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1 EINLEITUNG UND ZIELE DER ARBEIT

Die Avidre Influenza (Al) ist eine bei domestiziertem Gefligel und Wildvégeln vorkom-
mende, hochkontagiése Viruserkrankung mit zooanthroponotischem Potential. Je nach Pa-
thogenitat der aviaren Influenza A Viren (AIV) far terrestrisches Gefligel, wird die ,Niedrig-
pathogene Aviare Influenza“ (NPAI) von der ,Hochpathogenen Avidren Influenza“ (HPAI)
abgegrenzt. Bei Letzterer handelt es sich um eine wichtige, in der Liste des ,Internationalen
Tierseuchenamtes® (OIE) aufgefiihrte und in Deutschland anzeigepflichtige Tierseuche. Die
HPAI fihrt weltweit zu drastischen ékonomischen Verlusten durch Tierverluste, Bekamp-
fungsmaBnahmen und Handelsbeschréankungen in der Gefligelindustrie. Insbesondere seit
der globalen Verbreitung des Subtyps HPAIV H5N1 in Asien, Afrika und Europa ist die Al
unter dem von den Medien gepragten Begriff ,Vogelgrippe“ erstmalig auch in das 6ffentliche
Interesse gelangt. Ausschlaggebend hierfiir waren und sind tber das bekannte MaB hinaus-
gehende, in Uber der Hélfte der Falle tédlich verlaufende Infektionen des Menschen mit avia-
ren Influenzaviren. Als Infektionsquelle spielen der enge Kontakt zu HPAIV H5N1-
erkranktem Geflugel und kontaminierten Geflligelprodukten sowie Wildvdgeln, welche an
HPAIV H5N1 verendeten, eine wesentliche Rolle. Nicht zuletzt geschlrt durch die Medien
machte sich unter der Bevdlkerung die Beflirchtung breit, dass es sich bei HPAIV H5N1 um
einen Vorlaufer eines neuen, geféhrlichen Pandemievirus handeln kénnte. Dieser wirde un-
ter Umstanden, nach effizienter Ubertragung von Mensch zu Mensch, eine neue weltweite
Influenzawelle mit mehreren Millionen Toten unter der Bevdélkerung verursachen kénnen.
Darlber hinaus lassen weitere Tatsachen diesen Erreger einzigartig unter den AlV erschei-
nen. HPAIV H5N1 verursachte eine bislang unbekannte hohe Anzahl von verendeten oder
gekeulten Gefligels (bislang >150 Millionen Tiere). AuBerdem flihrte er erstmals in der Ge-
schichte auch zu einem massenhaften Wildvogelsterben. SchlieBlich zirkulierte weder ein
AlV fir eine so ungewohnlich lange Zeit (seit 1996 anhaltend), noch wurde eine so groBrau-
mige Verbreitung wie der von HPAIV H5N1 Uber mehrere Kontinente bislang beschrieben.
Die weltweite HPAIV H5N1-Pandemie blieb jedoch bislang aus. Dennoch fihrt, trotz abgeris-
senen Medieninteresses, HPAIV H5N1 in weiten Teilen Asiens und Afrikas nach wie vor zu
Infektionen bei Vogel und Mensch. In dieser Arbeit sollten daher zwei epidemiologische Fra-

gestellungen mit humanmedizinischem Bezug erértert werden.

Tauben (Columba livia) bewegen sich als ,Brickenspezies” frei zwischen Wildvégeln
und im Freiland gehaltenem Wirtschaftsgefligel. Sie kdbnnten daher womd@glich einen Vektor
zum AIV-Eintrag in Letztere darstellen. Dariber hinaus kommen vor allem Stadttauben (C.
livia f. urbana) in Ballungsraumen auch mit Menschen, sowie jagdlich genutzte Wildtauben
(in erster Linie Ringeltauben (Columba palumbus)) mit Jagern und Férstern in engen Kon-
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takt. Aktuelle experimentelle Empfanglichkeitsstudien an Tauben gegentber verschiedenen
HPAIV H5N1-Isolaten ergaben widersprichliche Angaben. Unter dem besonderen Aspekt
der Humangesundheit sollen fir den ersten Teil dieser Studie daher Stadttauben aus deut-
schen Stadten gefangen sowie Proben von Wildtauben in Zusammenarbeit mit JAgern akqui-
riert werden. Aus diesen Proben ergibt sich fir diese Arbeit folgendes Ziel:
% Erhebung des natlrlichen Infektionsstatus von Stadttauben und geschossenen
Wildtauben mit AIV, unter der besonderen Berlcksichtigung von HPAIV H5N1, in

Deutschland.

Bei Greifvdgeln wurden AlV-Infektionen bislang selten beschrieben. Allerdings befanden
sich im Zuge der weltweiten HPAIV H5N1-Ausbriiche in mehreren Landern, hierunter auch in
Deutschland, unter den positiv getesteten Végeln auch mehrere Wildgreife. Wahrend Wild-
greife im Zuge des nationalen Al-Wildvogelmonitorings auf das Vorkommen von AlV unter-
sucht worden sind, war dies bei falknerisch gehaltenen Greifvdgeln (,Beizvdgeln®) bislang
nicht der Fall. Allerdings wurden auBerhalb Deutschlands in jingster Zeit ebenso aus Beiz-
vogeln mehrfach HPAIV H5N1-Stamme isoliert. Wildlebende als auch falknerisch gehaltene
Greife haben durch die Jagd mdglicherweise Kontakt zu AlV-tragenden Beutetieren und
kénnen sich an diesen infizieren. Dies insbesondere, da Greifvdogel geschwachte Beutetiere
bevorzugt fangen und somit ein vermutlich héheres Risiko tragen, mit AlV in Kontakt zu
kommen. Infizierte Beizvogel sowie Beutetiere kommen wiederum in engen Kontakt zum
Falkner. Dieser kénnte sich dadurch anstecken. Da Falkner zudem Kontakt zu humanen In-
fluenzaviren haben, ist denkbar, dass die Beizjagd (die Jagd mit Beizvdgeln) eine besondere
Rolle in der Epidemiologie der Avidren Influenza sowie in der Entstehung neuer Pandemievi-
ren spielen kénnte. Um dieses Risiko zu bewerten, sollte eine Feldstudie in Zusammenarbeit
mit dem Robert Koch-Institut (RKI) und einem deutschen Falknerverband, dem Deutschen
Falkenorden (DFO), auf den Weg gebracht werden. Folgende Ziele sind fir diese Studie
festzuhalten:

% Epidemiologische Untersuchungen zum Vorkommen von AlV bei Beizvigeln;
% Gleichzeitige Untersuchung von deren Beutetieren (ausschlieBlich Flugwild), um
diese als mdgliche Ansteckungsquelle der untersuchten Beizvdgel zu erkennen;
% Untersuchung der Falkner, um das Risiko der Ansteckung durch die Falknerei

einzuschéatzen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Aviare Influenza

2.1.1 Atiologie

Die Aviare Influenza (Al) wird durch Influenza A Viren aus der Familie der Orthomyxovi-
ridae verursacht. Diese behllten Viren besitzen ein geteiltes Genom, bestehend aus acht
Segmenten negativ-strangiger RNA. Anhand der antigenen Eigenschaften ihrer Nukleo- (NP)
und Matrixproteine (M) werden Influenza A Viren innerhalb der Orthomyxoviridae von In-
fluenza B, C, Thogoto- und Isaviren abgegrenzt. In die Virushille sind die beiden trans-
membranalen Glykoproteine ,Hamagglutinin“ (H) und ,Neuraminidase” (N) eingelagert. Diese
werden zur weiteren Subtypisierung herangezogen. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind 16 anti-
genetisch verschiedene H und neun unterschiedliche N bekannt (Fouchier et al., 2005). An-
hand der Kombination dieser in der Virushulle (z.B. HIN1, H5N1, H7N3) kénnen theoretisch
256 verschiedene Subtypen resultieren. Einige Stamme urspringlich aviarer Influenza A Vi-
ren (AlV) haben sich im Laufe der Zeit an verschiedene Vogel- und Saugetierwirte adaptiert.
Innerhalb dieser Spezies haben sie eigene Linien (Hauptlinien) ausgebildet, innerhalb wel-
cher sie zirkulieren (Webster et al., 1992). Anhand von Nukleotidsequenzanalysen des NP
werden derzeit acht Hauptlinien unterschieden: eurasische und nordamerikanische Vogelli-
nie (beide diverse Subtypen), Méwenlinie (H13NXx), equine Linie Typ | und Il (H7N7 und
H3N8), klassische und vogelahnliche europédische Schweinelinie (H1N1, H3N2) sowie eine
humane Linie (H1N1, H2N2, H3N2) (Gorman et al., 1991).

