es gibt
allerdings bereits zahlreiche Theorien und mdgliche Hinweise.

Man fand beispielsweise heraus, dass RHD-Viren menschliche Erythrozyten, beziehungsweise
genauer gesagt die A- und H-Typ-2-Antigene, agglutiniert; eben diese Antigene fand man auch
auf Epithelzellen der Atemwege und des Verdauungstraktes erwachsener Kaninchen. Da das
Virus ja unter natiirlichen Bedingungen iiber die Atemwege in die Kaninchen gelangt, konnte
eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein der Antigene auf den Epithelien und der
Erkrankung bestehen, da bei jungen Kaninchen diese Antigene nicht oder kaum gefunden
wurden und das Virus auch keine Agglutination auf der Trachea junger Kaninchen ausloste.
Die Expression dieser Antigene auf den Epithelien steigt dann vom ersten bis dritten
Lebensmonat progressiv an und ist mit der zwolften Lebenswoche dann so hoch wie bei
erwachsenen Kaninchen — dies korreliert wiederum mit den beobachteten klinischen

Erkrankungen, die erst ab der 12. Woche auftreten (Ruvoen-Clouet, et al., 2000).

Ein weiterer Punkt, der bei jungen Kaninchen besonders ist und ebenfalls zur Resistenz,
beziehungsweise dem sehr milden Verlauf der Erkrankung beitrégt, ist die Tatsache, dass junge
Kaninchen mit einer auflergewohnlich schnellen und starken Entziindungsreaktion auf das
Virus reagieren. Es scheint, als wiirde das Virus eine sehr friihe Aktivierung von B-
Lymphozyten induzieren, wodurch immer nur sehr wenige Hepatozyten mit dem Virus infiziert
werden. Aulerdem wurden auch bereits 7 Tage nach der Infektion Anzeichen von Regeneration

der Hepatozyten beobachtet (Marques, et al., 2012).
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Davon abgesehen bestétigten noch einige weitere Studien, dass junge infizierte Kaninchen nicht
komplett resistent sind, sondern sehr wohl erkranken, allerdings eben nur sehr mild. Aullerdem
fand man auch bei erwachsenen, erkrankten Kaninchen in allen Organen ebenfalls virale RNA,
eine akute und voriibergehende Abnahme von Neutrophilen im Blut und Leberschiaden, die
eben mit Neutrophilen und Monozyten infiltriert waren. Im Vergleich zu erwachsenen
infizierten Kaninchen fielen sie allerdings nur sehr gering aus und erklédrt deswegen auch die
fehlenden klinischen Symptome. Auflerdem waren erhohte Werte von Lebertransaminasen im
Blut feststellbar, die auch langfristig erhoht blieben, wodurch der Verdacht naheliegt, dass die
Tiere persistente Triiger und somit latente Ubertriiger des Virus nach einer durchgestandenen
Infektion als Jungtiere bleiben (Ferreira, et al., 2006), (Ferreira, et al., 2004), (Shien, et al.,
2000).

1.6. Auftreten einer neuen genetischen Variation — RHDV 2

Im Oktober 2010 kam es im Norden und Nordwesten Frankreichs zu ungewohnlich vielen
plotzlichen Todesféllen von Wildkaninchen an RHD, aber auch von eigentlich gegen RHDV-1
geimpften Hauskaninchen. Die klinischen Anzeichen, Todesraten und post mortem
pathologischen Befunde waren ident mit denen vom bereits bekannten RHDV-1. Nach der
Analyse mehrerer Proben fand man heraus, dass der Erreger zwar sehr dhnlich zum bereits
bekannten Virus war, es sich also mit Sicherheit um ein RHD-Virus handelte, allerdings
unterschieden sie sich doch soweit, dass man erkannte, dass es sich um eine neu aufgetretene
Variante von RHDV handelte (Le Gall-Recule, et al., 2011). Das neue Virus verbreitete sich
daraufhin relativ rasch in Europa (Dalton, et al., 2012), (Neimanis, et al., 2017), (Abrantes, et
al., 2013), (Westcott, et al., 2014) und sogar bis nach Australien (Hall, et al., 2015) und loste
das vorige RHDV-1 weitestgehend ab (Mahar, et al., 2018), (Lopes, et al., 2015).

Zwar ist die Mortalitdt bei mit RHDV-2 experimentell infizierten Kaninchen geringer als bei
RHDV-1 (Le Gall-Reculg, et al., 2013), im Gegensatz zum urspriinglichen RHDV-1, das nur
bei dlteren Kaninchen einen tddlichen Verlauf der Krankheit ausloste, verstarben bei diesem
neuen Virus allerdings auch Jungtiere jeden Alters genauso schnell und plotzlich wie alle
anderen Altersklassen auch. Man konnte beobachten, dass die fiir die Resistenz

mitverantwortliche schnelle und starke Immunantwort des angeborenen Immunsystems von
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Jungtieren auf RHDV-1 bei einer beziehungsweise durch eine Infektion mit RHDV-2
herunterreguliert wurde, wodurch Jungtiere auch fiir RHDV-2 anfillig sind (Neave, et al.,

2018), (Dalton, et al., 2012).

In einer 2013 von Le Gall-Reculé et al. durchgefiihrten Studie trat bet RHDV-2 die Mortalitdt
spater (3-9 Tage nach Inokulation) und iiber einen ldngeren Zeitraum (5 Tage) anhaltend auf,
im Gegensatz zum klassischen RHDV-1 mit 2-6 Tagen nach Inokulation und 3-4 Tage
anhaltend. Insgesamt wurde auch héufiger ein subakuter oder chronischer Krankheitsverlauf

als beim vorherigen Virus beobachtet (Le Gall-Reculé, et al., 2013).

Ein weiterer Unterschied zum urspriinglichen Virus, das streng speziesspezifisch war und an
dem nur Kaninchen erkranken konnten, wurde die neue Variante aber auch bei Feldhasen

nachgewiesen, wodurch die Verbreitung noch mehr gefordert wird (Hall, et al., 2017).

Die klinischen Symptome, pathologischen und histopathologischen Befunde bei dem neuen
Virus sind allerdings ident mit denen, die bei erwachsenen Kaninchen beim klassischen RHDV-

1 auftreten (Bonvehi, et al., 2019), (Neimanis, et al., 2018).

Die neue Variation des Virus scheint das klassische RHD-1-Virus beinahe vollstindig ersetzt
zu haben — das Problem dabei ist nun, dass die fiir RHDV-1 entwickelten Impfstoffe bei RHDV-
2 nur eine Teilimmunitit erzielten (Vet, 2019), (FLI, 2013). Es konnte ndmlich gezeigt werden,
dass verschiedene monoklonale Antikorper gegen das RHDV-1-Kapsid nicht mit RHDV-2
reagierten (Le Gall-Reculé, et al., 2013).

