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I. Einleitung 1

I EINLEITUNG

Wildvdgel, und hier vor allem Mitglieder der Ordnung Anseriformes
(Enten- und Gansevégel) und Charadriiformes (Méwen- und Watvogel),
reprasentieren das urspringliche und anhaltende Reservoir fir alle
bekannten aviaren Influenza-A-Viren (WEBSTER et al., 1992;
ALEXANDER, 2000). Sie bilden daher eine wichtige Infektionsquelle flir
Nutzgefligel. Dass Wildvégel auch Reservoirfunktion flir human-
pathogene Viren haben, wurde in der Vergangenheit mehrfach gezeigt,
zum Beispiel fir den H1N1-Erreger der Spanischen Grippe im Jahr 1918
(TAUBENBERGER et al., 2005) oder fir das aktuell noch zirkulierende
hochpathogene Virus des Subtyps H5N1 asiatischer Herkunft.

Bei Wildvégeln verlaufen die meisten Influenzavirusinfektionen ohne
klinische Symptome (WEBSTER et al.,, 1992). Das Monitoring von
gesunden Wildvégeln kann deshalb im Sinne eines ,Frihwarnsystems®
zur Erfassung des Vorkommens potentiell gefahrlicher Influenza-A-Viren
in einer bestimmten Region beitragen. Derzeit wird von der EU eine
permanente Uberwachung gefordert und kofinanziert. Dieses Monitoring
wird auf nationaler Ebene durch das Bundesministerium fir Erndhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV) und Nationale Referenz-
labor fUr Aviére Influenza am Friedrich-Loeffler-Institut koordiniert und von
den jeweiligen Bundeslandern durchgefiihrt. Die erhobenen Daten sollen
Grundlage fur eine verbesserte Risikoabschatzung fir einen Eintrag

aviarer Influenzaviren (AlV) in Nutzgefligelbestande bilden.
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Il. LITERATURUBERSICHT

Aviare Influenza-A-Viren (AlV) gehdren zur Familie der Orthomyxoviridae
und besitzen ein segmentiertes RNA-Genom in Negativstrangorientierung.
Sie werden anhand der Auspragung ihrer Oberflachenproteine
Hamagglutinin und Neuraminidase klassifiziert. Bisher wurden 16 ver-
schiedene Hamagglutinin- (HA) und neun verschiedene Neuraminidase-
(N) Komponenten beschrieben, die in multiplen Kombinationen, den sog.
Subtypen vorkommen (FOUCHIER et al., 2005). Je nach Infektiositat
werden sie in hoch- und niedrigvirulente AIV (HPAIV bzw. LPAIV)
eingeteilt. In der Veterinarmedizin sind v. a. die Subtypkomponenten H5
und H7 von Bedeutung, da sie in ihrer hochvirulenten Form als Ausléser
der Klassischen Gefllgelpest gelten (ALEXANDER, 2000).

1. Diagnostik - Nachweis von Influenza-A-Virus-
infektionen
1.1. Klassische virologische Methoden

Klassische virologische Methoden, wie die Virusisolierung oder der
Nachweis viraler Antigene und Antikbrper werden nach wie vor fir die
Identifizierung und Charakterisierung aviarer Influenzaviren (AlV)
verwendet. Allerdings werden sie immer mehr durch molekulare Methoden
verdrangt. Einen Uberblick Uber den typischen Ablauf klassischer, sowie
molekularer Methoden zur Diagnostik von AIV gibt die Abbildung II. 1

wider.
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Klassische Methoden Molekularbiologische Methoden
Virusdetektion Virusisolation embryonierte . P
Hiihnersier/Zelkultur M-, Nukleoprotein-spezifische PCR

4 4

Subtypisierung | | Serologische Charakterisierung | | H3-, H7- Ni-spezifische PCR bzw.

HA, HAH, NAH H1-H16 und N1-N9-spez. PCR
Pathotypisierung IVPI Sequenzierung der HA-Spaltstelle

Abbildung Il. 1: Diagnostik aviarer Influenzaviren: Ablauf klassischer und
molekularbiologischer Methoden (EC, 2006).

1.2. Virusisolierung im embryonierten Hiihnerei und in der
Zellkultur

Die Virusisolierung (VI) im embryonierten Hihnerei und in der Zellkultur
dient zum einen der Detektion infektiéser, vermehrungsfahiger Viren. Zum
anderen koénnen in diesen Wirtssystemen AlV, z. B. zur Impfstofi-
herstellung auch zielgerichtet vermehrt werden. Die Verimpfung AlV-
haltiger Virussuspension findet entweder in die Amnion- oder Allantois-
héhle zehn bis zwdlf Tage alter embryonierter Hihnereier statt. Nach
finftagiger Bebritung und taglichem Schieren auf abgestorbene
Embryonen werden die restlichen Eier abgetétet. AnschlieBend kann eine
stattgefundene Virusvermehrung durch einen Hamagglutinationstest (HA)
und einen Hamagglutinations-Hemmungstest (HAH) oder eine PCR mit
der geernteten Allantoisflissigkeit festgestellt werden.

Far die Vermehrung von Viren in der Zellkultur wird ein Zell-Monolayer mit
der zu untersuchenden Virussuspension beimpft, mehrere Tage im
Brutschrank inkubiert und taglich lichtmikroskopisch beurteilt. Eine Virus-
vermehrung kann z. B. durch Vorliegen eines zytopathogenen (cpE)
Effekts oder mittels Immunfluoreszenz bestéatigt werden.
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Allerdings kann eine insgesamt zu geringe Menge vermehrungsfahigen
Virus in der Probe oder eine bereits stattgefundene Inaktivierung des Virus
durch unginstige Transportbedingungen (unterbrochene Kihlkette etc.)
zu einem falsch negativen Ergebnis in der Kultur fihren. Zudem werden
zur Virusisolierung standardmaBig Hahnereier verwendet, die méglicher-
weise kein optimales Wirtssystem fir Entenviren darstellen. Bei
FOUCHIER et al. (2003) war eine Virusisolierung nur bei der Halfte der in
der RT-PCR AlV-positiven Proben erfolgreich. GAIDET et al. (2007)
konnten sogar nur von 3,2 % der RT-PCR positiven Proben Virusisolate
gewinnen. Darilber hinaus handelt es sich bei der VI um eine sehr
zeitintensive Methode. Von offizieller Seite wird die Durchfihrung von
mindestens zwei Blindpassagen mit jeweils 6 Bebritungstagen gefordert,
bevor eine definitive Aussage insbesondere Uber ein negatives Ergebnis
getroffen werden kann (EC, 2006; O.l.E., 2009c).

Zur Virusvermehrung von Influenza-A-Viren in der Zellkultur werden
Zelllinien verschiedenster Wirtsspezies genutzt, wie z. B. Madin Darby
Canine Kidney (MDCK)-, Vero-Zellen und Hihner-Embryo-Fibroblasten
(HEF). Influenza-A-Viren von Vogel, Mensch und Schwein verfligen aber
Uber unterschiedliche zellulare Rezeptorspezifitaten. Einen ,Universal-
Zelltyp®, der fir alle Spezies gleich gut geeignet ist gibt es nicht
(FOUCHIER et al., 2000). Dartber hinaus gelten Zellkulturen
grundsatzlich als weniger sensitiv als SPF-Huhnereier (CATTOLI &
TERREGINO, 2008).

Aus diesen Grinden stellt die VI im embryonierten Hihnerei bis heute
immer noch den Goldstandard dar, was den Nachweis und die
Vermehrung AlIV betrifft (O.I.LE., 2009c). Sie wird auch im Al-Diagnostik-
Handbuch der OIE als bevorzugte Standardmethode dargestellt (O.1.E.,
2009c). Die Gewinnung vermehrungsfahiger Virusisolate und deren
detaillierte Charakterisierung wird auch in Zukunft far die Entwicklung von
Impfstoffen von Bedeutung sein (CATTOLI & TERREGINO, 2008).
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1.2.1. Antigen- und Antikérper-Nachweisverfahren

Hamagglutinationstest (HA)

Der Hamagglutinationstest (HA) nutzt die Eigenschaft bestimmter Ober-
flachenantigene (z. B. des Hamagglutinins), durch spezifische Rezeptoren
an Erythrozyten binden und diese dadurch zu agglutinieren.

Beim HA wird in einer Mikrotiterplatte mit physiologischer NaCl-Lésung
eine Verdlinnungsreihe der zu untersuchenden Virussuspension herge-
stellt. Nach Zugabe der Huhnererythrozytensuspension und einer
Inkubationsperiode erfolgt die Auswertung des Tests. Bei genigender
Dichte hamagglutinierender Viruspartikel kommt es zur Agglutination (sog.
Bodenhautchen), im gegenteiligen Fall zur Sedimentation bzw. typischen
Knopfbildung der Erythrozyten. Die Verdlinnungsstufen ermdglichen eine
Bestimmung des Antigengehaltes der Virussuspension (HA-Titer), wobei
die héchste Virusverdiinnung, bei der noch eine Agglutination erkennbar
ist, einer hamagglutinierenden (HA)-Einheit entspricht. Ein positives
Ergebnis muss allerdings nicht zwingend auf eine Infektion mit Influenza-
A-Viren hindeuten. Neben den Orthomyxoviridae besitzen auch noch
andere Virusfamilien (z. B. Paramyxoviridae, Coronaviridae und Parvo-
viridae) Oberflachenstrukturen, die {ber hamagglutinierende Eigen-

schaften verflgen.

Hamagglutinations-Hemmungstest (HAH)

Beim  Hamagglutinations-Hemmungstest (HAH) wird das zu
untersuchende Virusantigen auf vier HA-Einheiten eingestellt. Die Virus-
suspension wird nachfolgend mit spezifischen Antiseren gegen H1 bis
H16 inkubiert und auf Hamagglutination untersucht. Bei einer positiven
Reaktion bilden sich Antigen-Antikdrper-Komplexe, wodurch die

Agglutination der Erythrozyten gehemmt wird.
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Neuraminidase-Hemmungstest (NAH)

Der Neuraminidase-Hemmungstest (NAH) nutzt die Eigenschaft der
Neuraminidase, nach Zugabe von Fetuin N-Acetylneuraminsdure frei-
zusetzen. Diese wird mittels Natriumperjodat zu beta-Formyl-
brenztraubensaure oxidiert. Nach Beendung der Oxidation durch
Natriumarsenit, wird Thiobarbitursaure zugegeben, das die Brenztrauben-
saure in ein Chromogen umsetzt (VAN DEUSEN et al., 1983). Die zu
untersuchenden Virussuspensionen werden in Mikrotiterplatten mit
spezifischen Referenzseren von N1 bis N9 inkubiert. Wenn die Subtyp-
komponente des Referenzserums mit der des Testserums Ubereinstimmt,

kommt es zu einer Blockierung der Chromogenbildung.

Der HA und HAH sind im Gegensatz zum NAH gangige Laborpraxis, da
sie einfacher anzuwenden sind und weniger Reagenzien bendtigt werden.
Nachteile gegentiber der PCR-Methodik sind neben dem grdBeren
Probenaufwand die standige Bereithaltung frischer Huhnererythrozyten
und spezifischer Antiseren.

Agargelprazipitationstest (AGP)

Beim Agargelprazipitationstest (AGP) werden bestimmte Antigene (z. B.
Nukleocapsid- oder Matrixprotein-Antigen) und das zu untersuchende
Testserum auf einer Gelmatrix (Agar) aufgetragen. Im Falle einer
spezifischen Antigen-Antikérper-Reaktion kommt es zur Prazipitation der
Immunkomplexe, die als weiBe Linien im Agar sichtbar werden. Der AGP
wurde in der Vergangenheit v. a. zum Screening von Nutzgefligel und
Wildvdgeln aus Monitoringstudien genutzt (OTTIS & BACHMANN, 19883;
CATTOLI & TERREGINO, 2008). Fir Serum von Wassergefliigel ist der
AGP allerdings nicht geeignet, da sie keine prazipitierenden Antikdrper
ausbilden (HIGGINS, 1989). Der AGP wird heute kaum noch genutzt, er
wurde durch moderne Immunoassays verdrangt (CATTOLlI &
TERREGINO, 2008).
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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Beim ELISA wird entweder ein Antigen (indirekter ELISA, kompetitiver
ELISA) oder ein Antikérper (Antigen Capture ELISA) auf einer Kunststoff-
oberflache, z. B. einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach Zugabe des zu
testenden Serums bzw. Antigens kann die Bildung spezifischer Antigen-
Antikdrper-Komplexe mittels Enzym-konjugierter Antikérper detektiert

werden.

Indirekter ELISA

Beim indirekten ELISA werden nach Zugabe des Testserums markierte
Anti-Spezies-Antikdrper, sog. Sekundarantikérper und eine Konjugat- und
Substratlésung hinzugefiigt. Das Vorliegen spezifischer Antikérper wird
durch eine entstehende Farbreaktion angezeigt.

Die Problematik dieser Methodik besteht darin, dass nicht far alle
Vogelarten spezies-spezifische Antikdrper erhéltlich sind. Die bisher
kommerziell erhaltlichen indirekten ELISAs eignen sich nur fir Hihner-
und Putenseren und werden hier v. a. fir das Herdenscreening eingesetzt,

eine Subtypisierung ist nicht méglich.

Kompetitiver (CELISA)

Der kompetitive ELISA (cELISA) bzw. Blocking-ELISA dient ebenfalls dem
Antikdrper-Nachweis. Daher ist auch hier ein definiertes Antigen auf einer
Kunststoffoberflache gebunden. Allerdings konkurrieren zwei Antikérper
um die Bindungsstellen am Antigen, und zwar der Antikdrper im zu
untersuchenden Serum und ein markierter Kompetitions-Antikdrper in
einer definierten Menge. Zur maximalen Farbreaktion kommt es nur, wenn
im Serum keine spezifischen Antikdérper vorhanden sind, die den
markierten Kompetitions-Antikérper verdrdngen kénnen. Entwickelt
wurden cELISAs bisher v. a. zum Nachweis spezifischer Antikérper gegen

das Nukleoprotein aviarer Influenzaviren (STARICK et al., 2006). Diese
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Methoden sind speziesunabhangig, da keine spezies-spezifischen

Sekundérantikdrper bendtigt werden.

Der Einsatz von cELISAs zum Nachweis von Antikérpern gegen AlV ist
derzeit allerdings noch problematisch. Bei der Anwendung und Ergebnis-
auswertung wichen immer wieder, sowohl bei Nutzgefligel, als auch bei
Wildvdgeln, die Testergebnisse der verschiedenen cELISAs deutlich
voneinander ab (BUTTNER & NEUBAUER-JURIC, 2007; HAUSLAIGNER
et al., 2009). Es gibt aber Bestrebungen die cELISA-Testkits fiir Wildvogel
zu evaluieren (BROWN et al., 2009).

Antigen Capture ELISA

Beim Antigen Capture ELISA bzw. Sandwich ELISA ist an einer
Oberflache ein Antikérper gebunden, der spezifische Antigene bindet. Mit
einem zweiten enzymmarkierten Antikérper kann das gebundene Antigen
detektiert werden. Bisher wurde dieses Verfahren (berwiegend zum
Nachweis des Nukleoproteins von AlV, also nicht zur Subtypisierung, und
fir Screening-Untersuchungen von Nutzgefligelbestdnden eingesetzt
(KODIHALLI et al.,, 1993). Zudem gibt es bereits Tests, die mit Hilfe
monoklonaler Antikbrper das H5-Antigen detektieren (HE et al., 2007;
LUO et al.,, 2009). Vorteil dieser Methodik sind die relativ schnell
verfligbaren Testergebnisse, daher findet diese Technik bei den
sogenannten Schnelltests Anwendung. Darlber hinaus wird keine
anspruchsvolle und teure Laborausstattung benétigt (CATTOLI &
TERREGINO, 2008). Von Nachteil ist die unzufriedenstellende
Sensitivitat. So wurden vor einiger Zeit finf verschiedene Testkits
(Directigen Flu A (Becton Dickinson), QuickVue Influenza test kit (Quidel),
FLU OIA (ThermoBiostar), Zstat Flu (ZymeTx, Inc.) and NOW FLU A Test
(Binax)) bezlglich ihrer Sensitivitat mit der VI im embryonierten Hihnerei
verglichen. Die Testkits zeigten eine sehr unzufriedenstellende
Sensitivitat, v. a. beim Nachweis AlIV aus Rachen- und Kloakaltupfern. So
konnten beispielsweise 39 Rachentupfer mittels VI als AlV-positiv
detektiert werden. Wahrend das Directigen Flu A- und das FLU OIA-Kit
nur zwei und das NOW FLU A-Testkit nur eines der 39 Virusisolate
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bestatigten, waren die Ergebnisse fur die restlichen Kits durchgehend
negativ (WOOLCOCK & CARDONA, 2005).

1.3. Molekularbiologische Methoden

Bei den molekularbiologischen Methoden werden spezifische
Genomabschnitte detektiert. Im Unterschied zur VI im embryonierten
HOhnerei bzw. der Zellkultur, weisen molekulare Tests, neben den
Immunoassays auch Infektionserreger nach, die nicht mehr vermehrungs-
und infektionsféhig sind. Molekulare Methoden liefern im Gegensatz zur VI
ein schnelleres Ergebnis (i. d. R. innerhalb eines Tages), da sie eine
direkte Typisierung aus Probenmaterial erméglichen. Darlber hinaus sind
PCR-basierte Methoden im Vergleich zur VI in der Zellkultur um bis zu
100-fach sensitiver (FOUCHIER et al., 2000). Es ist eine unein-
geschrankte Identifikation von Influenza-A-Viren aus unterschiedlichen
Spezies mdglich, was bei Zellkulturen aufgrund des unterschiedlichen
Zelltropismus aviarer, humaner und porziner Viren erschwert wird
(FOUCHIER et al., 2000). Dartiber hinaus stellt das embryonierte Hihner-
ei vielleicht nicht fir alle AlV das optimale Wirtssystem dar. Die hoch-
gradige Sensitivitat birgt aber auch Gefahren. So kann es durch Kreuz-
kontaminationen zu falsch positiven Ergebnissen kommen. Die One-step
RT-PCR verringert allerdings das Kontaminationsrisiko etwas, da Reverse
Transkription und PCR in einem Reaktionsgefa3 ablaufen und somit kein
Offnen der Tubes mehr nétig ist (SPACKMAN et al., 2002).

Die Sensitivitdt und Spezifitdt der molekularen Tests wird allerdings von
zwei kritischen Punkten mit bestimmt: Die Methodik der RNA-Extraktion
und die Sequenzen der Primer und Sonden. Die RNA-Extraktions-
methoden spielen eine bedeutende Rolle, da einige Probenarten, z. B.
Kloakaltupfer und Kotproben evtl. PCR-Inhibitoren beinhalten, die durch
die einzelnen Extraktionsmethoden unterschiedlich gut eliminiert werden,
und somit zu falsch negativen Ergebnissen flihren kénnen (SUAREZ et
al., 2007). Zudem ist die RNA sehr instabil und kann sehr leicht durch
ubiquitar vorkommende RNAsen degradiert werden (SPACKMAN et al.,

2002). Dardber hinaus kann es aufgrund der Mutationsneigung von AlV zu
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falsch negativen Ergebnissen kommen, wenn sich die Zielsequenzen der
Primer und Sonden veréandert haben (CATTOLI & TERREGINO, 2008).

1.3.1. Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Zum Nachweis von Influenza-A-Viren mittels RT-PCRs werden meistens
konservierte Bereiche des Matrix-, Nukleoprotein- oder Nichtstrukturgens
genutzt (SUAREZ et al.,, 2007). Eine Zuordnung der Viren zu einem
Subtyp ist mit diesen Tests allerdings nicht méglich. In der Vergangenheit
wurden v. a. PCR-Methoden beschrieben, die Virusstdmme aus dem
Menschen und v. a. das Matrixgen sowie H1-, H3-, N1- und N2-
spezifische Gene detektierten (ATMAR et al., 1996; SCHWEIGER et al.,
2000). Zur Erweiterung des Spektrums nachzuweisender Viren, wurden
schlieBlich auch PCRs entwickelt, die das Matrixgen genetisch unter-
schiedlicher Virusisolate, u. a. von Vogel, Mensch, Schwein und Pferd
erkennen koénnen (FOUCHIER et al.,, 2000; STARICK et al.,, 2000;
SPACKMAN et al., 2002). Dariiber hinaus wurden Uberwiegend PCRs
etabliert, die entweder H5- und H7-spezifische Genabschnitte
amplifizieren (STARICK et al., 2000; SPACKMAN et al., 2002) oder direkt
HPAIV vom Subtyp H5N1 detektieren kénnen (HOFFMANN et al., 2007).

Zudem gibt es schon seit langerem Bestrebungen, in Form einer
Multiplex-PCR, mehrere Zielsequenzen mit mehreren Primerpaaren in
einer einzigen PCR-Reaktion zu vervielfaltigen. So wurde beispielsweise
fir die acht Genomsegmente avidrer Influenza-A-Viren vom Subtyp H5N1
eine Multiplex RT-PCR entwickelt, und zwar in Form zweier Triplex- (N,
PB1, NP und HA, PA, PB2) und einer Duplex-PCR (NS, M)
(AUEWARAKUL et al., 2007). Ein weiteres Beispiel stellt die Multiplex RT-
PCR von CHEN et al. (2008) dar, die mit drei Primerpaaren H5, H9 und
das Newcastle disease virus (NDV) in einer PCR detektiert.

Far eine erfolgreiche Multiplex-PCR sind die relativen Konzentrationen der
spezifischen Primer, die Konzentration des PCR-Puffers, das
Temperaturprofil und die Balance zwischen MgCl>- und dNTP-
Konzentrationen sehr wichtig (HENEGARIU et al., 1997). HENEGARIU et
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al. (1997) beschrieben in einem Step-by-Step Protokoll die bedeutendsten
Schritte flr die Etablierung und Optimierung einer Multiplex-PCR: In
Schritt 1 und 2 stehen die Wahl der richtigen Primersequenzen und der
Ausschluss repetitiver Primersequenzen durch Alignments im Vorder-
grund. Der Schritt 3 widmet sich der Erstellung von Singleplex-PCRs, die
jedes Zielgen einzeln amplifizieren. Im vierten Schritt werden Multiplex-
PCR-Protokolle erstellt, die zunachst &quimolare Mengen der
verschiedenen Primerkonstellationen beinhalten. Im Anschluss erfolgt die
Optimierung der einzelnen PCR-Komponenten.

Ein bedeutendes Unterscheidungsmerkmal PCR-basierter Methoden sind
die verschiedenen Detektionssysteme:

Konventionelle RT-PCR

Die konventionelle RT-PCR nutzt zum Nachweis der PCR-Amplifikate die
gréBenabhangige Auftrennung von DNA-Produkien mittels Agarosegel-
elektrophorese. Der AlV-Nachweis basiert auf Erscheinen einer PCR-
Bande in der erwarteten GréBe, die durch Sequenzierung bestatigt
werden kann. Diese erhaltenen Sequenzen kénnen auch in phylo-

genetischen Untersuchungen verwendet werden.

RT-PCR-ELISA

Der PCR-ELISA ist eine Kombination aus molekularen und
immunologischen Methoden. Die nach der PCR vorliegenden doppel-
strangigen PCR-Produkte werden durch Denaturierung in Einzelstrange
zerlegt und an eine Mikrotiterplatte gebunden. Das PCR-Produkt kann
nach Zugabe markierter, erregerspezifischer Gensonden mit Hilfe
enzymmarkierter Antikdrper detektiert werden, wobei das Enzym nach
Substratzugabe eine Farbveranderung bewirkt (SEIGNER & KNABEL,
2009). MUNCH et al. (2001) konnten fir den PCR-ELISA, im Gegensatz
zur konventionellen Detektion mittels Agarosegelelektrophorese, eine bis
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zu 100-fach hohere Sensitivitat feststellen. Der Nachweis von PCR-
Produkten mittels ELISA oder Agarosegelelektrophorese wurde allerdings
in den letzten Jahren immer mehr durch das Real-time PCR-Verfahren
verdrangt, da sich die Anwendung kostenglnstiger und unkomplizierter

gestaltet.

RT Real-time PCR (RT-rPCR)

Seit 2006 werden in Deutschland flr die Diagnostik der AIV Uberwiegend
RT-rPCRs eingesetzt. Durch die Neufassung der EU-Rechtsgrundlagen
(EC, 2005; EC, 2006) wurde die Anwendung offiziell ermdglicht. Im
Vergleich zur konventionellen Detektion der PCR-Produkte, brachte das
Real-time Verfahren erhebliche Vorteile mit sich. Durch die Verwendung
sequenzspezifischer, fluoreszenzmarkierter Sonden (z. B. TagMan-
Sonden und Molecular Beacons) oder interkalierender, das heiBt sich in
doppelstrangige DNA einlagernde Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR
Green, kénnen die PCR-Produkte direkt wahrend ihrer Amplifikation,
anhand von Fluoreszenzsignalen erfasst werden (SCHRIMPF, 2002a;
YACOUB et al., 2009). Allerdings bindet SYBR Green an alle doppel-
strangigen DNA-Molekile, somit auch an Primer-Dimere, was sich
nachteilig auf die Spezifitdt auswirken kann (SCHRIMPF, 2002a). Daher
ist eine Schmelzkurven-Analyse nétig, da jedes PCR-Produkt einen
spezifischen Schmelzpunkt aufweist. Eine Agarosegelelektrophorese ist
nicht nétig, wodurch die Durchsatzgeschwindigkeit an Proben erheblich
gesteigert werden kann, was fur die Routinediagnostik groBe Bedeutung
hat. Zunachst wurden fir den Humanbereich Real-time PCRs mit
sequenzspezifischen Primern und TagMan-Sonden fir das Matrixgen von
Influenza-A- und B-Viren und fir die Subtypen H1N1 und H3N2 entwickelt
(SCHWEIGER et al., 2000). In der Veterindrmedizin wurden spezifische
TagMan-Sonden, v. a. fir das Matrixgen und fir H5-, H7- und N1-
Gensequenzen konstruiert (SPACKMAN et al., 2002; AGUERO et al.,
2007b; AGUERO et al., 2007a). Da SPACKMAN et al. (2002) die H5- und
H7-spezifischen Primer und Sonden nach nordamerikanischen Gen-

sequenzen konstruierten, wurden diese bereits im Hinblick auf eurasische
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H5-Genlinien modifiziert (HEINE et al., 2007) und mit internen heterologen
Kontrollsystemen kombiniert (HOFFMANN et al., 2006). Nachteilig far
einen allgemeinen Einsatz der Real-time PCR wirken sich sicherlich die
zurzeit noch hohen Anschaffungskosten der Gerate aus. Als Vorteile der
Real-time PCR gegenliber der konventionellen PCR sind, im Falle von
SYBR Green, die kostenginstige Durchflhrbarkeit hinsichtlich der
Verbrauchsmaterialien zu nennen, was fir fluoreszenzmarkierte Sonden
zumindest derzeit allerdings noch nicht zutrifft. Darlber hinaus wird das
Kontaminationsrisiko gesenkt, da nach der Nukleinsdure-Amplifikation
kein Offnen der PCR-Tubes nétig ist.

1.3.2. RT-Loop-Mediated Isothermal Amplification-PCR (RT-LAMP-
PCR) und Nucleic acid sequence-based amplification
(NASBA)

Neben der PCR und RT-PCR wurden auch andere Tests zum Nachweis

von Nukleinsduren entwickelt, die bisher aber nur sehr begrenzt An-

wendung fanden.

Die Loop-Mediated Isothermal Amplification-PCR (LAMP-PCR) kann mit
Hilfe kommerziell erhéltlicher Kits (Loopamp DNA Amplification Kit; Eiken
Chemical Co., Ltd., Japan) und ohne Anwendung eines Thermocyclers
durchgefihrt werden. Zunachst wird eine Reverse Transkription durch-
geflhrt, da als Template komplementare DNA (cDNA) bendtigt wird. Im
Gegensatz zur PCR lauft die nachfolgende DNA-Amplifikation isothermal,
d. h. nur auf einer Temperaturstufe ab (z. B. in einem Wasserbad, inner-
halb einer Stunde, bei einer konstanten Temperatur von etwa 65 °C). Fr
die Amplifikation H5-spezifischer Influenza-A-RNA wurden bereits RT-
LAMP-PCRs entwickelt, wobei die Detekton viraler RNA entweder durch
Beurteilung der Tribung, die durch Préazipitation von Magnesiumpyro-
phosphat entsteht, oder durch Agarosegelelekirophorese stattfindet. Die
Einfachheit der Anwendung soll diese Methodik v. a. fir Entwicklungs-
lander interessant machen (MORI et al.,, 2001; IMAI et al.,, 2006;
JAYAWARDENA et al., 2007).
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Die Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA)-Technologie
funktioniert nach demselben Prinzip wie die LAMP-Methodik. Die RNA-
Amplifikation lauft ebenfalls isothermal ab, allerdings bei Temperatur-
bedingungen von etwa 41 °C. Es wird wie bei der LAMP-PCR kein
Thermocycler bendtigt. Die Detektion des Amplifikationsproduktes findet
nach Zugabe folgender Reagenzien statt: einer spezifischen Sonde, die
an Streptavidin-beschichtete Klgelchen gekoppelt ist und einer
Ruthenium-markierten Enhanced-Chemiluminescence (ECL)-Sonde (LAU
et al., 2004). AnschlieBend findet die Messung der Lumineszenz-Intensitat
im NucliSense ECL Reader (Biomerieux) statt. Sie ist direkt proportional

zur vorhandenen viralen RNA.