GeméaB ihrer Pathogenitat im Geflugel werden AIV in Pathotypen eingeteilt. Solche AlV,
welche im terrestrischen Gefligel schwere Krankheitsverlaufe mit einer hohen Morbiditat und
Mortalitét verursachen, werden als ,Hochpathogene aviare Influenzaviren* (HPAIV) bezeich-
net und von den ungleich haufiger vorkommenden ,Niedrigpathogenen aviaren Influenzavi-
ren“ (NPAIV) abgegrenzt. Die ,Hochpathogene Aviare Influenza“ (HPAI, frihere Bezeich-
nung ,Gefligelpest) verursacht schwere ékonomische Verluste in der Gefligelindustrie.
HPAI-Ausbriiche werden daher als anzeigepflichtige Erkrankung tierseuchenrechtlich gere-
gelt. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden HPAI-Ausbriche nur durch einzelne H5- und H7-
Subtypen verursacht. Die Mehrzahl dieser Subtypen sind jedoch den NPAIV zuzuordnen
(Swayne und Suarez, 2000). Nach der Definition der ,Verordnung zum Schutz gegen die
Geflugelpest” vom 18.10.2007, liegt die anzeigepflichtige HPAI dann vor, wenn (1) eine In-
fektionskrankheit beim Gefligel oder bei Wildvégeln durch ein Influenza A Virus mit einem
intravendsen Pathogenitatsindex (IVPI) in sechs Wochen alten Hihnern von = 1,2 verursacht
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wird, bzw. (2) eine Infektion mit den AIV-Subtypen H5 und H7, bei der im Rahmen einer
Nukleotid-Sequenzanalyse das Vorhandensein multipler basischer Aminosauren im Spaltbe-
reich des H nachgewiesen wurde, auftritt (Anonym 2007c).

Punkt zwei der obigen Definition erklart sich dahingehend, dass eine Hauptdominante
der Virulenz von AlV durch die Aminosduresequenz im Spaltbereich des H determiniert wird
(Horimoto und Kawaoka, 1994; Senne et al., 1996). Vor der Infektion einer Zelle muss das
Hamagglutinin in zwei Untereinheiten gespalten werden. HPAIV besitzen eine multibasische
Spaltstelle. Die Spaltung erfolgt durch ubiquitar im Kérper vorhandene Proteasen (Webster
et al., 1986; Perdue et al., 1996; Perdue et al., 1997). Dadurch kénnen sich HPAIV grund-
satzlich systemisch verbreiten. Die monobasischen Spaltstellen der NPAIV kénnen dagegen
nur durch Proteasen, welche sich im Respirations- (RT) und Gastrointestinaltrakt (GIT) be-
finden, gespalten werden. Daher bleiben NPAIV auf diese Organsysteme beschrankt.

Influenza A Viren zeichnen sich durch eine hohe genetische Variabilitdt aus. Aus-
tauschraten von bis zu einem Nukleotid pro Genom und Replikationszyklus wurde von Drake
(1993) beschrieben. Punktmutationen im H und N kénnen zu einer langsamen, stetigen Ver-
anderung der antigenetischen Eigenschaften fihren (sogenannter ,Antigendrift*). Im Was-
sergefligel scheinen AIV in einem evolutionaren Gleichgewicht zu stehen, so dass Antigen-
drift bisher hauptséchlich bei terrestrischen Gefligelarten nachgewiesen wurde (Kida et al.,
1987; Webster et al., 1992). Neben Mutationen innerhalb eines Genomsegments kdnnen
Influenza A Viren, unter der Voraussetzung, dass zwei verschiedene Subtypen gleichzeitig
eine Zelle infizieren, komplette Segmente austauschen (sogenanntes ,Reassortment”). Wer-
den H und/oder N zwischen humanen und nicht-humanen (z.B. aviaren) Influenza A Viren
ausgetauscht, kénnen ,problematische” Subtypen resultieren, gegen welche in der menschli-
chen Bevodlkerung keine Antikérper existieren (sogenannter ,Antigenshift) (Scholtissek,
2006). In solchen Fallen kénnte es zum Ausbruch einer Influenzapandemie kommen.

AlV sind in der Umwelt recht instabil und werden durch Hitze (sofortiges Absterben bei
70°C), extreme pH-Werte (< pH 6 und > pH 8), hypertone Medien und Trockenheit inaktiviert,
ebenso durch UV-Strahlen (Stettmund von Brodorotti und Mahnel, 1982). Organisches Mate-
rial hat einen stabilisierenden Effekt. Ebenso kénnen AIV im kihlen und wassrigen Milieu
eine relativ hohe Uberlebensfahigkeit behalten. Beispielsweise blieben aus Wildvdgeln iso-
lierte LPAIV bei einer Wassertemperatur von 17°C far 207 Tage, bei 28°C fir 102 Tage in-
fektids. Erhdhte Salzwerte oder pH-Werte im Wasser verkiirzten die Uberlebenszeiten fiir
AlV bei beiden Temperaturen (Stallknecht et al., 1990a, b; Brown et al., 2007). Im Eis kén-
nen AIV Uber mehrere Jahre infektios bleiben (Yilmaz und Kaleta, 2004).
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2.1.2 Allgemeines Wirtsspektrum

Das naturliche Wirtsspektrum von AlV umfasst Hausgefligel und Wildvégel aus mindes-
tens zwdlf taxonomischen Ordnungen, 26 Vogelfamilien und 105 Vogelspezies (Stallknecht
und Shane 1988; Olsen et al., 2006). Die Mehrzahl der Isolate stammen hierbei aus Wasser-
vogeln, insbesondere Vertretern der Ordnungen ,Génsevdgel“ (Anseriformes) und ,Wat- und
Moéwenvogel“ (Charadriiformes). Bei diesen kommen NPAIV aller bislang nachgewiesenen
H- und N-Subtypen vor. Ohne selber zu erkranken, beherbergen und passagieren Spezies
dieser Ordnungen somit eine Vielzahl verschiedener AlV und das Vorhandensein mehrerer
Subtypen in einem Vogel férdert die Entstehung neuer Virusreassortanten (Sharp et al.,
1997; Hatchette et al., 2004). Wasservdgel stellen somit ein natdrliches Influenza A Virus-
Reservoir fir Wirtschaftsgefligel und Saugetiere dar (Webster et al., 1992; Alexander,
2000). Im hochempfanglichen Gefligel kénnen NPAIV durch Tierpassagen eine Virulenz-
steigerung erfahren und die HPAI hervorrufen (Banks et al., 2000; Cilloni et al., 2010). Die
prinzipielle Vorstellung, dass bei Wildvégeln gemeinhin NPAIV vorkommen, wurde widerlegt,
als wahrend der bis heute anhaltenden HPAIV H5N1-Ausbrliche auch massenhaft Wildvo-
gel verstarben. Der Erreger konnte ferner in asymptomatisch infizierten Wildvégeln nachge-
wiesen werden (siehe Kapitel 2.1.7) (FLI, 2008a).

Obgleich gemeinhin eine Ubertragung von AIV auf Saugetiere nicht stattfindet, konnten
manche Subtypen auch schon in verschiedenen Saugetierspezies (Tabelle 2.1) sowie im
Menschen (siehe Kapitel 2.4.) nachgewiesen werden.

Tabelle 2.1: Saugetierspezies mit natirlichen AlV-Infektionen

Pensaert et al., 1981

Schwein (Sus scrofa) H1N1, H3N2, HON2 Scholtissek et al., 1983
Xu et al., 2004
Keawcharoen et al., 2004

Katzenartige (Felidae) H5N1 Leschnik et al., 2007

Marschall und Hartmann, 2008
Harder und Vahlenkamp, 2009b

Hund (Canis lupus) H3N2, H3N8, H5N1

Songserm et al., 2006b
Pferd (Equus ferus cabal- .

H3N8, H7N7 Van Maanen und Cullinag, 2002
lus)
Nerz (Neovison vison) H10N4 Klingeborn et al., 1985
Steinmarder (Martes foina) | H5N1 Globig et al., 2009
L Geraci et al., 1982, Callan et al., 1995

Seehund (Pinnipedia) H3N3, H4N5, H7N7

Webster et al., 1981
Wale (Cetacea) H1N3, H13N2 H13N9 Hinshaw et al., 1986; Lvov et al., 1978
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2.1.3 Ubertragung

Die Ausscheidung von AlV erfolgt Uber Kot, Sekrete des Respirations- und Reprodukti-
onstraktes, Uber Federfollikel sowie Tranenflissigkeit (Swayne, 2008; Yamamoto et al.,
2008). Der Erreger wird oral, nasal oder Uber kontaminierte Samenflissigkeit aufgenommen.
Die Ubertragung erfolgt auf horizontalem Wege (iber direkte oder indirekte Vektoren (Insek-
ten, Wasser, Futter, Personen, Gefliigelprodukte). Eine vertikale Ubertragung findet theore-
tisch statt. Es kommt allerdings meist nicht zum Schlupf der Kiken, da die infizierten Embry-
onen zuvor absterben (Swayne, 2008).