Auf nuklearer Ebene konnte in der Studie von Le Gall-Reculé et al. 2013 gezeigt werden, dass
das Genom von mehreren Varianten RHDV-1 und RHDV-2 durchschnittlich zu 89,2% ident
ist und die Varianten von RHDV-2 untereinander sich kaum voneinander unterscheiden. Somit
wurde nachgewiesen, dass RHDV-2 eindeutig mit RHDV-1 verwandt ist und eine neue
Variante des Virus darstellt (Le Gall-Reculé, et al., 2013).

Das VP60-Protein besteht aus 3 Doménen, einem N-terminalen Arm, einer Schale, die das

Gertlist bildet, das die virale RNA schiitzt und eine flexible, herausstehende Domine P an der
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Kapsidoberfliche, die fiir die Virus-Wirt-Rezeptor-Interaktionen verantwortlich ist. Die P-
Domaine kann weiters in P1- und P2- Subdoménen unterteilt werde (Barcena, 2015).

Beim Vergleich vom VP60-Protein von RHDV-1 und RHDV-2 konnte 2019 gezeigt werden,
dass RHDV-2 2 einzigartige N-Glykosylierungsstellen (aa 301, 362) hatte, dafiir fehlten
allerdings 3 N-Glykosylierungsstellen, die das klassische RHDV-1 aufweist (aa 45, 308, 474).
Dieser Unterschied der N-Glykosylierungsstellen kénnte die unterschiedliche Virulenz der
Varianten beeinflussen (Qi, 2019). AuBlerdem sind die Helices der P1-Subdoméne leicht
verschoben und einige Schleifen der P2-Subdoméne anders orientiert. Die
Aminosdurenverdnderung zwischen den beiden Kapsidproteinen konzentrieren sich dabei vor
allem auf die Schleifenregionen, die sich an der dufleren Oberfliche der P2-Subdomine
befinden (Leuthold, et al., 2015).

Die geringere Virulenz von RHDV-2 scheint zudem ein selektiver Vorteil zu sein, sodass es

sich umso schneller ausbreiten kann (Le Gall-Reculé, et al., 2013).

1.7. European Brown Hare Syndrome (EBHS)

Wichtig zu erwéhnen ist an dieser Stelle noch die Hasenpest bzw. das European Brown Hare
Syndrome, da es bei Feldhasen eine der RDH sehr &hnliche Erkrankung auslost. Es tritt vor
allem in Gebieten mit intensiver Landwirtschaft auf, wo die Population der Feldhasen sehr hoch
ist (Marcato, et al., 1991). Ausloser des EBHS ist das European Brown Hare Syndrome Virus,
ebenfalls ein Calicivirus, das eng verwandt mit dem RHD-Virus ist. Das Genom von RHDV-1
und EBHSV éhnelt sich zu bis zu 60% und es konnte gezeigt werden, dass sie miteinander
ndher verwandt sind als mit anderen Caliciviren (Wirblich, et al., 1994), (Nowotny, et al.,
1997).

Die meisten Tiere werden bereits tot aufgefunden, bei manchen wurden noch Symptome wie
Blindheit, Gleichgewichtsstérungen, Opisthotonus, Bewegungsunfihigkeit, Krimpfe und
Erschopfung beobachtet. Es werden ebenfalls am starksten die Atmungsorgane und die Leber
befallen und die pathologischen Lésionen dhneln sehr denen von RHD. Die Leberschiden
unterscheiden sich allerdings etwas, vor allem durch eine Verkalkung der Leber und die
hidmorrhagischen Stauungen sind meist stirker ausgeprigt als bei Kaninchenlebern. Ein

weiterer entscheidender Unterschied ist, dass bei EBHS Mikrothromben und Blutungen
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seltener, Anzeichen einer DIC nie beobachtet werden konnten (Marcato, et al., 1991),

(Weissenbock & Fuchs, 1992).

1.8. Prophylaxe

Zur Prophylaxe gegen RHDV-1 und RHDV-2 stehen Impfstoffe, basierend auf inaktiviertem
RHDYV aus Leberhomogenaten infizierter Kaninchen, zur Verfligung. Kaninchen konnen ab
einem Alter von 4-6 Wochen grundimmunisiert werden, die 2. Impfung erfolgt dann 4 Wochen
spater und danach, je nach Expositionsrisiko, sollte die Auffrischung immer jeweils in einem
Abstand von 6-12 Monaten erfolgen (Selbitz, et al., 2015), (Impfleitlinien der Osterreichischen
Tierdrztekammer, 2017). Im November 2019 wurde erstmals ein Vektorimpfstoff von Nobivac
namens Myxo-RHD PLUS auf den Markt gebracht. Dieser kann im Gegensatz zu den
vorangegangenen Impfstoffen rein in vitro hergestellt werden und verwendet Myxomatose-
Viren als Vektoren, die das Kapsidgen von RHDV-1 und RHDV-2 exprimieren, wodurch der
Impfstoff sowohl gegen Myxomatose, als auch RHDV-1 und RHDV-2 immunisiert. Allerdings
ist dabei zu beachten, dass Kaninchen, die bereits Antikdrper gegen Myxomatose haben (durch
hohe maternale Antikorperspiegel oder vorangegangene Impfungen mit einem Myxomatose-
Mono-Impfstoff) moglicherweise nach der Impfung keine ausreichende Immunitit gegen RHD
entwickeln. Grundimmunisiert werden konnen Kaninchen ab einem Alter von 5 Wochen,
danach folgt die Auffrischungsimpfung einmal jéhrlich (Produktbeschreibung Nobivac Myxo-
RHD-plus, 2021).

1.9. Diagnostik

Haufig kann durch die klinischen Symptome und die, wie oben beschrieben, fiir die Erkrankung
sehr charakteristischen Befunde der pathologischen Untersuchung bereits eine
richtungsweisende Verdachtsdiagnose gestellt werden. Zu deren objektiven Bestdtigung stehen
danach noch verschiedene Modglichkeiten zur Verfligung: Himagglutinationstest,
Elektronenmikroskopie, ELISA oder RT-PCR. Fiir die Diagnose werden Organproben,
insbesonders die Leber, verwendet (Selbitz, et al., 2015), (Schirrmeier & Konig, 2019).
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1.9.1. Hamagglutinationstest

Einige Viren haben die Eigenschaften, Erythrozyten einer anderen Tierart als ihr Wirt zu binden
bzw. zu agglutinieren. Diese Verklumpung kann man dann diagnostisch nutzen, bei einem
positiven Ergebnis zeigt sich aufgrund der Agglutination ein netzartiges, granuldres Sediment,
bei einem negativen Ergebnis sammeln sich die Erythrozyten durch das Fehlen der
himagglutinierenden Aktivitit aufgrund der Ausverdiinnung des Antigens als kleiner Knopf
an. Der Hamagglutinationstest kann qualitativ oder quantitativ mittels einer Verdiinnungsreihe
durchgefiihrt werden, bei der Verdiinnung, bei der es noch zu einer Hamagglutination kommt,
liegt dann 1HAE vor, wenn dies also zum Beispiel bei einer Verdiinnung von 1:64 so ist, dann
waren in der verwendeten Ausgangsmenge 64 HAE enthalten.