1.3.3. DNA-Microarrays/Chiptechnologie

Bei den DNA-Microarrays werden Oligonukleotide (DNA-Sonden) auf eine
feste Phase (Glastrager oder Membranen) gespottet, d. h. immobilisiert.
Die zu untersuchende RNA muss zunachst in cDNA umgeschrieben
werden. AnschlieBend werden die Zielgene mittels PCR amplifiziert, mit
Fluoreszenzfarbstoffen (z. B. Cy3, Cy5) markiert und mit den spezifischen
DNA-Sonden auf dem Microarray hybridisiert. AnschlieBend erfolgen
mehrere Waschschritte, um nicht oder unspezifisch gebundene DNA zu
entfernen. Die Detektion der Fluoreszenzsignale hybridisierter cDNA
erfolgt mittels Array-Scannern (Laser) und einer speziellen Auswertungs-
software. Durch die Anwendung unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe
kénnen viele, verschiedene Genomabschnitte parallel analysiert werden
(SCHRIMPF, 2002b). DNA-Microarrays wurden zunachst in erster Linie far
die Subtypisierung humaner Influenza-A- und B-Viren entwickelt (LI et al.,
2001; KESSLER et al., 2004). KESSLER et al. (2004) etablierten eine
dreidimensionale Biochip-Platform (Flow-Thru Chip; MetriGenix), die
parallel die Subtypkomponenten H1, H3, H5, N1 und N2 detektiert. Fir die
veterindrmedizinische Diagnostik von AIV kdnnten in Zukunft zwei, vor
kurzem publizierte, DNA-Microarrays von Bedeutung sein (GALL et al.,
2009; LIN et al,, 2009). GALL et al. (2009) etablierten einen DNA-
Microarray, der parallel die Detektion AlV, die HA-Subtypisierung von H1
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bis H16 und eine Pathotypisierung durch Detektion der HA-Spaltstelle
ermoéglicht. LIN et al. (2009) entwickelten ,Resequencing pathogen
microarrays® (RPM), die ebenfalls zur Detektion und Subtypisierung
aviarer Influenza-A-Viren dienen sollen. Darlber hinaus sollen sie auch
weitere Informationen Uber die detektierten AlV, wie Pathogenitat und
Medikamentenresistenzen, bereitstellen.

Aufgrund der hohen Kosten (teure Gerate und Verbrauchsmaterialien) und
der erforderlichen technischen und wissenschaftlichen Fachkenntnisse
werden DNA-Microarrays bis heute allerdings nur in begrenztem MaBe
angewendet (CATTOLI & TERREGINO, 2008).

1.3.4. Pyrosequencing-Technologie

Die Pyrosequenzierung ermdglicht eine DNA-Sequenzierung in Echtzeit
(Real-time). Sie nutzt wie die Sequenzierungsmethode nach Sanger eine
DNA-Polymerase zur Synthese des DNA-Komplementarstranges. Nach
Zugabe von Nukleosidtriphosphaten (NTPs) erfolgt ausgehend vom
Primer eine DNA-Strangverlangerung. Bei Einbau eines komplementéren
Nukleotids durch die DNA-Polymerase wird Pyrophosphat freigesetzt.
Dieses wird anschlieBend durch die ATP-Sulfurylase zu Adenosin-
triphosphat (ATP) umgesetzt. Das ATP wiederum wird benétigt, um
Luziferin in Oxyluziferin umzuwandeln und somit ein detektierbares Licht-
signal zu erhalten. Mit Hilfe dieser Methodik kénnen z. B. Mutationen, die
zu Veranderungen in der Rezeptorspezifitdt fihren kénnten, sehr schnell
nachgewiesen werden (PASICK, 2008). Es wurde bereits ein
diagnostischer Test fiur H5N1-Viren entwickelt, der durch Pyro-
sequenzierung schnelle Informationen Uber die H5N1-Clade, den Virus-
stamm, die Rezeptorspezifitdt und die HA-Spaltstelle ermdglicht
(POURMAND et al., 2006).

1.4. Detektion wichtiger Virulenzfaktoren
Bei der Detektion von Virulenzfaktoren geht es um den Nachweis
derjenigen Genombereiche, welche fir die Virulenz (Grad der krank-
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machenden Eigenschaft) von Influenza-A-Viren verantwortlich sind. Im
veterindrmedizinischen Bereich ist in erster Linie die Pathotypisierung der
Virusisolate durch die Sequenz der HA-Spaltstelle von Bedeutung.
Dariiber hinaus gibt es noch andere wichtige Genombereiche, die u. a. in
der Neuraminidase lokalisiert sind, die Einfluss auf die Virulenz von

Influenza-A-Viren haben.

1.4.1. Hamagglutinin (HA)

Das Hamagglutinin zahlt neben der Neuraminidase zu den variabelsten
Bereichen des Influenza-A-Genoms. Weniger als 30 % der Aminosauren
des HA der verschiedenen Subtypen sind konserviert (LEE & SAIF, 2009).
Seit Auftreten der Klassischen Geflligelpest spielen ihre Erreger als Viren
der Subtypkomponenten H5 und H7 eine bedeutende Rolle. Die beiden
Subtypkomponenten kénnen, neben der hochvirulenten (HPAI) aber auch
in einer niedrigvirulenten (LPAI) Form auftreten. Bei der Klassifizierung
hoch- oder niedrigvirulent wird, alternativ zur Bestimmung des intra-
vendsen Pathogenitatsindex (IVPI), mittlerweile die Sequenz der HA-
Spaltstelle herangezogen. Das Vorliegen multipler basischer Aminosauren
(Arginin oder Lysin) an der HA-Spaltstelle ist ein wichtiger Indikator fir
hochvirulente Influenza-A-Viren (PERDUE & SUAREZ, 2000).

Subtypisierung und Pathotypisierung

Eine Méglichkeit zur Subtypisierung der HA-Komponente ist die von GALL
et al. (2008) entwickelte RT-PCR, bei der die HA-Spaltstellen von
Influenza-A-Viren aller 16 bekannten HA-Subtypen (pan HA-RT-PCR)
amplifiziert und anschlieBend sequenziert werden. Es kénnen aber auch
RT-PCRs die konservierte Regionen, entweder nur des HA2-Gens oder in
Kombination mit dem HA1-Gen amplifizieren, durchgefihrt werden
(PHIPPS et al., 2004; TSUKAMOTO et al., 2008). Bei diesen Methoden
kann mittels nachfolgender Sequenzierung und BLAST-Analyse eine HA-
Subtypisierung erfolgen. Die Methode nach GALL et al. (2008) erméglicht

zudem, anhand der HA-Spaltstellensequenz, eine Pathotypisierung der
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Virusisolate. Darlber hinaus gibt es Ansatze, die eine Unterscheidung
hoch- und niedrigvirulenter Virusisolate durch PCR-Restriktionsfragment-
langenpolymorphismus (PCR-RFLP) ermdéglichen (FEREIDOUNI et al.,
2008; MICHAEL et al., 2009). Restriktionsenzyme spalten spezifisch
Erkennungssequenzen an bestimmten Positionen des DNA-Doppel-
stranges, wobei Fragmente mit charakteristischer Lange entstehen.
FEREIDOUNI et al. (2008) nutzten das Restriktionsenzym Mboll, das die
Nukleotid-Sequenz (5-GAAGA-3" und 3-CTTCT-5") erkennt, die im
Bereich der HA-Spaltstelle nur bei HPAIV vom Subtyp H5, nicht aber bei
LPAI, vorkommt. HPAIV vom Subtyp H5 wurden im AnschluB an eine RT-
PCR in der nachfolgenden Mboll-Reaktion typischerweise in zwei DNA-
Fragmente mit 130 bzw. 180 bp-Lange gespalten, die durch Agarosegel-
elektrophorese detektiert werden konnten.

1.4.2. Neuraminidase (N)

Bis vor kurzem gab es nur wenige publizierte Studien, die sich mit der
Neuraminidase-Subtypisierung befassten. Entwickelte Methoden zielten
meistens auf den Nachweis der Subtypkomponenten N1 und N2 humaner
Influenzaviren ab (TAKAO et al.,, 2002; KESSLER et al., 2004). Die
einzige Mdglichkeit alle Neuraminidase-Komponenten von N1 bis N9 auf
molekularer Ebene zu detektieren bestand daher darin, die von
HOFFMANN et al. (2001) beschriebene Two-Step-PCR mit nachfolgender
Sequenzierung, anzuwenden, die eine relativ geringe Sensitivitat besitzt
und daher v. a. bei Vorliegen geringer Viruszahlen im Ausgangsmaterial
nicht erfolgreich ist.

Allerdings wurden kurzlich, also nach Abschluss eines GroBteils in der
vorliegenden Arbeit dargestellten Laborarbeiten, PCR-Protokolle ver-
offentlicht, die den Nachweis aller N-Subtypkomponenten mit hdherer
Sensitivitat ermdglichen (ALVAREZ et al., 2008; FEREIDOUNI et al.,
2009). ALVAREZ et al. (2008) wahlten fir ihre RT-PCR ein Primerpaar,
das ein 219 bp groBes Fragment aller N-Subtypkomponenten amplifiziert.
Eine Subtypisierung erfolgte mittels nachfolgender Sequenzierung und
BLAST-Analyse. FEREIDOUNI et al. (2009) entwickelten unterschiedliche
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Primerpaare fliir jede einzelne N-Subtypkomponente, da das Sequenz-
Alignment aller N-Sequenzen (N1-N9) ausgepragte Sequenzdiversitaten
zwischen den einzelnen Komponenten, v. a. fur N1 und N2, aufwies. Nach
der PCR kénnen mittels Agarosegelelektrophorese die PCR-Produkte, die
subtypspezifisch, unterschiedliche GréBen aufweisen, detektiert werden.

2. Epidemiologie

2.1. Vorkommen von Influenza-A-Virusinfektionen bei
Wildvogeln

Infektionen mit avidren Influenza-A-Viren (AlV), und dabei im wesentlichen
mit niedrigvirulenten Influenzaviren (LPAIV), konnten bisher bei
mindestens 105 Wildvogelspezies aus 26 unterschiedlichen Familien
detektiert werden (OLSEN et al., 2006). Wildvégel spielen eine wichtige
Rolle bei der Verbreitung AlV, da deren Infektionen, sowohl mit LPAIV, als
auch mit HPAIV, meistens symptomlos verlaufen (WEBSTER et al.,
1992). Eine groBe Ausnahme stellte bisher HPAIV vom Subtyp H5N1 dar,
das seit 2002 zu zahlreichen Todesfallen auch bei Wildvégeln gefihrt hat
(STURM-RAMIREZ et al., 2004; GLOBIG et al., 2009).

Hoch- und niedrigvirulente AIV unterscheiden sich durch ihre primaren
Infektionsrouten. Einfluss auf die Infektionsrate nehmen Saisonalitat,
Wirtsspezies, Wirtsalter und Beprobungsort (OLSEN et al., 2006;
MUNSTER et al., 2007). Diese Aspekte werden im Folgenden naher

erlautert:

2.1.1. Infektionsrouten

Der Ubertragungsweg avidrer Influenza-A-Viren unterscheidet sich, je
nachdem, ob hoch- oder niedrigvirulente AIV (HPAIV bzw. LPAIV) vor-
liegen: Bei Infektionen mit HPAIV H5N1 fanden sich in Rachentupfern
stets hdhere Virustiter als in Kloakaltupfern. Dies wurde als Anzeichen fir
eine primare Ubertragung (iber den Respirationstrakt gewertet (STURM-
RAMIREZ et al., 2004; BROWN et al., 2006).
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LPAIV replizieren voranging im Intestinaltrakt, daher erfolgt die
Virusausscheidung primar und in hohen Konzentrationen Uber die Fazes.
So konnten im Dinndarminhalt, experimentell mit 10* EIDs, peroral und
intratracheal infizierter Stockenten (Anas plathyrhynchos) bis zu 1087
EIDso/ml, nachgewiesen werden (WEBSTER et al., 1978). LPAIV werden
daher v. a. fakal-oral, meist Uber kontaminiertes Oberflachenwasser Uber-
tragen. Vor allem durch Ansammlung vieler Végel auf engem Raum, z. B.
in Uferndhe, kommt es zu einem Anstieg der Kot- und somit der
Viruskonzentration, wodurch die Ubertragung begiinstigt wird. AIV
sammeln sich in Gewassern auch am Grund an. LANG et al. (2008)
untersuchten Sedimentproben aus Teichen und konnten mittels RT-PCR
in mehr als 50 % ihrer Proben AIV-Genome nachweisen. Grindelenten
wiesen, im Vergleich zu Tauchenten, stets hdhere Pravalenzen fir
Infektionen mit LPAIV auf. Ihre Art der Nahrungsaufnahme in flachen
Gewassern und v.a. am Gewasserboden, das sog. Grindeln
(www.vogelarten.de/arten/Stockente), kénnte daflr eine Erklarung liefern
(OLSEN et al., 2006; IP et al., 2008). Aviare Influenzaviren kénnen in
Wasser, insbesondere bei kihlen Temperaturen, lange Zeit ihre
Infektiositat behalten. In der Vergangenheit durchgeflhrte Versuche
zeigten, dass sie in Flusswasser bei 0 °C tber 30 und bei 22 °C bis zu vier
Tage lang infektiés blieben (WEBSTER et al., 1978). STALLKNECHT et
al. (1990) belegten mit destilliertem Wasser, dass AlIV mindestens 60
Tage bei 17 °C und sogar 91 Tage bei 4 °C keine Verluste ihrer

Infektiositat zeigten.

LATORRE-MARGALEF et al. (2009) fanden heraus, dass die mittlere
Dauer der Virusauscheidung bei Stockenten mit LPAIV 3,1 bis 8,3 Tage
betrug, wobei die Ausscheidungsdauer je nach Jahreszeit variierte und
z. B. im November langer war als im August. Diese Tatsache steht
vermutlich im Zusammenhang mit der Entwicklung einer transienten
Immunitdt und dem Vorliegen von wahrscheinlich subtypspezifischen
Antikdrpern aus vorangegangenen Infektionen (KALTHOFF et al., 2008;
LATORRE-MARGALEF et al., 2009).
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2.1.2. Saisonalitat

Die Nachweishaufigkeit LPAIV bei Wildvégeln steigt jahrlich in den Herbst-
und Wintermonaten deutlich an. Dieser Zeitraum entspricht dem des
Vogelzuges, zu dem sich jedes Jahr groBe Vogelansammlungen bilden
und an dem viele juvenile, immunologisch naive Tiere erstmals teilnehmen
(WEBSTER et al.,, 1992; KRAUSS et al., 2004; GLOBIG et al., 2006;
MUNSTER et al., 2007; WALLENSTEN et al.,, 2007; IP et al., 2008).
Dieser Zeitraum bedeutet aber auch das Ende der Brutsaison, in dem sich
relativ stationare Arten wie die Stockente in gréBeren Gruppen
zusammenschlieBen (www.vogelarten.de/arten/Stockente), was zu einem

Anstieg des Infektionsrisikos flihrt.

2.1.3. Wirtsspezifitat, Wirtsalter und Infektionsverlauf

In Monitoringstudien zum Vorkommen AIV unter Wildvégeln konnten
Influenza-A-positive Tiere bisher (berwiegend in den Ordnungen
Anseriformes und Charadriiformes vorgefunden werden (Tab. II.1)
(OLSEN et al., 2006; MUNSTER et al., 2007; WALLENSTEN et al., 2007).
Die hdéchsten Pravalenzen wurden in der Ordnung Anseriformes, und
innerhalb derer, bei den Griindelenten und v. a. der Stockente mit Werten
von etwa 7 % bis zu 44 % gefunden (OLSEN et al., 2006; MUNSTER et
al., 2007; WALLENSTEN et al., 2007; PARMLEY et al., 2008). Zudem
verlaufen Infektionen mit AlV bei adulten Wildenten meist ohne klinische
Symptome (WEBSTER et al.,, 1992). Untersuchungen ziehender Stock-
enten, die mit LPAIV (u. a. HBN2, H6N8, H7N7) infiziert waren, ergaben
daher auch keine direkte Beeinflussung des Migrationsverhalten
hinsichtlich der zuriickgelegten Distanz und Geschwindigkeit (LATORRE-
MARGALEF et al., 2009). Mdglicherweise gilt dies aber nicht generell. So
wurde bei Zwergschwanen (Cygnus columbianus bewickii Yarrell), die mit
LPAIV HBN2 und HENS8 infiziert waren, ein deutlich verandertes Zugver-
halten beobachtet, dass sich in kirzeren Migrationsdistanzen, einem ver-
spateten Loszug und reduzierter Futteraufnahme zeigte (VAN GILS et al.,
2007).
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Neben der Wirtsspezies, spielt auch das Alter des Wirtes bei Infektions-
haufigkeit und —verlauf eine bedeutende Rolle: Die Wahrscheinlichkeit mit
AlV infiziert zu sein war bei juvenilen Enten, also bei Tieren im ersten
Lebensjahr, stets héher als bei Adulten (MUNSTER et al., 2007;
WALLENSTEN et al., 2007; IP et al., 2008; PARMLEY et al., 2008). Dies
ist auch insofern von Bedeutung, da ungeféhr ein Drittel der aktuellen
Stockentenpopulation aus juvenilen, also immunologisch naiven Tieren
besteht, weil die jahrliche Mortalitat bei Stockenten im ersten Lebensjahr
56 % erreicht und bei adulten Tieren immer noch 40 % betragt
(MUNSTER et al.,, 2007). Zudem variierte nicht nur die Infektions-
haufigkeit, sondern bei HPAI H5N1 auch der Infektionsverlauf und die
Mortalitat bei experimentell infizierten Enten in Abhangigkeit vom Alter
(PANTIN-JACKWOOQOD et al., 2007). So wurden bei zwei Wochen alten
Enten nach Infektion mit drei von vier H5N1-Virusstdmmen eine sehr hohe
Letalitat und schwere neurologische Symptome beobachtet. Im Gegen-
satz hierzu, wiesen finf Wochen alte Tiere eine geringere Mortalitat und
schwéachere Krankheitssymptomatik auf. Dabei wurden als Ursachen
Unterschiede des sich entwickelnden Immunsystems und der noch
reifenden Wirtszellen im Hinblick auf die Kapazitat der Virusreplikation
vermutet (PANTIN-JACKWOOD et al., 2007). Dass der Immunstatus und
vor allem Kreuzreaktionen subtypspezifischer Antikbrper auch bei
Wildvégeln von enormer Bedeutung sind, zeigten KALTHOFF et al.
(2008). Versuche mit Schwanen ergaben, dass Tiere mit neutralisierenden
Antikdrpern gegen H5 eine Infektion mit dem HPAIV H5N1 Gberlebten.
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Tabelle Il. 1: Wildvogelspezies mit epidemiologischer Bedeutung als AlV-
Reservoir (OLSEN et al., 2006; MUNSTER et al., 2007; WALLENSTEN et
al., 2007)

Betroffene

SN Rlulllls Wildvogelspezies

Anas platyrhynchos, Anas
penelope, Anas crecca,
Anas acuta, Anas strepera,
Anas clypeata, Anas
discors, Anas rubripes,
Anas poecilorhyncha,
Aythya fuligula, Aix
sponsa, Tadorna tadorna,
Somateria mollissima

Anseriformes Anatidae :
Anser albifrons, Branta

canadensis, Branta
leucopsis, Anser anser,
Branta bernicla, Anser
fabalis, Anser
brachyrhynchus

Cygnus columbianus,
Cygnus bewickii, Cygnus
olor, Cygnus cygnus

Larus ridibundus, Larus
canus, Larus argentatus,
Larus delawarensis, Larus
crassirostris

Laridae

Charadriiformes Sternidae Sterna hirundo

Calidris canutus , Calidris

Scolopacidae ruficollis

Alcidae Uria aalge

Gruiformes Rallidae Fulica atra
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2.1.4. Geographische Verbreitung/Monitoringstudien

Erst seit Mitte der 70er Jahre gibt es systematische Untersuchungen von
Wildvégeln auf das Vorkommen von avidren Influenza-A-Viren
(ALEXANDER, 2000). Die ersten offiziellen Wildvogelmonitoring-
Programme der EU basierten auf der Entscheidung der EU-Kommission
2002/649/EC und wurden in den Mitgliedsstaaten auf freiwilliger Basis
durchgefuhrt (EC, 2002; HESTERBERG et al., 2009). Zwischen 2003 und
2004 waren die Probenzahlen relativ gering. Seit 2005 stiegen sie aber
stark an, da seitdem alle EU-Mitgliedsstaaten das Wildvogelmonitoring
ausfuhren (EC, 2005; HESTERBERG et al., 2009).

Die bis heute umfangreichsten Wildvogelmonitoringstudien bezlglich des
Vorkommens von aviaren Influenzaviren fanden in Deutschland, Nord-
amerika, den Niederlanden und in Schweden statt (SUSS et al., 1994;
FOUCHIER et al., 2003; KRAUSS et al., 2004; GLOBIG, 2007; MUNSTER
et al., 2007) und werden im Folgenden detaillierter dargestellt. Fir die
anderen Lander liegen vorrangig Untersuchungen zu Pravalenzen fir die
H5- und H7-Subtypkomponenten vor (EC, 2009; O.l.E., 2009a). In den
Monitoringstudien bis etwa Anfang 2000 wurden zur Ermittlung des Vor-
kommens von AlV vorwiegend Methoden der klassischen Virologie, und
hier vor allem Virusanzucht im embryonierten HUhnerei mit an-
schlieBender Differenzierung mittels Hamagglutinationstest (HA) und
Hamagglutinations-Hemmungstest (HAH) verwendet, wahrend in aktuellen
Studien der Nachweis von AIV priméar auf der Anwendung von RT-PCR
Methoden beruht. Da die Sensitivitat sehr unterschiedlich ist, sind die er-

mittelten Pravalenzen nur sehr eingeschrankt vergleichbar.

Ein Uberblick (iber die in den einzelnen Studien am haufigsten nach-
gewiesenen Subtypkombinationen findet sich in Tabelle 1l. 2. Der Subtyp
H4N6 wurde flachenibergreifend am haufigsten detektiert.

Deutschland

Die umfangreichste Wildvogelmonitoringstudie in Deutschland fand von
1977 bis 1989 in der damaligen DDR statt (SUSS et al., 1994). SUSS et
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al. (1994) beprobten Hausenten, Sentinelenten, Wildenten und andere
Wildvégel mittels Tracheal- und Kloakaltupfern und wiesen Infektionen mit
AlIV mittels Virusanzucht im embryonierten Hihnerei nach. Allerdings war
die Anzahl der Beprobungsorte sehr gering. So wurden nur ein Betrieb mit
Hausenten, drei Stationen mit Sentineltieren, also domestizierten Enten,
die Kontakt zu Wildvégeln hatten, und lediglich an 14 verschiedenen
Standorten Wildvdgel beprobt. Die hdchste Virusisolationsrate wurde mit
38 % bei Hausenten und mit 37 % bei den Sentinelenten gefunden. Bei
Wildenten und anderen Wildvoégeln wurden AIV mit 8,7 % und 0,9 %
weniger haufig isoliert. In einer 4 jahrigen (1977 bis 1980) Studie von
OTTIS & BACHMANN (1983) wurden u. a. in Bayern, Baden
Wirttemberg, den Niederlanden und Kenia knapp 3.400 Wildvdgel auf AIV
untersucht, wobei etwa 90 % der beprobten Voégel aus Deutschland
stammten. Die héchste Nachweisrate von AIV durch VI im embryonierten
Hihnerei mit nachfolgendem HA und HAH wurde bei Wildenten fest-
gestellt, und betrug 3,7 % (OTTIS & BACHMANN, 1983). In den Jahren
2001 und 2002 untersuchten HLINAK et al. (2006) an einem Beprobungs-
standort, dem Gllper See in Brandenburg, schwerpunktmaBig Watvogel,
aber auch andere Wildvégel auf das Vorkommen AlV. Bei nur 0,6 % der
beprobten Wildvégel und lediglich bei Kndk- und Krickente konnten AIV
mittels HA und HAH detektiert werden (HLINAK et al., 2006).

Von 2003 bis 2005 wurden in Deutschland, und zwar vorrangig in
Mecklenburg-Vorpommern, Brandenburg, Sachsen und Sachsen-Anhalt,
Wildvdgel (n=3672) aus 11 unterschiedlichen Ordnungen beprobt
(GLOBIG et al., 2006; GLOBIG, 2007). Nur wenige Daten aus Bayern
wurden einbezogen, hier wurden nur Kanadagéanse (n=50) und eine Grau-
gans beprobt. Tupfer- und Organproben wurden einer Virusanzucht im
embryonierten HUhnerei unterzogen und erhaltene Isolate mittels HA,
HAH und NAH subtypisiert. GLOBIG (2007) detektierte AIV in den
Ordnungen Anseriformes, Charadriiformes, Gruiformes und Passeriformes
mit der héchsten Nachweisrate von 2,2 % bei den Anseriformes und einer
durchschnittlichen Pravalenz Uber alle Ordnungen von 1,4 %. Zudem
wurden AlV nur in den Herbst- und Wintermonaten und an nur wenigen

Beprobungsorten festgestellt.
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Nordamerika

In Kanada beprobten KRAUSS et al. (2004) 26 Jahre lang und zwar von
1976 bis 2001, Wildenten und Uber 16 Jahre, von 1985 bis 2000, M6éwen
und Watvogel. Die hdéchste Pravalenz AIV konnte mittels VI im
embryonierten Hlhnerei stets bei Wildenten beim Wegzug im Herbst
(22,2 %) und bei Mdéwen- und Watvégeln beim Heimzug im Frihling
(14,2 %) festgestellt werden. Von 2001 bis 2006 wurde das Wildvogel-
monitoring fortgeflhrt, wobei in diesem Zeitraum die Pravalenz, ebenfalls
mit Hilfe der VI ermittelt, fir Wildenten bzw. Méwen- und Watvégel 16,6 %
bzw. 5,8 % betrug. Es zeigten sich somit auch in Kanada deutliche Unter-
schiede in den Pravalenzen je nach Jahreszeit und beprobten Vogel-
ordnungen. Dass die AlV-Pravalenz auch in Abhangigkeit vom Be-
probungsort variiert, wurde fir Kanada ebenfalls festgestellt. Die Nach-
weisrate AlV-positiver Végel in der RT-rPCR reichte von 63 % im
stdlichen Quebec bis 9 % im sudlichen Alberta (PARMLEY et al., 2008).
Diese Unterschiede kénnten aber auch zusatzlich saisonal oder spezies-
bedingt sein, hierzu fehlen allerdings analysierbare Angaben.

Nordeuropa: Niederlande/Schweden

Von 1998 bis 2006 wurden knapp 37.000 Végel, die zu 90 % aus den
Niederlanden und Schweden und zu 10 % aus anderen Landern weltweit
stammten, untersucht (FOUCHIER et al., 2003; MUNSTER et al., 2007;
WALLENSTEN et al.,, 2007). Es wurden Uber 300 Vogelarten aus 18
Ordnungen einbezogen. Nur 25 Vogelspezies aus drei Ordnungen er-
wiesen sich in der RT-PCR Influenza-A-positiv (Tab. Il. 1). In diesen
Studien wurde die hoéchste Pravalenz von 12,5% in der Ordnung
Anseriformes festgestellt (WALLENSTEN et al., 2007), gefolgt von den
Ordnungen Charadriiformes und Gruiformes mit 0,7 % bzw. 0,4 %
Influenza-A-positiven Tieren (MUNSTER et al., 2007). Unter den
beprobten Wildenten wiesen die Grindelenten (6,1 %) im Vergleich mit
den Tauchenten (1,3 %) die héheren Nachweisraten auf (MUNSTER et
al., 2007).
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Tabelle Il. 2: Bei Wildvégeln der Ordnung Anseriformes in Langzeitstudien
in Europa und Nordamerika am haufigsten nachgewiesene Subtypen und
AlV-Pravalenzen (modifiziert nach WALLENSTEN et al. (2007)

) Haufigste AlV-
Ol‘t Zeltraum Subtypen Prévalenz Quelle
(Anseriformes) (%)
H3N8, H6N2, (KRAUSS et al.,
1976-2001 22,2
H4N6 2004)
©
b
S H4N6, H1N4, (KRAUSS et al.,
4 2001-2006 16,6
H10N7 2007)
H3N8, H4NS, (OTTIS &
1977-1980 H11N3 3,7 BACHMANN,
- 1983)
= H2N3, H4NS, (SUSS et al.,
= 1977-1989 8,7
o H1N1 1994)
5
[}
a H2N3, H10N7,
2003-2005 2,2 (GLOBIG, 2007)
H4N6
H6NS8, HEN2, (MUNSTER et
1998-2006 4,6
c HEN1 al., 2007)
E
_E H4N6, H7N7, (WALLENSTEN
3] 2002-2005 12,5
n H6N2 et al., 2007)
2.2. Subtypverteilung
2.2.1. Subtypverteilung LPAIV unter Wildvogeln

Bis heute konnten bei Wildvégeln alle HA- und N-Subtypkomponenten und

die meisten der 144 mdglichen Subtypkombinationen nachgewiesen
werden (ALEXANDER, 2007). Niedrigvirulente avidre Influenza-A-Viren
wurden bei mindestens 105 Wildvogelspezies aus 26 unterschiedlichen
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Familien detektiert (OLSEN et al., 2006). Fir die meisten HA- und N-
Subtypkomponenten zeigten phylogenetische Analysen das Vorliegen ge-
trennter amerikanischer und eurasischer Genpools (WALLENSTEN et al.,
2005; OLSEN et al., 2006).