In den Reservoirspezies wird der Erreger in groBen Mengen repliziert und mit dem Kot
ausgeschieden (Webster et al., 1978). Beglnstigt durch hohe Populationsdichten an Brut-,
Futter- sowie Vogelzug-Rastplatzen, der relativ hohen Tenazitat von AIV im Wasser sowie
des koprophagialen Verhaltens der meisten Entenspezies, findet eine rege Viruslbertragung
auf fakal-oralem Wege statt (Hinshaw et al., 1979, Stallknecht et al., 1990b; Webster et al.,
1992; Brown et al., 2007).

Far HPAIV H5NT1 ist darliber hinaus eine Infektion von karnivoren Végeln und Saugetie-
ren durch den Verzehr infektidsen Fleisches nachgewiesen worden (Keawcharoen et al.,
2004; Songserm et al., 2006a, Songserm et al., 2006b, Khan et al., 2009). Auch hat in einem
Fall fir die Entstehung humaner HPAIV H5N1-Falle der Verzehr rohen Entenblutes eine Rol-
le gespielt (Apisarnthanarak et al., 2004).

2.1.4 Klinik und Pathologie

Die klinischen sowie pathologischen Bilder von AlV sind, abhangig vom Wirt (Art, Alter,
Immunstatus), des Erregers (Virusstamm, Pathotyp, Infektionsdosis) sowie Umweltfaktoren
(Haltungs-, Fltterungs-, Hygienebedingungen, Klima), sehr variabel und unspezifisch.

Bei wildlebenden Wasservogeln verlaufen Infektionen mit NPAIV in der Regel subkili-
nisch (Webster et al,, 1992). In domestizierten Enten und Génsen verlaufen NPAIV-
Infektionen oft asymptomatisch, gelegentlich kénnen jedoch respiratorische Symptome auf-
treten. Bei den hochempfanglichen Hihnern (Gallus gallus) und Puten (Meleagris gallopavo
f. dom.) verursachen diese dagegen eine hohe Morbiditat (> 50 %) bei geringer Mortalitat (<
5 %). Die Sterblichkeit kann in Verbindung mit Sekundarfaktoren allerdings weitaus héher
liegen (Capua et al., 2000a). Wahrend beim Wassergefligel alle bekannten H-Subtypen re-
gelmaBig vorkommen, wurde aus Hiuhnern und Puten bislang fast ausschlieBlich H5, H6, H7
und H9 isoliert (Alexander, 2003; Senne, 2003; Hafez et al., 2003; Kaleta et al., 2005). Re-
spirations-, Digestions- und Urogenitaltrakt kdnnen betroffen sein. Neben einem schlechten
Allgemeinbefinden umfassen die haufigsten klinischen Symptome einen milden bis maBigen
Schnupfen sowie Abfall der Legeleistung (Mutinelli et al., 2003). Zu den pathologisch-
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anatomischen Veranderungen zahlen Rhinitis, Sinusitis und Bronchopneumonien. Diese tre-
ten durch sekundare bakterielle Infektionen haufig mukopurulent in Erscheinung. Die Eier-
stdcke kénnen gerdtet und riickgebildet sowie der Legedarm stark entziindet sein. Uber ei-
nen respiratorischen Krankheitsverlauf in Laufvégeln (Struthioniformes) berichten Swayne et
al. (1996).

Infolge einer Infektion mit HPAIV bei HUhnern und Puten kdnnen innerhalb weniger
Stunden Morbiditats- und Mortalitétsraten von bis zu 100 % erreicht werden. Die Tiere ver-
sterben vielfach ohne vorherige klinische Krankheitsanzeichen. Allerdings kénnen zyanoti-
sche Verfarbungen sowie Schwellungen der Kopfanhange, petechiale Blutungen an den
Standern und Durchfalle in Erscheinung treten. In weniger perakuten Fallen treten 6fter zent-
ralnervése Symptome auf. Pathologisch-anatomische Befunde umfassen eine Hyperamie
diverser Organe und petechiale Blutungen an den Serosen, Herzkranzfett und in der Dr{-
senmagenschleimhaut. Juvenile Laufvdgel reagierten auf eine natlrliche Infektion mit HPAIV
H7 mit respiratorischen sowie zentralnervésen Symptomen (Capua et al., 2000b). Die Infek-
tion kommerzieller Moschusenten (Cairina moschata) und Hausgéanse (Anser anser var. do-
mestica) mit einem HPAIV H7N1 in Italien induzierte zentralnervése Symptome und Todes-
falle (Capua und Mutinelli, 2001).

Bei Wildvdgeln wurde neben dem Seuchengeschehen durch HPAIV H5N1 nur im Jahr
1961 eine AIV-Epidemie, hervorgerufen durch HPAIV H5N3, beobachtet. Hierbei verendeten
circa 1300 Flussseeschwalben (Sterna hirundo) unter den Symptomen einer Bewegungsun-
fahigkeit und Diarrhoe (Rowan, 1962; Becker, 1966).

Ausgelést durch HPAIV H5N1 Asia entwickelten sowohl Wirtschaftsgefligelspezies als
auch verschiedene Wild- und Ziervogelarten nach natirlicher sowie experimenteller Infektion
klinische Symptome mit nachfolgenden Todesféllen. Nach experimenteller Infektion ver-
schiedener Vogelarten mit einem HPAIV H5N1 aus dem Jahr 1997 konnten diese, anhand
der Virusreplikation, der pathologisch-anatomischen Veradnderungen, der Morbiditdt sowie
Mortalitat, in vier Gruppen eingeteilt werden. Gruppe 1 bestand aus Hihnervégeln und Zeb-
rafinken (Taeniopygia guttata). Tiere dieser Gruppe zeigten eine systemische Infektion mit
HPAIV H5N1. Die Morbiditat lag bei 100 %, die Mortalitat bei 75 %. Die Vbgel verstarben
perakut und zeigten héchstens fir eine kurze Zeit zentralnervése Symptome. Virus konnte in
allen parenchymatdsen Organen nachgewiesen werden. Ganse (Anser anser dom.), Emus
(Dromaius novaehollandiae), Finken (Caprodacus mexicanus) und Wellensittiche (Melopsit-
tacus undulatus) bildeten die zweite Gruppe. In dieser verlief der Krankheitsverlauf protra-
hierter, mit einer geringeren Mortalitdt. Das Virus zeigte in diesen Spezies einen starken
Tropismus fir das Zentralnervensystem. Herz und Bauchspeicheldriise waren &fter betrof-
fen. In der dritten Gruppe, bestehend aus Pekingenten, Haussperlingen (Passer dom.) und
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Aztekenmbwen (Larus atricilla), replizierte sich das Virus in nur geringen Titern, hauptsach-
lich im Respirationstrakt. In dieser Gruppe fielen keine Todesfalle an. Tauben und Stare
(Sturnus vulgaris) zeigten Uberhaupt keine Anzeichen einer Infektion und bildeten die Grup-
pe 4 (Perkins und Swayne, 2001; 2002a; b; 2003a; b). Verschiedene andere Studien an do-
mestizierte Enten sowie Wildenten, in erster Linie Jungtiere, zeigten, dass diese mit einigen
HPAIV H5N1-Stammen aus Asien unter Ausbildung zentralnervéser Stérungen und Todes-
fallen experimentell infiziert werden konnten, wobei andere HPAIV H5N1-Virusisolate ledig-
lich subklinische Infektionen auslésten (Perkins und Swayne, 2002a; Perkins und Swayne,
2003a; Sturm-Ramirez et al., 2004; Brown et al., 2006; Pantin-dJackwood und Swayne,
2007).

Bei den natlrlichen HPAIV H5N1-Infektionen der Subklade 2.2 in Wildvdgeln in Deutsch-
land zeigten diese speziesabhangige pathogenetische Verlaufsformen. Schwéne, Ganse,
Tauchenten und Méwen zeigten Lasionen, welche einer typischen HPAIV H5N1-Infektion
des Gefllgels entsprachen (Teifke et al., 2007; Globig et al., 2009). Bei verendeten Schwa-
nen aus Deutschland konnten neben Blutungen in zahlreichen Organen auch Pankreas-
nekrosen, pulmonale Odeme sowie subepikardiale Hamorrhagien festgestellt werden. Histo-
logische Befunde umfassten akute Pankreasnekrosen, eine multifokale, nekrotisierende He-
patitis sowie eine Enzephalitis mit Nekrosen der Neuronen (Teifke et al., 2007). Liu et al.
(2005) beschreiben bei Méwen und Gansen Tremor, Opisthotonus und Diarrhoe. Einen mo-
derateren, neurotropen Verlauf zeigten vor allem Greifvégel. Insbesondere bei Bussarden
(Buteo spp.) lieBen sich tber hochgradig immungefarbte Neuronen und Gliazellen im Gehirn
hohe Viruslasten anzeigen (Globig et al., 2009). Eine Infektionsstudie mit HPAIV H5N1 von
Lierz et al. (2007) bestétigte eine hohe Empfanglichkeit gegentiber HPAIV H5N1 auch in
Falken (siehe Kapitel 2.3.1).