Beim Nachweis von RHDV verwendet man in phosphatgepufferter isotonischer Salzlosung
homogenisiertes Lebermaterial und Humanerythrozyten der Blutgruppe 0.

Heutzutage wurde diese Methode in der Routinediagnostik allerdings zum groflen Teil durch
ELISA und RT-PCR abgelost (Selbitz, et al., 2015), (Schirrmeier & Konig, 2019). Hinzu
kommt, dass bei einigen RHDV-Ausbriichen nicht hdmagglutinierende Isolate des Virus

gefunden, so dass der Test dann falsch negativ wére (Chasey, et al., 1995).

1.9.2. Elektronenmikroskopie

Mithilfe eines Elektronenmikroskops konnen Caliciviruspartikel in Leberproben im
Negativkontrastverfahren nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze liegt bei 10° Partikeln,
diese Konzentration wird im Allgemeinen bei einer akuten Erkrankung allerdings meistens

ohnehin erreicht (Schirrmeier & Konig, 2019).

1.9.3. ELISA

Beim Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wird zuerst ein Virusantigen-
spezifischer, primédrer Antikorper an eine Platte gekoppelt und dann wird das zu untersuchende
Material darauf pipettiert. Wenn in der Probe das virale Antigen enthalten ist, wird es an den

Antikorper gebunden und nach einem Waschschritt wird ein sekundirer Antikdrper, der mit
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einem Enzym verbunden ist, hinzugefiligt und dieser bindet nur, wenn vorhanden, an den
Antikorper-Antigen-Komplex. Danach wird ein chromogenes Substrat hinzugefiigt, das von
diesem Enzym dann hydrolysiert wird, wodurch es im positiven Fall zu einem Farbumschlag
kommt (Selbitz, et al., 2015). Fiir den Nachweis von RHDV-1 ist ein kommerziell erhaltlicher
Test verfiigbar, der allerdings nicht zwischen RHDV-1 und EBHSV unterscheiden kann
(Schirrmeier & Konig, 2019).

1.9.4. PCR und RT-PCR

Bei einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird eine geringe Menge DNA (Template)
millionenfach vervielfiltigt und dann analysiert. Grundsitzlich dhneln die Vorginge der

Vervielfiltigung der DNA mittels PCR dem natiirlichen Ablauf in der Zelle.

Dabei wird die DNA (PCR) oder RNA, die zuerst mit dem Enzym Reverse Transkriptase in
cDNA umgeschrieben wird (RT-PCR), mit einem Gemisch aller Desoxynucleotidtriphosphate
(dNTPs), Primern, der DNA-Polymerase und einer Pufferlosung, in der die Reaktion stattfinden
kann, versetzt.

Die Template-DNA wird im ersten Schritt der PCR durch thermische Denaturierung in
einzelstringige DNA {iberfiihrt und daran binden dann die Primer (Annealing) am Anfang und
Ende des zu vervielfiltigenden DNA-Abschnittes — dann wird ausgehend von den Primern ein
neuer DNA-Strang durch die DNA-Polymerase zwischen den Primern angefiigt.

Dieser Zyklus wiederholt so oft, bis am Ende mehrere Millionen Kopien entstanden sind.

Primer sind synthetische DNA-Oligonucleotide und diese bestimmen stark die Spezifitit,
Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit einer PCR. Mdchte man also z.B. mehrere Primer in einer
PCR kombinieren, miissen sie dieselbe Schmelztemperatur (Temperatur, bei der 50% der DNA
bereits einzelstringig vorliegt) besitzen und diirfen nicht miteinander wechselwirken. Ein
Primer bindet nur an seine vollstindig komplementédre Sequenz, da bei Fehlbindungen keine

effiziente Doppelstrangbildung moglich ist.
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Um die PCR-Produkte dann analysieren zu konnen, gibt es grundsitzlich 2 Mdglichkeiten, die
beide auf Markierung der PCR-Produkte basieren: entweder durch Elektrophoresesysteme,
wobei man die PCR-Produkte in einem Gel durch Anlegen einer elektrischen Spannung der

GroBe nach auftrennt oder durch direkte Nachweissysteme, wie die real time-PCR.

Bei der real time-PCR (qPCR) oder real time-RT-PCR (RT-qPCR) kénnen die PCR-Produkte
schon wihrend der Bildung in Echtzeit gemessen werden. Dabei kann man die PCR-Produkte
auf verschiedene Arten markieren: durch Fluoreszenzfarbstoffe, die selbst an die DNA binden
oder durch sequenzspezifische Sondenmolekiile, die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind
und nur an das gewlinschte PCR-Produkt binden.

Bei einer Sonden-basierten Multiplex-qPCR  kann man dann die entsprechenden
Sondenmolekiile mit verschiedenen Farbstoffen (z.B. FAM, HEX, Cy5) markieren und damit
dann zwei oder mehrere PCRs in einem Ansatz laufen lassen (Thiemann, et al., 2014). Dabei
kann man gleichzeitig mehrere Zielsequenzen in einer einmalig durchgefiihrten PCR
quantitativ erfassen. Das bringt mehrere Vorteile mit sich: es werden weniger Reaktionen fiir
die gleiche Anzahl an Analysen benétigt und man spart Material, wodurch es insgesamt zu
einer Kostenersparnis kommt (Jansohn & Rothhémel, 2012).

Moderne Thermocycler haben verschiedene Farbkanile, die liber spezifische Anregung und
Filter oder Prismen getrennt ausgelesen werden (Thiemann, et al., 2014). Anhand der in
unterschiedlichem Spektrum emittierenden Sondenfarbstoffen kann so parallel zwischen der

Amplifikation verschiedener PCR-Produkte unterschieden werden.

Die abgegebene Fluoreszenz wird bei jedem Zyklus gemessen und die Intensitit ist dabei direkt
proportional zur Menge der gebildeten PCR-Produkte, sodass man daraus auf die Menge der
produzierten DNA schlieen kann. Der Zyklus, in dem zum ersten Mal ein vom unspezifischen
Hintergrund signifikant erhohtes Fluoreszenzsignal messbar ist, wird als Ct-Wert bezeichnet.
Anhand des Ct-Werts einer Verdiinnungsreihe einer Standardkurve kann dann im Vergleich zu
den Cr-Werten von unbekannten Proben die quantitative Menge der DNA in den Proben

bestimmt werden (Jansohn & Rothhidmel, 2012).
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2. Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, aus zwei bestehenden, am Institut fiir Virologie der
Veterindrmedizinischen Universitdit Wien fiir RHDV-1 und RHDV-2 etablierten RT-qPCRs
eine Duplex-RT-qPCR zu etablieren, um in einem Ansatz RHDV-1- und RHDV-2-spezifische
RNA gleichzeitig nachweisen zu konnen. So sollten in Zukunft beide Viren unabhingig

voneinander in einem PCR-Ansatz zeit- und kostensparend nachgewiesen werden konnen.