Vogel der Ordnungen Anseriformes und Charadriiformes gelten als Haupt-
reservoire fur aviare Influenzaviren. Die Hamagglutininkomponenten H1
bis H12 wurden bei Arten aus beiden Ordnungen haufig nachgewiesen
(KRAUSS et al.,, 2004; MUNSTER et al., 2007; WALLENSTEN et al,,
2007). Far die Hamagglutinintypen H13 und H16 wurden gewisse Wirts-
speziespraferenzen vorgefunden: Beide Subtypkomponenten wurden
bisher zwar nur gelegentlich, dann aber vorrangig in der Ordnung
Charadriiformes vorgefunden, wobei die Subtypkomponente H16 erst-
malig bei Lachméwen in Schweden beschrieben wurde (FOUCHIER et al.,
2005). Dies spricht fir das Vorliegen eines eigenen, separierten
genetischen Reservoirs (KAWAOKA et al., 1988; FOUCHIER et al., 2005).
GLOBIG et al. (2006) konnten den Hamagglutinintyp H13 bei einer Dohle
aus der Ordnung Passeriformes nachweisen. Die Subtypen H14 und H15
wurden bislang nur sehr selten detektiert, und zwar H14 lediglich in
Russland, ohne Angaben der Wirtsspezies (KAWAOKA et al., 1990;
LVOV et al., 2001) und H15 bei einer Wildente und einem Sturmtaucher in
Australien (ROHM et al., 1996).

Hinsichtlich der N-Subtypkomponenten scheint keine Wirtsspezifitat
vorzuliegen. So konnten KRAUSS et al. (2004) in Nordamerika bei
Anseriformes (13.466 untersuchte Voégel) und Charadriiformes (4.266
untersuchte Voégel) alle N-Subtypkomponenten nachweisen. In Nord-
europa wurden bei Stockenten (8.938 untersuchte Tiere) ebenfalls alle N-
Sutypkomponenten festgestellt, bei Méwen und Watvdgeln (3.653 unter-
suchte Végel) wurde allerdings nur N3, N6 und N8 detektiert (MUNSTER
et al., 2007).

Voégel der Ordnung Gruiformes waren bisher eher selten Influenza-A-
positiv und es wurde nur eine begrenzte Anzahl von Subtypen nach-
gewiesen. In ltalien konnten bei Blasshihnern Antikérper gegen H3 und
H10 festgestellt und in Deutschland der Subtyp H10N4 nachgewiesen
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werden (DE MARCO et al., 2004; GLOBIG et al., 2006). Bei Wildenten in
Kanada isolierten KRAUSS et al. (2004) die Subtypkomponenten H3, H4
und H6 am haufigsten, wobei ein zyklisches Muster (Jahre mit hoher
Pravalenz, darauf folgend kein Nachweis) im Auftreten der einzelnen
Subtypkomponenten erkennbar war. Als Subtypkombinationen wurden
v. a. H4N6 und HBN2 nachgewiesen (Tab. Il. 2) (KRAUSS et al., 2004;
MUNSTER et al., 2007; WALLENSTEN et al., 2007).

2.2.2. Subtypen mit Gefahrdungspotential flir Nutzgefligel

Die Frage, ob fir die Einschleppung von AIV in Wirtschaftsgefligel-
bestande Wildvogel oder eher der Handel mit Wirtschaftsgefligel selbst
oder ihren Produkten gréBere epidemiologische Bedeutung besitzen, wird
derzeit immer noch kontrovers diskutiert. Die Auffassung, dass Wildvégel
fir die Einschleppung von AlIV in Nutzgefligelbestdnden zumindest eine
gewisse Bedeutung besitzen, wird durch folgende Hinweise gestitzt: Zum
einen konnten héhere AlIV-Pravalenzen in Betrieben entlang der
Migrationsrouten festgestellt werden. Zum anderen gab es stets eine
héhere AlV-Pravalenz fur Nutzgefligel in Freilandhaltung und somit
potentiellem Wildvogelkontakt. Zudem zeigten Gefllgelpestausbriiche
oftmals saisonale Peaks, die mit dem Beginn des Vogelzuges in Ver-
bindung gebracht werden konnten (ALEXANDER, 2007).

Infolge der Ausbreitung HPAIV vom Subtyp H5N1 dehnte die Welt-
organisation fur Tiergesundheit (O.l.E.) bei Nutzgefliigel die Definition fir
anzeigepflichtige AIV (notifiable (N) AIV) aus (O.L.E., 2005). Ahnlich
wurden die zu treffenden KontrollmaBnahmen in den EU-Richtlinien
angepasst (EC, 2005). Diese bezogen sich vorher nur auf HPAIV der
Subtypkomponenten H5 und H7 und wurden jetzt auch auf deren LPAIV
ausgedehnt, also auf H5 und H7, die weder molekular noch in vivo die
Kriterien HPAIV erflillen (EC, 2005; O.l.E., 2005; ALEXANDER, 2008).

Die nachfolgend dargestellten Subtypen H5N1, H5N2, H5N3, H7NS3,
H7N7 und H9N2 haben beziglich ihres Gefahrdungspotentials fir

Wirtschaftsgefliigel enorme Bedeutung erlangt:
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H5N1

Die derzeit zirkulierenden hochvirulenten (HPAIV) H5N1 asiatischer
Herkunft traten erstmalig 1996 bei domestizierten Gansen
(A/goose/Guangdong/1/96) in Sidchina in Erscheinung (SHORTRIDGE et
al., 1998). In den darauffolgenden Jahren kam es in Sldostasien zu
hohen Mortalitdtsraten und zahlreichen Todesféllen unter Wildvégeln, wie
beispielsweise 2002 in Hong Kong (STURM-RAMIREZ et al., 2004) und
2005 am chinesischen Qinghai-See (CHEN et al., 2005). Nachfolgend
breitete sich das Virus nach Westen aus und erreichte Europa Ende 2005
und Deutschland Anfang 2006. Allein in Deutschland wurden von 2006 bis
heute Hunderttausende Tiere (v. a. Hihner, Enten und Puten) gekeult,

was zu enormen wirtschaftlichen Verlusten fUhrte.

Im Jahr 2009 gab es bei Wirtschaftsgeflligel in Deutschland keine Falle
von HPAIV H5NT1. In vielen asiatischen Landern, zum Beispiel in China
oder Indonesien, stellt HSN1 aber immer noch ein groBes Problem fir die
Wirtschaftsgefliigelhaltung dar und Agypten gilt auch 2009 immer noch als
fur diesen Erreger endemisches Gebiet (O.I.E., 2009b).

Darlber hinaus besitzt HPAIV H5N1 ein sehr breites Wirtsspektrum, das
auch den Menschen einschlieBt und spielt hier insbesondere wegen sehr
hohen Mortalitdtsraten eine wichtige Rolle als Zoonoseerreger. So er-
krankten bisher 442 Menschen und es kam zu 262 Todesfallen (WHO,
2009).

Bei Wildvogeln wurden in Deutschland von 2006 bis 2007 in sieben
verschiedenen Bundeslandern hochvirulente Influenza-A-Viren vom
Subtyp H5N1 bei 30 unterschiedlichen Wildvogelspezies nachgewiesen
(GLOBIG et al., 2009): 46 % aller an HPAIV H5N1 verendeten Wildvdgel
wurden auf der Insel Rigen gefunden, davon waren 90 % Singschwane.
Am Bodensee fand man v. a. Tafelenten, die an der H5N1-Infektion
verendet waren. Bei toten Stockenten und Blasshihnern konnte jeweils
kein HPAIV H5N1 festgestellt werden. Die Isolate aus Rigen sind der
Subclade 2.2.2 (EMA-2) die vom Bodensee der Subclade 2.2.1 (EMA-1)
zugehorig (STARICK et al.,, 2008). Die HPAIV H5N1, die in diesem
Zeitraum aus toten Wildvdgeln in Bayern isoliert wurden (2006: n=74;
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2007: n=19), waren auf Nukleotid-Sequenzebene der HA- und N-
Subtypkomponente mit Viren unterschiedlicher geographischer Herkunft
verwandt. Phylogenetische Analysen des Hamagglutinins ergaben fir das
Jahr 2006 zwei getrennte Cluster, die der Subclade 2.2.1 (EMA-1)
zuzurechnen sind, im Jahr 2007 konnten ebenfalls zwei differente geno-
typische Gruppen (Subclade 2.2.3; EMA-3) festgestellt werden. Die
Tatsache, dass es sich nach Sequenzanalysen um deutlich abgrenzbare
Isolate handelte, die mit Viren anderer geographischer Herkunft naher
verwandt waren als die aus Bayern stammenden Genotypen unter-
einander, wies auf mehrere, voneinander unabhangige Einschleppungen
von H5N1 nach Bayern hin (RINDER et al., 2007; LANG et al., zur
Publikation eingereicht). Das Krankheitsgeschehen bei Wildvdgeln war bis
zum Jahr 2004 stets durch hohe Mortalitatsraten gekennzeichnet
(STURM-RAMIREZ et al., 2004). Nachfolgend konnten allerdings auch
Infektionen mit HPAIV HS5N1 detektiert werden, die ohne klinische
Symptome verliefen: 2004 wurden bei Untersuchungen von Feld-
sperlingen (Passer montanus) in China vier hochvirulente AV vom Subtyp
H5N1 isoliert. Die beprobten Voégel zeigten aber keinerlei Krankheits-
symptome (KOU et al.,, 2005). Im Januar und Marz 2005 wurden am
Poyang-See, einem bedeutenden Uberwinterungsareal fiir migrierende
Wasservdgel in China, sechs Isolate von H5N1 (HPAI) aus symptomfreien
Wildenten, u. a. aus der Sichelente (Anas falcata), der Stockente (Anas
platyrhynchos) und der Fleckschnabelente (Anas poecilorhyncha), ge-
wonnen (CHEN et al., 2006). Es wurde spekuliert, dass Zugvdgel aus
dieser Gegend das Virus auf Wildvégel am chinesischen Qinghai-See
Ubertragen und somit das dort aufgetretene Massensterben von (ber
5000 Streifengéansen (Anser indicus) verursacht haben kénnten (CHEN et
al., 2005). In Europa erfolgte im Februar 2008 am Sempacher See in der
Schweiz, ein singuléarer Nachweis des HPAIV H5N1-Subtyps bei einer
gesunden Tafelente (Aythya ferina) (O.l.E., 2008). Da es sich hier um
einen Einzelfall handelte und andere Végel aus diesem Gebiet, die im
Rahmen eines Monitoringprogrammes untersucht wurden, negativ waren,
kann allerdings eine Laborkontamination nicht sicher ausgeschlossen

werden.
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Experimentelle Infektionen mit HPAI H5N1 bestatigten die Variabilitat in
der Pathogenitat, die bei natdrlichen Infektionen in Wildvégeln beobachtet
worden war. So variierte bei experimentell mit HSN1 infizierten Stockenten
das klinische Bild von fehlender Symptomatik bis hin zu schweren ZNS-
Stérungen und Tod (STURM-RAMIREZ et al., 2005). Im Gegensatz zu
infizierten Grindelenten entwickelten Tauchenten (Tafel- und Reiher-
enten) stets eine klinische Symptomatik oder starben (KEAWCHAROEN
et al., 2008). Symptomlose Wildvdgel kbnnten somit als sog. ,Trojanische
Pferde” fungieren und zu einer Verbreitung von HPAI H5N1 Typ Asia bei-
tragen (WEBSTER et al., 2007).

H5N2

Hochpathogene AIV vom Subtyp H5N2 besitzen groBe Bedeutung fir
Wirtschaftsgefliigel, wie die Gefligelpestausbriiche in Pennsylvania
(1983) (BEAN et al., 1985), Mexiko (1994) (GARCIA et al., 1996) und
Norditalien (1997 bis 1998) (DONATELLI et al., 2001) zeigten. Bei Wild-
vogeln scheinen HPAI H5N2 allerdings bisher als Krankheitserreger keine
Rolle zu spielen. So gelang in Nigeria im Februar 2007 bei klinisch un-
auffalligen Wildvdgeln, und zwar einer Witwenente (Dendrocygna viduata)
und mehreren Sporngansen (Plectropterus gambensis), der Nachweis
hochvirulenter H5N2-Subtypen. Satelliten-Telemetrie bewies sogar fir
eine der infizierten Enten ein Uberleben von mindestens 47 Tagen.
Erstaunlicherweise ergaben molekular-phylogenetische Analysen des HA-
Gens die héchste Sequenzverwandtschaft zu einem als schwach virulent
beurteilten (LPAI) H5N2 Isolat aus Bayern, A/mallard/Bavaria/1/2005
(GAIDET et al., 2008). Dies zeigt, dass LPAI- und HPAI-Viruspopulationen
ein und desselben Subtyps mit hoher Nukleinsduresequenz-Verwandt-
schaft in geographisch sehr weit entfernten Regionen auftreten und
mdglicherweise auch Uber weite Entfernungen transportiert werden

kdnnen.
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H5N3

1961 wurde erstmals unter Wildvdgeln, namlich Fluss-Seeschwalben
(Sterna hirundo) in Sudafrika, ein Massensterben durch AIV beobachtet
und dabei der hochvirulente Subtyp H5N3 nachgewiesen (BECKER,
1966). Dieses Virusisolat zeigte groBe Ahnlichkeit zu dem Isolat
A/Chicken/Scotland/1959 (H5N1), das die Klassische Geflligelpest in
Schottland verursachte (BECKER, 1967).

In Deutschland wurde von Dezember 2008 bis Januar 2009 LPAIV vom
Subtyp H5N3 in Putenbestdnden und einem Gemischtbetrieb (Enten,
Hihner und Ganse) im Landkreis Cloppenburg in Niedersachsen nachge-
wiesen. Die Infektionen &uBerten sich mit nur geringgradiger oder
fehlender klinischer Symptomatik. Trotzdem wurden insgesamt etwa
570.000 Tiere im Rahmen der Tierseuchenbekdmpfung getdtet. Wie die
Einschleppung des Virus erfolgte ist bisher unbekannt. Das in dieser
Region durchgeflhrte Wildvogelmonitoring ergab jedenfalls keinen Nach-
weis AlV (FLI, 2009).

H7N3

Im Jahr 2006 konnten KRAUSS et al. (2007) aus Méwen- und Watvégeln
in Delaware Bay (New Jersey) aufféllig hdufig den Subtyp H7NS3 isolieren:
Es handelte sich zwar um LPAIV, allerdings kam es in virusbeimpften
HOhnereiern nach 48 h zu einem Absterben der Embryonen. Ein Ge-
fahrdungspotential far Nutzgefligel wurde flr dieses Virusisolat daher
gefolgert. Ein &hnliches H7N3-Virus wurde 2004 in Nutzgefligel in British
Columbia isoliert (HIRST et al., 2004).

H7N7

Die Gefligelpest in den Niederlanden im Jahr 2003 wurde durch ein
HPAIV vom Subtyp H7N7 ausgeldst. In diesem Zusammenhang infizierten
sich auch 89 Menschen mit diesem Subtyp, wobei ein Tierarzt an den

Folgen einer Pneumonie in Kombination mit einem akuten respirato-
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rischem Distresssyndrom verstarb (FOUCHIER et al.,, 2004). Als Be-
kampfungsmaBnahme wurde ein Drittel der niederlandischen Nutz-

gefliigelbestande gekeult.

Das aus den Nutzgefligelbestanden gewonnene Virusisolat zeigte in
seiner Genomsequenz enge Verwandtschaft zu LPAIV vom Subtyp H7N3
und H10N7, die wahrend des Wildvogelmonitorings in den Niederlanden
bei Stockenten nachgewiesen wurden. Es wurde daher spekuliert, dass
eine Einschleppung dieser Viren in die Wirtschaftsgefligelbestéande den
Ausbruch verursacht haben kénnte (FOUCHIER et al., 2004; MUNSTER
et al., 2005).

HON2

Dem Subtyp HON2 wird, genauso wie H5N1, groBes Infektionspotential fir
Nutzgefligel unterstellt, da er ebenfalls Krankheitserscheinungen bei
Wirtschaftsgefliigel verursachen kann. In Asien wurden Viren dieses
Subtyps bereits aus der Wildvogelpopulation in Nutzgefliigelbestande ein-
getragen und breiteten sich dort stark aus (ALEXANDER, 2007;
DUCATEZ et al., 2008). Die klinische Symptomatik bei Infektionen mit
HION2 variierte von milden respiratorischen Erscheinungen bis hin zu
Todesfallen, wobei hier auch Sekundarinfektionen beteiligt waren. Bei
Wildvégeln in Nordamerika isolierte H9-Subtypkomponenten zeigten
groBe Homologie zu eurasischen H9-Isolaten der Y439-Gruppe, also mit
Viren die auch haufig in Nutzgefligelhaltungen in Hong Kong und Korea
gefunden wurden (JACKWOOD & STALLKNECHT, 2007). Die bei
anderen  HA-Subtypkomponenten festzustellende  Trennung von
eurasischen und amerikanischen Genpools wurde hier also nicht
beobachtet. Es wurde daher vermutet, dass eine Durchmischung der Gen-
pools in der Vergangenheit vielleicht durch Einfuhr von Gefligel,
insbesondere Puten, aus Nordamerika nach Europa verursacht wurde
(BANKS et al., 2000).

Wie experimentell nachgewiesen wurde, besitzen viele HIN2-Subtypen

eine Rezeptorpraferenz flir o2,6-gebundene N-Acetyl-Neuraminsauren,
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also fir Influenza-Zellrezeptoren, die haufig beim Menschen vorkommen
(MATROSOQVICH et al., 2001; WAN & PEREZ, 2007). Diesen Viren wird
daher ein zoonotisches Potential zugeschrieben. Eine Infektiositat fir den
Menschen wurde bereits mehrfach durch Erkrankungsfélle bestatigt
(MALIK PEIRIS, 2009).

2.3. Mischinfektionen

Die Relevanz von Mischinfektionen mit unterschiedlichen AIV griindet in
der Tatsache, dass sie die Voraussetzung flur ein genetisches
Reassortment bilden (HINSHAW et al., 1980; SHARP et al., 1997). Einer
der ersten Nachweise von Mischinfektionen mit aviaren Influenzaviren
gelang 1978 bei Wildenten in Alberta, Kanada (HINSHAW et al., 1978;
SHARP et al., 1997). Dort wurden im Zeitraum von 1976 bis 1990 bei 54
Voégeln Infektionen mit mehr als einem Subtyp AIV festgestellt. Bei 47
Voégeln wurden Infektionen mit zwei unterschiedlichen Subtypen, und bei
sieben Tieren mit drei verschiedenen Subtypen nachgewiesen (SHARP et
al., 1997). Am haufigsten konnten bei den mit zwei Subtypen infizierten
Voégeln die Subtypkombinationen H3N8 und H6N2, bei Dreifachinfektionen
zusatzlich noch H4N6 nachgewiesen werden, also die bei Enten generell
am haufigsten vorkommenden (Tab. II. 2) und wohl auch an die beprobten
Entenspezies am besten adaptierten Subtypen (SHARP et al., 1997). Das
Risiko flr Mischinfektionen bei juvenilen Enten im Vergleich zu Adulten
war zwar 1,6-fach héher, allerdings nicht statistisch signifikant (SHARP et
al., 1997). Bei einer Studie in Alaska fanden WANG et al. (2008) in 16 %
der AlV-positiven Kloakal-Tupferproben Mischinfektionen mit zwei bis flnf
unterschiedlichen HA-Subtypkomponenten. In einer Studie von DUGAN et
al. (2008) wurden AIV im Huhnerei vermehrt und anschlieBend durch
Sequenzierung charakterisiert. Dabei beinhalteten 26 % der Virusisolate
Mischungen aus unterschiedlichen Influenza-A-Viren.

Grundsatzlich kann genetisches Reassortment zwischen allen AlV-Viren
auftreten, die sich in einzelnen Segmenten unterscheiden, ein Risiko
besteht unter Umstédnden also auch bei Viren desselben Subtyps. So

konnten bei finf untersuchten Stockenten, die am gleichen Ort zur
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gleichen Zeit beprobt wurden und denselben Subtyp H4N6 aufwiesen, vier
unterschiedliche Genomkonstellationen (PB1, PB2, PA, NP, M, NS) fest-
gestellt werden (DUGAN et al., 2008).

Avidre Paramyxoviren (APMV), die eine ahnliche klinische Symptomatik
wie AIV verursachen und ebenfalls hamagglutinierene Eigenschaften
besitzen, missen diagnostisch von AlV unterschieden werden. So konnte
in Deutschland APMV-4 haufig bei Wildenten gefunden werden (HLINAK
et al., 2006; GLOBIG, 2007). Allerdings kommen auch Mischinfektionen
mit APMV und AIV vor. DORMITORIO et al. (2009) wiesen beispielsweise
den Subtyp H1N1 in Kombination mit APMV-1 (Erreger der Newcastle
Disease) nach.

3. Zielsetzung

Ziel dieser Studie war es, Daten Uber die aktuelle Verbreitung aviarer
Influenza-A-Viren in der Wildvogelpopulation in Bayern zu gewinnen. Zur
Bestimmung der AlV-Pravalenzen mit Bezug auf Wirtsspezifitat,
Saisonalitdt und geographischer Verbreitung sollten Wildvégel aus
verschiedenen Regionen Bayerns in die Untersuchungen einbezogen
werden. Im Mittelpunkt stand dabei die Frage nach der Existenz eines
H5N1-Reservoirs. Zudem sollten Informationen Uber vorkommende
Subtypen, insbesondere mit Gefahrdungspotential fur Wirtschaftsgeflligel,

gesammelt werden.

Die hier dargestellte Untersuchung von Wildvégeln auf aviare Influenza in
Bayern, die den Zeitraum von Juli 2007 bis Marz 2009 umfasste, wurde
vom Bayerischen Staatsministerium far Umwelt, Gesundheit und
Verbraucherschutz in Auftrag gegeben und finanziert (Projekt 07-04). Die
Laboruntersuchungen wurden im Bayerischen Landesamt fir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit in OberschleiBheim durchgefihrt.
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Mll. MATERIAL UND METHODEN

1. Probenmaterial

In die vorliegende Untersuchung wurden 6.114 Vdgel einbezogen, die
Uber einen Zeitraum von Juli 2007 bis Marz 2009 auf Influenza-A-
Virusinfektionen untersucht wurden. Der GroBteil der untersuchten Végel
(n=2943) wurde sowohl mittels Rachentupfer als auch mittels Kloakal-
tupfer (Virocult Medical Wire & Equipment, UK) beprobt, wahrend bei 135
und 91 Tieren aus organisatorischen Grinden nur Rachen- bzw. nur
Kloakal-Tupferproben entnommen werden konnten. Dabei wurden die
meisten Tupferproben in der Jagdsaison und von den JagdauslUbungs-
berechtigten selbst genommen. AuBerdem wurden Organproben
(Luftréhre, Enddarm, Lunge, Gehirn) einbezogen, die ausschlieBlich
(n=180) oder zusatzlich zu Tupferproben (n=383) entnommen wurden.
Frisch abgesetzte Kotproben (n=2765) wurden ebenfalls untersucht.

1.1. Beprobte Wildvogelspezies

Bei den Beprobungen wurden Uberwiegend Vogelarten bericksichtigt, die
zu den Risikoarten fur AIV zahlen und im Anhang Il der Entscheidung der
EU-Kommission 2007/268/EG gelistet sind (EC, 2007). Schwerpunkt-
maBig fand die Probenentnahme bei Wasserviogeln (Enten, Schwéne,
Ganse, Rallen) statt (Tab. lll. 1). Darlber hinaus wurden auch Vogelarten
mit mdglichem Nutzgefliigelkontakt (z. B. Fasane, Lachméwen) und
andere Risikoarten, wie Greifvogel und Aasfresser (z.B. Krahen)
untersucht. Es handelte sich bei den beprobten Tieren Uberwiegend um in
Bayern heimische Wildvdgel, zudem wurden im Zoo Augsburg auch
einzelne exotische Vogel (u. a. Austernfischer, Kuhreiher) mit potentiellem
Kontakt zu Wildvégeln beprobt. Die Proben von Greifvdgeln und Eulen
stammten gréBtenteils aus der Klinik far Végel (LMU Minchen) und der
Auffang- und Pflegestation in Regenstauf (LBV, 2009).
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Tabelle Ill. 1: Probenanzahl der im Studienzeitraum am haufigsten
beprobten Wildvogelspezies (n>35)

Ordnung Vogelart Wissgnschaftliche n
Bezeichnung
Stockente Anas platyrhynchos 3474
Reiherente Aythya fuligula 40
Anseriformes Graugans Anser anser 678
Kanadagans Branta canadensis 239
Hockerschwan Cygnus olor 261
Gruiformes Blédsshuhn Fulica atra 678
Galliformes Fasan Phasianus colchicus 118
Accipitriformes Mausebussard Buteo buteo 44
Turmfalke Falco tinnunculus 45
Charadriiformes Lachmoéwe Larus ridibundus 127
Passeriformes Aaskrahe Corvus corone 63
1.2. Beprobungszeitraum

Im Zeitraum von Juli 2007 bis Marz 2009 konnten in jedem Monat
Wildvogel

ordnungen (Abb. Ill. 1). Die meisten Proben wurden wahrend der Jagd-

beprobt werden, allerdings in unterschiedlichen GrdBen-
saison in den Herbst- und Wintermonaten genommen (n=2777). So liegt
die Jagdzeit der Stockente, der am haufigsten besammelten Vogelart,
zwischen dem 1. September und dem 15. Januar (Landesjagdverband
Bayern e. V.). Im FrOhjahr wurden wegen der Brut- und Schonzeit ver-
starkt Kotproben (n=2765) gesammelt. Im Sommer wurden Wildvégel
mittels eines Kanonennetzes oder per Hand zur Entnahme von Rachen-
und Kloakentupferproben eingefangen und beprobt (n=170). Darlber
hinaus konnten ganzjahrig Proben von Wildvdgeln aus Auffangstationen
und Zoos (auch exotische Végel mit potentiellem Wildvogelkontakt) (n=87)
und von verletzt aufgefundenen Tieren aus der Klinik fir Végel (n=315)

entnommen werden.
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Abbildung Ill. 1: Monatliche Verteilung der untersuchten Proben (als
prozentualer Anteil an der Gesamtprobenanzahl).

1.3. Beprobungsgebiet

Die Beprobungen fanden bayernweit statt, wobei sich zwischen den
Regierungsbezirken die relativen Anteile am Probengesamtaufkommen
unterschieden. In die Untersuchungen wurden Proben aus 69 von 71
Landkreisen in Bayern einbezogen. Wassergefligel wurde Uberwiegend
im Rahmen von GroBjagden beprobt, die v. a. in Schwaben (Landkreis
Donau-Ries) und Oberbayern (Landkreise Pfaffenhofen an der lim und
Freising) stattfanden. Beim Lebendfang wurden Standorte an Seen (u. a.
Bodensee, Wohrder See, Starnberger See, Altmihlisee), Teiche, Bache
und Flisse Bayerns, die von futterzahmen Wasservdgeln genutzt werden,

bevorzugt.
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2. Labormaterial
2.1. Zellen
MDCK - Zellen

1%ige HUhnererythrozytenlésung

ATCC®Nr. CCL-34

Klinik far Végel, LMU
Minchen

2.2. Chemikalien, Reagenzien und Nahrmedien
DEPC-H,0 Invitrogen
Ethanol 100 % Merck
Isopropanol Merck
Methanol 100 % Merck
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP) Invitrogen
Phosphate buffered saline (PBS) PAA
Tween-20 Roth

0,1 MDTT Invitrogen
RNase-Out Invitrogen

IC2-RNA (Kontroll-RNA fir die pan AIV
RT-rPCR)

Antikdrper und Konjugate

Anti-AlV Kaninchenserum

Anti-Kaninchen Peroxidase-Konjugat

Agaroseqgel 1 bzw. 2%ig

1 bzw. 2 g Agarose
100 ml TAE-Puffer
3 ul (0,01 pg/ul) Ethidiumbromidlésung

Friedrich-Loeffler-
Institut (FLI)

Dr. Voigt, FLI TUbingen

Promega

Gibco
Gibco
Roth
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Zellkulturmedium
Minimal Essential Medium (MEM)

(Earle’s Salze)

Zuséatze fur Zellkultur
7,5 % Bikarbonat (Bic)

FBS (fétales bovines Serum)

Gentamycin
Nicht-essentielle Aminosauren (NEA)
Penicillin G

Streptomycin

Medium fiir Tupfer- und Organproben

MEM mit Glutaminzusatz

10 % fotales bovines Serum (FBS)
1 % Antibiotika-Antimykotica:
10.000 U/ml Penicillin,

10.000 pg/ml Streptomycin,

25 ug/ml Amphotericin B

2 % Fungizone:

250 pg/ml Amphotericin B

0,3 % Gentamycin

Medium flir Kotproben

MEM mit Glutaminzusatz

10 % fotales bovines Serum (FBS)
10 % Antibiotika-Antimykotica:
10.000 U/ml Penicillin,

10.000 pg/ml Streptomycin,

25 ug/ml Amphotericin B

0,3 % Gentamycin

Gibco

PAA
PAA
PAA
PAA
Grinenthal

Hefa Pharma

Gibco
PAA
Gibco

Gibco

Gibco

Gibco
PAA
Gibco

Gibco
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2.3. Puffer und Lésungen
Physiologische Kochsalzlésung
8,0 g NaCl ad 1000 ml Aqua bidest

Lésungen far die Immunfluoreszenz:
Fixierlésung

3 Teile Ethanol (100%ig) und

1 Teil Methanol (100%iQ)

Waschldsung |

2 Teile Aqua bidest und
1 Teil Waschlésung Il
Waschlésung |l

PBS mit

0,1 % Tween 20
Substratlésung

Vector VID

50x TAE-Puffer bzw. 1x TAE-Puffer
TE-Puffer

6x DNA-Ladepuffer

100 bp-GréBenmarker

24. Enzyme
HotStar Taq DNA Polymerase
SuperScript || Reverse Transkriptase

SuperScript Il Platinum Tag DNA
Polymerase

Applichem

Merck
Merck

PAA
Roth

Vector Laboratories

Gibco
Applichem
Sigma

Invitrogen

QIAGEN
Invitrogen

Invitrogen

FOr Reaktionen mit diesen Enzymen wurden die vom jeweiligen

Enzymhersteller mitgelieferten  Puffer

verwendet.

und weiteren Reagenzien
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2.5. Kits

QlAamp Viral RNA Mini Kit QIAGEN
QlAamp Virus BioRobot 9604 Kit QIAGEN
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN

Bei der Anwendung dieser Kits wurden die vom jeweiligen Hersteller

mitgelieferten Puffer und weiteren Reagenzien verwendet.