Krahen wurden nach natlrlicher Infektion mit HPAIV H5N1 in Deutschland und Stdko-
rea tot aufgefunden. Eine nekrotisierende Pankreatitis sowie Meningoenzephalitis waren
pathologisch-anatomischen Veranderungen in HPAIV H5N1-positiven toten Elstern (Pica
pica) (Kwon et al., 2005b). Eine experimentelle Infektionsstudie an Amerikanerkrédhen (Cor-
vus brachyrhychos) fuhrte zu einem gestérten Allgemeinbefinden mit Apathie. Die histo-
pathologischen Befunde &hnelten denen der in Sidkorea verendeten Elstern (Swayne,
2007).

Interessanterweise blieb der Erreger gegenliber Schwimmenten (Anatini) weitestgehend
apathogen. Beispielsweise konnte bei diesen wahrend der deutschen Ausbrichen nur eine
geringe Sterblichkeit und Virusausscheidung nachgewiesen werden (Beer et al., 2006, Glo-
big et al., 2009). In einer amerikanischen Studie, bei welcher Stockenten (Anas platyrhyn-
chos), SpieBenten (Anas acuta), Krickenten (Anas crecca), Rotkopfenten (Aythya america-
na) und Brautenten (Aix sponsa) mit zwei HPAIV H5N1, isoliert in den Jahren 2001 und
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2005, inokuliert wurden, entwickelte sich lediglich in Letzteren eine Infektion mit nachfolgen-
den Todesfallen. Die restlichen Enten zeigten zwar eine Serokonversion, entwickelten aber
weder klinische Symptome noch verstarb eines der Tiere (Brown et al., 2006).

2.1.5 Diagnostik

Die Krankheitsbilder bei der Aviaren Influenza sind nicht pathognomonisch, daher sind
labordiagnostische Verfahren zur Erregerspezifizierung unabdingbar. Geeignete Methoden
zur Erfassung einer AlV-Infektion sind (1) die klassische Virusisolierung (VI) im SPF-
Huhnerei oder in Zellkultur mit nachfolgender Virusidentifizierung, (2) molekularbiologische
Methoden zur Detektion von Influenza A -, bzw. subtypspezifischer RNA-Sequenzen, (3) der
Nachweis von Influenza A-, bzw. subtypspezifischen Antigen (AG) sowie (4) der Antikdrper-
nachweis. Die empfohlenen diagnostischen Methoden werden im OIE-Handbuch ,OIE Ma-
nual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2008“ (aktueller Stand: Mai
2009) beschrieben (OIE, 2009). Fur Deutschland gilt zudem das ,Handbuch zur Diagnose
der Aviaren Influenza“ gemans der Richtlinie (RL) 2005/94/EG (EG 2005; EG, 2006).

Als Probenmaterial zur VI, der Detektion von AlV-Genomsequenzen sowie dem Antigen-
nachweises dienen Kotproben, Kloaken- sowie Tracheal- oder Oropharyngealtupfer am le-
benden Tier, ansonsten Organmaterial. Grundsatzlich sind Organproben den Tupferproben
tberlegen (Globig et al., 2009). Studien geben weiterhin Hinweise darauf, dass zum Nach-
weis von HPAIV H5N1 Tupfer aus der Trachea oder Oropharynx bei nicht-
Wassergeflligelspezies den Kloakentupfern und Kotproben Uberlegen seien (Suarez et al.,
2007; Killian, 2008). Die mittels semi-quantitativer Realtime Reverse Transkriptase Kettenre-
aktion (RT-gPCR) nachgewiesenen Ct-Werte aus Organproben von Wildvégeln, welche
wahrend der deutschen HPAIV H5N1-Ausbriiche als positiv detektiert wurden, reichten bei-
spielsweise von Werten zwischen 14 und 20, wahrend Trachealproben Ct-Werten von 20 bis
24 erreichten. Kloakentupfer zeigten nochmals signifikant héhere Ct-Werte, welche von 26,7
bis 38,5 reichten (Globig et al., 2009). Hierbei ist zu beachten, dass je niedriger der Ct-Wert

liegt, umso mehr Virus im Ausgangsmaterial vorhanden sein muss.

Das ,Handbuch zur Diagnose der Avidren Influenza“ gibt zum AlIV-Nachweis mehrere
Schritte vor, wobei ein klassischer sowie ein molekularer Pfad existieren (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Schematischer Uberblick iiber die Diagnoseschritte zur Bestitigung von
Aviarer Influenza (entnommen aus dem ,Handbuch zur Diagnose der Avidren Influenza
gemaB der Richtlinie (RL) 2005/94/EWG (EG 2005; EG, 2006)

S Klassischer Pfad Molekularer Pfad
v
[ Feststellung des Influenza A ]
ViIiUS
Virusisolierung
: — M-Gen PCR
[ Negativ ] [ Positiv ] (embryonierte Gefliigeleier)
Schritt 2 J
N , -
Spezifische Identifizierung des In- Serologische Charakterisie- H-Gen PCR
fluenza A Virus rung (HAH)
V4
Schritt 3
r Pathot \l/isierun ~ Tierversuch (IVPI) SequenZierUng des H-
yp 9 ] Spaltbereichs

T el

Die Virusisolierung (V1) im SPF-Huhnerei gilt infolge der hohen Sensitivitat und Spezifitat
nach wie vor als Goldstandard in der AlV-Diagnostik. Zu untersuchendes Material wird in
zehn bis elf Tage vorbebritete SPF-HUhnereier inokuliert und die Allantoisflissigkeit (AF)
von Eiern mit abgestorbenen oder getéteten Embryonen auf das Vorhandensein eines ha-
magglutinierenden Agens mittels Hamagglutinationstest (HA) untersucht. Die zwei- bis drei-
fache Passage der Proben bei negativem Ergebnis erhdht die Sensitivitat des Tests. Kann
ein hdmagglutinierendes Agens nachgewiesen werden, wird dieses, in der Regel durch ei-
nen Hamagglutinationshemmtest (HAH), von aviaren Paramyxoviren (APMV) oder anderen
hamagglutinierenden Viren abgegrenzt. Durch Verwendung der entsprechenden Antiseren
gegen H1 bis H16 kann der H-Typ sodann im HAH subtypisiert werden. Der Neuraminidase-
typ wird mittels Neuraminidase-Hemmtest bestimmt (Aymard-Henry et al., 1973). Weitere
Méglichkeiten der Erregeridentifizierung aus AF bieten der Agargelprazipitationstest (AGP),
kommerzielle Tests zum AG-Nachweis, wie auch molekularbiologische Methoden. Wird ein
H5 oder H7 nachgewiesen, erfolgt sodann die Bestimmung des Pathotyps Uber die Bestim-
mung des Intravenésen Pathogenitatsindexes (IVPI) im Tierversuch an Hihnerkiken oder
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tber molekularbiologische Methoden (siehe spater). GroBe Nachteile der VI sind lange Un-
tersuchungszeiten. Bei mehrmaliger Passage der Proben mit anschlieBendem Tierversuch
kénnen mehrere Wochen vergehen. Dies bedeutet einen gravierenden Verlust von wertvoller

Zeit im Falle eines akuten Seuchengeschehens.

Um eine effektive Tierseuchenbekampfung mit schnellstméglicher Diagnosestellung zu
gewahrleisten, wurden vom Gemeinschaftlichen Referenzlabor (GRL) (,Department of Envi-
ronment, Food and Rural Affairs®, Weybridge, Vereinigtes Kénigreich) sowie dem Nationalen
Referenzlabor (NRL) fur Aviare Influenza (,Friedrich Loeffler-Institut®, Insel Riems) auf Basis
der Protokolle von Spackman et al. (2002) validierte molekularbiologische Methoden fir die
Untersuchung auf Influenza A Virus-RNA sowie H5- und H7-subtypspezifische RNA inner-
halb der Europaischen Union etabliert (Anonym, 2007a; Anonym, 2007b). Darlber hinaus
existieren zahlreiche Protokolle zum typ- und subtypspezifischen Nachweis von AIV-RNA
mittels Reverser Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR), Real-time RT-PCR
(RT-gPCR), Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA) und Microarray (Tabelle
2.2). Allerdings zeigen Untersuchungen an experimentellen Proben und Feldproben, dass
das MaB der Ubereinstimmung von VI und molekularbiologischen Methoden nicht 100% be-
tragt. Es kommen bei der parallelen Verwendung beider Untersuchungsmethoden sowohl VI-
negative/RT-PCR-positive, als auch VI-positive/RT-PCR-negative Proben vor (Spackman et
al., 2002; Cattoli et al., 2004, Elvinger et al., 2007). Zur Vermeidung falsch-negativer Proben
sollten daher méglichst beide Methoden parallel durchgefthrt werden.