Die neu etablierte Duplex-PCR sollte dabei eine vergleichbare Spezifitit und Sensivitit im
Vergleich zu den bereits vorhandenen Singleplex-PCRs aufweisen. Dies sollte anhand einer
Verdiinnungsreihe aus reinen RHDV-1-Plasmiden und RHDV-2-Plasmiden mit einer

bekannten Konzentration im Singleplex- und danach im Duplex-Ansatz untersucht werden.
Mit dieser PCR sollten im Rahmen der Diagnostik bereits getestete Kaninchenproben der

vergangenen Jahre nachuntersucht und die Ergebnisse auf ihre Reproduzierbarkeit {iberpriift

werden, um die Duplex-PCR auf ihren mdglichen Einsatz in der tidglichen Diagnostik zu testen.
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3. Material und Methoden

Fir die Etablierung der Duplex-RT-qPCR wurden die zwei Sonden, der bereits in der
Diagnostik des Institutes fiir Virologie etablierten RT-qPCRs fiir RHDV-1- und RHDV2-
Nachweise, angepasst. Verwendet wurde das Protokoll von Schirrmeier et Konig 2019, AVID-
Methodensammlung: AVID-Methode-VIR0O1 — RHDV/EBHSYV; Friedrich-Loeffler-Institut,
Insel Riems.

Wichtig zu beachten ist, beim Zusammenfiihren zweier Protokolle die Fluoreszenzsonden so
auszuwdhlen, dass sie sich in ihrem Emissionsspektrum mdglichst stark unterscheiden, sodass
der Thermocycler sie besser auseinanderhalten kann und die Messungen genauer ausfallen,
deswegen wurden hier die Farbstoffe Cy5 fiir RHDV-2 mit einem Spektrum von 643-667 nm
und FAM fiir RHDV-1 mit einem Spektrum von 494-518 nm verwendet (Jansohn &
Rothhémel, 2012).

Die PCR-Temperatur-Parameter der RT-qPCR-Protokolle fiir je RHDV-1 und RHDV-2, waren

ident, sodass sie fiir die Duplex-RT-qPCR genauso iibernommen werden konnten.

Primer- und Sondensequenzen fiir die Duplex-RT-qPCR (Schirrmeier & Konig, 2019):

Primer-F1 (Real-RHDV-F): 5*-ACYTGACTGAACTYATTGACG-3¢

Primer-R1 (Real-RHDV-R): 5°--TCAGACATAAGAAAAGCCATTGG-3¢

Sonde 1 (RHDV-Sonde): FAM-5°-CCAARAGCACRCTCGTGTTCAACCT-3‘-TAMRA
Primer-F2 (Real-RHDV-2-F): 5‘-ACTTGTCAGAACTTGTTGACA-3*

Primer-R2 (Real-RHDV-2-R): 5*-“TCAGACATAAGAAAAGCCATTAG-3°

Sonde 2 (RHDV-2-Sonde): Cy5-5‘-CCACAAGCACGCTTGTGTACAACTTG-3‘-BHQ2
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Es wurde das Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (NEB) verwendet und Mastermixe

nach folgendem Schema hergestellt:

Angaben in pl 1x 8x 16x 24x 32x 40x
i (8,5%*) | (17**%) | (25%*) | (33**) | (42*%)
Luna RT-reaction Mix (2x) 10 85 170 250 330 420
Luna RT-enzyme Mix (20x) 1 8,5 17 25 33 42
RNAse freies H,O 7,4 62,9 125,8 185 2442 310,8
Primer- 0.2
F1(40uM)+R1(40uM) ’ 1,7 34 5 6,6 8,4
Primer- 0.2
F2(40uM)+R2(40uM) ’ 1,7 34 5 6,6 8,4
Sonde 1 (20uM) 0,1 0,85 1,7 2,5 3,3 4.2
Sonde 2 (20uM) 0,1 0,85 1,7 2,5 3,3 4,2
Gesamtvolumen Mastermix 19 161.,5 323 475 627 798
Zugabe Template 1

Als Thermocycler wurde der Rotor-Gene Q mit der Software 2.3.4.3 verwendet.

Das Temperaturschema wurde ebenfalls von Schirrmeier und Konig tibernommen und lautete

wie folgt (Schirrmeier & Konig, 2019):

Reverse Transkription 50°C 30 min

Inaktivierung 94°C 2 min

RT/Aktivierung Taq

Denaturierung 94°C 30sec

Annealing 55°C 45 sec } 45 Zyklen
Elongation 68 °C 45 sec
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3.1. Validierung der Sonden in der Einzel-PCR:

Im ersten Schritt mussten die neuen Sonden auf ihre Funktion tiberpriift werden. Dafiir wurden
beide Sonden mit einer positiv-Kontrolle aus der Diagnostik der Virologie der
Veterindrmedizinischen Universitit Wien jeweils als Singleplex-PCR nach den bereits
vorhandenen Protokollen angesetzt. Danach wurden die Sonden in einer ersten Duplex-qPCR
mit je 1ul der Positivkontrolle fiir RHDV-1 und RHDV-2 im neuen Duplex-Mastermix (siche

oben) erstmals getestet.

3.2. Validierung der neuen Duplex-PCR anhand einer standardisierten
Verdiinnungsreihe:

Um die Sensitivitit der einzelnen RT-qPCRs mit jener der Duplex-PCR vergleichen zu konnen,
wurden Plasmide generiert, welche die jeweiligen Zielsequenzen der beiden Primer- und Probe-
Sets beinhalten. Bei Eurofins wurden DNA-Sequenzen mit je einem amplifizierten Gen-

Bereich von RHDV-1 und RHDV-2 bestellt und dann in Plasmide hineinkloniert.

Der Target-Bereich fiir RHDV-1 beinhaltete die Sequenz 6941-7044:

acYtgactgaactYattgacgtacgcccegtgggacccaggecatccaaRagecacRcetegtgttcaacctggggggcgeageca
atggcttttcttatgtctga

Der Target-Bereich fiir RHDV-2 beinhaltete die Sequenz 6923-7026:

acctgtcagaacttgttgacatccgecctgtgggacccagaccgtecacaageacgcttgtgtacaacttggggggcacaactaatgg
cttttcttatgtctga

Die Plasmide wurden dann auf eine Konzentration von je 1*10'® GE/ul verdiinnt, sodass bei
der spéteren Zugabe von je 1ul Plasmid pro Mastermix immer jeweils dieselbe Konzentration
von beiden Plasmiden pro Verdiinnung benutzt werden konnte. Danach wurde jeweils eine
Verdiinnungsreihe von RHDV-1 und RHDV-2 mit den Verdiinnungen 10! bis 10" erstellt,

somit ergeben sich fiir die jeweiligen Verdiinnungen folgende Mengen an enthaltenem
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Template:

Verdiinnung Enthaltene GE/ul
10" 10°
102 10®
103 107
10 10°
107 10°
10 10*
107 10°
1078 10?

Im weiteren Verlauf wurde dann jeweils ein Dreifachansatz der Verdiinnungsreihen von
RHDV-1 und RHDV-2 mit den Verdiinnungen 102 bis 10 als Monoplex-qPCR sowie
nochmals ein Dreifachansatz mit denselben Verdiinnungsreihen als Duplex-qPCR
durchgefiihrt, um die Sensitivitdt, als auch die Spezifitit der Duplex-qPCR im Vergleich zu

beiden Monoplex-qPCRs evaluieren zu konnen.