2.6.

Fir die Reverse Transkription wurden Random-Primer der

Primer

Firma
Invitrogen verwendet. Alle anderen genutzten Primer wurden von der Fa.
MWG-Biotech AG (Ebersberg) synthetisiert.

2.6.1. Primer fir die Real-time PCR

Primername ' s ;

for/rev Sequenz (5°-3’) Zielgen Quelle

IVA-1 AGA TGA GTC TTC _

for TAA CCG AGG TCG Matrix- (SPACKMAN

IVA-1 TGC AAA AAC ATC protein et al., 2002)

rev TTC AAG TYT CTG

IVA-2 TCG AGG GCG ACA IC2 (interne

for CCC TG heterologe (HOFFMANN

IVA-2 CTT GTA CAG CTC Kontroll- et al., 2006)

rev GTC CAT GC RNA)

H5LH1 ACA TAT GAC TAC (SPACKMAN

for CCACARTATTCAG et al., 2002)
H5

H5RH1 AGA CCA GCT AYC mod. EU-RL

rev ATG ATT GC Weybridge

Sequenzen auf Anfrage beim FLI H7 ELI

erhaltlich

Sequenzen auf Anfrage beim FLI N1 FLI

erhaltlich

H1-F1 GCG ATC TAY TCM (RINDER et

for ACW RTC H1 al., in Vor-

HR-YY AGT AGA AAC AAG bereitung)

rev GGTGTTTTT YY
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Primername

for/rev Sequenz (5’-3’) Zielgen Quelle
H2-F1 CAA ATC CTT GCY
for ATH TAY GC Ho
HR-AA AGT AGA AAC AAG
rev GGTGTTTTT AA
H3-F1 ATA TCA TGC TTY
for TTGYTKTGT G H3
HR-AA AGT AGA AAC AAG
rev GGTGTTTTT AA
H4-F1 ATT TCM TTY TCC
for ATATCATGY H4
HR-YY AGT AGA AAC AAG
rev GGTGTTTTTYY
H6-F1 TGT GTA TCA AAT
for YCT YGC YAT HTA

TAG H6
HR-YY AGT AGA AAC AAG
rev GGTGTTTTTYY
H8-F1 GGC GGC CAG TCT
for YTGC H8 (RINDEF{ et
HR-YY AGT AGA AAC AAG al., In Vor-
rev GGTGTTTTTYY bereitung)
H9-F1 TTA TTC GAC TGY
for CGC CTC HY
HR-RC AGT AGA AAC AAG
rev GGTGTTTTT RC
H10-F2 ATG CTT TGT ACT
for TYT RGC YG H10
HR-AA AGT AGA AAC AAG
rev GGTGTTTTT AA
H11-F1 CAG CAA TCA TYA
for TGG GKT TC H11
HR-RC AGT AGA AAC AAG
rev GGTGTTTTT RC
H12-F1 CAG CAG TGT TGC
for CTC AAG H12
HR-AA AGT AGA AAC AAG
rev GGT GTTTTT AA
H13-F2 AGA CGA YAR YGT
for TTAYAA AGC A H13
HR-YY AGT AGA AAC AAG

rev

GGT GTTTTT YY
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2.6.2. Primer und FragmentgroBen fiir die konventionelle PCR

rev

AAG GGT GTT
TTT RC

Primername Zielgen und
for/rev Sequenz (5-3’) Fragment- Quelle
groBe
INF-9 AGC AAA AGC N2/
for AGG AGT GAA
INF-10 ATG AAA TGG 523 bp
rev AAC ACC CAA
INF-11 TGA CAC ART N2/2 .
for ACA TGA TAG (FUCHS, in
INF-12 TGG AAW CAA 505 bp Vorbereitung)
rev TGC TAT AAT
INF-13 CTG CAG AGA N2/3
for CAA CTG GAA 558 b
INF-14 TTC TAA AAT TGC P
rev GAA AGC
N3-F AGA TCR GGC
for TTT GAA RTC ATC
AAA GT N3 (FEREIDOUNI
N3-R CAT TGT CTA RTC 247 bp et al., 2009)
rev CAC AGA AAG
TAA CTATAC

H3-F1 ATATCATGC TTY
for TTG YTKTGT G H3

- AGT AGA AAC 125 bp
HR-AA AAG GGT GTT (RINDER et
rev TTT AA al., in Vor-

bereitung)

H9-F1 TTATTC GAC TGY
for CGC CTC H9
HR-RC AGT AGA AAC 125 bp
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2.7. Sonden fiir die Real-time PCR
Sonden' 3 Ll H
name Sequenz (5°-3’) Zielgen Quelle
IVA-1 FAM-TCA GGC CCC CTC Matrix- (SPACKMAN
Sonde AAA GCC GA-BHQ1 protein et al., 2002)
IC2 (interne
IVA-2 HEX-AGC ACC CAG TCC heterologe (HOFFMANN
Sonde GCC CTG AGC A-BHQ1 Kontroll- et al., 2006)
RNA)
AlV-H5- HEX-TCA ACA GTG GCG H5 (SPACKMAN
1 _HEX AGT TCC CTA GCA-BHQ1 et al., 2002)
Sequenzen auf Anfrage beim FLI erhaltlich H7 FLI
Sequenzen auf Anfrage beim FLI erhaltlich N1 FLI
ROX-CGC GAT CTG GGG
H1-S1 GCA VTC AGY TTC TGG H1
ATG TGA TCG CG-Dabcyl
FAM-CGC GAT CTG GGC
i AAT CAT GAT RGC TGG
H2-S1 GAT YTC GAT CGC G- H2
Dabcyl
FAM-CGC GAT GAR AGG
H3-S1 CAA YAT TAG RTG CAA H3
CAA TCG CG-Dabcyl
(RINDER et
TEX-CGC GAG AAA CAT al., in Vor-
H4-S1 CCG GTG YCA GAT TCG H4 bereitung)
CG-Dabcyl
HEX-CGC GAT TGG GTC
H6-S5 TTT GGA TGT GTT CAA H6
ATG ATC GCG-Dabcyl
HEX-CGC GAT CTT GCT
H8-S1 GGA GGT TTA ATC CTG H8
GGC GAT CGC G-Dabceyl
FAM-CGC GAT TGG GGT
H9-S1 TTG CTG CCT TYY TKT H9

TAT CGC G-Dabcyl
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Sonden-

name Sequenz (5’-3)

Zielgen Quelle

HEX-CGC GAT CAR AAT
H10-S1 GGR AAC ATG CGA TGC
ACA GAT CGC G-Dabcyl

H10

ROX-CGC GAT CTA GYA
H11-S1 ATG GRT CAT GTA GAT
GTA CCG ATC GCG-
Dabcyl

H11
(RINDER et

al., in Vor-

TEX-CGC GAT CTG TCA
H12-S1 AAA TGG AAA TGT TCG
TTG TAC GAT CGC
GCGC-Dabyl

bereitung)
H12

FAM-CGC GAT CTG CAT
H13-S2 TGC AAG YAG TRT TGT
RYT RGT GAT CGC G-
Dabcyl

H13

2.8. Gerate und Laborhilfsmittel
Begasungsbrutschrank

Eierbrutschrank

Elektrophoresekammer Agagel Midi-Wide
Lichtmikroskop, Axiovert 40 C
Geldokumentationssystem

Laborwaage CP622-0CE
Mikrowellengerat

Pipetten

Real-time PCR-Gerat Mx3000P™ und
Mx3005P®

Schierlampe
Sterilbank Lamin Air
Sterilfilter 45 nm

Tissue Lyser
Thermocycler Trio
Vortex Genie 2

Zentrifugen

Heraeus
Ehret-Grumbach
Whatman-Biometra
Zeiss

Biometra

Sartorius

Bartscher
Eppendorf, Abimed

Stratagene

Blohm
Heraeus

Sartorius Stedim
Biotech

QIAGEN
Whatman-Biometra
Scientific Industries

Eppendorf, Hettich
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2.9. Software
Die Analyse und der Vergleich der Nukleotid- und Aminosauresequenzen
wurden mit Hilfe der DNAMAN Software von Lynnon BioSoft Version
5.2.9. durchgefihrt.

Die Analyse der Agarosegelelekirophorese erfolgte mit der zur Gel-
dokumentation gehérenden Software BioDocAnalyze (BDA) liveH Version

2.46.8.1 von Biometra.

Die Real-Time PCR-Ergebnisse wurden mit der MxPro™ QPCR Software

(Stratagene) ausgewertet.

3. Methoden der Probenentnahme bei Wildvogeln

3.1. Organisation

Zur Probenbeschaffung konnte eine enge Kooperation des Bayerischen
Landesamtes fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit mit dem
Bayerischen Landesamt fur Umwelt in Garmisch-Partenkirchen, dem
Bayerischen Jagdverband und der Klinik fir Végel der LMU Muinchen
initiiert werden. Bevor jedoch mit dem Lebendfang begonnen werden
konnte, wurden tierschutz- und naturschutzrechtliche Genehmigungen bei
den zusténdigen Behdrden und den Regierungen von Bayern eingeholt.
Nachfolgend wurden Kontakie zu Zoos, Tierparks und Auffang- und
Pflegestationen aufgenommen und Plane fir moégliche Beprobungsorte
beim Lebendfang ausgearbeitet. Dartiber hinaus musste fir jede einzelne
Fangaktion zuerst die Erlaubnis des zustandigen Jagdaustbungsbe-
rechtigen eingeholt werden.

3.2. Lebendmonitoring

Die Proben des Lebendmonitorings stammten von eingefangenen
Wasservdgeln (n=170), von Tieren aus Auffangstationen und Zoos (auch
exotische Vogel mit potentiellem Wildvogelkontakt) (n=87) und von ver-



I1l. Material und Methoden 48

letzt aufgefundenen Wildvdgeln aus der Klinik fir Voégel (n=315).
Zusatzlich wurden noch 2765 Kotproben von freilebenden Végeln ge-

sammelt.

Der Lebendfang erfolgte entweder mit Hilfe eines Kanonennetzes (Abb.
[ll. 2) oder per Hand (BUB, 1995). Beim Lebendfang mit dem Kanonen-
netz wurde ein druckluftgefilltes Rohr unter Verwendung von 10 bar mit
einem Messingzylinder, an dem das dreieckige Fangnetz befestigt ist,
bestlckt und mit Hilfe eines Stativs in die richtige Schusshdhe gebracht.
Im nachsten Schritt wurden das Fangnetz aufgerollt und die futterzahmen
Enten mdglichst nah an die Netzrolle gelockt. Nachfolgend wurde das
Druckluftgeschoss mit Hilfe einer Batterie ausgelést und somit der
Messingzylinder inklusive Netz Uber die Wasservdgel geschossen.

Darlber hinaus wurden im Rahmen des trinationalen Influenza-Gemein-
schaftsprojektes ,Constanze”, an dem Arbeitsgruppen aus Deutschland,
der Schweiz und Osterreich beteiligt sind, einmal jahrlich am Bodensee-
ufer auf bayerischer Seite, Hockerschwane per Hand eingefangen und auf
Vorkommen von AIV untersucht (Abb. Ill. 3). Alle Tiere, die lebend
gefangen werden konnten, wurden beringt und Daten zu Vogelart,
Geschlecht, Alter und Gesundheitszustand erhoben.
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Abbildung lll. 2: Zum Lebendfang verwendetes Kanonennetz, benétigte
Utensilien und Fangbeispiel.
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Abbildung lll. 3: Handfang von Schwanen am Bodensee im Rahmen des
Influenza-Gemeinschafts-Projektes ,Constanze®.

3.3. Jagdmonitoring

Das Probenmaterial stammte von 2.777 in der Jagd erlegten
Wasservdgeln. Da die Tiere grdBtenteils im Flug erlegt wurden, kann
davon ausgegangen werden, dass es sich Uberwiegend um gesunde,
klinisch unauffallige Végel handelte. Wenn trotzdem Auffalligkeiten vor-
lagen, wurden diese von den Jagdaustbungsberechtigten in das Be-

probungsprotokoll eingetragen.

3.4. Probenmanagement und —aufbereitung

Die Entnahme der Tupferproben erfolgte durch kreisférmige Bewegungen
des Tupfers entlang der Schleimhaute der Kloake und des Rachens.
Durch diese Vorgehensweise sollte gewdhrleistet werden, dass das
Tupfermaterial méglichst viele Zellen enthalt.

Die selbst entnommenen Kot-, Tupfer- und Organproben wurden auf
Trockeneis tiefgefroren in das Bayerische Landesamt fir Gesundheit und
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Lebensmittelsicherheit in OberschleiBheim verbracht. Aus der Jagd
stammende Tupferproben wurden (berwiegend von Jagdausibungs-
berechtigten entnommen und entweder durch die Jager selbst oder die

zustandigen Veterinaramter gekihlt per Post eingesandt.

Im nachsten Schritt wurden die Tupferproben mit 2 ml des Antibiotika- und
Antimykotika-haltigen Mediums fir Tupfer- und Organproben versetzt,
30 min bei 4 °C inkubiert und schlieBlich gut durchmischt in ein 2 ml
Reaktionsgefal abgefullt.

Bei den Kotproben wurde zun&chst mit dem Medium fir Kotproben eine
10%ige Aufschwemmung hergestellt. Die Lésung wurde nachfolgend bei
4 °C fOr 30 min inkubiert. Nach Zentrifugation fiir zehn Minuten bei
2000 U/min wurde der Uberstand unter Verwendung von Filtern mit einer
Porenweite von 0,45 nm sterilfiltriert und in ein 2 ml Reaktionsgefal abge-
fallt.

Bei vorhandenen Organproben wurden erbsengroBe Stlcke von Luft-
réhre, Enddarm, Lunge und Gehirn eines Tieres in einem 2 ml Reaktions-
gefaB mit einem Stahlkigelchen (5 mm &, QIAGEN) und 1 ml des Tupfer-
mediums versetzt und in einem Tissue Lyser bei 25 Hz drei Minuten ge-
schreddert.

Die Probenmaterialien wurden entweder, bei sofortiger Aufbereitung und
Untersuchung, kurzfristig (bis 24 h) im Kihlschrank gelagert, oder bis zur
weiteren Untersuchung bei -80 °C eingefroren. Je nach Probenumfang
wurde nach dem Auftauen Material von bis zu flnf Einzeltupfer- oder Kot-
proben flir die Genomnachweise gepoolt. Im Falle einer positiven PCR-
Reaktion wurde dann auf die Einzelproben zurlickgegriffen und erneut

untersucht.

3.5. Statistik

Um Ruickschlisse auf die Verbreitung aviarer Influenzaviren ziehen zu
kénnen, wurden Pravalenzen berechnet und genauer analysiert. Die
Pravalenz (P) bezeichnet die Anzahl vorkommender Krankheitsfalle in
einer bestimmten Risikopopulation wéahrend einer bestimmten Zeitperiode
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oder zu einem bestimmten Zeitpunkt (www.vetgeb.uzh.ch/PDF/Epi

Vorlesung.pdf). Die Berechnung erfolgte mit folgender Formel:

P=a x 100/n

P= Pravalenz in %
a = Anzahl AlV-positiver Tiere

n = Anzahl der untersuchten Tiere

Die statistische Auswertung mittels Chi®-Test erfolgte mit Hilfe des
Programmes Epi Info Version 6. Fir die Berechnung der Konfidenzinter-

valle wurde die Software SPSS verwendet.

4. Molekularbiologische Methoden

4.1. Nukleinséaureisolierung

Mit Hilfe des QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
wurde nach Herstellerangaben RNA aus Tupfer- und Allantoisflissigkeiten
sowie aus Organ- und Kotproben extrahiert. Dabei wird nach dem Prinzip
einer Festphasenextraktion die RNA an die Silikagelmembran eines
Saulchens gebunden. Zunachst wurden 560 pl AVL-Puffer vorgelegt und
mit 5,6 pl Carrier RNA (cRNA) und 5 pl interner heterologer Kontroll-RNA
(IC2) versetzt. Im zweiten Schritt wurden jeweils 140 pl Probenmaterial
oder DEPC-H,0 firr die Extraktionskontrollen (EK) (fir 1 bis 14 Proben
mindestens eine EK) zugegeben, 10 s kraftig geschittelt und bei Raum-
temperatur fir 10 min inkubiert. AnschlieBend wurden 560 pl 100%iger
Ethanol zugegeben und die GeféaBe sanft geschwenkt. Nachfolgend
wurden die Proben in zwei Schritten (jeweils 630 pl) auf Saulchen
aufgetragen. Es folgten jeweils einminltige Zentrifugationsschritte bei
8000 U/min, die Saulchen wurden jeweils in ein neues Auffanggefaf
Ubertragen. Im nachsten Schritt erfolgten zwei Waschschritte mit jeweils
500 pul Waschpuffer 1 (AW1), gefolgt von 1 min Zentrifugation bei
8000 U/min und dann Waschpuffer 2 (AW 2) und Zentrifugation fir 3 min
bei 14000 U/min. Nach nochmaliger einminltiger Zentrifugation bei
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8000 U/min, wurde das Saulchen in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3 Uber-
tragen. Im letzten Schritt wurde die RNA mit 60 pl des Elutionspuffers,
nach einmindtiger Inkubationszeit und Zentrifugation bei 8000 U/min,
eluiert. Die gewonnene RNA wurde entweder bei -80 °C gelagert oder in

die Reverse Transkription eingesetzt.

Wenn sehr groBe Probenzahlen (z. B. Kotproben) vorlagen, wurde der
Pipettierroboter Hamilton Microlab Starlet genutzt. In diesem Voll-
automaten far die RNA-Extraktion wurden in einem Lauf bis zu 96 Proben
extrahiert. Hierzu wurde das QlAamp Virus BioRobot 9604 Kit (QIAGEN,
Hilden, Germany) verwendet, das ebenfalls nach dem Prinzip einer Fest-
phasenextraktion funktioniert, in der RNA an die Silikagelmembran eines

Saulchens gebunden wird.

4.2. Reverse Transkription (RT)

Fiar die konventionellen Reverse Transkriptions (RT)-PCRs und die
Multiplex RT-Real-time PCRs (RT-rPCRs) wurde DNA als Ausgangs-
material bendtigt, deshalb musste die gewonnene RNA in komplementare
DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Fir ein Ansatzvolumen von 20 pl
wurden 10,5 ul RNA zusammen mit 1 ul Random-Primer (0,03 pg/ul) und
0,5 ul dNTP (je 25 mM) in ein 0,2 ml PCR-GefaRB pipettiert. Der Ansatz
wurde fir 5 min bei 65 °C erhitzt und anschlieBend sofort fir mindestens
eine Minute auf Eis gestellt. In der Zwischenzeit wurde der Reaktionsmix
angesetzt: pro Ansatz 4 ul 5x-First-Strand-Puffer, 2 ul DTT (0,1 M), 1 pul
RNase-Out (40 U/ul) und 1 ul Superskript 1l Reverse Transkriptase
(200 U/ul). Nachfolgend wurde der Reaktionsmix dem Proben-Primer-Mix
zugesetzt und das gesamte Volumen 10 min bei 25 °C und 1 h bei 42 °C
erhitzt. In den anschlieBenden 15 min bei 70 °C wurde die Transkriptase
deaktiviert. Die erhaltene cDNA wurde bis zur Verwendung als Template
fir die PCRs bei -20 °C gelagert.
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4.3. Real-time PCR

4.3.1. Pan AlV RT-Real-time PCR (RT-rPCR)

Der Nachweis von Influenza-A-Genom erfolgte zunachst in einer One step
RT-rPCR nach SPACKMAN et al. (2002), in der ein bei allen Subtypen
hoch konserviertes 100 bp-Fragment aus dem Matrixprotein-Gen
detektiert wird (sog. pan AIV RT-rPCR oder M-PCR). Das Protokoll nach
SPACKMAN et al. (2002) wurde durch ein heterologes internes
Kontrollsystem (IC2) erganzt, bei dem Nicht-AlV-Kontroll-RNA, die bereits
bei der Extraktion zugegeben wurde, in cDNA umgeschrieben und in der
PCR amplifiziert wird (HOFFMANN et al., 2006). Zur Kontrolle der RNA-
Extraktion und zum AusschluB einer Inhibition der PCR wurden neben
dem heterologen internen Kontrollsystem (IC2), RNA-Extraktions-
Kontrollen (EK), No Template-Kontrollen (NTC) und mindestens eine
Positivkontrolle (PK) mitgefiihrt. Nach Herstellung des Mastermixes (Tab.
[ll. 2) wurden je 20 ul vorgelegt und anschlieBend 5 pul RNA-Template
zugefugt. Die RT-PCR erfolgte nach dem in Tabelle Ill. 3 dargestellten

Thermalprofil.
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Tabelle lll. 2: Reaktionsvolumina und -konzentrationen der Mastermix-
Komponenten fir die pan AlIV RT-rPCR

Mastermix-Komponente Volumen Konzentration
DEPC-H20 2,5ul
2x Reaction Mix 12,5 ul
gK&(\arPScript [l Platinum Taq 1,0l

olymerase
[VA-1Primer-Sonden-Mix: 2,0 ul
20 pl Primer IVA-1 for 100 pm/ul
30 pl Primer IVA-1 rev 100 pm/ul
2,5 ul Sonde IVA-1 (FAM) 100 pm/ul
[IVA-2 Primer-Sonden-Mix: 2,0 ul
5 pl Primer IVA-2 for 100 pm/ul
5 pl Primer IVA-2 rev 100 pm/pl
2,5 ul Sonde IVA-2 (HEX) 100 pm/pl
Gesamtvolumen Mastermix 20 pl
Zugabe des RNA-Templates 5ul
et 25

Tabelle lll. 3: Thermalprofil fir die pan AlV RT-rPCR und die H5-, H7- und

N1-Subtypisierungs-RT-rPCR

Reverse Transkription (RT) 50 °C 30 min

Inaktivierung RT/ 94 °C 5 min

Initiale Denaturierung

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 57 °C (pan AlV) 30s Zyicl)en
bzw. 56 °C

Elongation 68 °C 30s
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Alle Real-time PCR-Ergebnisse der pan AlV RT-rPCR wurden anhand der
Jthreshold cycle® (ct)-Werte beurteilt, wobei nur Proben mit einem
signifikanten Anstieg der Fluoreszenz Uber das Basislevel bis Zyklus 38
als positiv, alle anderen ct-Werte (gréBer als 38) negativ bewertet wurden.
Um von einer erfolgreichen Extraktion und PCR sprechen zu kénnen,
sollte die IC2-RNA jeweils mit ct-Werten zwischen 26 und 34 nachweisbar

sein.

Von allen in der pan AIV RT-rPCR positiv reagierenden Proben wurden
500 pl Tupferflissigkeit zur Bestatigung und weiteren Abklarung an das

Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems versandt.

4.3.2. RT-rPCR zur H5-, H7- und N1-Subtypisierung

Die weitere Analyse der in der pan AlV RT-rPCR positiven Proben auf die
Subtypkomponenten H5, H7 und N1 erfolgte mittels einer spezifischen
RT-rPCR (SPACKMAN et al.,, 2002), entsprechend der Angaben des
Nationalen Referenzlabors flr Aviare Influenza (Friedrich-Loeffler-Institut,
Insel Riems) (Tab. Ill. 3 und Tab. Ill. 4). Es wurden ebenfalls RNA-
Extraktionskontrollen (EK), No Template-Kontrollen (NTC) und pro Sub-
typkomponente mindestens eine Positivkontrolle mitgefihrt. Nachfolgend
wurden die gleichen Mengen Mastermix und RNA-Template, wie bei der
pan AlV RT-rPCR, vorgelegt und die PCR mit dem Temperaturprogramm
aus Tabelle 1. 3 durchgefihrt. Analog zur pan AlIV RT-rPCR wurden alle
Real-time PCR-Ergebnisse der H5-, H7-, N1-Subtypisierungs-PCR
anhand der ct-Werte beurteilt, wobei nur Proben mit einem signifikanten
Anstieg der Fluoreszenz Uber das Basislevel bis Zyklus 38 als positiv und

alle anderen ct-Werte (gréBer als 38) als negativ bewertet wurden.



I1l. Material und Methoden

57

Tabelle Ill. 4: Reaktionsvolumina und -konzentrationen der Mastermix-
Komponenten fir die H5-, H7- und N1-Subtypisierungs-RT-rPCR

Reaktionsansatz

Mastermix-Komponente Volumen Konzentration
DEPC-H20 0,5 ul
2x Reaction Mix 12,5 ul
guperScript [l Platinum Taq DNA 1.0l

olymerase
AlV-H5.1 Primer-Sonden-Mix: 2,0 ul
20 pl Primer H5LH1 100 pm/pul
20 pl Primer H5RH1 100 pm/pul
2,5 ul Sonde AlIV-H5 (HEX) 100 pm/pul
AlV-H7-2 Primer-Sonden-Mix: 2,0 ul
20 pl Primer AIV-HA7_1593-F 100 pm/pul
20 pl Primer AIV-HA7_1740-R 100 pm/ul
2,5 ul Sonde AIV-HA7_1649 (TEX) 100 pm/ul
AlIV-N1-3 Primer-Sonden-Mix: 2,0 ul
25 pl Primer N1-3-F 100 pm/ul
25 pl Primer N1-3-R 100 pm/ul
3,0 ul Sonde AIV-N1-3 (FAM) 100 pm/ul
Gesamtvolumen Mastermix 20 ul
Zugabe des RNA-Templates 5ul
Gesamtvolumen 25 i

4.3.3. Multiplex RT-rPCR zur Typisierung der Hamagglutinine H1-

H4, H6 und H8-H13

FiOr die Hamagglutinintypen von H1 bis H13 wurden zur direkten Sub-

typisierung aus Probenmaterial Real-time PCRs, in Form von Multiplex-
PCR-Tests, entwickelt (RINDER et al., in Vorbereitung). Die Multiplex-
PCR-Tests wurden als drei Triplex-PCRs fiur H1/H6/H13, H3/H11/H12 und
H4/H8/H9 und zwei Duplex-PCRs fir H2/H10 und H5/H7 konzipiert.
Zudem wurden zur Bestatigung fir jede einzelne Subtypkomponente
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Singleplex-PCR-Protokolle verwendet. Allerdings wurde die H5/H7-Duplex
in der vorliegenden Studie nicht angewendet, da durch die vom FLI
empfohlene RT-rPCR zur H5-, H7- und N1-Subtypisierung bereits

Ergebnisse vorlagen.

Die Multiplex RT-rPCR wurde zundchst unter den empfohlenen
Bedingungen fir alle Influenza-A-positiven, H5- und H7-negativen Proben
mit einem ct-Wert kleiner oder gleich 35 (n=131) durchgeflhrt. Hier kam
es aber, v. a. bei Anwendung der H1/H6/H13-Triplex-PCR bei H6 (HEX-
Kanal) zu vielen unspezifischen nicht sigmoiden Reaktionsverldufen.
Nachfolgend wurden daher der H1- und H13-Nachweis in Form einer
Duplex- und der H6-Nachweis in Form einer Singleplex-PCR fortgeflhrt. In
der neuen H6-Singleplex-PCR wurde die Konzentration an H6-
spezifischem Forward-Primer von 50 pM auf 30 uM erniedrigt, womit die
unspezifischen Reaktionen deutlich reduziert werden konnten. Dariber
hinaus wurde die Annealingtemperatur bei allen Multiplex-PCRs zun&chst
um 5 °C und in einem zweiten Versuch um 10 °C angehoben. Beide
Annealingtemperaturen mit héherer Hybridisierstringenz fihrten zu einer
zusatzlichen Minimierung der unspezifischen Reaktionsverlaufe. Jedoch
konnte bei einer Annealingtemperatur von 60 °C die H13-Positivkontrolle
nicht mehr detektiert werden. SchlieBlich wurden alle PCRs mit einer
Annealingtemperatur von 55 °C durchgefihrt. Die Pipettierschemata fir

die verwendeten Tests sind in Tabelle Ill. 5 dargestellt.
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Tabelle lll. 5: Pipettierschemata fir die HA-Multiplex-PCR

H3/H11/H12

2,5  ul 10x-Puffer
5,5 ul 25 mM MgCl,
75 ulHO

0,5 pl 50 uM H3-F1
0,5  pl 50 uM H11-F1
0,5  pl 50 uM H12-F1
1 ul 50 uM HR-AA
1 ul 50 uM HR-RC

H4/H8/H9

2,5 pl 10x-Puffer
7,5  pl 25 mM MgCl,
6,5 uHO

0,5 pl 50 uM H4-F1
1 pl 50 uM H8-F1
0,5 pl 50 uM H9-F1
0,5 ul50uM HR-RC
1 pl 50 uM HR-YY

H2/H10

2,5 pl 10x-Puffer
4,5  ul 25 mM MgCl,
12,65 ul HO

0,5 pl 50 uM H2-F1
0,25 pl 50 uM H10-F2
1 pl 50 uM HR-AA
0,3 pl10 uM H2-S1
0,3 pl10 uM H10-S1

1 pl 10 pM H3-S1 1 pl 10 pM H4-S1 0,25 pldNTP

1 pl10 uyM H11-S1 | 0,5  pl 10 uM H8-S1 0,25 pl HotStar Taq
1 pl 10 yM H12-S1 | 0,5  pl 10 uM H9-S1 2,5 pulcDNA

0,25 pldNTP 0,25 pldNTP | -

0,25 ul HotStar Taq 0,25 pl HotStar Taq 25 pl

2,5 ulcDNA 2,5 ulcDNA

25 ul 25 ul

H1/H13 H6

2,5 pl 10x-Puffer
6,5 ul 25 mM MgCl,
9,75 ulHO

1 pl 50 uM H1-F1
0,5  pl50 uM H13-F2
1 pl 50 uM HR-YY
0,25 10 uM H1-S1
0,5 pl10uMH13-S2
0,25 pldNTP

0,25 pl HotStar Taq
2,5 pl cDNA

2,5 pl 10x-Puffer
6,5 pl 25 mM MgCl,
11,35 ul HO

0,15 I 50 uM H6-F1
1 pl 50 uM HR-YY
0,5 pl10 uM He6-S5
0,25 I dNTP

0,25 pl HotStar Taq
2,5 pl cDNA
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Die PCRs wurden entweder in 0,2 pl ReaktionsgefaBen oder 96-Loch
Microplatten in einem Real-time PCR-Thermocycler (Mx3000P™ oder
Mx3005P®) nach folgendem Thermalprofil durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung 95 °C 14 min 30 s
Denaturierung 95 °C 30s

. 50
Annealing 55 °C 60 s Zyklen
Elongation 72 °C 30s

Bei der Ergebnisauswertung wurden alle Proben als positiv gewertet, die
einen signifikanten Anstieg der Fluoreszenz Uber das Basislevel bis
Zyklus 45 und einen sigmoiden Reaktionsverlauf aufwiesen. Alle ct-Werte
gréBer als 45 wurden negativ bewertet. Bei fraglichen und nicht-sigmoiden
Reaktionsverlaufen wurden die jeweiligen Proben in der entsprechenden

Singleplex-PCR wiederholt.