Inzwischen wurden Primersequenzen ver6ffentlicht, mit denen entweder alle acht kom-
pletten Segmente von Influenza A Viren (Hoffmann et al., 2001), bzw. nur der Spaltstellenbe-
reich des H sequenziert werden kénnen (Phipps et al., 2004). Die Anwendung molekularer
Verfahren, einschlieBlich der automatisierten Sequenzierung, erlaubt heutzutage die voll-
stédndige Sub- und Pathotypisierung sowie phylogenetische Analysen innerhalb von 24 Stun-
den.
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Tabelle 2.2: Literatur tiber molekularbiologische Methoden zur Detektion von AIV-RNA,
chronologisch geordnet (Nachgewiesener Subtyp in Klammern *)

Starick et al., 2000 Spackman et al., 2003 Collins et al., 2003 Sengupta et al., 2003
(A, H5, H7) (A) (H7) (A, H1 - H16)
Lee et al., 2001 Kiss et al., 2006 Dawson et al., 2007
(A, H1 —H16) (A) (H5)

Starick und Werner, Das und Suarez, 2007 Jia et al., 2008a
2003 (H7) (H6, H9, H11) (A, H5, H9)
Ng et al., 2006 Rossi et al., 2007 Gall et al., 2009b
(H5) (H5) (N1 —N9)
Xie et al., 2006
(H5, H7, H9)

Chaharaein et al.,
2009 (H5, H7, H9)
*A = typspezifischer Nachweis von Influenza A Viren

Zur Detektion von Influenza A-spezifischen Virusantigens sowie des spezifischen Nach-
weises von H5 wurden mehrere kommerzielle Assays entworfen, welche als sogenannte
»Schnelltests” innerhalb von 15 bis 30 Minuten die Anwesenheit von Influenza A Virusantigen
in einer Probe nachweisen sollen (Ryan-Poirier et al., 1992; Slemons und Brugh, 1998; Cui
und Tong, 2008; Ho et al., 2009). Gleich von mehreren Autoren wurde jedoch festgestellt,
dass der Vorteil der Schnelligkeit einhergeht mit einer Abnahme der Sensitivitat (Cattoli et
al., 2004; Woolcock und Cardona, 2005; Spackman et al., 2009). Dormitorio et al. (2009)
untersuchten Kloakentupfer von Enten und kamen zu dem Ergebnis, dass sicher Influenza
A-positives Tupfermaterial, welches direkt im Schnelltest untersucht wurde, falsch-negative
Ergebnisse ergab. Allerdings gelang der AlV-Nachweis mittels VI im SPF-Huhnerei.
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Marché und van den Berg (2010) evaluierten vier Schnelltest-Kits flir den veterinarmedi-
zinischen Gebrauch und zwei fir den humanmedizinischen. Die Ergebnisse zeigten, dass
die veterindrmedizinischen Kits zwar grundsatzlich besser abschnitten als die humanmedizi-
nischen, allerdings auch bei diesen infolge einer geringen Sensitivitat sowie einigen unspezi-
fischen Reaktionen die Ergebnisse mit anderen Tests Uberprift werden sollten.

Neben diesen Schnelltests wurden Antigen (AG)-ELISA's entwickelt, welche innerhalb
weniger Stunden Influenza A- sowie H5- und H7-Antigen nachweisen und hierbei eine mit
der RT-, RT-gPCR sowie VI vergleichbare Sensitivitdt und Spezifitdt aufweisen (Kodihalli et
al., 1993; Zhang et al., 2006; He et al., 2007; Velumani et al., 2008; Ho et al., 2009).

Zum Antikdrpernachweis gegen AIV gilt der Hamagglutinationshemmtest (HAH) auf-
grund seiner hohen Sensitivitat, ahnlich wie die VI, als das klassische RichtmaB. Wildvogel-
seren sollten vor der Untersuchung vorbehandelt werden, um unspezifische Reaktionen, die
zu falsch positiven oder fragwirdigen Ergebnissen flihren, zu verhindern (Swayne und Hal-
vorson, 2008). Unspezifische Reaktionen entstehen Uber die Aktivierung des Komplement-
systems durch Immunkomplexe (Reno und Hoffmann, 1972) oder Uber eventuell vorhandene
Inhibitoren im Serum. Diese binden an Rezeptoren der Virusoberflachen und unterbinden so
eine Agglutination mit den Erythrozyten (Mayr et al., 1977). Zur Elimination von unspezifi-
schen Inhibitoren sind heute verschiedene Methoden anwendbar. Zum einen kénnen die
Seren fur 30 Minuten bei 56°C erhitzt werden. Eine andere Methode ist die Behandlung der
Seren mit Rezeptor-zerstérendem Enzym (Receptor-destroying Enzyme, RDE) (Tyrrell und
Horsefall, 1952). SchlieBlich kénnen die Proben mit Kaliumperjodat (KJO,) versetzt werden
(Mayr et al., 1977).

Standardgeméan werden fir den HAH Hihnererythrozyten verwendet. Louisirirotchanakul
et al. (2007) wiesen bei ihren Untersuchungen verschiedener Erythrozyten von 5 Spezies zur
Anwendung im HAH gegen H5N1-Stdmme jedoch nach, dass Ganseerythrozyten hierfir
besser geeignet seien. Bezlglich ihrer Sensitivitdt waren Meerschweinchen-, Pferde- und
Menschenerythrozyten dagegen schlechter geeignet als Hiihnererythrozyten. Nach dem Auf-
treten mehrerer humaner Félle von HPAIV H5N1 kam das Bestreben auf, auch humane Se-
ren auf AV im HAH zu testen, wie dies fir die humanen Influenzaviren standardmaBig mit
Erythrozyten von Hihnern, Puten, Meerschweinchen oder Menschen durchgefihrt wird. Al-
lerdings zeigten Testergebnisse, dass der HAH zum Nachweis von Antikdrpern gegen aviare
Influenzaviren in humanen Seren weniger sensitiv sei, woraufhin der Mikroneutralisationstest
(MNT) als Standardmethode eingefiihrt wurde (Profeta und Palladino, 1986; Rowe et al.,
1999). Da mit dem MNT jedoch erst nach zwei Tagen Ergebnisse auszuwerten sind, wurden
inzwischen HAH-Protokolle, basierend auf Pferdeerythrozyten, beschrieben, welche eine



14 LiteraturUbersicht

dem MNT vergleichbare Sensitivitdt und Spezifitdt aufweisen und Ergebnisse innerhalb von
zwei bis drei Stunden liefern (Gill et al., 2006; Kayali et al., 2008).

Grundsatzlich nachteilig am HAH oder MNT ist, dass mit diesen nur subtypspezifische
Antikérper nachgewiesen werden kénnen und somit zum Ausschluss von Antikdrpern gegen
alle Subtypen ein 16-facher Ansatz nétig ware. Dagegen stellt der Agargelpréazipitationstest
(AGP) einen einfachen und kostenglnstigen Test zum typspezifischen Nachweis von In-
fluenza A-Antikérpern dar (Beard, 1970). Er zeigte aber in experimentellen Vergleichsunter-
suchungen mit dem HAH und dem ELISA eine niedrigere Sensitivitat, indem Antikdrper spa-
ter und weniger lange nachgewiesen wurden (Meulemans et al., 1987; Wu et al., 2007;
Spackman et al., 2009). Zu berlcksichtigen ist weiterhin, dass nicht alle Vogelspezies, ins-
besondere Enten und Ganse, in ausreichenden Mengen prazipitierende Antikdrper bilden,
somit der Test flr diese Spezies generell schwache Ergebnisse liefert (Slemons und Easter-
day, 1972; Spackman et al., 2009). Zum Monitoring wurden daher fir das Wirtschaftsgefliigel
speziesspezifische Antikdrper-ELISA's, fir andere Spezies kompetitive Multi-spezies ELI-
SA's entwickelt, welche je nach Fragestellung Antikdrper gegen Influenza A Virus (Shafer et
al., 1998; Zhou et al., 1998; Zhou et al., 2003; Jin et al., 2004; Starick et al., 2006; Wu et al.,
2007), gegen H5 (Chen et al., 2008) oder H7 (Sala et al., 2003; Shien et al., 2008) detektie-
ren. Wahrend in allen Assays die mit dem HAH vergleichbar hohe Sensitivitat und Spezifitat
unterstrichen wurde, beschrieben Starick et al. (2006) das vermehrte Auftreten von fraglich

positiven Proben, welche mit Vorsicht zu interpretieren seien.