3.3. Uberpriifung der Duplex-PCR in der Standarddiagnostik

In der letzten Phase ging es darum, Proben des Institutes fiir Virologie der
Veterindrmedizinischen Universitdt Wien, die bereits in der Vergangenheit mit den bisher
angewandten Singleplex-PCRs auf RHDV-1 oder RHDV-2 positiv getestet wurden, mit der
neuen Duplex-PCR nochmal neu nachzutesten. Es galt zu iiberpriifen, ob die Duplex-PCR auch

im normalen Diagnostikalltag verldsslich anwendbar ist.

Dafiir wurden alle fiir RHDV-1 oder RHDV-2 positiven Proben aus den Jahren 2016 bis
Anfang 2020 nochmal aufgetaut. Insgesamt verwendet wurden 31 Proben, davon waren 26
RHDV-2 positiv und 5 RHDV-1 positiv. Diese wurden dann mit der neu entwickelten Duplex-
PCR auf RHDV-1 und RHDV-2 nachgetestet.
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4. Ergebnisse

4.1. Erstiiberpriifung der Sonden in der Einzel-PCR

Wie bereits weiter oben erwihnt, konnten in der ersten Phase die beiden Sonden mittels einer
einfachen Monoplex-PCR mit Positivkontrollen validiert werden. Ebenso zeigte der erstmalige
Duplex-Versuch, dass eine Zusammenfithrung der bereits bestehenden Singleplex-qPCRs zu
einer Duplex-PCR aussichtsreich erscheint und die Anteile der Singleplex-PCRs im

gemeinsamen Ansatz nicht miteinander negativ interagieren.

4.2. Validierung der neuen Duplex-PCR anhand einer standardisierten
Verdiinnungsreihe

4.2.1. Dreifachansatz RHDV-1-Verdiinnungsreihe Monoplex

Quantitation Information

Threshold 0,0119

Left Threshold 1,000

Standard Curve Imported No

Standard Curve (1) conc= 104-0,225*CT + 10,537)
Standard Curve (2) CT = -4,453*og(conc) + 46,924
Reaction efficiency (*) (*=10*(-1/m) - 1) 0,67711

M -4,45313

B 46,92429

R Value 0,99543

R"2 Value 0,99088

Start normalising from cycle 1

Noise Slope Correction Yes

No Template Control Threshold|% 0

Reaction Efficiency Threshold |Disabled

Normalisation Method Dynamic Tube Normalisation
Digital Filter Light
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Marm . Fluoro.

Standard Curve

Concentration

LU Th reslﬂhﬂ

Cycle

RT-qPCR-Ergebnisse Verdiinnungsrethe RHDV-1, gemessen im FAM-Kanal

No. Color Name Type Ct Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies)
1 |H RHDV-1 103 Standard 15,76 |1,000E+07 9,976E+06
2 RHDV-1 104 Standard 20,47 |1,000E+06 8,721E+05
3 |l RHDV-1 105 Standard 24,65 |1,000E+05 1,003E+05
4 A RHDV-1 106 Standard 29,22 [1,000E+04 9,451E+03
5 RHDV-1 107 Standard 33,74 |1,000E+03 9,149E+02
6 (Il |RHDV-1108 Standard 1,000E+02

7 |H RHDV-1 103 Standard 15,41 |1,000E+07 1,192E+07
8 RHDV-1 10 Standard 19,75 |1,000E+06 1,264E+06
9 |H RHDV-1 10-° Standard 24,85 |1,000E+05 9,056E+04
10 | RHDV-1 106 Standard 29,20 |1,000E+04 9,563E+03
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11 Il |RHDV-1 107 Standard 34,88 |1,000E+03 5,060E+02
12 || RHDV-1 108 Standard 1,000E+02

13 RHDV-1 103 Standard 15,43 {1,000E+07 1,183E+07
14 RHDV-1 10+ Standard 20,31 [1,000E+06 9,479E+05
15 RHDV-1 105 Standard 24,58 |1,000E+05 1,041E+05
16 RHDV-1 106 Standard 29,56 |1,000E+04 7,950E+03
17 |M RHDV-1 107 Standard 34,12 |1,000E+03 7,512E+02
18 | RHDV-1 108 Standard 35,97 |1,000E+02 2,878E+02
19 ntc NTC

20 [l |ntc NTC

In allen drei Replikaten konnten 10° GE/Reaktion nachgewiesen werden, in zwei von drei

Replikaten waren sogar 10> GE/Reaktion detektierbar.

4.2.2. Dreifachansatz RHDV-2 Verdiinnungsreihe Monoplex

Quantitation Information

Threshold 0,02896
Left Threshold 1,000
Standard Curve Imported No

Standard Curve (1)

conc= 104(-0,236*CT + 11,152)

Standard Curve (2) CT =-4,234"log(conc) + 47,224
Reaction efficiency (*) (* = 10*(-1/m) - 1) 0,72251

M -4,23437

B 47,22358

R Value 0,99193

R”*2 Value 0,98393

Start normalising from cycle 1

Noise Slope Correction Yes

No Template Control Threshold

% 0

Reaction Efficiency Threshold

Disabled

Normalisation Method

Dynamic Tube Normalisation

Digital Filter

Light
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RT-qPCR-Ergebnisse Verdiinnungsrethe RHDV-2, gemessen im Cy5-Kanal

Color|Name Type Ct Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies)

1 |H RHDV-2 103 Standard [17,04|1,000E+07 1,344E+07
2 RHDV-2 104 Standard |21,33|1,000E+06 1,301E+06
3 A RHDV-2 10 Standard |27,15|1,000E+05 5,492E+04
4 N RHDV-2 106 Standard [30,93|1,000E+04 7,044E+03
5 RHDV-2 10”7 Standard |35,93|1,000E+03 4,649E+02
6 |l RHDV-2 108 Standard 1,000E+02

8 RHDV-2 103 Standard {17,32|1,000E+07 1,155E+07
9 M RHDV-2 10+ Standard |20,83|1,000E+06 1,711E+06
10 |H RHDV-2 10 Standard |26,79|1,000E+05 6,706E+04
11 |l RHDV-2 106 Standard [31,23|1,000E+04 5,971E+03
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Color/Name Type ‘Ct ‘Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies)
No.
12 RHDV-2 107 Standard [34,88|1,000E+03 8,223E+02
13 RHDV-2 108 Standard 1,000E+02
15 RHDV-2 103 Standard {17,31|1,000E+07 1,163E+07
16 RHDV-2 104 Standard [21,38|1,000E+06 1,271E+06
17 RHDV-2 10 Standard |26,77|1,000E+05 6,760E+04
18 RHDV-2 106 Standard [30,67|1,000E+04 8,137E+03
19 RHDV-2 107 Standard [32,72|1,000E+03 2,665E+03
20 (M |RHDV-2108 Standard 1,000E+02
22 ntc NTC
23 | |ntc NTC
24 M |ntc NTC