4.4. Konventionelle PCR

4.41. Bestatigung der HA-Mischinfektionen

Zur Bestéatigung der Mischinfektionen mit H3 und H9 bzw. H6 und H13
wurden die jeweiligen konventionellen Singleplex-PCR-Protokolle ange-
wandt. Die PCR-Reaktionen wurden in 50 pl-Ansatzen mit 2,5 pyl 25 mM
MgClz, 5 pl 10x PCR-Puffer, 0,5 pl dNTP (jeweils 25 mM), 1 pl (50 uM)
jedes Primers, 0,5 ul (5 U/ul) Hotstar Taqg DNA Polymerase, 1 ul Template
und DEPC-H.0 ad 50 ul durchgefiihrt. Die PCR erfolgte nach folgendem

Thermalprofil:

Initiale Denaturierung 95 °C 15 min
Denaturierung 95 °C 60 s

. 50
Annealing 50 °C 60 s Zyklen
Elongation 72 °C 60 s
Finale Elongation 72 °C 7 min
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4.4.2. Anwendung N2-Gen-spezifischer Primer

Zum Nachweis von N2-Neuraminidase-Komponenten wurde bei allen
noch nicht endgultig subtypisierten H5-positiven Proben und Virusisolaten
eine konventionelle RT-PCR mit einem N2-spezifischen Primerpaar,
INF-11 und INF-12, mit dem das mittlere Drittel des Neuraminidase-Gens
amplifiziert wird, durchgefuhrt. Bei einer Probe wurde die vollstdndige
Sequenz der N2-Komponente ermittelt. Hierzu wurden zusatzlich die
fehlenden 5‘- und 3'-Fragmente des Gens in zwei konventionellen RT-
PCRs mit den Primerpaaren INF-9 und 10 bzw. INF-13 und 14 amplifiziert.
Nach einer Reversen Transkription mit Random-Primern wurden die PCR-
Reaktionen in 50 pl-Ansatzen mit 2 pul 25 mM MgCl,, 5 pl 10x PCR-Puffer,
0,5 pl ANTP (jeweils 25 mM), 1 pl (50 uM) jedes Primers, 0,5 pl (5 U/ul)
Hotstar Taqg DNA Polymerase, 1 pul Template und DEPC-H,0 ad 50 ul
durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen fir die PCR-Amplifikation waren

folgende:
Initiale Denaturierung 95 °C 15 min
Denaturierung 95 °C 60 s
. 50
Annealing 45 °C 60 s Zyklen
Elongation 72 °C 60 s
Finale Elongation 72 °C 5 min

4.43. Anwendung N3-Gen-spezifischer Primer

In einer konventionellen N3-spezifischen RT-PCR (FEREIDOUNI et al.,
2009) wurden alle H5-positiven, N1- und N2-negativen Proben, sowie die
nach wie vor untypisierten Virusisolate untersucht. Das N3-spezifische
Fragment wurde wie bei FEREIDOUNI et al. (2009) angegeben ampli-

fiziert.

4.5. Agarosegelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung der in der PCR generierten
Nukleinsaurefragmente erfolgte je nach FragmentgrdBe Uber 1 und 2%ige
Agarosegele (1 bzw. 2 g Agarose pro 100 ml 1x TAE-Puffer). Zur spéateren
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Visualisierung der DNA-Banden wurde 3ul (0,01 pg/ul)
Ethidiumbromidlésung pro 100 ml Gel zugesetzt. Nach der Polymerisation
des Gels wurden die DNA-Proben, mit Gel-Ladepuffer vermischt, in die
Geltaschen aufgetragen. Um die ProduktgroBen bestimmen zu kdnnen,
wurde zudem ein 100 bp-GrdBenmarker aufgetragen.

Die Auftrennung der DNA erfolgte fir 1%ige Gele bei 90 Volt und fir
2%ige Gele bei 120 Volt fir 45 bzw. 50 min in TAE-Puffer.

Der Nachweis der DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe eines digitalen Gel-
dokumentationssystems (Biometra), womit die Doppelstrang-DNA in den

Gelen bei kurzwelligem UV-Licht (A=254nm) analysiert wurde.

4.6. Gelaufreinigung der DNA

Falls PCR-Produkte flr Sequenzierungen benétigt wurden, wurden die
DNA-Fragmente auf einer Leuchtplatte mit langwelligem UV-Licht
(A=360nm) dargestellt und aus dem Agarosegel ausgeschnitten.
AnschlieBend wurden sie mit dem QIlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
nach Angaben des Herstellers extrahiert: Zunachst wurden die aus-
geschnittenen Banden in einem 1,5 ul ReaktionsgefaB mit 800 ul QG-
Puffer versetzt und bis zur Auflésung des Gels (ca. 15 min) bei 50 °C
inkubiert. Im zweiten Schritt wurden 200 pl Isopropanol hinzugefliigt und
gut durchgemischt. Nachfolgend wurden die Proben in zwei Schritten
(jeweils 500 ul) auf Saulchen aufgetragen. Es folgten jeweils einmin(tige
Zentrifugationsschritte bei 13000 U/min, die Saulchen wurden jeweils in
ein neues Auffanggefal Ubertragen. AnschlieBend erfolgten zwei Wasch-
schritte: zuerst mit 500 pl QG-Puffer, gefolgt von 1 min Zentrifugation bei
8000 U/min und dann mit 750 ul Waschpuffer PE und Zentrifugation fir
1 min und 13000 U/min. Nach nochmaliger 1mindtiger Zentrifugation bei
13000 U/min, wurde das Saulchen in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB gegeben
und die DNA mit 30 ul5 mM Tris-HCI (pH 8,5), nach einmindtiger
Inkubationzeit und Zentrifugation bei 13000 U/min, eluiert. Die so ge-

wonnene DNA konnte nun zur Sequenzierung genutzt werden.
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4.7. DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die Sequenzierung der HA-Komponenten der Mischinfektionen und der
N3-Subtypkomponenten wurde bei der Firma Eurofins MWG (Martinsried)
in Auftrag gegeben. Fir die Sequenzierreaktionen wurden jeweils die
gleichen Primer wie fir die PCR verwendet. Die nachfolgende Analyse der
erhaltenen Sequenzen erfolgte mit Hilfe der DNAMAN Software von
Lynnon BioSoft Version 5.2.9. Dabei wurden kurze, sich Uberlappende
Amplifikat-Sequenzen aneinander gelegt und somit die komplette
Sequenz gebildet. Zur Identifizierung &hnlicher Sequenzen wurden
BLAST-Analysen durchgefiihrt (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

5. Virologische Methoden

5.1. Virusisolierung im embryonierten Hiihnerei

Die Beimpfung der Allantoishéhle erfolgte bei zehn bis elf Tage alten
embryonierten spezifisch pathogenfreien (SPF) Hlhnereiern mit 0,2 ml
Tupferflissigkeit pro Ei und zwei Eiern pro Probe. Die Eier wurden dann
weitere funf Tage bei 37 °C bebritet und jeden Tag mit der Schierlampe
auf abgestorbene Embryonen untersucht. Die Allantoisflissigkeit wurde
entweder nach Abtéten der Embryonen nach flinf Tagen oder bei
Feststellen des Embryonaltods geerntet und in der pan AIV RT-rPCR auf
Vorliegen von Influenzavirus-A-Genomkopien getestet. Dabei wurde 8,3 %
der Gesamt-RNA aus 140 pl Allantoisflissigkeit eingesetzt.

Hamagglutinationstest (HA)

Bei einem Teil der geernteten Allantoisflissigkeiten wurde auch der
Hamagglutinationstiter bestimmt. Beim Hamagglutinationstest (HA)
wurden in einer 96 Well-Mikrotiterplatte in die ersten Vertiefungen der
obersten Reihe je 50 ul der Allantoisflissigkeit im Doppelansatz vorgelegt,
zudem wurde eine Erythrozytenkontrolle mitgefthrt. Die Verdinnung der
Probe erfolgte in 2er Verdinnungsschritten, als Verdinnungsvorlage

wurden ab der 1:2 Verdinnungsreihe je 25 pl physiologische NaCl-Lésung
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vorgelegt. AnschlieBend wurden in alle Vertiefungen 50 ul einer 1%igen
HUhnererythrozytensuspension hinzupipettiert und nach grindlicher
Mischung fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Ergebnis konnte
durch Schraghaltung der Platte abgelesen werden. Im negativen Fall
sedimentieren die Erythrozyten und sammeln sich zu einem Knopf am
Boden der Vertiefung. Im positiven Fall agglutinieren die Erythrozyten mit
dem Virusantigen und kdénnen daher nicht sedimentieren. Als HA-Titer
wurde die letzte Verdinnung, bei der noch eine Agglutination stattfand,

bezeichnet.

5.2. Zellkultur

5.2.1. Virustitration in Madin Darby Canine Kidney (MDCK) -Zellen

Nach erfolgreicher Vermehrung im Huhnerei und Charakterisierung der
Hamagglutininkomponente oder des AIV-Subtyps wurde die AlV-haltige
Allantoisflissigkeit von sechs selektierten Wildvogelproben in log10
Verdinnungen simultan mit der Zelleinsaat von MDCK Zellen inokuliert
(0,1 ml/Vertiefung von 24-Lochplatten, vier Vertiefungen pro Ver-
dinnungsstufe). Die beimpften Zellen wurden anschlieBend in einem Zell-
kulturbrutschrank bei 37 °C, 5% CO. und 95 % Luftfeuchtigkeit fr
mindestens vier Tage inkubiert. Die Bildung eines zytopathogenen Effekt

(cpE) wurde taglich lichtmikroskopisch beurteilt.

Zur genauen Bestimmung einer Virusprasenz in den Endverdinnungen
wurde noch eine Immunfluoreszenz durchgefihrt. Hierzu wurde zunéchst
der Zelliberstand in den 24-Lochplatten abgekippt und die Vertiefungen
dreimal mit der Waschlésung | gewaschen. Im nachsten Schritt wurden
die Zellen mit einem Ethanol-Methanol-Gemisch (Fixierlésung) 20 min bei
4 °C fixiert. AnschlieBend wurde die Platte ausgeklopft, getrocknet, einmal
mit Waschlésung | gewaschen und nochmals ausgeklopft. Im weiteren
Vorgehen wurden die Zellen mit einem AIV Nukleoprotein (NP)-spezifisch
reaktiven Serum (Anti-AlV Kaninchenserum) in der Verdinnung 1:500, 1 h
bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Darauf folgten drei

Waschschritte mit Waschlésung Il. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation
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mit einem Anti-Kaninchen Peroxidase-Konjugat, wie oben beschrieben
und drei Waschschritte mit Waschlésung Il. Um eine NP-spezifische
Antikdrperreaktion sichtbar und mikroskopisch auswertbar zu machen,
wurden die Zellen sodann mit einer Substratlésung ca. 10-15 min im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit
Waschlésung |, wurde die Waschlésung | als Stopplésung auf die Platte

gegeben und dort belassen.

Wenn eine Braunfarbung der Zellen erkennbar war, wurde die Reaktion
als positiv beurteilt. Die abschlieBende Berechnung der Zellkultur-
Infektionstiter erfolgte nach Spaerman und Kaerber (MAYR et al., 1974).

logio  KIDsy — Endpunkiverdinnung = X —g+dz (%)

Xo: logio des reziproken Wertes der Verdinnung, bei der alle

Reagenten positiv sind;

d: logio des Verdinnungsfaktors (d=0,3 bei einem Verdinnungsfaktor
von 1:2; d=0,7 bei 1:5; d=1,0 bei 1:10);

n: Zahl der Reagenten, die fur jede Verdinnung eingesetzt wurden;

r: Anzahl der positiven Reagenten pro Gruppe.

Beginnend mit der Verdinnungsstufe Xo und endend mit der hdéchsten
Verdinnungsstufe, in der noch positive Reagenten vorhanden sind,
werden alle positiven Reagenten addiert und durch die Anzahl der pro
Verdinnungsstufe eingesetzten Reagenten geteilt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Pravalenzen des AlV-Genomnachweises bei
Wildvogeln in Bayern

Im Untersuchungszeitraum von Juli 2007 bis Marz 2009 wurden
insgesamt 78 Vogelarten aus 14 Ordnungen beprobt. Zudem konnten in
allen Kalendermonaten und in allen Regierungsbezirken Bayerns Proben

entnommen werden, allerdings in unterschiedlichen GréBenordnungen.

Eine detaillierte Ubersicht zu den beprobten Vogelarten, der jahres-
zeitlichen bzw. saisonalen Gesamtbetrachtung und den Beprobungsorten
ist in den Tab. IX. 1 bis IX. 3 im Anhang gelistet.

1.1. Speziesspezifische Pravalenzen

Der GroBteil, und zwar 5.131 der 6.114 untersuchten Proben, stammt von
Voégeln aus fiunf Arten: So wurden 3.474 Stockenten (Anas
plathyrhynchos), 40 Reiherenten (Aythya fuligula), 678 Grauganse (Anser
anser) und 261 Hobckerschwane (Cygnus olor) aus der Ordnung
Anseriformes und 678 Blasshihner (Fulica atra) aus der Ordnung
Gruiformes untersucht. Bei insgesamt 223 Wildvigeln, die zu den
genannten Spezies zédhlen, konnten mittels RT-rPCR nach SPACKMAN et

al. (2002) Influenza-A-Virusinfektionen nachgewiesen werden.

Im  Studienzeitraum wurden am haufigsten bei  Stockenten
(Anas platyrhynchos), die zu den Grlndelenten zahlen, Influenza-A-
Virusgenome nachgewiesen (Pravalenz 6,2 %). In der Nachweisfrequenz
folgte eine Tauchentenart, und zwar die Reiherente (Aythya fuligula), mit
einer Nachweisrate von 5,0 %. Wesentlich geringere Pravalenzen konnten
bei Héckerschwanen (Cygnus olor), Blasshihnern (Fulica atra) und
Graugansen (Anser anser) festgestellt werden (Tab. IV. 1). Der Pravalenz-
unterschied von AIV-Genom aus diesen drei Vogelspezies im Vergleich
zur Stockente und zur Reiherente war statistisch signifikant (Chi?=85,6;
p<0,001).



IV. Ergebnisse 67

Tabelle IV. 1: AlV-Genomnachweis und Zahl der H5- und N1-Nachweise
aus Wildvogelproben von Juli 2007 bis Marz 2009 unterteilt nach
Vogelarten, 95 %-Konfidenzintervalle (95 %-Kl) siehe Tab. IX. 1 im
Anhang (n. n. = nicht nachgewiesen)

Proben-

anzahl AlV positiv H5 N1
Vogelart

n | % | n | % n %l | n | oP
Stockente c c c c
Anas 3474 | 56,8 | 214 | 6,2 | 52 |24,3 | 15 7,0
platyrhynchos
Graugans 678 | 11,1 | 1 | 0,1 n. n. n. n.
Anser anser
Blé§shuhn 678 | 11,1 2 0,3 n. n. 1 50,0
Fulica atra
Hdbckerschwan 261 | 4,3 4 1,5 1 25,0 n. n.
Cygnus olor
Reiherentg 40 0,7 2 5,0 n. n. n. n.
Ayhtya fuligula
Restliche Arten 983 | 16,1 n. n. n. n. n.n.

c c c c

Gesamt 6114 |100,0| 223 | 36 | 53 [23,8 | 16 7,2

abezogen auf die Gesamtprobenanzahl jeweiliger Vogelspezies.
b
bezogen auf Influenza-A-positive Proben jeweiliger Vogelspezies.

Cdavon einmal HPAIV H5N1, Typ Asia.

1.2. Saisonale Pravalenzen

Die héchste monatliche Pravalenz der Infektionen mit AlV bei Wildvégeln
wurde jeweils im September festgestellt, und zwar 19,5 % (75 von 384
untersuchten Proben) im September 2008 und 9,3 % (31 von 334) im
September 2007. In den Monaten Juli und August 2007, April bis Juli 2008
sowie Februar und Marz 2009 konnten jeweils keine Influenzavirus-

infektionen nachgewiesen werden (Abb. V. 1).

Die jahreszeitliche Gesamtbetrachtung des Studienzeitraumes zeigt, dass
im Herbst (Sept — Nov "07-"08) (9,1 %; 95 %-Kl: 8,71-11,50) und Winter
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(Dez 07 und 08, Jan — Feb "08-'09) (2,6 %; 95 %-Kl: 1,83-3,74), im
Gegensatz zu Frihjahr (Mrz — Mai "08, Marz "09) (0,1 %; 95 %-KI:0,01-
0,42) und Sommer (Juli - Aug 07, Juni - Aug "08) (0,2 %; 95 %-KI:0,02-
0,65) signifikant hdéhere Pravalenzen nachweisbar waren (Chi2=182,8;
p<0,001) (Tab. IX. 2). Somit war das relative Risiko fiir die Wildvogel mit
AlV infiziert zu sein in den Herbst- und Wintermonaten 51,1 bzw. 14,5-mal
so hoch wie in den Sommermonaten (Abb. IV. 1).
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Abbildung IV. 1: Monatliche Verteilung der prozentualen Nachweisrate
von Influenza-A-Genom im Studienzeitraum mit Angabe der 95 %-
Konfidenzintervalle.

1.3. Regionale Pravalenzen

Die Beprobungen fanden bayernweit statt. Allerdings variierte das
Probengesamtaufkommen in den einzelnen Regierungsbezirken und war
in Oberbayern mit 2.737 untersuchten Végeln am hdchsten, in
Unterfranken mit 255 Tieren am niedrigsten (Tab. IV. 2). Auf Ebene der
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Landkreise lagen Proben aus 69 von insgesamt 71 Landkreisen Bayerns
vor. Die meisten der 6.114 Proben stammten aus dem oberbayerischen
Landkreis Minchen (n=562) und hier mit einem Anteil von 39,5 % aus der
Klinik far Vbgel der LMU Minchen.

Genome aviarer Influenzaviren wurden in allen sieben Regierungs-
bezirken nachgewiesen, allerdings mit signifikanten Unterschieden in der
Nachweishaufigkeit (Abb. IV. 2). So reichte die AlV-Pravalenz von 9,6 %
fir Schwaben (109/1133; 95 %-Kl: 7,97-11,49) bis 0,5 % fur Mittelfranken
(3/549; 95 %-KI: 0,11-1,59) (Chi2=47,5; p<0,001) (Tab. IV. 2).

Auf Landkreisebene bestanden ebenfalls signifikante Unterschiede in der
AlV-Pravalenz. So wurden nur in 33 von 71 Landkreisen aviére Influenza-
Viren bei Végeln nachgewiesen. In den Landkreisen Wirzburg, Donau-
Ries, Unterallgdu und Bad Tdélz war die Nachweisrate besonders hoch
(Abb. IV. 2). Die fir die einzelnen Landkreise ermittelten AlV-Pravalenzen

sind in der Tabelle IX. 3 im Anhang dargestellt.
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Tabelle IV. 2: AlV-Genomnachweis und Zahl der H5- und N1-Nachweise
aus Wildvogelproben von Juli 2007 bis Marz 2009 unterteilt nach
bayerischen Regierungsbezirken, 95 %-KI siehe Tab. IX. 3 im Anhang,
(n. n. = nicht nachgewiesen)

Proben-

anzahl AlV positiv H5 N1

Regierungs-
bezirk

n % n %a n %b n %b

Oberfranken 289 4.7 12 4.2 1 8,3 1 8,3

Unterfranken | 255 4,2 4 1,6 n. n. 2 50,0
Mittelfranken | 549 | 9,0 3 0,5 n. n. n. n.
Oberpfalz 512 | 84 16 | 3,1 2 12,5 n.n.
Niederbayern | 639 | 105 | 17 | 2,7 n. n. 1 5,9
c c c c

Oberbayern 2737 | 448 | 62 2,3 5 8,1 6 9,7

Schwaben 1133 | 18,5 | 109 | 9,6 45 41,3 6 5,5

Gesamt 6114 | 100,0 | 223 | 3.6 | 53° | 23,8° | 16° | 7,2°

abezogen auf die Probenanzahl aus jeweiligem Regierungsbezirk.

b
bezogen auf Influenza-A-positive Proben aus jeweiligem Regierungs-
bezirk.

Cdavon einmal HPAIV H5N1, Typ Asia.
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Abbildung IV. 2: Regionale Verteilung der prozentualen Nachweisrate
von Influenza-A-Genom im Studienzeitraum.

2. AlV-Nachweise bei unterschiedlichen Proben-
materialien

Aviare Influenzaviren wurden am haufigsten in Kloakal (K)-Tupfern (6,4 %)
nachgewiesen, im Gegensatz zu sehr viel geringeren Pravalenzen in
Rachen (R)-Tupfern (0,9 %), Organproben (0,7 %) und Kotproben (0,5 %)
(Chi?=311,7; p<0,001).

Waéhrend der ct-Mittelwert (M) der pan AIV RT-rPCR bei den K-Tupfern
16,9 (SD: 3,5) betrug, waren die ct-Mittelwerte fir die anderen Proben-
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materialien stets gréBer als 30 (R-Tupfer: M: 35,2; SD: 2,4; Organproben:
M: 35,5, SD: 2,8; Kotproben: M: 33,4, SD: 2,9). Bei einer semi-
quantitativen Auswertung der ct-Werte zeigt dies eine héhere AIV-Genom-
Kopienzahl in K-Tupfern im Vergleich zu den anderen Probenarten
(Abb. V. 3).

Dartber hinaus wurde nur bei 16 Tieren sowohl im K-, als auch im R-
Tupfer AIV-Genom detektiert, obwohl fur insgesamt 2.943 Wildvdgel
jeweils beide Tupferarten vorhanden waren. Bei 15 der 16 Tupferpaare
wiesen die K-Tupfer (M: 28,7, SD: 3,8) niedrigere ct-Werte als die R-
Tupfer (M: 34,3, SD: 2,5) auf. Zum gréBten Teil konnte Influenza-A-
Genom aber nur in der Kloake (178 von 2943) und nur gelegentlich nur im
Rachen (12 von 2943) detektiert werden.
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Abbildung IV. 3: Ci-Mittelwerte und prozentuale Nachweisrate von
aviarem Influenzavirusgenom in Kloakal- (K), Rachentupfern (R),
Organen und Kot.
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3. Charakterisierung und Subtypisierung von AlV

Alle AIV-Genom-positiven Wildvégel wurden zunachst auf Vorliegen von
H5, H7 und N1 und nachfolgend auf die restlichen HA-Typen von H1 bis
H13 untersucht. So konnten bei 58,3 % (n=130) der insgesamt 223
Influenza-A-positiven Proben die Hamagglutinin-Komponente und bei
26,0 % (n=58) der Neuraminidase-Subtyp bestimmt werden. Ein Nachweis
der vollstdndigen Subtypkombination gelang bei 50 Proben (22,4 %).
Hiervon wurden zwdélf Subtypkombinationen vom Nationalen Referenz-
labor bestimmt, jeweils einmal HIN1, H1N9, H3N1, H3N2, H5N1, H5N3,
HION2, H10N9, H11N2 und H11N9 sowie zweimal H4N6.

Eine Gesamtlbersicht der in den einzelnen Landkreisen nachgewiesenen
HA- und N-Subtypkomponenten befindet sich im Anhang in Tab. IX. 4 und
IX. 5.

3.1. Subtypisierung der Himagglutinkomponente

Die Multiplex RT-rPCRs fur H1-H4, H6 und H8-H13 wurden fur alle
Influenza-A-positiven Proben mit einem ct-Wert kleiner oder gleich 35, die
in der H5/H7-PCR negativ getestet wurden, angewendet. Damit wurden
131 von 170 bis dahin noch nicht typisierten AlV-positiven Proben weiter
untersucht.

Bei 58,8 % (77 von 131) dieser Proben konnte der Hamagglutinintyp be-
stimmt werden. Davon handelte es sich bei drei Kloakentupfern von
Stockenten um eine Mischinfektion mit jeweils zwei unterschiedlichen
Hamagglutinin-Subtypkomponenten (H3/H9, H6/H13 und H9/H10).

Der hochvirulente Subtyp H5N1/Typ Asia wurde im Untersuchungs-
zeitraum in Bayern einmal nachgewiesen, und zwar durch das FLI im
Januar 2009 bei einer erlegten Stockente. Das beprobte Tier stammte aus
einer Jagdstrecke im Landkreis Starnberg, bei der noch weitere 34
Stockenten und vier Kanadaganse erlegt wurden, die allerdings alle im
Influenza-A-Genom-PCR-Nachweis negativ waren.
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Bei 52 Végeln, und zwar ausschlieBlich aus den Herbstmonaten 2007 und
2008, sowie vom Winter 2008, wurden H5-Subtypkomponenten ohne N1-
Komponente detektiert. Die positiven Proben stammten, mit einer
Ausnahme, von Stockenten (n=51), lediglich ein Hb&ckerschwan war
ebenfalls H5-positiv (Tab. IV. 1). Die Pravalenzunterschiede zwischen den
einzelnen Regierungsbezirken waren statistisch signifikant: W&hrend von
September bis Oktober 2008 zum Beispiel in Oberbayern nur 0,6 % der
untersuchten Proben (n=321) H5-positiv waren, waren es im gleichen
Zeitraum in Schwaben 12,7 % (n=251) (Chi’=34,9; p<0,001). Alle H5-
Subtypkomponenten wurden vom Nationalen Referenzlabor (NRL) far
Aviare Influenza (Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), Insel Riems) nach Be-
stimmung einer monobasischen Hamagglutinin-Spaltstellensequenz als
niedrig pathogen (LPAI) bewertet.

Bei einer Stockente (J1/137), die in der Jagdsaison 2007 im Landkreis
Donau-Ries erlegt wurde, wurde der AlIV-Subtyp mittels Sequenzierung
der Hamagglutinin- und Neuraminidasekomponente als H5N2 bestétigt
(A/mallard/Bavaria/1/2007 (H5N2)). Die Sequenzen fir das Hamagglutinin
und die Neuraminidase von A/mallard/Bavaria/1/2007 (H5N2) sind in der
Genbank hinterlegt und unter den Zugangs Codes (accession numbers)
FJ648285 und FJ648284 zu finden.

Die Subtypkomponente H7 konnte im gesamten Studienzeitraum nicht

nachgewiesen werden.

Neben H5 wurden in der vorliegenden Studie die HA-Typen H1, H2, H3,
H4, H6, H9, H10, H11 und H13 detektiert. Bei der Stockente, der am
haufigsten beprobten Art, wurden mit Ausnahme von H7, H8 und H12 alle
HA-Subtypkomponenten von H1 bis H13 nachgewiesen. Diese Art
bestatigt also das breiteste Spektrum an AlV-HA-Subtypkomponenten. Bei
zwei Blasshihnern wurden die HA-Komponenten H10 und H13, bei der
Graugans H9, bei den Hoéckerschwanen H5 und H6 und bei den
Reiherenten H11 detektiert. Die Subtypkomponente H5 wurde mit 23,8 %
am haufigsten nachgewiesen, gefolgt von H11 (12,1 %) und H9 (5,8 %).
Bei den 50 vollstandig subtypisierten AlIV dominierten H5N3 mit einem
Anteil von 56,0 %, gefolgt von H1N1 mit 12,0 %.
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Bei Betrachtung der regionalen und saisonalen Subtypverteilung fiel auf,
dass im September 2008 bei zwei Jagden im gleichen Jagdrevier
Oettingen-Spielberg im Landkreis Donau-Ries der HA-Typ H5, und dabei
der Subtyp H5N3 mit Abstand am haufigsten vorkam. Hier wurde H5 bei
31 Végeln nachgewiesen, das entsprach 16,1 % der untersuchten Tiere
(n=192) und 55,4 % der AlV-positiven Voégel (n=56). Darlber hinaus
waren von den H5-positiven Tieren 80,6 % H5N3-positiv (n=25). Im
Landkreis Pfaffenhofen an der lim konnte, bei einer Jagd im Oktober
2008, die Subtypkomponente H11 (n=14) bei 6,8 % der untersuchten
(n=205) und 48,3 % der Influenza-A-Virusgenom positiven (n=29) Wasser-
vogel festgestellt werden (Abb. IV. 4).
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Abbildung IV. 4: Prozentuale Nachweisrate der Subtypkomponenten H1
bis H13 in den bayerischen Landkreisen (H5-/H7-Subtypisierung nach
SPACKMAN et al. (2002), restliche HA-Typen nach RINDER et al. (in
Vorbereitung);

AO=Altétting; CHA=Cham; DEG=Deggendorf; DLG=Dilingen an der
Donau; DON=Donau-Ries; ND=Neuburg-Schrobenhausen; PAF=Pfaffen-
hofen an der Ilm; WUN=Wunsiedel).