2.1.6 Bekampfung und Prophylaxe

Die anzeigepflichtige HPAI wird in nahezu allen Landern nach tierseuchenrechtlichen
Vorgaben bekampft. In der Européischen Union (EU) bildet die ,Richtlinie 2005/94/EG des
Rates vom 20. Dezember 2005 mit GemeinschaftsmaBnahmen zur Bekdmpfung der Aviaren
Influenza“ die Rahmenbedingungen, welche mit der ,Verordnung zum Schutz gegen die Ge-
fligelpest* (Geflugelpest-Verordnung) vom 18. Oktober 2007 in nationales Recht umgesetzt
wurde (EG, 2005; Anonym, 2007c). Diese Verordnung umfasst die Bek&mpfungsmaBnah-
men bei Verdacht oder amtlicher Feststellung von HPAIV oder NPAIV der Subtypen H5 und
H7 bei in Gefangenschaft gehaltenen Végeln sowie bei Wildvégeln. Die Bekdmpfung richtet
sich beim Wirtschaftsgefligel nach dem Stamping-out Prinzip sowie der Einrichtung von
Sperr- und Beobachtungsgebieten um eine betroffene Anlage. Generell sollte Gefligel in
geschlossenen Raumen oder gegen Wildvogelkontakt geschltzten AuBenanlagen gehalten
werden, um eine gegenseitige Ubertragung zu unterbinden. Allerdings kénnen bestimmte
Gebiete benannt werden, in welchen Végel grundsatzlich drauBen gehalten werden kénnen,
solange diese nicht bestimmten HPAI-Uberwachungsbezirken angehéren. Zur Friiherken-
nung einer HPAI bei Wildvdgeln, in erster Linie Enten, wird ein Wildvogelmonitoring durchge-
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fuhrt. Hierfir entnehmen Ornithologen und Jager auf Anordnung der Behérden Proben. Zu-
dem muss eine besondere Haufung von Todesféllen bei diesen Tieren gemeldet werden.
Auch hier werden bei Nachweis einer HPAI Sperr- und Beobachtungsgebiete eingerichtet.

Impfungen gegen die Subtypen H5 und H7 sind in der Europaischen Union in der Regel
verboten. Im Falle akuter Seuchengeschehen kénnen diese, als begleitende Biosecurity-
MaBnahme, allerdings als ,Notimpfungen® zum Einsatz kommen. Desweiteren bestehen
Ausnahmegenehmigungen fir im Zoo oder anderen vergleichbaren Einrichtungen gehalte-
nen Tieren, insbesondere solchen, die einer seltenen Rase angehdren. Der Impfung geht
hier ein Genehmigungsverfahren voraus.

In Deutschland sind derzeit keine Vakzine zugelassen, jedoch stehen fir die oben ge-
nannten Ausnahmen eine inaktivierte HSN2-Vakzine sowie eine rekombinante H5-Vakzine
auf Basis eines Gefligelpockenvektors zur Verfligung. Bei der Impfung muss berlcksichtigt
werden, dass alle verfigbaren Impfstoffe zu keiner sterilen Immunitat fihren. Es werden je-
doch klinische Symptome einer Feldinfektion vermindert, der Titer der ausgeschiedenen Vi-
ren sowie die Ausscheidungszeit verringert und die nétige Infektionsdosis erhéht (Swayne,
2006). Inaktivierte H5N2-Vakzine bieten gegenlber den Vektorvakzinen den Nachteil, dass
die Unterscheidung von infizierten und geimpften Tieren (sogenannte ,DIVA-Strategie®) ohne
den Einsatz von Sentineltieren (ungeimpfte Tiere) erschwert ist. Eine Mdglichkeit ware die
serologische Untersuchung der geimpften Tiere auf Antikérper gegen das N der vermuteten
Feldinfektion, was jedoch immer dann problematisch wird, wenn das Feldvirus den gleichen
N-Subtyp besitzt wie der Vakzinestamm (Capua et al., 2002; Capua et al., 2003; Capua et
al., 2004). Dagegen induzieren H5-Vektorvakzinen lediglich Antikérper gegen das entspre-
chende H und die Untersuchung auf AK gegen das NP wiirde eine einfache DIVA-Strategie
bieten. Vektorvakzine sind daher in den USA zur Notimpfung zugelassen (Bublot et al.,
2006) und werden in Mexiko seit vielen Jahren eingesetzt (Villarreal-Chavez und Rivera-
Cruz, 2003).

2.1.7 Seuchengeschehen durch hochpathogene AlV

Die Erstbeschreibung eines AlIV-Ausbruches beim Geflligel erfolgte Ende des 19ten
Jahrhunderts von Perroncito (1878) in Italien. Es wurde jedoch erst Jahre spater durch Scha-
fer (1955) dieser Erreger den Influenza A Viren zugeordnet. Seit 1959 bis heute sind 26
HPAIV-Ausbriiche beim Wirtschaftsgefliigel aufgetreten. Diese wurden verursacht durch (1)
die Subtypen H5N1 in Schottland (1959), England (1991) sowie dem von Asien ausgehen-
den und bis heute anhaltend zirkulierenden H5N1-Stamm (seit 1996), (2) H5N2 in den USA
(1983-85 und 2004), Mexiko (1994-95), Italien (1997) sowie Sldafrika (2004), (3) H5N8 in
Irland (1983), (4) H5N9 in Kanada (1966), (5) H7N1 in Italien (1999-2000), (6) H7N3 in Eng-
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land (1963), Australien (1992 und 1994), Pakistan (1994), Chile (2002) sowie Kanada (2007)
und schlieBlich (7) H7N7 in Australien (1976 und 1985), Deutschland (1979 und 2003), Eng-
land (1997), den Niederlanden und Belgien (beide 2003). Die meisten dieser Ausbrliche
blieben lokal begrenzt.

Der anhaltend zirkulierende, erstmals 1996 von Géansen in China isolierte HPAIV H5N1-
Stamm (Xu, et al., 1999) fuhrte dahingegen in Bezug auf die Anzahl der verendeten, bzw.
gekeulten Tierzahlen (>150 Mio. Geflugel) sowie der Lange und der globalen Ausbreitung
des Seuchenzuges zu einem AlV-Ausbruch bislang unbekannten AusmaBes. Darlber zeigt
sich dieses Virus erstmals auch in Wildvégeln, einschlieBlich der Reservoirwirte, als patho-
gen. Nicht zuletzt weist es ein erweitertes Wirtsspektrum auf, welches Saugetiere und auch
Menschen einschlieBt. Erstmals in den internationalen Medien erschien HPAIV H5N1 ,Asia“,
als dieser 1997 in Hong Kong zu tddlichen Infektionen sowohl beim Gefliigel als auch beim
Menschen fihrte (Sims et al., 2003). Humane Falle traten auch in den folgenden Jahren im-
mer wieder auf (Kapitel 2.4).

Inzwischen werden HPAIV H5N1-Stamme bezlglich ihrer Genotypen in zehn verschie-
dene Kladen (0 — 9) und Subkladen eingeteilt, welche in verschiedenen rdumlichen Gebieten
verteilt vorkommen (WHO, 2009). Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde HPAIV H5N1 in insge-
samt 62 Landern auf drei Kontinenten nachgewiesen. 16 Lander verzeichneten hierbei ledig-
lich Ausbriche bei Wildvégeln (Stand: Februar 2010).

Dem westlichen Eintrag nach Europa und Afrika ging 2005 ein massives Wildvogelster-
ben am Qinghai-See (Zentralchina) voraus (Chen et al., 2005; Liu et al., 2005). Aus diesen
Ausbrichen wurde erstmalig ein Virus der Subklade 2.2 isoliert, in welche zukinftig alle aus
Wildvégeln und Wirtschaftsgefliigel in Europa isolierten HPAIV H5N1 fielen (Salzberg et al.,
2007). Galt friher insbesondere der Handel mit infizierten Gefligel oder Geflligelprodukten
als einer der Hauptrisikofaktoren zur Verbreitung einer HPAI, kamen jetzt erstmals Wildvo-
gel, und hier im Besonderen Zugvdgel, in den Verdacht, eine wesentliche Rolle in der
Verbreitung von HPAIV H5N1 zu spielen. Fir Afrika und Asien erscheint nach wie vor der
legale und illegale Handel mit infiziertem Gefllgel in erster Linie relevant, doch gelten inzwi-
schen Zugvogel als der bedeutsamste Vektor in der Verbreitung von HPAIV H5N1 innerhalb
Europas (Kilpatrick et al., 2006; Lee et al., 2008; Schoene et al., 2009). Diese Wildvogeltheo-
rie wird dadurch unterstitzt, dass in 23 Landern HPAIV H5N1-Infektionen bei diesen ent-
deckt wurden, bevor es zu Ausbrlichen in den intensiv Uberwachten Gefligelhaltungen kam.
Darlber hinaus wurde in den meisten der betroffenen européischen Landern der Nachweis
von HPAIV H5N1 ausschlieBlich bei Wildvégeln erbracht (Kilpatrick et al., 2006). Bei Nukleo-
tidsequenzanalysen wurden im ersteren Fall groBe Ubereinstimmungen der Isolate aus Ge-