In allen Replikaten waren 10° GE/Reaktion nachweisbar.
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4.2.3. Dreifachansatz RHDV-1 und RHDV-2 Duplex-PCR Verdiinnungsreihen

4.2.3.1. Messung im FAM-Kanal

Quantitation Information

Threshold 0,02578

Left Threshold 1,000

Standard Curve Imported No

Standard Curve (1) conc= 10%(-0,219"CT + 11,154)
Standard Curve (2) CT = -4,561"log(conc) + 50,870
Reaction efficiency (*) (* = 104(-1/m) - 1) 0,65676

M -4 5608

B S0,87023

R Value 0,.98156

R*2 Value 0,96347

Start normalising from cycle |1

MNoise Slope Correction Yes

No Template Control Threshold |% 3

Reaction Efficiency Threshold |Disabled

Normalisation Method Dynamic Tube Normalisation

Standard Curve

10 16

10 W 10
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RT-qPCR-Ergebnisse Verdiinnungsrethe RHDV-1 und RHDV-2, gemessen im FAM-

Kanal (Duplex-RT-qPCR)

\[o} Color\ Name

Ct

'Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies)

1 |l RHDV-1 + RHDV-2 103 Standard [18,48|1,000E+07 1,266E+07
2 RHDV-1 + RHDV-2 10+ Standard |22,60|1,000E+06 1,576E+06
3 | RHDV-1 + RHDV-2 10 Standard |29,02|1,000E+05 6,177E+04
4 |l RHDV-1 + RHDV-2 106 Standard [33,92|1,000E+04 5,207E+03
5 RHDV-1 + RHDV-2 10”7 Standard |36,12|1,000E+03 1,711E+03
6 |H RHDV-1 + RHDV-2 108 Standard 1,000E+02

7 M RHDV-1 + RHDV-2 103 Standard [19,17|1,000E+07 8,914E+06
8 RHDV-1 + RHDV-2 104 Standard |22,96|1,000E+06 1,315E+06
9 M RHDV-1 + RHDV-2 10 Standard |29,39|1,000E+05 5,135E+04
10 (M RHDV-1 + RHDV-2 106 Standard |34,21|1,000E+04 4,497E+03
11 |l RHDV-1 + RHDV-2 10”7 Standard |37,21|1,000E+03 9,906E+02
12 RHDV-1 + RHDV-2 108 Standard 1,000E+02

13 RHDV-1 + RHDV-2 103 Standard [18,44|1,000E+07 1,292E+07
14 RHDV-1 + RHDV-2 104 Standard |22,58|1,000E+06 1,594E+06
15 RHDV-1 + RHDV-2 10 Standard |28,55|1,000E+05 7,842E+04
16 RHDV-1 + RHDV-2 106 Standard |34,33|1,000E+04 4,232E+03
17 RHDV-1 + RHDV-2 10”7 Standard |34,01|1,000E+03 4,968E+03
18 RHDV-1 + RHDV-2 108 Standard 1,000E+02
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No. Color/ Name Type 'Ct |Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies)
19 | |ntc NTC
20 | |ntc NTC

Alle Replikate waren bis zu einer Konzentration von 10° GE/Reaktion nachweisbar.

4.2.3.2. Messung im Cy5-Kanal:
Quantitation Information
Threshold [o,01805
Left Threshold 1,000 i
Standard Curve Imported No
Standard Curve (1) conc= 104(-0,214°CT + 10,783)
Standard Curve (2) CT = -4 674"logiconc) + 50,308
Reacton efficency (") (* = 10*{-1/m) - 1) 0,83665
M 4,67384 -
B 50,30821
R Value 097817
R*2 Value 0.95882
Start rli:lrmlhmn fromcycie |1
Noise Siope Comection Yes
No Tempiate Control me:mntl %0
|Reacton Efficiency Threshold | Disabled
Normahsation Method Dynamic Tube Normalsaton
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RT-qPCR-Ergebnisse Verdiinnungsrethe RHDV-1 und RHDV-2, gemessen im CyS5-

Kanal (Duplex-RT-qPCR)

No. Color Name Type 'Ct |Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies)
1 |l RHDV-1 + RHDV-2 10-3 Standard |16,57|1,000E+07 1,727E+07

2 RHDV-1 + RHDV-2 104 Standard |21,91(1,000E+06 1,247E+06

3 | RHDV-1 + RHDV-2 10° Standard |26,85|1,000E+05 1,091E+05

4 (A RHDV-1 + RHDV-2 10 Standard |33,07|1,000E+04 5,090E+03

5 RHDV-1 + RHDV-2 107 Standard |37,39(1,000E+03 6,073E+02

6 |l RHDV-1 + RHDV-2 108 Standard 1,000E+02

7 | RHDV-1 + RHDV-2 10-3 Standard |17,02{1,000E+07 1,387E+07
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No. CoIor‘ Name

Ct

'Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies)

8 RHDV-1 + RHDV-2 10+ Standard |22,16|1,000E+06 1,102E+06
9 N RHDV-1 + RHDV-2 105 Standard |27,47|1,000E+05 8,041E+04
10 | RHDV-1 + RHDV-2 106 Standard |34,75|1,000E+04 2,226E+03
11 |l RHDV-1 + RHDV-2 107 Standard 1,000E+03

12 RHDV-1 + RHDV-2 108 Standard |36,95|1,000E+02 7,544E+02
13 RHDV-1 + RHDV-2 103 Standard |16,68|1,000E+07 1,640E+07
14 RHDV-1 + RHDV-2 10+ Standard |22,30{1,000E+06 1,028E+06
15 RHDV-1 + RHDV-2 10-® Standard |27,01|1,000E+05 1,008E+05
16 RHDV-1 + RHDV-2 106 Standard |34,24|1,000E+04 2,870E+03
17 RHDV-1 + RHDV-2 107 Standard |37,40(1,000E+03 6,041E+02
18 RHDV-1 + RHDV-2 108 Standard {39,39|1,000E+02 2,263E+02
19 ntc NTC

20 M |ntc NTC

Bis zu einer Konzentration von 10* GE/Reaktion waren alle Replikate positiv. 10° GE/Reaktion

war nur in zwei Replikaten nachweisbar und 10? ebenfalls in zwei Replikaten.