3.1.1. Bestatigung der Mischinfektionen

Bei drei Stockenten wurden mittels Multiplex RT-rPCR Mischinfektionen
mit unterschiedlichen HA-Subtypkomponenten nachgewiesen, und zwar je
einmal H3+H9, H6+H13 und H9+H10. Bei diesen Vbgeln wurden die HA-
Typen in den entsprechenden Singleplex RT-rPCR-Tests bestatigt (Abb.
IV. 5). Bei einem Vogel, Probennummer 112, wurde zusétzlich das Vor-
liegen von H3 und H9 mittels Durchfiihrung von konventionellen
Singleplex-PCRs verifiziert. Dabei wurden die Sequenzen durch
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Agarosegelelektrophorese (Abb. IV. 6) der PCR-Produkte, nachfolgender
Sequenzierung und BLAST-Analyse eindeutig als H3 und H9 identifiziert.

/* Probe 119

ﬂ-q-‘e'ﬁq

SN L ERRRRRRREY!

i

Positivkontrolle HI-4 /”

Probe 112

Abbildung IV. 5: Darstellung der Reaktionsverlaufe der Probe 112 in der
H3- und H9-spezifischen Real-time Singleplex-PCR.
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Abbildung IV. 6: Agarosegelanalyse (2%iges Gel) der nach H3- und H9-
Singleplex-PCR erhaltenen DNA-Produkte: In der Probe 112 wurden
Produkte in der erwarteten Gr6Be nachgewiesen (ProduktgrdBe je 125 bp,
Pfeil). Zur GréBenbestimmung wurde ein 50 bp-Standard verwendet.

3.2 Subtypisierung der Neuraminidasekomponente
Die Neuraminidase-Komponente konnte bei insgesamt 26,0 % der

Influenza-A-positiven Tiere bestimmt werden:

Zunachst wurden alle Influenza-A-Genom-positiven Proben auf Vorliegen
der Neuraminidase-Komponente N1 untersucht. Wenn entweder die
Hamagglutinin-Komponente H5 nachweisbar war oder Virusisolate
gewonnen werden konnten, wurden diese Proben zusatzlich auf N2 und
N3 untersucht.
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Die Neuraminidase-Komponente N1 wurde 16-mal nachgewiesen, und
zwar in Proben aus den Herbst- und Wintermonaten des Studien-
zeitraumes (Tab. IX. 2 im Anhang). Sie kam am haufigsten in Kombination
mit der H1-Subtypkomponente vor (n=6), gefolgt von zweimal H3 und
jeweils einmal mit H5, H6, H10 und H11.

Mittels konventioneller N2-spezifischer RT-PCR wurde bei vier Proben der
Subtyp H5N2 und bei einer Probe H3N2 festgestellt. Weitere drei Subtyp-
kombinationen wurden vom FLI detektiert, und zwar H3N2, HON2 und
H11N2.

Der Nachweis von N3-Subtypkomponenten erfolgte in einer
konventionellen N3-spezifischen RT-PCR nach FEREIDOUNI et al.
(2009). In dieser PCR wurden alle H5-positiven, N1- und N2-negativen
klinischen Proben (n=32), sowie die nach wie vor untypisierten
Virusisolate (n=2) untersucht. Bei 85,3 % (n=29) der untersuchten Proben
konnte die N3-Subtypkomponente bestimmt werden (Abb. IV. 7; Tab.
IV. 3). Auffallig war, dass es sich beim GroBteil (n=26) der N3-sub-
typisierten AIV-Genom positiven Proben, um Material von erlegten Stock-
enten aus zwei Jagden im selben Jagdrevier (Oettingen-Spielberg) im
Landkreis Donau-Ries handelte (Tab. IV. 3). Die bei diesen Jagden im
September 2008 erlegten Wildvdgel erwiesen sich zu 29,2 % (56/192) als
Influenza-A-Virusgenomtrager und davon zu 44,6 % (25/56) als Trager
des Subtyps H5N3. Die PCR-Produkte von AIV aus zwei Voégeln
(J182/31K und J182/38K) wurden mittels Sequenzierung und BLAST-
Analyse als N3 bestatigt.

Zudem konnte das Nationale Referenzlabor zwei N6-Subtypkomponenten
in Kombination mit H4 und eine N9-Komponente in Kombination mit H11

bestimmen.
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Abbildung IV. 7: Agarosegelanalyse (1%iges Gel) der nach
konventioneller N3-PCR erhaltenen DNA-Produkte: Beispielhafte
Darstellung flr zehn H5-positive Proben (erwartete ProduktgrdoBe 247 bp,
Pfeil; NTC = no template control). Zur GréBenbestimmung wurde ein 100
bp-Standard verwendet.
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Tabelle IV. 3: Ergebnisse der pan AIV RT-rPCR und der N2- und N3-
Subtypisierung von Wildvogelproben von Juli 2007 bis Marz 2009
unterteilt nach bayerischen Landkreisen, Abklrzungen flr die Landkreise
wie in Abb. IV. 4 (n. n. = nicht nachgewiesen)

Landkreis AlV positiv N2 N3
(LK) n %a n %b n %b
AO 8 3,6 n.n n.n
CHA 7 3,1 2 28,6 n.n
DEG 13 5,8 n.n n.n
DLG 6 2,7 n.n 2 33,3
DON 89 39,9 4 4,5 26 29,2
ND 9 4,0 n.n n.n
PAF 31 13,9 n.n n.n
WUN 10 4,5 1 10,0 n.n
Restliche

LKC 50 22,4 1 2,0 1 2,0
Gesamt 223 100,0 8 3,6 29 13,0

a . .
bezogen auf die Gesamtanzahl Influenza-A-positiver Proben.

b
bezogen auf Influenza-A-positive Proben aus jeweiligem Landkreis.

Cl'Jbersicht Uber alle beprobten Landkreise im Anhang Tabelle IX. 3.
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4. Virusisolierung

4.1. Virusisolierung im embryonierten Hiihnerei

Mit Material aus 75 Tupferproben (70 K- und 5 R-Tupfer) und sechs Kot-
proben, in denen 42 H5-, 13 N1- und 26 andere HA-Typen (H1-H4, H6,
H9-H11, H13) vorlagen, wurde eine Virusvermehrung im embryonierten
Huhnerei versucht. Bei 12,3 % (n=10) der verimpften Proben wurde eine
Virusvermehrung durch positive Reaktionen entweder in der pan AIV RT-
rPCR mit ct-Werten zwischen 12,7 und 22,6, der am Tag des Absterbens
des 1. Embryos geernteten Allantoisfllissigkeiten, festgestellt. Dartber
hinaus bestatigten auch HA-Titer > 1:8 und das Absterben der Embryonen
die produktive Virusvermehrung in der Allantoisflissigkeit (Tab. IV. 4).

Bei einem Virusisolat wurde eine Mischinfektion mit aviaren Paramyxo-

viren festgestellt, die vom FLI als APMV-4 diagnostiziert wurden.

4.2, Zellkulturinfektion und Virustiter

Durch Verimpfen von log10 Verdinnungen der Allantoisflissigkeiten, die
aus der Virusisolierung von K-Tupfern von sechs AlV-positiven Stockenten
stammten in MDCK-Zellen konnten Virustiter im Bereich zwischen 10 3°
und 10 *° pro ml berechnet werden (Tab. IV. 4). Ein zytopathogener Effekt
(cpE) wurde nach simultaner Inokulation der Zellen mit allen Proben bis zu
einer Verdiinnungsstufe von 107 beobachtet.

Die Infektion der Zellen mit AlV wurde mittels Immunhistochemie mit Hilfe
von Nukleoprotein-spezifischen Antikérpern bestatigt (Abb. V. 8).
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Tabelle IV. 4: Virusisolierung von Influenza-A-Viren aus Kloakaltupfern
von Stockenten (Anas platyrhynchos). Ergebnisse des Virusgenom-
nachweises in der pan AIV RT-rPCR sind als ct-Werte und Ergebnisse des
Hamagglutinationstestes sind als Endpunktverdinnung der noch
h&amagglutinierenden Allantoisflissigkeit (HA) angegeben

(p. i. = post inokulationem; n. d. = nicht durchgefthrt)

Virusnachwets Absterben MDCK

ST sty | Tupter | et |
ct HA ot | (Tagep.i.) (log10)
J31/5K H4N6 | 28,0 n.d. | 17,8 11 10 *%/ml
J182/2K | H3Nx | 23,7 1:32 | 13,3 2/2 10 **/ml
J182/32K | H5N3 | 26,3 1:32 | 16,6 2/2 10 **/ml
J182/41K | H5N3 | 20,7 1:8 | 13,9 2/4 10 *¥/ml
J182/66K | H3N2 | 33,4 1:32 | 12,7 2/2 10 **/ml
J182/79K | H3N3 | 25,7 1:32 | 14,1 2/2 10 **/ml

azwei beimpfte Eier, Zeitangaben fur 1. Ei/2. Ei.
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Abbildung IV. 8: Immunhistochemischer Nachweis (Braunfarbung) der
AlV-Infektion von MDCK-Zellen mit Nukleoprotein-spezifischen Anti-
kérpern.



V. Diskussion 85

V. DISKUSSION

Das Ziel dieser Studie war es, Daten Uber die aktuelle Verbreitung aviarer
Influenza-A-Viren in der Wildvogelpopulation in Bayern zu gewinnen. Im
Mittelpunkt stand dabei die Frage nach der Existenz eines H5N1-
Reservoirs und der Rolle niedrigvirulenter H5- und H7-Subtyp-
komponenten bei Wildvogeln. Zudem sollten die AlV-Pravalenzen mit
Bezug auf Saisonalitat, Wirtsspezifitat, geographische Lokalisation und
Subtypverteilung festgestellt werden. Weiterhin wurden grundlegende
Daten =zur AlV-Verteilung ermittelt, um eine Aussage Uber das
Eintragsrisiko fur AIV aus Wildvdgeln in Nutzgefligelbestéande treffen zu
kénnen. Bisher konnte weltweit noch nicht eindeutig geklart werden,
welche Aspekte hierbei die bedeutendere epidemiologische Rolle spielen.
Derzeit wird hauptsachlich das Infektionsrisiko, dass von Wildvbgeln,
Nutzgefligel, dem Handel mit Gefligelprodukten oder von mechanischen
Vektoren (u.a. Personen- und Fahrzeugverkehr) ausgehen kann,
diskutiert.

Im Zusammenhang mit dem Vorkommen hochvirulenter H5N1-Subtypen
in den letzten Jahren bei Wildvégeln in Bayern, stellten sich diese Fragen
wieder verstarkt. Da flr Bayern bisher nur unzureichende Daten und
Erkenntnisse vorlagen, wurden von 2007 bis 2009 Wildvbgel aus ver-

schiedenen Regionen und nahezu allen Landkreisen Bayerns untersucht.

1. Angewandte Methoden

1.1. Pan AIV RT-Real-time PCR (RT-rPCR)

Die pan AIV RT-rPCR nach SPACKMAN et al. (2002), bei der ein flr alle
aviare Influenzaviren hoch konservierter Abschnitt des Matrixproteingens
amplifiziert wird, stellt mittlerweile eine weltweit angewandte Standard-
Methodik zur Detektion von AIV-Genom dar (O.l.E., 2009c). Sie wird auch
vom Nationalen Referenzlabor fir Aviare Influenza fir die amtliche
Diagnostik empfohlen. lhre Anwendbarkeit als One-Step RT-rPCR, bei der

Reverse Transkription und PCR unmittelbar aufeinander folgend im selben



V. Diskussion 86

GefaB durchgefihrt werden und bei der das Vorliegen eines spezifischen
Produktes Uber fluoreszierende Sonden in Echtzeit angezeigt wird,
verringert das Kontaminationsrisiko und erméglicht ein schnelles
Testergebnis. Zudem ist die Sensitivitat dieses Tests sehr hoch, so wurde
die Nachweisgrenze mit 1000 Genomkopien pro Ansatz angegeben
(SPACKMAN et al., 2002). Als Ausgangsmaterial fir den Virusnachweis
wurde unter anderem Kot verwendet, der wegen seines hohen Gehalts an
Substanzen, die die PCR hemmen kénnen, als problematisch gilt. Diese
PCR-Inhibitoren werden haufig bei der RNA-Extraktion aus dem klinischen
Material nicht wirkungsvoll genug abgetrennt. Zur Kontrolle des Vor-
kommens von inhibitorischen Substanzen, also von méglicherweise falsch
negativen Proben wurde daher, wie vom Nationalen Referenzlabor
empfohlen und zur Verflgung gestellt, bereits bei der RNA-Extraktion eine
interne heterologe Nicht-AlV-Kontroll-RNA (IC2) zugegeben, die mit ent-
sprechenden Primern und Sonden in der RT-rPCR stets nachzuweisen
war (HOFFMANN et al., 2006).

1.2. RT-rPCR zur H5-, H7- und N1-Subtypisierung

Die H5-Subtypisierung basierte auf einer RT-rPCR nach SPACKMAN et
al. (2002). Da die in der urspringlichen Publikation verwendeten Primer
und Sonden flir die HS5-Detektion primar auf die Erkennung nord-
amerikanischer Virusgenotypen ausgerichtet waren, wurden sie
entsprechend modifiziert. Dabei wurden die Primer durch das Europaische
Referenzlabor in Weybridge modifiziert und die Sonde zunachst wie in
SPACKMAN et al. (2002) angegeben verwendet. Im Laufe der vor-
liegenden Untersuchungen gab es erste Hinweise auf die Existenz von
H5-Virusstdmmen mit Mutationen in der Sondenregion, die durch die
vorliegende PCR nicht erkannt werden. Die Haufigkeit von H5 wird in der
vorliegenden Studie daher mdglicherweise unterschatzt. Zur Detektion von
H7 und N1 wurden vom Friedrich-Loffler-Institut (FLI) entwickelte Primer
und Sonden genutzt, deren Sequenzen auf Anforderung vom FLI zur
Verfigung gestellt werden. Zur Sensitivitdt und Spezifitat liegen derzeit
noch keine Informationen vor. Aufgrund der hohen Mutationsneigung AlV,
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die sich insbesondere auf wenig konservierte Gene wie das
Hamagglutinin- und das Neuraminidasegen auswirkt, ist zu erwarten, dass
Mutationen auch in der Primer- und Sondenregion auftreten. Es ist daher
wichtig, bei ersten Hinweisen auf Mutationen in der Primer- oder Sonden-
region die Oligonukleotide entsprechend zu verandern.

1.3. Multiplex RT-rPCR zur Typisierung der Hamagglutinine H1-
H4, H6 und H8-H13

In den letzten Jahren wurden bereits einige Influenza-Multiplex-PCRs
entwickelt, aber Uberwiegend fir Subtypkomponenten, die potentiell
hochvirulent sein kénnen oder haufig beim Menschen vorkommen, wie
H1, H3, H5, H7 und H9 (CHOI et al., 2002; XIE et al., 2006; ONG et al.,
2007). Daruber hinaus entwickelten CHANG et al. (2008) eine Multiplex
RT-PCR, die H1 bis H12 und alle N-Subtypkomponenten detektiert. Die
erwahnten Methoden basieren jedoch grdBtenteils auf einer kon-
ventionellen PCR mit nachfolgender Produktauftrennung in Agarose-
gelen. Eine Multiplex-PCR fir die am haufigsten vorkommenden aviaren
Influenzaviren (von H1 bis H13), die auf Real-time Verfahren beruht, ist in
der Literatur bisher noch nicht beschrieben worden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Hamagglutininkomponenten von
H1-H4, H6 und H8-H13 subtypisiert. Dies fand mit Hilfe von Multiplex RT-
PCR-Protokollen statt, die, fir H1-H13 entwickelt, auf Real-time Basis und
mit Sonden vom Typ Molecular Beacon durchgefiihrt wurden (RINDER et
al., in Vorbereitung). Die Subtypkomponenten H14 bis H16 werden in
diesem Testsystem nicht erfasst. Sie wurden bisher selten nachgewiesen,
besitzen daher geringere Bedeutung als die anderen Subtypkomponenten.
Ausschlaggebend war allerdings, dass fir diese Hamagglutinintypen
Sequenzinformationen nur flir einzelne Virusstdmme in der Genbank
vorliegen. Es ist anzunehmen, dass auch fir diese HA-Subtyp-
komponenten eine Variabilitdt des Hamagglutiningens in &hnlichem
AusmaB wie bei H1 bis H13 vorliegt. Daher ware es nicht mdglich
gewesen, basierend auf diesen wenigen Sequenzen Bereiche zu

identifizieren, die zur Konstruktion von Primern und Sonden ausreichend
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konserviert und gleichzeitig spezifisch sind. Somit beschrankte man die
Real-time PCR-Protokolle auf H1 bis H13. Durch die gleichzeitige Ab-
klarung von bis zu drei HA-Subtypkomponenten in einem Reaktionsansatz
unter Verwendung von Single- bis Triplex-rPCRs mit vorangehender RT-
Reaktion wurde eine effiziente Subtypisierung direkt aus Probenmaterial
gewahrleistet. Bislang fand die HA-Subtypisierung im veterinér-
medizinischen Bereich, vielleicht mit der Ausnahme von H5 und H7,
entweder mittels klassischer virologischer Methoden, in diesem Fall mit
dem HAH statt oder erfolgte molekularbiologisch durch HA-spezifische
konventionelle PCRs mit nachfolgender Sequenzierung und BLAST-
Analyse (PHIPPS et al., 2004; GALL et al., 2008). Da fir diese Methoden
mehr Virus-Ausgangsmaterial bendtig wird, war meist eine vorausgehende
Virusisolierung im embryonierten HUhnerei notwendig. Damit verbunden
war der Nachteil, dass sich bei Mischinfektionen eventuell ein
“‘dominanter” Virusstamm im Ei vermehrt und urspringlich vorhandene,
andere Subtypen folglich nicht mehr detektiert werden konnten (SHARP et
al., 1997; WANG et al.,, 2008). Daher kam es in der Vergangenheit
vermutlich auch haufig zu einer Unterschatzung der Anzahl von Ko-

infektionen mit unterschiedlichen AIV-Subtypen.

Die neue Multiplex RT-rPCR ermdglicht den direkten Nachweis von
Doppel- oder Mischinfektionen. Vorher war es nur mdglich, auf
methodisch sehr aufwendige Art und Weise die Allantoisflissigkeit mit
spezifischem Antiserum gegen bereits nachgewiesene Subtypen zu
inkubieren und nochmals auf embryonierte HUhnereier zu verimpfen.
Hierdurch sollten Viren des bereits bekannten Subtyps inaktiviert werden
und sich andere evtl. vorhandene Subtypkomponenten vermehren und
detektieren lassen (SHARP et al., 1997).

Die Multiplex-PCR-Protokolle zeigten bei Validierungstests eine sehr hohe
Spezifitat. Es gab lediglich bei der Sensitivitat geringe Einschrankungen,
also falsch negative Ergebnisse, die bei zu geringer Ausgangsmenge
viraler Genomkopien im Probenmaterial auftraten (RINDER et al., in
Vorbereitung; Ergebnisse hier nicht dargestellt). Die unerwiinschten, nicht
sigmoiden Reaktionsverlaufe, die bei Anwendung der H1/H6/H13-Triplex,
bei einer Annealingtemperatur von 50 °C und v. a. bei H6 (HEX-Kanal)
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beobachtet wurden, kénnen auf verschiedene Ursachen zurickzufihren
sein: Kreuzreaktivitdten mit anderen Subtypgenomen durch zu geringe
Spezifitat der ausgewahlten Primer- und Sondensequenzen wurden als
mdgliche Ursache weitgehend ausgeschlossen (RINDER et al., in
Vorbereitung; Ergebnisse hier nicht dargestellt). Zur Verringerung
moglicher unspezifischer Effekte durch Bindung von Primern und Sonden
untereinander wurden die fUr diesen Fall naheliegendsten Modifikations-
moglichkeiten, wie eine Erhdhung der Annealingtemperatur und eine
Erniedrigung der Primerkonzentration ausgetestet (HENEGARIU et al.,
1997). Zudem fand der H6-Nachweis, um Kreuzreaktionen zu minimieren,
nur noch in der entsprechenden Singleplex-PCR statt. Die unspezifischen
Reaktionen konnten durch diese MaBnahmen wesentlich verringert

werden.

1.4. Neuraminidase-Subtypisierung von N1-N3

Bis vor kurzem war es nur mdglich alle N-Subtypkomponenten zu
detektieren, indem man die von HOFFMANN et al. (2001) beschriebene
Two-Step-PCR mit nachfolgender Sequenzierung anwendete. Allerdings
verfligt diese Methodik Uber eine relativ geringe Sensitivitat, was v. a. bei
geringen Mengen viraler RNA im Ausgangsmaterial, typisch fir klinische
Proben mit LPAIV, problematisch ist und in der vorliegenden Studie bei
ausgewahlten Virusstdmmen nicht erfolgreich war (Ergebnisse nicht dar-
gestellt). In der vorliegenden Studie beschrankte man sich auf die Subtyp-
komponenten N1 bis N3. Man waéhlte diese drei N-Typen, weil sie in der
Vergangenheit, v. a. in Kombination mit H5, bereits fir Wildvégel und
Nutzgefligelbestdande gleichermaBen von Bedeutung waren. Dartber
hinaus waren PCR-Protokolle, die den Nachweis aller N-Subtyp-
komponenten mit héherer Sensitivitdt ermdglichen erst kirzlich, also nach
Abschluss des GroBteils der in der vorliegenden Arbeit dargestellten
Laborarbeiten, verfigbar (ALVAREZ et al., 2008; FEREIDOUNI et al.,
2009).
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1.5. Virusisolierung im embryonierten Hihnerei und
Zellkulturinfektion
Die Virusisolierung im embryonierten Hihnerei gelang im Studienzeitraum
nur in zehn Fallen. Uber die Ursachen kann lediglich spekuliert werden:
Zum einen kénnte dies auf eine zu geringe Menge vermehrungsfahiger
Viren im Probenmaterial, Uberwiegend Kloakal-Tupferproben, zurlck-
zufiihren sein. Zum anderen wurden zur Virusisolierung Huhnereier
verwendet, die mdglicherweise kein optimales Medium fir die Isolierung
von Entenviren darstellen. Des Weiteren war zumindest ein gewisser
Anteil (n=20) der verimpften Proben schlechten Lager- und Transport-
bedingungen (lange, teilweise ungekihlte Versandwege per Post)
ausgesetzt, wobei vor allem ungunstige Temperaturbedingungen zum
Verlust der Vermehrungsfahigkeit der Viren fahren  kdnnen.
Méglicherweise haben ahnliche Schwierigkeiten auch bei der Studie von
OTTIS & BACHMANN (1983) zu sehr geringen Influenza-Nachweisraten
gefuhrt. Hier basierte der Virusnachweis bei allen einbezogenen Tupfer-
proben auf Virusisolation im embryonierten Hihnerei. Dabei waren nur
2,0 % der 3.392 untersuchten Wildvégel Influenza-A-positiv (OTTIS &
BACHMANN, 1983). Aber auch in einigen aktuellen Studien waren die
Virus-Isolierungsraten sehr gering (FOUCHIER et al., 2003; GAIDET et al.,
2007). So konnten beispielsweise GAIDET et al. (2007) lediglich flnf der
159 in der RT-rPCR AlV-positiven Tupferproben im Hihnerei vermehren.
Die heute angewandte PCR-Methodik erhéht aufgrund ihrer verbesserten
Sensitivitat die Aussagekraft epidemiologischer Studien im Vergleich zur

Ara der alleinigen VI im embryonierten Hilhnerei enorm.

Die Virusvermehrung von LPAIV in HUhnereiern ist also h&ufig nicht stark
ausgepragt. Bei einem Virusisolat, das urspringlich als LPAIV H5N2
(A/mallard/Bavaria/1/2007) subtypisiert worden war, zeigte die Allantois-
flissigkeit nach dreimaliger Eipassage einen sehr hohen HA-Titer von
1:256. Dieser HA-Titer lies sich allerdings nicht auf Influenza-A-Viren,
sondern auf avidre Paramyxoviren (APMV-4) zurlckfihren. Vermutlich
konnte sich APMV-4 gegentiber HSN2 durchsetzen und im embryonierten
HUhnerei dominant vermehren. APMV-4 stellt Ubrigens den be-
deutendsten Paramyxovirus-Serotyp bei Wildenten dar. So wurde in einer
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anderen Untersuchung in Deutschland bei Wildenten (Krick-, Pfeif- und
Stockenten) APMV-4 am haufigsten gefunden (GLOBIG, 2007). Erst
kirzlich wurden &hnliche Mischinfektionen von AIV und APMV be-
schrieben: DORMITORIO et al. (2009) stellten bei der Probe eines
Wildvogels eine Mischinfektion von HIN1 und APMV-1 fest.

Die Ergebnisse der Zellkulturinfektion mit MDCK-Zellen und der
Immunhistochemie (Abb. V. 8) bestatigten, dass es sich bei den sich im Ei
vermehrten Viren tatsdchlich um aviare Influenzaviren handelte und
sprechen fir die Eignung dieser weitverbreiteten permanenten Zelllinie far
die Anzucht von AlV. Untersuchungen von LI et al. (2008) zeigten bereits,
dass sich LPAIV in MDCK-Zellen effizient vermehren kdnnen. Dabei
wurden avidre, humane und Saugetier-Zelllinien mit dem lIsolat H11N9
(A/duck/WA/663/97) infiziert. Ein Vergleich der Virustiter ergab fir aviare
Zelllinien bis zu 50-fach und fir humane Zelllinien bis zu 5000-fach

niedrigere Virustiter als fir MDCK-Zellen.

1.6. AlV-Nachweise bei unterschiedlichen Probenmaterialien

Im Studienzeitraum ergab sich die héchste Nachweisrate von AlV-
Genomen aus Kloakentupfern (6,4 %), das stlitzt die Auffassung einer
hauptsachlichen Replikation der Viren im Digestionstrakt und somit einen
primdren  fakal-oralen  Ubertragungsweg niedrigvirulenter — avidrer
Influenzaviren (WEBSTER et al.,, 1992). Die, im Vergleich zu Rachen-
tupfern (35,2), Organ- (35,5) und Kotproben (33,4) sehr viel niedrigeren ct-
Mittelwerte von 16,9 sprechen flir eine hdhere Genomlast LPAIV in
Kloakal-Tupferproben. Ahnliche Beobachtungen machten ELLSTROM et
al. (2008), was die hohe Nachweiseffizienz LPAIV aus Kloakal-Tupfer-
proben und auch die Eignung von Kloakentupfern als Ausgangsmaterial
fr epidemiologische Untersuchungen unterstreicht.

Das in der vorliegenden Arbeit lediglich einmal nachgewiesene hoch-
virulente Influenza-A-Virus vom Subtyp H5N1/Typ Asia konnte
interessanterweise nur in der Kloakal- und nicht in der Tracheal-

Tupferprobe detektiert werden. Im Gegensatz hierzu wurde bei
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experimentell mit hochvirulentem H5N1 infizierten Enten nur eine geringe
Virusvermehrung im Intestinaltrakt und der Kloake festgestellt, jedoch eine
hohe Virusreplikation in der Trachea, die mit hohen Virustitern in
Trachealtupfern verbunden war (STURM-RAMIREZ et al., 2005; BROWN
et al., 2006).

Die niedrigste Influenza-A-Nachweisrate ergab sich flr die Kotproben.
Dies lasst sich zum einen auf die Empfindlichkeit AIV gegenlber
Umwelteinflissen (z. B. Virusinaktivierung durch UV-Strahlung) zuriick-
fihren. Zum anderen wurden die Kotproben grdBtenteils in Pools von bis
zu funf Proben zusammengefasst, was durch einen Verdinnungseffekt zu
EinbuBen in der Sensitivitat fuhren kann. Zudem enthélt Kot auch viele
Bestandteile, die in der PCR inhibitorisch wirken kénnen. In der RT-rPCR
wurden zudem generell sehr hohe ct-Mittelwerte festgestellt, die auf eine
insgesamt niedrige AlIV-Genom-Kopienanzahl des Ausgangsmaterials
schlieBen lassen. Eine Beeintrachtigung des Ausgangsmaterials durch
unginstige Umweltbedingungen oder nicht vollstandige Eliminierung von
PCR-Inhibitoren flhrt daher bei Kotproben wahrscheinlich haufig zu einem
(falsch) negativen Ergebnis. Des Weiteren besteht die Gefahr durch eine
Konzentrierung des Wildvogelmonitorings auf Kotproben, bestimmte
Subtypen wie z. B. HPAIV H5N1, die bevorzugt im Respirationstrakt
replizieren, zu Ubersehen (PANNWITZ et al., 2009). Die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchung zeigen daher, dass fir Monitoringstudien
bezlglich LPAIV die Verwendung von Kloakentupfern zu empfehlen ist.
Bei Verdacht auf HPAIV mit bevorzugter Ausscheidung UGber den

Respirationstrakt sollten zusatzlich Rachentupfer mit einbezogen werden.

2. Vorkommen Aviarer Influenzaviren (AlIV) Dbei
Wildvogeln
2.1, Speziesspezifische Pravalenzen

In der vorliegenden Untersuchung wurden 78 Vogelarten aus 14
Ordnungen beprobt. Die einzelnen Arten waren dabei im Proben-

aufkommen nicht gleichstark vertreten, sondern es wurde Gewicht auf
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Spezies gelegt, die zu den Risikoarten fir AIV zahlen und im Anhang |l
der Entscheidung der EU-Kommission 2007/268/EG gelistet sind (EC,
2007). Vogel der Ordnungen Anseriformes und Charadriformes gelten
allgemein als Hauptreservoire fiir aviare Influenzaviren (WEBSTER et al.,
1992; ALEXANDER 2000). SchwerpunktmaBig fand die Probenentnahme
daher bei Wasservigeln aus der Ordnung Anseriformes statt, aus der
4.769 der untersuchten 6.114 Vdgel stammten. Die Stockente war mit
3.474 Tieren mit Abstand die zahlenmaBig am haufigsten untersuchte Art.
Aus der Ordnung Charadriformes war hingegen nur eine Spezies, die
Lachmdwe vertreten, von der 127 Proben einbezogen wurden. Als Griinde
fir die geringe Zahl von untersuchten Végeln aus dieser Ordnung sind die
schwierige Lebendbeprobung und fehlender Zugang zu bei der Jagd
erlegten Végeln zu nennen. Die Gruiformes war mit 678 Blasshiihnern die

am zweitstarksten vertretene Ordnung.

Wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten, lag der Schwerpunkt
des Vorkommens von Influenza-A-Viren auch in Bayern bei Vbégeln der
Ordnung Anseriformes (Enten, Ganse, Schwéane). So wurden nur bei flnf
der insgesamt 78 einbezogenen Arten Infektionen mit avidren Influenza-
viren festgestellt, die bis auf eine Ausnahme, den Blasshihnern, alle zur
Ordnung Anseriformes und hier zu den Arten Stockente, Reiherente,
Héckerschwan und Graugans zuzurechnen waren. Daraus kann gefolgert
werden, dass bei Monitoringstudien zum Vorkommen von avidren
Influenzaviren eine Fokussierung auf diese Arten sinnvoll ist.
Abweichungen hiervon sind naturlich notwendig, wenn ein Focus auf Viren
mit Besonderheiten im Wirtsspektrum gelegt werden soll, wie zum Beispiel
die HPAI H5N1 asiatischer Herkunft, die sich durch ein ungewdhnlich
breites Wirtsspektrum auszeichnen und auch Greifvégel und Eulen
befallen (FLI, 2006).

Bei Stockenten, die zu den Grindelenten zahlen, wurde mit 6,2 % die
héchste Pravalenz an AlV-Genomen nachgewiesen. In der Vergangenheit
wurden auch in anderen Landern hdchste Nachweisraten von LPAIV far
Grundelenten und v. a. Stockenten gefunden (KRAUSS et al., 2004;
GLOBIG et al., 2006; OLSEN et al., 2006; IP et al., 2008; PARMLEY et al.,
2008). Die Rolle einer Vogelart hinsichtlich der AIV-Epidemiologie wird
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durch individuelle und speziesspezifische Unterschiede in der
Empfanglichkeit, den Verhaltensweisen, der saisonalen und regionalen
Verbreitung, dem Zugverhalten und der Altersstruktur der Population
beeinflusst (STALLKNECHT & BROWN, 2007). Die saisonalen und
regionalen Aspekie werden weiter unten naher erlautert. An bayerischen
Gewassern ist die Stockente mit einer PopulationsgréBe von ca. 65.000
Tieren (geschéatzter bayernweiter Maximalbestand, basierend auf den
mittleren Wintersummen der Wasservogelzahlungen von 2000 bis 2005)
(KLUTH, persoénliche Mitteilung) die haufigste Wasservogelart. Da
Stockenten auBerhalb der Brutsaison sehr gesellig sind und in groBen
Ansammlungen auftreten, ermdglichen sie den Viren optimale
Replikations- und Transmissionsbedingungen. Bei Reiherenten, die zu
den Tauchenten gehdren, konnten ebenfalls Influenza-A-positive Tiere
gefunden werden. Die Pravalenz betrug hier 5,0 %. Allerdings stand nur
eine geringe Probenanzahl zur Verflgung, so dass die Pravalenz-

schatzung relativ ungenau ist (95 %-Kl: 0,61-16,92).

Die hier dargestellten Ergebnisse unterstreichen die bedeutende Rolle der
Stockente im Influenzageschehen in der Wildvogelpopulation. So wurden
hier die hdchsten AlV-Pravalenzen festgestellt, damit eignet sich diese
Vogelart als AlV-Indikator im Wildvogelmonitoring. Zudem ist ein
Lebendbeproben bei dieser Art wegen des ausgepragten Kontaktes zum
Menschen (z.B futterzahme Enten in Stadtparks), am einfachsten
realisierbar, wahrend sich bei den meisten anderen Vogelarten der Fang
mittels Kanonennetz und per Hand als sehr schwierig herausstellte.

2.2, Saisonale Pravalenzen

Das - bei ganzjahrig stattfindender Beprobung zeitlich gehdufte Auftreten
von AlV in den Herbst- und Wintermonaten bestéatigte Ergebnisse friiherer
Studien in Europa (FOUCHIER et al., 2003; GLOBIG et al., 2006; OLSEN
et al., 2006; MUNSTER et al., 2007; WALLENSTEN et al., 2007). Zum
einen lasst sich diese Beobachtung auf die langere Infektiositat der Viren
in kalteren Gewassern (STALLKNECHT et al., 1990; BROWN et al., 2009)

und in Gewassersedimenten (LANG et al.,, 2008) zuriickflhren. Zum
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anderen gibt es auch einen Zusammenhang mit dem Beginn des
Vogelzuges, wobei das Zusammentreffen groBer Vogelzahlen, teilweise
immunologisch naiver Jungtiere und unterschiedlicher Vogelarten an Rast-
und Uberwinterungsplatzen bedeutsam ist (GARAMSZEGI & MOLLER,
2007).

Die hohen AlV-Pravalenzen bei Stockenten grinden u. a. auf der hohen
Turnover-Rate der Populationen dieser Art in Europa. So wurde nach-
gewiesen, dass die Mortalitat bei Stockenten im ersten Lebensjahr 56 %
und bei adulten Tieren immer noch 40 % pro Jahr betragt. Das bedeutet,
dass die aktuellen Stockentenpopulationen in Europa jeweils zu einem
Drittel aus empfanglichen, juvenilen Tieren bestehen, die insbesondere im
Herbst hochempfanglich fir Infektionen mit AIV sind (MUNSTER et al.,
2007).

Lediglich spekuliert werden kann Uber die Bedeutung von Stockenten aus
kommerziellen Zuchten far das Influenzageschehen bei Wildvégeln. In
Europa (v. a. in Frankreich und Irland) werden immer wieder Stockenten
aus kommerziellen Zuchten als Lockenten (decoy ducks) fir die Jagd oder
zur Aufstockung des jagdbaren Bestandes genutzt (DEFRA, 2009b;
RALEIGH et al., 2009). Erst kirzlich, im Marz 2009, wurden LPAIV H5N1
in einem Bestand mit Lockenten in Frankreich nachgewiesen (DEFRA,
2009b). Folglich kénnten auch auf diesem Wege AIV in die Wildvogel-
population, und hier insbesondere in die Populationen der bejagten Vogel
eingetragen werden. Ein GroBteil der hier untersuchten Stockenten
stammte aus der Jagd. Daten zur Bedeutung des Einsatzes von Lock-
enten in Bayern liegen allerdings nicht vor.

2.3. Regionale Pravalenzen

In allen sieben Regierungsbezirken Bayerns wurden Influenza-A-positive
Voégel diagnostiziert, die Nachweisrate wies jedoch signifikante regionale
Unterschiede auf. Sie war mit 9,6 % in Schwaben am héchsten, wahrend
in Mittelfranken nur 0,5 % Influenza-A-positive Wildvdgel gefunden werden
konnten (Tab. IV. 2 und IX. 3). Die Ergebnisse stiitzen die These, dass die
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AlV-Pravalenz, neben der Wirtspezies und dem Beprobungszeitraum auch
vom Beprobungsort abhangt. So konnten z. B. PARMLEY et al. (2008) bei
einer Beprobung von Wildvigeln in Kanada (2005) ebenfalls regionale
Unterschiede feststellen. Erklarungsansatze flur diese statistisch signi-
fikanten Unterschiede in der Nachweisrate AIV in der vorliegenden
Untersuchung finden sich in der Tatsache, dass die Region des
Schwaébischen Donautals einschlieBlich der Neben- und Zuflisse der
Donau (z. B. Wérnitz), also die Region mit der héchsten AlV-Pravalenz bei
Stockenten, reich an Oberflachengewassern ist und im zentralen Bereich
der mitteleuropaischen Studwestroute des Vogelzuges liegt (LIFE-NATUR,
2009). Demnach wird dieses Gebiet, vor allem zur Zeit des Vogelzuges,
als Nahrungs-, Rast- und Uberwinterungshabitat von zahlreichen Zug-
vogeln genutzt (Abb. V. 1). Eine hohe Vogeldichte beglnstigt dann die
intra- oder interspezifische Ubertragung von AIV und somit das Auftreten
hoher Replikations- und Transmissionsraten (WEBSTER et al., 1992;
GARAMSZEGI & MOLLER, 2007; GLOBIG et al., 2009). Darlber hinaus
stellt die monatelange Persistenz LPAIV insbesondere in Wasser einen
wichtigen indirekten Ubertragungsmodus dar, wie ROHANI et al. (2009)
anhand statistischer Modelle und u.a. LANG et al. (2008), an Unter-

suchungen von Gewassersedimenten bewiesen.
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Abbildung V. 1: Geographische Verteilung der Standorte mit dem gréBten
Wasservogelaufkommen in Bayern (Quelle: LfU Bayern, 2005).
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3. Vorkommen definierter Subtypkomponenten bei
Wildvogeln
3.1. Vorkommen der Hamagglutininkomponenten H1 bis H13

Eine zentrale Fragestellung des AlV-Monitorings in Bayern war, ob es ein
Reservoir far die HPAIV asiatischer Herkunft bei gesunden Wildvdgeln
gibt. In den Jahren 2006 und 2007 wurde H5N1 in Bayern nur bei
verendet aufgefundenen Wildvégeln nachgewiesen, zuletzt 2007 bei 19
Tieren aus zwei getrennten Regionen, in NUrnberg und Muinchen
(RINDER et al.,, 2007; LANG et al., zur Publikation eingereicht). Bei
gesunden Végeln wurden bis Dezember 2008 nur solitdre H5- und N1-
Subtypkomponenten detektiert, die dazugehérigen H5-Viren wurden stets
als LPAIV charakterisiert. Uberraschenderweise wurde dann im Rahmen
des bayerischen Monitoring-Programmes im Januar 2009 bei einer bei
einer Jagd erlegten Stockente aus dem LKR Starnberg hochvirulentes
H5N1/Typ Asia festgestellt. Der Nachweis erfolgte dabei beim Nationalen
Referenzlabor flr Aviare Influenza (FLI). Es ist davon auszugehen, dass
es sich bei dem betroffenen Vogel um eine klinisch gesunde Wildente
handelte, da sie im Flug erlegt wurde und auch keine Besonderheiten im
Beprobungsprotokoll vermerkt wurden. Alle anderen bei derselben Jagd
erlegten und beprobten Stockenten und Kanadaganse waren Influenza-A-
negativ. Unter der Annahme, dass es sich bei diesem H5N1-Nachweis
nicht um eine Laborkontamination handelt, kann nur spekuliert werden,
dass sich die restlichen Tiere der Gruppe entweder nicht infiziert haben,
oder dass die Virusausscheidung, die sehr kurz sein kann und unter
Umstédnden nur 3,1 Tage dauert (LATORRE-MARGALEF et al., 2009)
bereits voriber war. In der Vergangenheit gab es bereits Berichte Uber
mehrere Wildenten, die ohne klinische Symptomatik zu zeigen, nattrlich
mit  hochvirulentem H5N1 infiziert waren, unter anderem ein
Einzelnachweis bei einer Tafelente aus der Schweiz (CHEN et al., 2006;
O.LE., 2008). Infektionsversuche mit hochvirulentem H5N1 von
KEAWCHAROEN et al. (2008) stiitzen die Hypothese, dass subklinische
Infektionen mit H5N1 bei Stockenten vorkommen kdnnen: Hier ent-

wickelten Tauchenten am ehesten klinische Symptome bzw. starben.
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Dagegen zeigten infizierte Stockenten keine klinischen Symptome bzw.
pathologische Befunde, aber signifikante Virusexkretion CUber den
gesamten Untersuchungszeitraum. Die Stockente kénnte daher als sub-
klinisch infizierter Carrier und somit als sogenannter Langzeitvektor in
Frage kommen, tGber den H5N1 AIV Uber weite Distanzen verbreitet wird
(KEAWCHAROEN et al., 2008). Ob aus dem Einzelnachweis von HPAIV
H5N1 bei der Stockente in Bayern die Existenz eines H5N1-Wildvogel-
reservoirs gefolgert werden kann, ist allerdings fraglich. Epidemiologische
Bedeutung, also nachweisbare Folgen fir das HPAIV-H5N1-Vorkommen
in der Wildvogelpopulation oder beim Wirtschaftsgefliigel, kann diesem
Nachweis auf jeden Fall nicht zugesprochen werden.

Die H5-Subtypkomponente wurde 52-mal ohne N1-Komponente
detektiert. Interessanterweise ergab sich dabei eine rdumliche Haufung
der Nachweise in Schwaben, wo 41,3 % der H5-positiven Vigel lokalisiert
waren. In den restlichen Regierungsbezirken waren die Nachweisraten
wesentlich geringer oder die H5-Komponente konnte gar nicht nach-
gewiesen werden (Tab. IV. 2 und IX. 2). In Schwaben konnte die héchste
Zahl an H5-Subtypkomponenten und insbesondere von H5N3-Subtypen
(28,1 %) im schwabischen Landkreis Donau-Ries festgestellt werden (Tab.
IV. 3). Die untersuchten Proben stammten aus zwei, 6rtlich begrenzten
Jagden im September 2008 im Jagdrevier Oettingen-Spielberg. Ein
ahnliches Phdnomen einer starken raumlichen Fokussierung der Nach-
weise einer bestimmten HA-Subtypkomponente ergab sich fir H11. Dabei
waren Uberwiegend erlegte Wasservogel im Landkreis Pfaffenhofen an
der llm, H11-positiv (Abb. IV. 4). Vergleichbar konnten auch KRAUSS et
al. (2007) im Jahr 2006 bei Mbéwen- und Watvogeln in Delaware Bay
(USA) gehauft den Subtyp H7N3 isolieren. Diese Ergebnisse kénnten mit
dem Vorliegen eines aktuellen, regional oder zeitlich begrenzten
Infektionsgeschehens erklarbar sein. Es kénnte sich also um lokal
vorherrschende Subtypen handeln, die bei den jeweils heimischen
standorttreuen Wasserviogeln weit verbreitet sind. Diese Ergebnisse
kénnten aber auch einen zeitlich begrenzten Focus als Folge von
Einschleppungen von Viren aus anderen Regionen widerspiegeln, bei der
die Enten der lokalen Population eine Infektion durchlitten, wie fir 2006
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und die HPAI H5N1-Subtypen in Bayern nachgewiesen wurde (RINDER et
al., 2007). Um dies abzuklaren, waren wiederholte Untersuchungen im
selben Gebiet notwendig.

Bei der Analyse von Infektketten ist neben der Méglichkeit des AIV-
Eintrages durch migrierende Wasservogel in Wirtschaftsgefliigel hinein
auch der umgekehrte Weg zu bedenken, also eine Ubertragung von
Influenzaviren von Nutzgefligel auf Wildvégel. SEDLMAIER et al. (2009)
bewiesen, dass avidre Influenzaviren in Feinstauben, die aus infizierten
Stallungen emittiert werden, bei entsprechender Witterung tber mehrere
Tage infektiés bleiben und somit eine Infektionsgefahr fir die im Umkreis
heimischen Wildvdgel darstellen. Dass es auch bei H5N1-Ausbriichen zu
einer Umweltkontamination kommt, wiesen VONG et al. (2008) bei einem
H5N1-Ausbruch bei Nutzgefligel in Kambodscha nach. Hier wurde
innerhalb eines 1 km-Radius um den betroffenen Bestand virale RNA in
35 % der Umweltproben (Schlamm, Teichwasser, Wasserpflanzen,
Erdreich) detektiert. Eine Isolation vermehrungsfahiger Viren gelang aus
den Proben allerdings nicht (VONG et al., 2008). Ob im Landkreis Donau-
Ries bzw. Pfaffenhofen an der Iim ein lokales H5- bzw. H11-Reservoir
existiert oder ob es sich um Einschleppungen von Viren aus anderen
Regionen bzw. aus Nutzgefligelbestanden handelt, kann aber anhand der
vorliegenden Daten nicht abschlieBend geklart werden.

Die H7-Subtypkomponente besitzt wie H5 groBe tiermedizinische Be-
deutung, da Influenzaviren mit H7 in der hochvirulenten Form als Erreger
der Geflligelpest gelten, aber auch als LPAI-Viren bei Vorkommen in
Geflligelbestanden BekampfungsmaBnahmen nach sich ziehen (EC,
2006). H7 konnte im Studienzeitraum bei Wildvégeln nicht nachgewiesen
werden. Daraus kann allerdings nicht gefolgert werden, dass diese
Subtypkomponente in Bayern grundsétzlich keine Rolle spielt. Es kann
vielmehr spekuliert werden, dass H7 in den nachsten Jahren wieder an
Bedeutung gewinnen wird. Dass das Auftreten AIV-Subtypen von Jahr zu
Jahr variieren kann, wurde in der Literatur schon mehrfach beschrieben
(KRAUSS et al., 2004; OLSEN et al., 2006). Beispielsweise konnten
SUSS et al. (1994) in der damaligen DDR zwischen 1977 bis 1989 bei
Wildenten zwar die Subtypkomponente H7, aber nicht H5 detektieren.
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Zuklnftige Monitoringstudien in Bayern sollten daher auch das Vor-
kommen von H7 nicht auBBer Acht lassen.

Neben H5 konnten auBer H7, H8 und H12 alle anderen HA-Subtyp-
komponenten von H1 bis H13 bei Stockenten nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse bestatigen Beobachtungen anderer Studien, die eben-
falls das breiteste Spektrum von HA-Subtypkomponenten bei Wildenten
finden konnten (KRAUSS et al., 2004; MUNSTER et al., 2007;
WALLENSTEN et al., 2007). Die in der vorliegenden Studie am haufigsten
detektierten HA-Subtypkomponenten waren H5 (23,8 % der AlV-positiven
Vogel), gefolgt von H11 (12,1 %) und H9 (5,8 %). In bedeutenden
Langzeit-Wildvogelmonitoringstudien in Deutschland, Nordamerika und
Schweden wurden die Subtypkomponenten H1, H2, H3, H4, H6 und H7
am haufigsten nachgewiesen (SUSS et al., 1994; KRAUSS et al., 2004;
WALLENSTEN et al., 2007). Bei einer aktuellen, in Deutschland von 2003
bis 2005 durchgefiihrten Wildvogelmonitoringstudie wurden die Subtyp-
komponenten H2, H3, H4 und H10, am haufigsten detektiert (GLOBIG,
2007). Die Unterschiede in den Ergebnissen sind nicht tberraschend und
sind Anzeichen fir jahreszyklische Muster, wie sie in der Vergangenheit
haufig bei der Isolierung AlV festgestellt werden konnten (KRAUSS et al.,
2004). So wurden in einem Zeitraum von ein bzw. zwei Jahren sehr hohe
Pravalenzen einzelner Subtypen nachgewiesen, gefolgt von Perioden mit
reduziertem bzw. fehlendem Nachweis. Gelegentlich wird allerdings auch
das Vorkommen bestimmter Subtypen Uber Jahre hinweg in bestimmten
Gebieten festgestellt. Es ist jedoch immer noch unklar, ob diese
Beobachtung auf ihre lokale Persistenz zurtickzufihren ist oder ob jedes
Jahr neue Eintrage stattfinden (CHEN & HOLMES, 2009).

In der vorliegenden Untersuchung unerwartet war der Nachweis eines
aviaren Influenzavirus mit H13-Subtypkomponente aus der Kotprobe eines
Blasshuhns, die im Gegensatz zur aktuellen Literatur steht. Bisher wurde
H13, neben H16, Uberwiegend bei Méwen- und Watvdgeln, gelegentlich
bei Stockenten (MUNSTER et al.,, 2007) und noch nie bei Végeln der
Ordnung Gruiformes beschrieben (KAWAOKA et al., 1988; FOUCHIER et
al., 2005; KRAUSS et al., 2007). Es erscheint daher am wahr-

scheinlichsten, dass sich das mit H13 infizierte Blasshuhn durch Kontakte
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mit Méwen oder Stockenten, z. B. an gemeinsamen Rast- und Futter-
platzen, angesteckt haben kénnte.

Dartber hinaus stellt sich die Frage, um welche HA-Subtypkomponenten
es sich bei den in der Multiplex RT-rPCR untypisierten Proben (n=54)
handelt. Hier kann naturlich nur spekuliert werden. Dass es sich hierbei
um H14 bis H16 handelt, kann als ziemlich unwahrscheinlich angesehen
werden, da H14 bisher nur in Russland, H15 nur in Australien und H16
Uberwiegend bei Charadriiformes detektiert wurden (KAWAOKA et al.,
1988; KAWAOKA et al.,, 1990; ROHM et al., 1996; LVOV et al., 2001;
FOUCHIER et al., 2005). Es ist daher mit héherer Wahrscheinlichkeit
davon auszugehen, dass es sich um die HA-Subtypkomponenten H1 bis
H13 handelt, die mit den angewendeten PCR-Assays nicht nachgewiesen
wurden. Zum einen handelt es sich vielleicht um Subtypkomponenten,
deren Sequenzen sich aufgrund von Mutationen verandert haben und
somit anhand der vorhandenen Primer oder Sonden nicht detektiert
werden konnten. Zum anderen ist es aber wahrscheinlicher, dass die
Ausgangsmenge viraler RNA-Kopien im Untersuchungsmaterial unter der
Nachweisgrenze lag.

In der vorliegenden Untersuchung wurden lediglich bei drei Végeln Ko-
infektionen mit Viren unterschiedlicher HA-Subtypkomponenten nachge-
wiesen (3,9 %, n= 77 AlV-positive Vbgel). Die geringe absolute Zahl lasst
sich mit der Tatsache erklaren, dass nicht alle Proben in der HA-Multiplex
untersucht worden sind. Hier wurde nur H5-negatives Ausgangsmaterial
einbezogen, das einen ct-Wert in der pan AIV RT-rPCR kleiner oder gleich
35 besaB3 (n=131). Dies liegt daran, dass die festgelegten Schwerpunkte
der Studie nicht primar auf die Detektion von Mischinfektionen abzielten.
Diese wurden eher als Nebenbefund festgestellt.

SHARP et al. (1997) konzentrierten sich in ihrer Studie in erster Linie auf
die Haufigkeit von Koinfektionen bei nordamerikanischen Wildenten und
konnten bei 2.937 Virusisolaten 54 Mischinfektionen (1,8 %) nachweisen.
Im Vergleich hierzu wiesen WANG et al. (2008), bei 16 % der unter-
suchten RT-PCR-positiven Végel und DUGAN et al. (2008) sogar bei

26 % der Virusisolate Koinfektionen nach. Der hohere Anteil an Misch-
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infektionen kdnnte unter Umstanden durch einen hdheren Anteil
immunologisch naiver Tiere am Probenaufkommen bedingt sein, da fir sie
die Wahrscheinlichkeit flr Einfach- und auch flar Mischinfektionen
erwiesenermafBen héher ist (SHARP et al., 1997). Die Doppel- und Misch-
infektionen sind deshalb so bedeutend, da sie die Voraussetzung fir ein
genetisches Reassortment darstellen, in deren Folge ,neue®, also stark
veranderte Viren entstehen kénnen (KRAUSS et al., 2007; DUGAN et al.,
2008; KOEHLER et al., 2008). Genetische Reassortments werden durch
hohe Wasservogeldichten an vielen Teichen und Seen, die die
Ubertragungsrate von AIV und damit die Infektionsrate erhdhen,
begunstigt. Die in der vorliegenden Studie nachgewiesenen Doppel-
infektionen mit H3/H9, H6/H13 und H9/H10 stehen im Gegensatz zu den
in der Literatur am haufigsten beschriebenen Subtypkombinationen
(H3N8, HEN2 und H4N6) (SHARP et al., 1997).

3.2. Vorkommen der Neuraminidasekomponenten N1 bis N3

In der vorliegenden Studie wurden nur N1-; N2- und N3-Subtyp-
komponenten in die Analyse einbezogen. Die N1-Subtypkomponente trat
am haufigsten in Kombination mit H1 und in drei unterschiedlichen Land-
kreisen auf. Der Subtyp H1N1 kam auch in der Vergangenheit relativ
haufig vor. So konnten KRAUSS et al. (2004), WALLENSTEN et al. (2007)
und MUNSTER et al. (2007) HIN1 mit Pravalenzen zwischen 2,1 bis
6,0 % nachweisen. Mdglicherweise handelt es sich, wie bei den gehauft
aufgetretenen HA-Subtypkomponenten, um aktuelle, zeitlich und regional
begrenzte Infektionsherde.

Die N2- und N3-Subtypkomponenten wurden am haufigsten in
Kombination mit H5 und immer bei LPAIV nachgewiesen. Diese Viren sind
hinsichtlich der Beurteilung eines Risikos flr Wirtschaftsgefligel be-
deutungsvoll, da nach allgemeiner Auffassung LPAI H5- und H7-Viren
nach Einschleppung in Wirtschaftsgefligelbestdnde zu hochvirulenten
Subtypen mutieren kénnen, die hohe wirtschaftliche Schaden ver-
ursachen. In der Literatur wurden bereits einige Falle beschrieben, bei

denen dieser Mechanismus fir H5N2-Virusisolate angenommen wurde.
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Beispielsweise wurde 1983 in Pennsylvania ein zun&chst niedrigvirulentes
H5N2-Isolat hochvirulent und verursachte sodann hohe Mortalitatsraten in
Nutzgefligelbestdnden. Die Virusisolate waren u.a. eng mit Viren von
Wildenten aus Nordamerika verwandt. Eine experimentelle Infektion mit
dem hoch- und mit dem niedrigvirulenten Virusisolat verursachte jedoch
keine klinischen Symptome bei Enten (BEAN et al., 1985).

4. Schlussbetrachtung und Ausblick

Wie die Diskussion der angewandten Methoden gezeigt hat, fand in den
letzten Jahren eine enorme Entwicklung und Verbesserung des
Methodenspektrums statt. Heutzutage durchgefihrte Al-Monitoringstudien
haben den groBen Vorteil, dass sie auf der Grundlage molekularer Tests
mit hdherer Sensitivitdt und Spezifitat durchgefiihrt werden kénnen. Die
hier angewendete Multiplex RT-rPCR fir die Subtypen H1 bis H13 kénnte
auch in der Routinediagnostik Eingang finden, da sie, direkt aus Proben-
material, einen effizienten Uberblick {ber die wichtigsten HA-Subtyp-
komponenten und eventuell vorhandene Mischinfektionen bieten kann.
Die Methode stellt eine interessante Alternative zur Anwendung des HAH
oder einer HA-PCR mit nachfolgender Sequenzierung und BLAST-
Analyse dar. Ein Problem aller molekularen Tests besteht lediglich in der
hohen Mutationsneigung AlV, die eine standige Anpassung der Primer-

und Sondensequenzen erfordern kann.

Im Hinblick auf die epidemiologischen Eigenschaften AIV konnten
deutliche Verteilungsschwerpunkte der AlV-Infektionen auf einige wenige
Wildvogelspezies beobachtet werden. Darlber hinaus bestand ein
charakteristisches saisonales und regionales Muster der Pravalenzen von
Influenzavirusinfektionen bei Wildvégeln. Die Bedeutung migrierender
Vogelspezies hinsichtlich der Verbreitung AIV konnte verdeutlicht werden
(siehe Punkt V.2.3). Im Zusammenhang mit der Haufung von H5NS3-
Subtypen im Landkreis Donau-Ries ware es interessant, die Genome der
gewonnenen Virusisolate (J182/32K, J182/41K) nach Méglichkeit komplett
zu sequenzieren, um mit Hilfe einer BLAST-Analyse und weitergehender
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phylogenetischer Untersuchungen Hinweise auf die Herkunft der Viren zu

bekommen.

Mit Hilfe der neu erworbenen Daten zur Verbreitung AlV in Bayern ist es
moglich, das Wildvogelmonitoring in Zukunft noch risikobasierter und
zielgerichteter zu gestalten. Wie der Vergleich der AIV-Nachweisraten
unterschiedlicher Probenmaterialien zeigte, gewahrleisten die Kloakal-
Tupferproben das effizienteste Screeninginstrument far Wildvogel.
Allerdings sollten auch weiterhin Tracheal-Tupferproben entnommen
werden, da die Virusausscheidung Uber den Respirationstrakt, v. a. fir
HPAIV H5N1, von enormer Bedeutung ist (STURM-RAMIREZ et al., 2004;
BROWN et al., 2006). Weiterhin sollten zur Optimierung des Monitorings
v. a. zu “Risikozeiten” (in den Herbstmonaten) und somit bei kihleren
Wassertemperaturen (BROWN et al.,, 2009), Uberwiegend juvenile
Individuen und, neben den relativ stationaren Vogelarten, nach
Mdglichkeit auch migrierende Wasservogelspezies beprobt werden
(WARD et al., 2009).