fligel und Wildvdgeln festgestellt (Lee et al., 2008). Experimentelle Studien an Enten und
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Schwanen zeigten auBerdem, dass diese schon wahrend der Inkubationszeit groBe Virus-
mengen ausscheiden kédnnen und somit als mégliche Ubertrager in Betracht gezogen wer-
den mussen (Brown et al., 2006; Kalthoff et al., 2008; Keawcharoen et al., 2008). Fir die
Verbreitung von HPAIV H5N1 Uber weite Distanzen kommen infolge der Ergebnisse von
Keawcharoen et al. (2008) speziell Stockenten (Anas platyrhynchos) in Frage, da diese in
ihrer Studie an sechs Entenspezies keine klinischen oder pathologisch-anatomischen Befun-
de trotz ausreichender Virusausscheidung entwickelten. Auch wahrend der natirlichen
HPAIV H5N1-Ausbriiche in Europa im Jahr 2006 wurde eine vergleichsweise geringe Anzahl
verendeter Stockenten mit HPAIV H5N1-Nachweisen detektiert. Um die mogliche Rolle der
Stockente zur Verbreitung der Al abzuschatzen, analysierten Sauter und Jenni (2008) Ring-
fundanalysen und Tierbewegungen mittels Telemetrie. Sie fanden heraus, dass nur 7 % der
Individuen groBraumige Bewegungen von mehr als 50 km durchfiihren. Ringfunde wiesen
allerdings auch auf Entfernungen von bis zu 200 km hin. Die Distanz der Bewegungen stieg
mit zunehmender Winterharte. Die telemetrierten Végel, ohne Nachweise von AlV, legten
Distanzen von bis zu 2100 m zurlck. In einer Telemetriestudie des Max Planck-Instituts fur
Ornithologie konnten jedoch auch zwei Stockenten verfolgt werden, die auBerhalb der Brut-
zeit vom Bodensee aus nach Russland und wieder zurlick flogen (Fiedler, 2008). Ebenfalls
telemetrisch verfolgten Gaidet et al. (2008) eine HPAIV H5N2-infizierte Ente. Sie wiesen so-
mit nach, dass Migrationsverhalten auch bei vorliegender HPAI-Infektion grundsatzlich még-
lich ist. Diese Tatsache wurde zuvor flr unwahrscheinlich gehalten. Die Annahme, dass
Wildvogel stets nur NPAIV beherbergen wurde widerlegt, als in der Schweiz im Marz 2008
eine subklinisch HPAIV H5N1-infizierte Tafelente (Aythya ferina), sowie im Januar 2009 in
Bayern solch eine Stockente aufgefunden wurde (FLI, 2008b).

Schwane (Cygnini) waren die am haufigsten tot aufgefundenen und mit HPAIV H5N1-
infizierten Végel. Diese trugen vermutlich zur HPAIV H5N1-Verbreitung Uber kirzere Stre-
cken bei, denn Schwéne scheiden zwar groBe Mengen an Viren aus, zeigen aber nur fir
wenige Tage eine noch milde klinische Verlaufsform, welche eine Migration zulassen wurde
(Kalthoff et al., 2008). Feare (2010) betont in ihrer Zusammenfassung Uber die Rolle der
Wildvdgel in der Verbreitung der HPAIV H5N1 jedoch, dass nicht das Migrationsverhalten an
sich, sondern zusétzlich stressende Faktoren wie extrem ungtinstige Witterungsverhaltnisse

in der Vergangenheit zu einer Manifestierung von HPAIV H5N1 beigetragen haben.

In Deutschland wurde HPAIV H5N1 erstmals Mitte Februar 2006 bestatigt. In diesem
Jahr kam es zu Nachweisen bei insgesamt 343 Wildvégeln, einem Zoovogel (Trauerschwan,
Cygnus atratus), einem Wirtschaftsgefliigelbestand sowie in drei Katzen (Felis catus) und
einem Steinmarder (Martes foina) (Beer et al., 2006). Die Tabelle 2.3 gibt eine Ubersicht
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uber die betroffenen Wildvogelarten im Jahr 2006. Die raumliche Verteilung dieser Ausbri-
che ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

Tabelle 2.3: H5N1-positive Wildvogel in Deutschland 2006 (Beer et
al., 2006)

Ordnung: Ciconiiformes Stérche, Reiher

Ardea cinerea Graureiher 1
Ardea spec. Reiher 1
Ciconia ciconia WeiBstorch 2
Ordnung: Podicipediformes Lappentaucher

Podiceps cristatus Haubentaucher 4
Ordnung: Anseriformes Entenvdgel

Anas spec Ente 21
Anas platyrhynchos Stockente 4
Aythya fuligula Reiherente 18
Aythya marila Bergente 1
Aythya ferina Tafelente 8
Bucephala clangula Schellente 1
Melanitta fusca Samtente 1
Melanitta nigra Trauerente 1
Mergus serrator Mittelsager 1
Mergus merganser Gansesager 5
Anas streptera Schnatterente 1
Anser spec. Gans 4
Anser anser Graugans 7
Branta canadensis Kanadagans 21
Anser fabalis Saatgans 1
Branta leucopsis WeiBwangengans 2
Cygnus spec Schwan 22
Cygnus olor Hoéckerschwan 130
Cygnus cygnus Singschwan 32
Cygnus atratus (z00) Trauerschwan 1
Ordnung: Charadriiformes Moéwen-,Watvogel

Larus spec. Mowe 4
Larus marinus Mantelmdwe 2
Larus argentatus Silberméwe 3
Larus canus Sturmmédwe 1
Ordnung: Accipitriformes Greifvogel

Buteo spec. Bussard 8
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Buteo buteo Mausebussard 20
Circus cyaneus Kornweihe 1
Accipiter gentilis Habicht 1
Falco spec Falke 1
Falco peregrinus Wanderfalke 2
Falco tinnunculus Turmfalke

Ordnung: Strigiformes Eulen

Bubo bubo Uhu 2
Ordnung: Gruiformes Kranichvégel

Fulica atra Blessralle 2
Ordnung: Phalacrocoraciformes Kormoranvégel
Phalacrocorax carbo Kormoran 3
Ordnung: Passeriformes Sperlingsvogel

Corvus corone cornix Nebelkrédhe 1
Garrulus glandarius Eichelhaher 1
Aves Végel

unbekannt unbekannt 1
Insgesamt 343

Molekularepidemiologische Untersuchungen ordneten alle Isolate aus Deutschland in die
Klade 2.2 ein (Salzberg et al., 2007, Starick et al., 2008). Innerhalb dieser bildeten sich im
Jahr 2006 zwei Cluster heraus, welche sich grob in die Isolate aus dem Siden (Stdcluster
2.2.1) sowie des Nordens (Nordcluster 2.2.2) spalteten (Starick et al., 2008; Globig et al.,
2009). Dies fuhrte zu der Annahme, dass HPAIV H5N1 durch Zugvdgel Gber zwei verschie-
denen Quellen, namlich Uber Zentralrussland nach Norddeutschland (Ost — West — Zugrou-
te) und Uber die Schwarzmeerregion in den Studen (Sud—Nord—Zugroute), eingetragen wur-
de. Eine weitere Studie, welche speziell die Isolate aus Bayern untersuchte, bestatigte diese
Ergebnisse (Rinder et al., 2007). Neben Schwénen waren Enten (hauptsachlich Tauchenten)
die am haufigsten betroffene Spezies. Im April 2006 wurde erstmals in einem Wirtschaftsge-
fligelbetrieb mit teilweiser Freilandhaltung in Sachsen ein Ausbruch bestatigt (Siehe Abbil-
dung 2.2) (HeiB3, 2006). Interessanterweise konnten mehrere Virusisolate aus dem Aus-
bruchsgeschehen isoliert werden, welche sowohl in das Nord- als auch in das Sidcluster
fielen. Die exakte Eintragsquelle konnte nicht eruiert werden, doch gilt ein Eintrag Gber Wild-
vogel, trotz fehlender Félle in dieser Region, als am wahrscheinlichsten (Starick et al., 2008).