4.3. Uberpriifung der Duplex-PCR in der Standarddiagnostik

Einunddreiflig Nukleinsdureextrakte von Proben, die zwischen 2017 und 2020 im Rahmen der

Routinediagnostik im Institut fiir Virologie mittels RT-qPCR (Monoplex) positiv auf RHDV-1

bzw. RHDV-2 getestet wurden, wurden mit der Duplex-RT-qPCR nachuntersucht. Alle

Ergebnisse konnten reproduziert werden.
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RHDV-1
Probennummer Ct-Wert
868/18 13,55
2394/18 10,68
12/17 14,9
337/17 8,89
1970/16 15,79

Ct-Werte der erfassten
Proben im FAM-Kanal

RDHV-2

Ct-Werte der erfassten Proben im

Cy5-Kanal
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5. Diskussion

Leider kommt es heute trotz einer verfiigbaren Impfung immer wieder noch zu plotzlichen
massenhaften Todesfillen bei Heimkaninchen. Besonders betroffen ist auch die
Wildpopulation (ORF-Online, 2020). Das groBte Problem dabei ist, dass fiir RHD in Osterreich
keine Melde- oder Anzeigepflicht besteht und es somit ohne zentrale Erfassung der Infektionen
keine validen Daten zu der tatsdchlichen Infektionssituation geben kann (FLI, 2020). Eine
Untersuchung einer Probe auf RHDV-1 bzw. RHDV-2 ist mit 30-50€ meist eine kostspielige
Angelegenheit fiir Tierbesitzer, weil sie nur bei bereits toten Tieren verldsslich durchfiihrbar ist
(FLI, 2017). Die Motivation, bei jedem verstorbenen Tier Diagnostik zu betreiben, hilt sich
demnach oft in Grenzen, wodurch es leider kaum moglich ist, Infektionsherde zu finden und in
Schach zu halten. Verendete Wildtiere werden nicht immer gefunden, zudem gibt es kaum
wirksame MafBnahmen zum Schutz der Populationen. Beide Virusvarianten sind hoch infektios
und iiberleben lange in der Umwelt, Tiere, die die Infektion {iiberleben, werden zu
Dauerausscheidern und durch die intermittierende Ausscheidung ist der sichere Nachweis einer
Infektion schwer (FLI, 2017) - all diese Faktoren machen es beinahe unmoglich, das Virus
einzuddmmen.

Heutzutage wurde das klassische RHD-1-Virus in Europa weitestgehend durch die neue
Variante RHDV-2 abgeldst. Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben
weisen zwar auf eine Dominanz von RHDV-2 hin, wichtig nochmal anzumerken ist aber, dass
es sich bei den hier getesteten Proben nicht um eine reprédsentative Stichprobe handelt, sondern
lediglich um die, in den letzten Jahren am Institut fiir Virologie an der Veterindrmedizinischen

Universitit ~ Wien  eingelangten  und  bereits  positiv ~ getesteten  Proben.

Da die neue Variante des RHD-Virus nicht nur Kaninchen, sondern auch Hasen infiziert (FLI,
2017), wire es zukiinftig wichtig, zum Schutz der Wildpopulationen von beiden Tierarten zu
versuchen, die Ausbreitung der Viren einzuddmmen. Dies konnte durch eine Impfflicht von
drauflen gehaltenen Kaninchen oder durch ein gezieltes Monitoring von Infektionsausbriichen
erreicht werden. Aulerdem wire es wichtig, Kaninchenhalter, Ziichter sowie die Jagerschaft
auf die Dringlichkeit des Problems aufmerksam zu machen und, in Bezug auf Prophylaxe,
Diagnostik und Dekontamination, klare, einheitliche Empfehlungen zum Umgang mit dieser

Tierseuche auszusprechen.
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Jedenfalls sollte bei akuten und perakuten Todesfillen von Kaninchen immer auf beide Viren
getestet werden, da sie sich anhand der Sektionsbefunde alleine nicht unterscheiden lassen und
ein RNA-Nachweis den Sektionsbefund stets untermauern sollte. Gerade in solchen Féllen ist
es immer von praktischer Relevanz, in einem qPCR-Ansatz direkt auf beide Viren testen zu
konnen.

Durch die im Rahmen dieser Diplomarbeit etablierte Duplex-RT-qPCR zum gleichzeitigen
Nachweis von RHDV-1 und RHDV-2, kénnen Proben in Zukunft zu einem giinstigeren Preis
untersucht und somit kann hoffentlich dazu beigetragen werden, dass die Motivation zu testen
etwas steigt und dadurch wiederum Infektionsherde frither erkannt und eliminiert werden

konnen.

Die Etablierung einer Duplex-qPCR ist nicht immer moglich — es miissen viele Faktoren
mitspielen, damit eine Duplex-qPCR auch erfolgreich durchgefiihrt werden kann: Die
Temperaturen der einzelnen Phasen miissen bei den Protokollen, die man zusammenfiihren
mochte, gleich, dhnlich oder zumindest noch zueinander anpassbar sein und danach immer noch
funktionieren. Auflerdem diirfen die Primer der verschiedenen Template-DNAs nicht
miteinander interagieren oder Primer-Dimere bilden. Durch die erhohte Menge an Primern
kann es besonders in der ersten Autfheizphase des Thermocyclers zu einem unspezifischen
Anlagern der Primer und dadurch zur Bildung von unspezifischen Produkten kommen.

Bedenken sollte man auch die vorliegenden Konzentrationen der einzelnen DNAs —
unterscheiden sie sich stark, kann es passieren, dass eine DNA bevorzugt amplifiziert und eine
andere inhibiert wird, dann muss man oft in mehreren Versuchen die Konzentrationen und

Mengen der Primer, Polymerase, des Puffers etc. anpassen.

Im Fall dieser Arbeit stimmten die Annealingtemperaturen der beiden Protokolle von
vornherein liberein, was eine gute Voraussetzung fiir eine eventuell gut funktionierende
Duplex-qPCR war. Bereits die ersten Vorversuche zeigten, dass eine Kombination der Primer-

und Sondensets grundsitzlich moglich sind.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde die maximal detektierbare verdiinnte

Konzentration der Singleplex-qPCRs im Vergleich zur Duplex-qPCR anhand einer
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standardisierten Verdiinnungsreihe liberpriift. Es wurde eine Konzentration der Plasmide von
10'° GE/ul hergestellt und daraus dann eine Verdiinnungsreihe bis 1078 erstellt. Damit waren,
wie aus den Tabellen auf den Seiten 25-33 zu entnehmen, die Konzentrationen jeder

Verdiinnung bekannt und somit die beiden PCRs vergleichbar.

In den jeweils als Monoplex im Dreifachansatz durchgefiihrten PCRs erkannte die PCR sowohl
bei RHDV-1, gemessen im FAM-Kanal, als auch bei RHDV-2, gemessen im Cy5-Kanal, stets
bis zu einer Verdiinnung von 107 die Plasmide als positiv, die Verdiinnung 10 wurde nicht
mehr erkannt und die Negativkontrollen blieben wie erwartet und gewiinscht negativ. Man kann
also festhalten, dass die Monoplex-PCR jeweils RHDV-1 und RHDV-2 bis zu einer
Konzentration von 103 GE/pl sicher erkennt.

Die Duplex-PCR mit derselben Verdiinnungsreihe konnte im FAM-Kanal ebenfalls bis zu einer
Konzentration von 10° GE/Reaktion nachweisen und zeigte die Verdiinnung 108, sowie die
Negativkontrollen als negativ an.