Im Zeitraum der vorliegenden Studie wurde vom FLI ein hochvirulenter
Subtyp H5N1/Asia nachgewiesen. Darlber hinaus wurden insbesondere
viele solitire H5-Subtypkomponenten detektiert, von denen ein Risiko flr
Wirtschaftsgefligelbestande ausgeht. Diese Erkenntnisse, aber auch die
jungsten H5N1-Ausbriche unter Wildvégeln in Russland und der Mongolei
(DEFRA, 2009a) und die erst kirzlich aufgetretenen Falle LPAIV H7 in
Nutzgefligelbestéanden in ltalien (Regionen Piemont und Emilia Romagna)
(ANON., 2009), unterstreichen die Notwendigkeit eines flachendeckenden
Wildvogelmonitorings auch in Zukunft. Neben der Untersuchung von
Wildvdgeln als potentielle AlV-Infektionsquelle far Wirtschaftsgefltgel
ware es aber auch sinnvoll, andere mégliche Al-Ubertragungswege, wie
z. B. den illegalen Tierhandel und Tiertransporte sowie die bei der
Gefligelhaltung anfallenden Abfallprodukte und Futtermittel noch besser
zu kontrollieren und zu Uberwachen, da auch hieraus eine Verbreitung
hochvirulenter Subtypen resultieren kann (VAN BORM et al.,, 2005;
HARDER et al., 2009).
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VL. ZUSAMMENFASSUNG

Aviare Influenzaviren (AlV) und v. a. H5- und H7-Subtypkomponenten sind
weltweit von Bedeutung, da sie in hochvirulenter Form enorme
wirtschaftliche Schaden fir die Nutzgefligelhaltung verursachen kénnen.
Als primares Reservoir fur alle HA- und N-Subtypkomponenten gelten
Wasservogel, und hier v. a. Anseriformes (Ganse- und Entenvdgel) und
Charadriiformes (Méwen- und Watvdgel). Vorkommen und die Subtyp-
verteilung aviarer Influenzaviren bei Wildvégeln in Bayern sind aber noch

weitgehend unbekannt.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es daher, Daten Uber die aktuelle
Verbreitung aviarer Influenza-A-Viren in der Wildvogelpopulation in Bayern
zu erheben. Neben Informationen Uber die Existenz eines H5N1-
Reservoirs, sollten Erkenntnisse Uber das speziesspezifische, regionale

und saisonale Vorkommen von AlV bei Wildvégeln gewonnen werden.

Zwischen Juli 2007 und Méarz 2009 wurden bayernweit 6.114 Wildvogel
aus insgesamt 14 zoologischen Ordnungen beprobt. Dabei wurden
Kloakal- und Tracheal-Tupferproben, Kotproben und Organe untersucht.
Der AlV-Nachweis sowie die Differenzierung der HA- und N-Subtyp-
komponenten H1 bis H13 und N1 bis N3 erfolgten mittels molekular-
biologischer Methoden direkt aus klinischem Material. Bei einzelnen
Proben wurde zudem eine Virusisolierung mittels Anzucht im

embryonierten Huhnerei durchgeflhrt.

Bei 3,6 % der 6.114 Wildvdgel wurden mittels RT-Real-time PCR (RT-
rPCR) Influenza-A-Virusgenome nachgewiesen, allerdings nur bei flnf der
insgesamt 78 untersuchten Vogelarten. Die héchste AlIV-Pravalenz wurde
bei der am haufigsten beprobten Stockente (Anas platyrhynchos) (6,2 %)
festgestellt, gefolgt von der Reiherente (Aythya fuligula) (5,0 %), dem
Hockerschwan (Cygnus olor) (1,5 %), dem Blasshuhn (Fulica atra) (0,3 %)
und der Graugans (Anser anser) (0,1 %). Influenza-A-Virusgenome
wurden am haufigsten in Schwaben (9,6 %) detektiert. Diese Region liegt
im zentralen Bereich der Sidwest-Route des Vogelzuges und weist
beliebte Rastplatze fir Zugvdgel auf. Eine charakteristische saisonal
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erhdhte Nachweisrate wurde bei Wildvogeln jeweils im Herbst/Winter
gefunden. Mit Ausnahme von H7, H8 und H12 wurden alle HA-Subtyp-
komponenten von H1 bis H13 und drei Doppelinfektionen (H3/H9, H6/H13,
H9/H10) bei Stockenten nachgewiesen. Darliber hinaus wurden die HA-
Typen H5 (23,8 % der AlV-positiven Vogel), H11 (12,1 %), H9 (5,8 %)
bzw. die Subtypen H5N3 (12,6 %) und H1N1 (2,7 %) am haufigsten
detektiert. Bei einer im Landkreis Starnberg erlegten Stockente wurde
HPAIV H5N1/Typ Asia nachgewiesen. Solitire H5- und N1-Subtyp-
komponenten wurden auBerdem bei 0,9 % bzw. 0,3 % der untersuchten
Voégel festgestellt. Viren mit der flr Nutzgefligel besonders relevanten
Subtypkomponente H7 wurden im dargestellten Untersuchungszeitraum
nicht nachgewiesen. Die Virusanzucht im bebriteten Hihnerei war in zehn

Fallen erfolgreich.

Zusammenfassend ergaben sich in diesen Untersuchungen keine
Hinweise auf ein epidemiologisch bedeutendes HPAI H5N1-Reservoir bei
Wildvégeln in Bayern. Die Ergebnisse belegen jedoch ein Vorkommen von
AIlV mit deutlichen speziesspezifischen, regionalen und saisonalen
Verteilungsschwerpunkten. Stockenten erwiesen sich als bedeutendes
AlV-Reservoir und eignen sich ganz besonders als Indikatoren zur
Abschéatzung des Vorkommens und der Subtypverteilung von AlV in einer
bestimmten Region.
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VI. SUMMARY

Wild bird monitoring in Bavaria: Occurrence and distribution of avian
influenza viruses from 2007 to 2009

Avian influenza A viruses (AlV) and particularly subtype components H5
and H7 are important worldwide, because they can cause tremendous
economical losses for poultry farming especially when occurring as high
pathogenic AIV (HPAIV). Waterfowl species, especially of the orders
Anseriformes (geese and ducks) and Charadriiformes (gulls and
shorebirds), are the primary reservoir for all AIV subtypes. However the
occurrence and distribution of avian influenza virus subtypes in wild birds

in Bavaria is still unknown.

The aim of the present study was to collect data on the current distribution
of AIV within the wild bird population in Bavaria. Information on the
existence of a H5N1-reservoir and additional data on the species-specific,

regional and seasonal distribution of AlV should be obtained.

Between July 2007 and March 2009 cloacal and tracheal swabs,
droppings and organs from 6114 wild birds of 14 different zoological
orders were collected and analysed. We used molecular biological
methods to detect AIV and to differentiate the hemagglutinin and
neuraminidase types H1 to H13 and N1 to N3 directly from field
specimens. In some samples we tried to isolate virus by inoculation in

embryonated chicken eggs.

AIV genomes were detected in 3.6 % of 6114 wild birds examined by RT-
real-time PCR (RT-rPCR), but only in five of the 78 sampled bird species.
Mallards (Anas platyrhynchos) were the most frequently sampled bird
species and had the highest AlV infection rate of 6.2 %, followed by Tufted
ducks (Aythya fuligula) (AIV prevalence of 5.0 %), Mute Swans (Cygnus
olor) (1.5 %), Coots (Fulica atra) (0.3 %) and Greylag Goose (Anser anser)
(0.1 %). Most of the positive AIV genome results originated from samples
in the district Swabia (9.6 %), which is situated in the central area of the
south-west bird migration route across southern Germany and harbours
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favourable resting areas for migrating birds. The detection rate of AlV in
Bavarian wild birds showed a seasonal peak in autumn/winter. With the
exception of H7, H8 and H12 all hemagglutinin types from H1 to H13 and
three coinfections (H3/H9, H6/H13, H9/H10) had been detected in
mallards. Furthermore the HA-types H5 (23.8 % of AlV positive birds), H11
(12.1 %) and H9 (5.8 %) and the subtypes H5N3 (12.6 %) and H1N1
(2.7 %) were most frequently detected. One hunted down mallard of the
administrative district Starnberg was found to be infected with HPAIV
H5N1/type Asia. Additionally solitary H5 and N1 subtype components
were detected in 0.9 and 0.3 %, respectively, of the sampled birds. The
hemagglutinin subtype component H7, which is also very important for
poultry, could not be detected. The virus isolation in embryonated chicken

eggs was successful in ten cases.

Summarizing the study results shown above, no indications for a
considerable HPAI H5N1 reservoir in wild birds in Bavaria were given.
However the results revealed the occurrence of AlV with obvious species-
specific, regional and seasonal emphases. Mallards represent an
important AlV-reservoir and are suitable indicators to estimate the AIV

occurrence and subtype distribution in a particular region.
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3. Detaillierte Daten zu beprobten Wildvogelspezies, saisonaler, regionaler Verteilung AlV und Subtypverteilung

Tabelle IX. 1: Taxonomische Einordnung der von Juli 2007 bis Marz 2009 beprobten Végel und speziesbezogene AlV-Pravalenz
(KI = Konfidenzintervall; n. n. = nicht nachgewiesen)

Wissenschaftliche AL AlV
Ordnung Familie Vogelart Bezeichnung anzahl posmvb 95 %-KI
n %a n | %
Anseriformes Anatidae Stockente Anas platyrhynchos | 3474 56,82 [214| 6,16 | 5,88-7,01
Reiherente Aythya fuligula 40 0,65 2 |5,00] 0,61-16,92
Schnatterente Anas strepera 4 0,07 n. n. 0,00-60,24
Tafelente Aythya ferina 3 0,05 n.n. 0,00-70,76
Nordamerikan. Pfeifente | Anas americana 2 0,03 n. n. 0,00-84,19
Kolbenente Netta rufina 1 0,02 n.n. 0,00-97,50
Rotschulterente Callonetta leucophrys| 1 0,02 n.n. 0,00-97,50
Loffelente Anas clypeata 1 0,02 n.n. 0,00-97,50
Fleckschnabelente Anas poecilorhyncha 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Eiderente Somateria mollissima | 2 0,03 n.n. 0,00-84,19
Mandarinente Aix galericulata 1 0,02 n.n. 0,00-97,50
Krickente Anas crecca 23 0,38 n. n. 0,00-14,82
Knékente Anas querquedula 2 0,03 n.n. 0,00-84,19
Ente Art nicht bestimmt 17 0,28 n. n. 0,00-19,51
Graugans Anser anser 678 | 11,09 1 [o0,15] 0,01-0,82
Brandgans Tadorna tadorna 1 0,02 n.n. 0,00-97,50
WeiBwangengans Branta leucopsis 3 0,05 n.n. 0,00-70,76
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Tabelle IX. 1, Fortsetzung
] p Proben- AlV
e Wissenschaftlich o
Ordnung Familie Vogelart Beig?chs:usgt che anzahl . positi\i) 95 %-Kl
n % n | %
Anseriformes Anatidae Ringelaans Branta bernicla 1 0,02 n. n. 0.00-97.50
Rothalsgans Branta ruficollis 5 0,08 n. n. 0,00-52,18
Streifengans Anser indicus 2 0.03 n. n. 0,00-84.19
Nilgans Alopochen aeqyptiacus 1 0,02 n. n. 0,00-97.50
Kanadagans Branta canadensis 239 3.91 n. n. 0.00-1,53
Kaisergans Chen canagica 2 0,03 n. n. 0,00-84,19
Zwergsaqger Mergellus albellus 1 0,02 n. n. 0,00-97.50
Géanseséaqger Merqus merganser 2 0,03 n. n. 0,00-84.19
Hockerschwan Cygnus olor 261 | 427 | 4 153 | 0.42-3.88
Schwarzhalsschwan | Cygnus melancoryphus 1 0,02 n. n. 0.00-97.50
Gruiformes Rallidae BlaBhuhn Fulica atra 678 | 11,09 [ 2 [0.29| 0,04-1,06
Teichhuhn Gallinula chloropus 22 0,36 n. n. 0,00-15,44
Gruidae Kranich Grus grus 2 0,03 n. n. 0,00-84.,19
Podicipediformes |Podicipedidae Haubentaucher Podiceps cristatus 2 0.03 n. n. 0.00-84.19
Schwarzhalstaucher | Podiceps nigricollis 1 0,02 n. n. 0,00-97.50
Zwergtaucher Tachybaptus ruficollis 1 0,02 n. n. 0,00-97.50
Charadriiformes Laridae Lachmoéwe Larus ridibundus 127 2,08 n. n. 0.00-2,86
Sternidae Inkaseeschwalbe Larosterna inca 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Scolopacidae Waldschnepfe Scolopax rusticola 8 0,13 n. n. 0.00-36,94
Haematopodidae [Austernfischer Haematopus ostralequs 4 0.07 n. n. 0,00-60,24
Ciconiiformes Ciconiidae WeiBstorch Ciconia ciconia 13 0,21 n. n. 0,00-24.71
Schwarzstorch Ciconia nigra 3 0.05 n. n. 0,00-70,76
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Tabelle IX. 1, Fortsetzung

p ; Proben- AIlV
Ordnung Familie Vogelart gg;zle::::’f ;tllche anzahl . positivb el
o, )
n Yo n Yo

Ciconiiformes Ardeidae Graureiher Ardea cinerea 9 0,15 n.n. 0,00-33,63
Kuhreiher Bubulcus ibis 3 0,05 n. n. 0,00-70,76
Threskiornithidae |[WeiBer Loffler Platalea leucorodia 2 0,03 n.n. 0,00-84,19
Strohhalsibis Carphibis spinicollis 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Waldrapp Geronticus eremita 1 0,02 n.n. 0,00-97,50
Pelecaniformes Phalacrocoracidae | Kormoran Phalacrocorax carbo 15 0,25 n.n. 0,00-21,80
Accipitriformes Accipitridae M&usebussard Buteo buteo 44 0,72 n. n. 0,00-8,04
Wespenbussard Pernis apivorus 2 0,03 n.n. 0,00-84,19
Sperber Accipiter nisus 19 0,31 n. n. 0,00-17,65
Habicht Accipiter gentilis 9 0,15 n. n. 0,00-33,63

Turmfalke Falco tinnunculus 45 0,74 n.n. 0,00-7,87
Wanderfalke Falco peregrinus 4 0,07 n.n. 0,00-60,24
Baumfalke Falco subbuteo 1 0,02 n.n. 0,00-60,24
Rotmilan Milvus milvus 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Seeadler Haliaeetus albicilla 1 0,02 n.n. 0,00-97,50
Gerfalke Falco rusticolus 1 0,02 n.n. 0,00-97,50
Strigiformes Strigidae Waldkauz Strix aluco 24 0,39 n. n. 0,00-14,25
Uhu Bubo bubo 7 0,11 n.n. 0,00-40,96
Waldohreule Asio otus 18 0,29 n.n. 0,00-18,53
Schnee-Eule Nyctea scandiaca 3 0,05 n.n. 0,00-70,76
Sumpfohreule Asio flammeus 1 0,02 n.n. 0,00-97,50
Tytonidae Schleiereule Tyto alba 7 0,11 n. n. 0,00-40,96
Eule Art nicht bestimmt 4 0,07 n. n. 0,00-60,24
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Tabelle IX. 1, Fortsetzung

. . Proben- AlV
Ordnung Familie Vogelart g;zzg;’s::; g"Che anzahl . positivb 95 %- Ki
o, )
n Yo n Yo

Passeriformes Corvidae Saatkréahe Corvus frugilequs 4 0,07 n. n. 0,00-60,24
Aaskréhe Corvus corone 63 1,03 n. n. 0,00-5,69
Dohle Corvus monedula 2 0,03 n. n. 0,00-84,19
Kolkrabe Corvus corax 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Eichelhaher Garrulus glandarius 10 0,16 n. n. 0,00-30,85
Elster Pica pica 4 0,07 n. n. 0,00-60,24
Tannenhaher Nucifraga caryocatactes 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Fringillidae Gimpel Pyrrhula pyrrhula 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Fink Art nicht bestimmt 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
QOriolidae Pirol Qriolus oriolus 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Turdidae Amsel Turdus merula 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Motacillidae Bachstelze Motacilla alba 23 0,38 n. n. 0,00-14,82
Columbiformes Columbidae Ringeltaube Columba palumbus 19 0,31 n. n. 0,00-17,65
StraBentaube Columba livia f. domestica| 8 0,13 n. n. 0,00-36,94

Galliformes Phasianidae Fasan Phasianus colchicus 118 1,93 n. n. 0,00-3,08
Rebhuhn Perdix perdix 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Rothuhn Alectoris rufa 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Upupiformes Upupidae Wiedehopf Upupa epops 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Piciformes Picidae Buntspecht Dendrocopos major 1 0,02 n. n. 0,00-97,50
Gesamt 6114 [ 100 [223(3,65| 3,19-4,15

abezogen auf Gesamtprobenanzahl 6114.
abezogen auf die Gesamtprobenanzahl jeweiliger Vogelspezies.
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Tabelle IX. 2: Jahreszeitliche Unterschiede im Nachweis Influenza-A-, H5-, N1-, N2- und N3-positiver Tiere Uber den gesamten
Studienzeitraum, unterteilt nach bayerischen Regierungsbezirken (n. n. = nicht nachgewiesen)

Regierungsbezirk Jahreszeit Probenanzahl | AlV posnblv H5-positiv | N1-positiv| N2-positiv | N3-positiv
n %a n % n %c n %c n %c n %c
Oberfranken Frahjahr (Mrz-Mai) 59 1,0 n. n. n. n. n. n. n. n. n.n.
Sommer (Juni-Aug) 71 1,2 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Herbst (Sep-Nov) 77 1,3 | 11 | 143 1 ] 9,1 n. n. 1 | 9,1 n. n.
Winter (Dez-Feb) 82 1,3 1 1,2 n. n. 1 1100,0 n. n. n. n.
Oberfranken Gesamt 289 | 47 [ 12] 42 1 |83 1[83]| 1| 83 n. n.
Unterfranken Frihjahr (Mrz-Mai) 0 0,0 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Sommer (Juni-Aug) 105 1,7 n. n. n. n. n. n. n. n. n.n.
Herbst (Sep-Nov) 61 10 | 2 | 33 n. n. 2 [100,0 n. n. n. n.
Winter (Dez-Feb) 89 1,5 2 2,2 n. n. n. n. n. n. n. n.
Unterfranken Gesamt 255 | 42 | 4 | 1,6 n. n. 2 | 50,0 n. n. n. n.
Mittelfranken Frihjahr (Mrz-Mai) 315 5,2 n. n. n. n. n. n. n. n. n.n
Sommer (Juni-Aug) 102 1,7 n. n. n. n. n. n. n.n. n.n
Herbst (Sep-Nov) 61 1,0 | 3 | 49 n. n. n. n. n. n. n.n
Winter (Dez-Feb) 71 1,2 n. n. n.n n.n n.n n.n
Mittelfranken Gesamt 549 | 90 [ 3 | 05 n.n n.n n.n n.n
Oberpfalz Frahjahr (Mrz-Mai) 60 1,0 n. n. n. n. n. n. n. n. n.n
Sommer (Juni-Aug) 173 2,8 2 1,2 n. n. n. n. 1 50 n. n.
Herbst (Sep-Nov) 232 | 38 |12 | 52 2 |16,7 n. n. 1 83| 1 | 83
Winter (Dez-Feb) 47 0,8 2 4,3 n. n. n. n. n. n. n. n.
Oberpfalz Gesamt 512 | 84 |16 | 3,1 2 [125] n.n 2 [125] 1 | 63
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Tabelle IX. 2, Fortsetzung

Regierungsbezirk Jahreszeit Probenanzahl | AlV posntl,v H5-positiv | N1-positiv | N2-positiv| N3-positiv
n %a n % n %c n %c n %c n %c
Niederbayern Frihjahr (Mrz-Mai) 43 0,7 n. n. n.n n.n n.n n.n
Sommer (Juni-Aug) 205 3,4 n. n. n.n n.n n.n n.n
Herbst (Sep-Nov) 266 4.4 9 3,4 n.n n.n n.n n.n
Winter (Dez-Feb) 125 2,0 8 6,4 n. n. 1 12,5 n. n. n. n.
Niederbayern Gesamt 639 10,5 17 | 2,7 n. n. 1 5,9 n. n. n. n.
Oberbayern Frihjahr (Mrz-Mai) 1110 | 18,2 2 0,2 n. n. n. n. n. n. n. n.
Sommer (Juni-Aug) 387 6,3 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Herbst (Sep-Nov) 751 12,3 | 53 | 7,1 4 75 | 5| 94 1 \ 1,9 n. n.
Winter (Dez-Feb) 489 8,0 7 1,4 1 143 | 1 | 14,3 n.n n. n.
Oberbayern Gesamt 2737 | 448 | 62 | 2,3 5 8,1 6 | 9,7 1 [16 n. n.
Schwaben Frihjahr (Mrz-Mai) 127 2,1 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Sommer (Juni-Aug) 76 1,2 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
Herbst (Sep-Nov) 601 98 | 97 [16,1] 43 [443[ 3 [ 31| 4 [41] 28 | 289
Winter (Dez-Feb) 329 5,4 12 | 3,6 2 16,7 | 3 | 25,0 n. n. n. n.
Schwaben Gesamt 1133 | 185 | 109 | 96 | 45 |413| 6 | 55 4 |3,7| 28 | 25,7
Gesamt 6114 | 1000 | 223 | 3,6 | 53 | 238 | 16 | 7,2 8 |36 29 | 13,0

abezogen auf Gesamtprobenanzahl 6114.
b

bezogen auf Probenanzahl aus jeweiligem Regierungsbezirk zur entsprechenden Jahreszeit.
Cbezogen auf Influenza-A-positive Proben aus jeweiligem Regierungsbezirk zur entsprechenden Jahreszeit.
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Tabelle IX. 3: Verteilung der untersuchten Proben und der nachgewiesenen Influenza-A-Virusinfektionen auf die bayerischen
Landkreise von Juli 2007 bis Méarz 2009

. . . Probenanzahl AlV positiv
Regierungsbezirk Landkreis a b 95 %-KI
n % n %

Oberfranken Bayreuth 82 1,34 2 2,44 0,30-8,53
Wunsiedel 77 1,26 10 12,99 6,41-22,59
Bamberg 77 1,26 n.n 0,00-4,68
Coburg 3 0,05 n.n 0,00-70,76
Forchheim 15 0,25 n.n 0,00-21,80
Kulmbach 13 0,21 n. n 0,00-24,71
Lichtenfels 22 0,36 n. n. 0,00-15,44

Oberfranken Gesamt 289 4,73 12 4,15 2,16-7,14

Unterfranken Bad Kissingen 54 0,88 2 3,70 0,45-12,75
Wiirzburg 4 0,07 2 50,00 6,76-93,24
HaBberge 8 0,13 n.n 0,00-36,94
Aschaffenburg 55 0,9 n. n 0,00-6,49
Miltenberg 8 0,13 n.n 0,00-36,94
Main-Spessart 5 0,08 n.n 0,00-52,18
Rhén-Grabfeld 28 0,46 n.n 0,00-12,34
Schweinfurt 93 1,52 n. n. 0,00-3,89

Unterfranken Gesamt 255 417 4 1,57 0,43-3,97
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Tabelle IX. 3, Fortsetzung
. . . Probenanzahl AlV positiv
Regierungsbezirk Landkreis a b 95 %-KI
n % n %

Mittelfranken WeiBenburg-Gunzenhausen 217 3,55 3 1,38 0,29-3,99
Ansbach 8 0,13 n. n. 0,00-36,94
Erlangen-Hbéchstadt 69 1,13 n. n. 0,00-5,21
Flrth 106 1,73 n. n. 0,00-3,42
Nlrnberg 109 1,78 n. n. 0,00-3,33
Neustadt an der Aisch 30 0,49 n. n. 0,00-11,57
Roth 10 0,16 n. n. 0,00-30,85

Mittelfranken Gesamt 549 8,98 3 0,55 0,11-1,59

Oberpfalz Amberg-Sulzbach 18 0,29 1 5,56 0,14-27,29
Tirschenreuth 100 1,64 4 4,00 1,10-9,93
Cham 181 2,96 7 3,87 1,57-7,81
Regensburg 141 2,31 1 0,71 0,02-3,89
Schwandorf 71 1,16 3 4,23 0,88-11,86
Neumarkt 1 0,02 n. n. 0,00-97,50

Oberpfalz Gesamt 512 8,37 16 3,13 1,80-5,03

Niederbayern Deggendorf 204 3,34 13 6,37 3,44-10,65
Dingolfing-Landau 30 0,49 2 6,67 0,82-22,07
Landshut 19 0,31 1 5,26 0,13-26,03
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Tabelle IX. 3, Fortsetzung
. . . Probenanzahl AlV positiv
Regierungsbezirk Landkreis a b 95 %-KI
n % n %

Niederbayern Regen 30 0,49 1 3,33 0,08-17,22
Kelheim 85 1,39 n. n 0,00-4,25
Freyung-Grafenau 1 0,02 n. n 0,0097,50
Passau 167 2,73 n.n 0,00-2,18
Rottal-Inn 96 1,57 n. n 0,00-3,77
Straubing-Bogen 7 0,11 n.n 0,00-40,96

Niederbayern Gesamt 639 10,45 17 2,66 1,56-4,23

Oberbayern Altotting 133 2,18 8 6,02 2,63-11,51
Erding 110 1,80 1 0,91 0,02-4,96
Eichstatt 125 2,04 2 1,60 0,19-5,66
Freising 135 2,21 4 2,96 0,81-7,41
Garmisch-Partenkirchen 61 1,64 1 1,64 0,04-8,8
Miinchen 562 9,19 1 0,18 <0,01-0,99
Neuburg-Schrobenhausen 84 1,37 9 10,71 5,02-19,37
Pfaffenhofen an der liIm 220 3,60 31 14,09 9,78-19,4
Starnberg 224 3,66 2 0,89 0,11-3,19
Bad Tolz 6 0,10 2 33,33 4,33-77,7
Traunstein 401 6,56 1 0,25 <0,01-1,38
FUrstenfeldbruck 54 0,88 n. n. 0,00-6,60
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Tabelle IX. 3, Fortsetzung
. . . Probenanzahl AlV positiv
Regierungsbezirk Landkreis a b 95 %-KI
n % n %

Oberbayern Dachau 89 1,46 n. n. 0,00-4,06
Miesbach 12 0,20 n. n. 0,00-26,46
Muhldorf am Inn 9 0,15 n. n. 0,00-33,63
Ebersberg 15 0,25 n. n. 0,00-21,80
Ingolstadt 58 0,95 n. n. 0,00-6,16
Rosenheim 278 4,55 n. n. 0,00-1,32
Landsberg am Lech 142 2,32 n. n. 0,00-2,56
Weilheim-Schongau 19 0,31 n. n. 0,00-17,65

Oberbayern Gesamt 2737 44,77 62 2,27 1,74-2,89

Schwaben Augsburg 140 2,29 3 2,14 0,44-6,13
Dillingen an der Donau 75 1,23 6 8,00 2,99-16,6
Donau-Ries 409 6,69 89 21,76 17,86-26,08
Lindau 268 4,38 6 2,24 0,83-4,81
Unterallgdu 13 0,21 3 23,08 5,04-53,81
Neu-Ulm 32 0,52 1 3,13 0,08-16,22
Oberallgau 30 0,49 1 3,33 0,08-17,22
Kempten 4 0,07 n. 0,00-60,24
Aichach-Friedberg 135 2,21 n. 0,00-2,70
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Tabelle IX. 3, Fortsetzung

Regierungsbezirk Landkreis Probenanzahla AlV positiv b 95 %-KI
n % n %
Schwaben Memmingen 2 0,03 n. n. 0,00-84,19
Glinzburg 12 0,20 n. n. 0,00-26,46
Ostallgau 13 0,21 n. n. 0,00-24,71
Schwaben Gesamt 1133 18,53 109 9,62 7,97-11,49
Gesamt 6114 100 223 3,65 3,19-4,15

abezogen auf Gesamtprobenanzahl 6114.

bezogen auf Probenanzahl aus jeweiligem Landkreis.
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Tabelle IX. 4: Gesamtibersicht tGber den Nachweis der Subtypkomponenten H1-H13 in den bayerischen Landkreisen (H5-/H7-
Subtypisierung nach SPACKMAN et al. (2002), restliche HA-Typen nach RINDER et al. (in Vorbereitung). Bei grau hinterlegten
Feldern wurde keine Subtypkomponente nachgewiesen. H7, H8 und H12 wurden im Untersuchungszeitraum nicht nachgewiesen.

Regierungs- || andkreis | H1 | H2 | H3 | H3/ | H4 | H5 | H6 | H9 | HY | H10 | H11 | H13 |H13/|  Gesamt
bezirk H9 H10 H6
Oberfranken WUN 1 1 3 1 6
Unterfranken |KG 1 1
WU 2 2
Mittelfranken |WUG 1 1
Oberpfalz AS 1 1
CHA 1 1 1 2 5
R 1 1
TIR 1 1
Niederbayern |DEG 1 3 4
DGF 1 1
REG 1 1
Oberbayern |AO 1 1 2 2 6
El 1 1
FS 1 1 2
GAP 1 1
M 1 1
ND 2 2
PAF 1 1 14 1 17
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Tabelle IX. 4, Fortsetzung
Regierungs- || andkreis | H1 | H2 | H3 | H3 | Ha | H5 | H6 | H9 | HY | H10 | H11 | H13 |H13/|  Gesamt
bezirk H9 H10 H6
Oberbayern STA 1 1
TOL 2 2
TS 1 1
Schwaben A 1 1
DLG 1 2 1 1 1 6
DON 4 4 41 5 4 58
LI 1 1 1 1 4
MN 2 1 3
Gesamt 8 6 6 1 3 53 8 11 1 3 27 2 1 130
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Tabelle IX. 5: Gesamtibersicht Gber den Nachweis der Subtypkomponenten N1-N3, N6 und N9 in den bayerischen Landkreisen.
In Mittelfranken und bei grau hinterlegten Feldern wurde keine der angegebenen Subtypkomponenten nachgewiesen.

neglerunds: | L andkreis N1 N2 N3 N6 N9 Gesamt
Oberfranken |BT 1 1
WUN 1 1
Unterfranken |WU 2 2
Oberpfalz AS 1 1
CHA 2 2
Niederbayern |REG 1 1
Oberbayern |M 1 1
ND 4 4
PAF 1 3 4
STA 1 1
TOL 2 2
Schwaben A 1 1
DLG 1 2 3
DON 3 4 26 33
LI 1 1
Gesamt 16 8 29 2 3 58
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