Im Cy5-Kanal schwankten die gemessenen Ergebnisse der RHDV-2-Plasmide. Die
Verdiinnung 1077 konnte einmal nicht gemessen werden, dafiir wurde die Verdiinnung 10
zweimal erkannt. Das zeigt wiederum, dass in diesem Bereich mit diesen geringen
Konzentrationen die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse schwanken kann. Je mehr Replikate im
Bereich des Detektionslimits einer PCR angesetzt werden, desto exakter kann dieses bestimmt

werden.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Duplex-qPCR vergleichbare Ergebnisse zu denen
der Monoplex-PCRs lieferte und sich somit zur Diagnostik von RHDV-1 und RHDV-2 eignet.

Die praktische Anwendung im Diagnostikalltag wurde dann aber nochmals {iberpriift.

Um die neu entwickelte Duplex-qPCR auf ihre Praxistauglichkeit und nochmal ihre
Zuverldssigkeit zu testen, wurden die in den letzten Jahren im Institut fiir Virologie der
Veterindrmedizinischen Universitdt Wien eingelangten und bereits diagnostizierten Proben
nochmals getestet, diesmal allerdings eben mit der neuen Duplex-qPCR. Da RHDV in den

letzten Jahren immer mehr von RHDV-2 verdringt wurde, gab es leider nur 5 fiir RHDV-1
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positiv getesteten Proben. Fiir RHDV-2 wiederum konnten insgesamt 26 Proben genutzt

werden.

Die Duplex-PCR lieferte bei allen Proben gleiche Ergebnisse wie die der Singleplex-PCRs:
Jede positive Probe wurde als solche erkannt und konnte dem entsprechenden Virus zugeordnet
werden und es wurde keine einzige Probe als falsch positiv oder falsch negativ von der Duplex-

PCR gewertet, somit konnten alle Ergebnisse reproduziert werden.

AbschlieBend kann man also festhalten, dass mit dieser Arbeit gezeigt wurde, dass mit der neu
etablierte Duplex-RT-qPCR fiir diagnostische Zwecke ausreichend aussagekriftige Ergebnisse
erzielt werden konnten und diese in Zukunft in der Diagnostik von RDHV-1 und RHDV-2

eingesetzt werden kann.
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6. Zusammenfassung

Das Rabbit Haemorrhagic Disease Virus (RHDV) trat das erste Mal 1984 in China auf, fiihrte
zu sehr starken Verlusten in der dortigen Kaninchenpopulation und verbreitete sich von da an
relativ rasant iiber mehrere Kontinente hinweg. 2010 wurde in Frankreich dann eine neue
Variante des Virus entdeckt, das dieselben Symptome hervorrief, die urspriingliche Form fast
vollstindig verdrangte und RHDV-2 genannt wurde.

Das RHD-Virus gehort zur Familie der Caliciviridae und zur Gattung Lagovirus, ist
ikosaedrisch, klein und besitzt eine einzelstringige, positiv geladene RNA. Als unbehiilltes
Virus bleibt es in der Umwelt lange infektids. Es wird von Tier zu Tier oder iiber unbelebte
Vektoren iibertragen und hat eine Mortalitidt von 90-100%. Kaninchen — bei RHDV-2 auch
Feldhasen — versterben meist perakut oder akut aufgrund von Multiorganversagen begleitet von
blutigen Ausfliissen, Anorexie und Apathie. Der pathologische Hauptbefund ist eine
nekrotisierende Hepatitis.

Eine Besonderheit beit RHDV-1 ist die Jungtierresistenz bei Jungtieren unter 2 Monaten, die
bei RHDV-2 nicht beobachtet werden kann. Grundsétzlich kann weder anhand des klinischen
Bildes noch im Rahmen der pathologischen Untersuchung zwischen RHDV-1 und RHDV-2
unterschieden werden.

Ziel dieser Arbeit war es, eine Duplex-RT-qPCR zum gleichzeitigen Nachweis RHDV-1- und
RHDV-2-spezifischer Nukleinsiduren zu etablieren. Zudem wurden 31 RHDV-1 bzw. RHDV-
2 positive Proben die in den vergangenen Jahren am Institut fiir Virologie untersucht wurden,
mit dieser Duplex-RT-qPCR nachgetestet und die Ergebnisse zusammengefasst.

Es konnte gezeigt werden, dass die Duplex-RT-qPCR mit vergleichbarer Sensitivitit die Viren
detektierte und verldsslich voneinander unterscheiden kann, wie die bis dato verwendeten
Singleplex-PCRs. Somit konnen RHDV-1 und RHDV-2-Nukleinsdurenachweise in Zukunft
kostengiinstiger angeboten werden. Von den 31 nachgetesteten Proben waren 5 RHDV-1 und
26 RHDV-2 positiv, alle Ergebnisse waren mit der neuen Methode reproduzierbar.

Um eine unkontrollierte Verbreitung von RHD-Viren in der Hauskaninchen-, Wildkaninchen-
und Feldhasenpopulation zu verhindern, sind, neben einer kostengiinstigen und effektiven
Diagnostik, begleitende Mafinahmen wie Impfprophylaxe, Desinfektionsmalnahmen und

Wildtiermonitoring empfehlenswert.
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7. Summary

Rabbit Haemorrhagic Disease Virus (RHDV) first appeared in China in 1984, caused very
heavy losses in the rabbit population there, and from then on spread relatively rapidly across
several continents. In 2010, a new variant of the virus, RHDV-2, was discovered in France that
caused the same symptoms and almost completely replaced the original form.

The RHD virus is a Calicivirus, genus Lagovirus, it is icosahedral, small, and has a single-
stranded RNA. As a non-enveloped virus, it remains infectious in the environment for a long
time. It is transmitted from animal to animal or by inanimate vectors and the mortality is 90-
100 percent. Rabbits - including hares in the case of RHDV-2 - usually die peracutely or acutely
due to multiorgan failure accompanied by bloody discharge, anorexia, and apathy. The main
pathological finding is necrotizing hepatitis.

A distinctive feature of RHDV-1 is juvenile resistance in young animals under the age of 2
months, which is not observed in RHDV-2. Basically, no distinction can be made between

RHDV-1 and RHDV-2 based on either the clinical picture or pathological examination.

The aim of this diploma thesis was to establish a duplex RT-qPCR for a simultaneous detection
of RHDV-1- and RHDV-2-specific RNA. In addition, 31 RHDV-1 or RHDV-2 positive
samples that were examined at the Institute of Virology of the University of Veterinary
Medicine Vienna in the past years were retested with this new duplex RT-qPCR and the results
were compared.

It could be shown that the duplex RT-qPCR detected and reliably distinguished the viruses with
comparable sensitivity as the singleplex PCRs used to date. Thus, RHDV-1 and RHDV-2 RNA
detections can be offered at a lower cost in the future. Of the 31 samples retested, 5 were
RHDV-1 positive and 26 were RHDV-2 positive; all results were reproducible with the new
method.

To prevent uncontrolled spread of RHD viruses in the domestic rabbit, wild rabbit and brown
hare population, accompanying measures such as vaccination prophylaxis, disinfection
measures and wildlife monitoring are recommended, in addition to low-cost and effective

diagnostics.
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