Im Jahr 2007 wurde HPAIV H5N1 bei 326 Wildvdgeln sowie bei vier Gefligel-
Hobbybestanden und zwei Enten-GroBmastbetrieben nachgewiesen (Abbildung 2.2). Bei
den erneuten Ausbriichen handelte es sich héchstwahrscheinlich um einen Neueintrag, da
molekularepidemiologische Untersuchungen der 2007-Isolate zur Einordnung dieser in ein
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neues Cluster (2.2.3) fiihrten (Starick et al., 2008). Uber 90 % der Wildvogelnachweise
stammten von Schwarzhalstauchern (Podiceps nigricollis). Schwéne, obgleich anwesend,
machten dagegen nur einen geringen Anteil aller Félle aus (Tabelle 2.4). Bei den beiden be-
troffenen Enten-GroBmastbetrieben handelte es sich um eine epidemiologische Einheit, in-
dem beide Betriebe an den gleichen Schlachthof lieferten und das Personal teilweise in bei-
den Betrieben arbeitete. Nachdem in einem Betrieb die Mortalitédt der Enten auf 1,8 % an-
stieg und HPAIV H5N1-spezifische RNA in Trachealtupferproben nachgewiesen werden
konnte, wurden bei der Untersuchung von Schlachttierkdrpern auch positive Muskelproben
vom zweiten Betrieb ausgemacht. Nachfolgende Untersuchungen in Letzterem wiesen dar-
aufhin H5N1-Antikdrper sowie schwach positive Trachealtupferproben nach, obgleich die
Tiere geringe bis keine Symptome zeigten und die Mortalitédt niedrig war (Harder et al.,
2009a).

Tabelle 2.4. H5N1-positive Wildvogel in Deutschland 2007
(Quelle: FLI 2007)

Ordnung: Podicipediformes Lappentaucher

Podiceps cristatus Haubentaucher 9
Podiceps nigricollis Schwarzhalstaucher 285
Ordnung: Anseriformes Entenvégel

Anas spec (Tribus Aythyini) Ente (Tribus Tauchente) 3
Anas platyrhynchos Stockente 2
Anser anser Graugans 1
Branta canadensis Kanadagans 1
Cygnus olor Hockerschwan 22
Ordnung: Charadriiformes Moéwen-,Watvogel

Larus spec. Mowe 2
Ordnung: Gruiformes Kranichvégel

Fulica atra Blesshuhn 1
Insgesamt 326

Im Jahr 2008 blieben weitere HPAIV H5N1-Nachweise bei Wildvogeln aus. Auf dem
Wirtschaftsgefligelsektor kam es dagegen zur HPAIV H5N1-Bestatigung bei einer einzelnen
Ente aus einem Gefligelmastbetrieb. Dieser Ausbruch stellt bis zum jetzigen Zeitpunkt den
letzten HPAIV H5N1-Fall im Wirtschaftsgefliigel in Deutschland dar (Stand Februar 2010).
Allerdings kam es zwischen dem 16.12.08 und dem 19.01.09 zu insgesamt 33 Ausbriichen
eines NPAIV H5N3 bei Hausgefligel im Landkreis Cloppenburg (Niedersachsen). Hierbei
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waren hauptséchlich Puten betroffen. Aufgrund der Gefahr einer Mutation zu hochpathoge-
nen Viren wurden unverziglich insgesamt 570 000 Tiere getdtet. Ein verstarkt durchgefihr-
tes Wildvogelmonitoring im Umkreis der Ausbriiche ergab keine weiteren Nachweise von AlV
(FLI, 2009a).

Der einzige HPAIV H5N1-Nachweis aus dem Jahr 2009 stammt aus Bayern. Bei diesem
handelte es sich um eine asymptomatisch-infizierte Stockente, welche wéhrend des Wildvo-
gelmonitorings geschossen und beprobt wurde (FLI, 2009b).
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Abbildung 2.2: Lokalisation von Ausbruchs- und Verdachtsfallen von HPAIV H5N1 in
Deutschland, 2006 und 2007. Quelle: mit freundlicher Genehmigung vom FLI Wuster-
hausen



22 LiteraturUbersicht

2.2 Aviare Influenzavirusinfektionen bei Tauben

2.2.1 Experimentelle Infektionsstudien

Schon Anfang des 20. Jahrhunderts wurde von Centanni (1902) ein filtrierbares Agens
als Ursache der Klassischen Gefllgelpest postuliert. Dieses wurde circa flinfzig Jahre spater
als Influenza A Virus charakterisiert (Schéafer, 1955). Wahrend dieser Zeitspanne erfolgten
anfangliche Infektionsversuche an Tauben, indem diesen Organmaterial, Blut oder Fazes
von an Gefligelpest-erkrankten HUhnern inokuliert wurden (Tabelle 2.5). Die Ergebnisse
dieser Studien mussen rickblickend mit groBer Vorsicht beurteilt werden, da die eingesetz-
ten Inokula weder genau charakterisiert noch quantifiziert wurden. Aus diesem Grunde kann
nicht mit letzter Sicherheit davon ausgegangen werden, dass in allen Féllen eine klassische
Gefllugelpest, und nicht etwa Gefligelcholera oder eine Newcastle Krankheit vorgelegen hat-
te (Kaleta und Hoénicke, 2004). Tauben wurden bis in die 30er Jahre als unempfanglich an-
gesehen, nur in einigen Fallen wurden vorribergehende Symptome, vornehmlich bei Jung-
tauben, ausgeldst, woraufhin Centanni (1902) und Maggiori und Valenti (1903) eine unter-
schiedliche Empfanglichkeit der Tauben, abhangig von deren Alter, beschrieben.

Bei Versuchen ab den 40-er Jahren konnte die Identifizierung des verwendeten Materials
im Nachhinein stattfinden (Tabelle 2.7). Bis zu diesem Zeitpunkt galt der Tierversuch an
Mausen und Tauben als eine adaquate Methode zur Abgrenzung von Newcastle Disease
Viren und dem Erreger der Gefligelcholera von Influenzaviren: induzierte das Inokulum Klini-
sche Symptome nur in M&usen und nicht in Tauben, galt es als Erreger der klassischen Ge-
fligelpest, umgekehrt wurde es als Erreger der Newcastle Disease oder Gefllgelcholera
angesehen (Kinnemann, 1902). Dinter (1944) induzierte durch einen Erreger, der sich spa-
ter als ein H7 herausstellte, in zwei Tauben und nicht in Mausen zentralnervése Symptome.
Weidenmdller (1950) injizierte juvenilen Tauben das ,Virus N*, woraufhin zwar keine Taube
klinische Symptome zeigte, jedoch eine wenige Tage anhaltende Serokonversion nachge-
wiesen werden konnte. Tatsachlich wurde das Virus N zehn Jahre spater als NPAIV
A/Chicken/Germany/49 (H10N7) bestimmt. In einem Folgeversuch infizierte Weidenmidiller
(1950) mit den gleichen Ergebnissen Tauben mit dem Influenza A Virusstamm ,Brescia“
(HPAIV H7N7), welcher 1902 aus HUhnern isoliert wurde.



Literaturtibersicht 23

Tabelle 2.5: Infektionsversuche an Tauben mit verschiedenen Inokula (1900 bis 1940)*

Blut/ IM A 0.b.B.

1 vorribergehend flissiger Kot, Greve, 1901

Fazes/ oral

dann Rekonvaleszenz

Peritonaalflissigkeit, Scheuerlen und Buhl,
) Je 1, adult 0.b.B.
Darminhalt/ oral 1901
Blut, Fazes/ SK und 3 juvenile, 3 B
0.b.B. Kinnemann, 1902
oral adulte

Peritondalflissigkeit/ 2 juvenile, 2 ) ) Maggiori und Valenti,
Juvenile: 1 Parese, 1 Lethargie
M adulte 1903

Gehirn/ SK K.A., juvenil Freese, 1908

Krumwiede et al.,
Blut/ SK K.A. Verstorben
1925
) 2 Tremor, intestinale Hamorrha- Miessner und Berge,
Blut, Gehirn/ IM 2, adult ) )
gien; hiervon 1 verstorben 1926

*k.A. = Keine Angabe; 0.A. = Ohne Altersangabe; 0.b.B. = Ohne besonderen Befund; SK =
subkutan; IM = intramuskulér, IC = intrazerebral

Spétere Infektionsversuche erfolgten in erster Linie mit den tierseuchenrechtlich bedeut-
samen Subtypen H5 und H7 (Tabelle 2.6 und 2.7). Bereits nach einem HPAIV H5N9-
Ausbruch in Kanada in den sechziger Jahren wurden Tauben experimentell infiziert. Trotz
einer hohen Dosis konnten hierbei sowohl in Jung- als auch Alttauben keine Symptome aus-
geldst werden, wobei alle zeitgleich infizierten Puten sofort verendeten (Narayan et al.,
1969). Slemons und Easterday (1972) verzeichneten jedoch den Tod einer Taube, obgleich
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sie dasselbe Virus in einer geringeren Dosis verwendeten. Ein nah verwandtes HPAIV H5N9
nahm eine Mittelstellung ein, indem zwar keine Symptome hervorgerufen wurden, allerdings
die Reisolierung bei einigen Tauben méglich war und in knapp Uber der Halfte der Tauben
neutralisierende Antikdrper nachgewiesen wurden (Slemons und Easterday, 1972).

Einige Jahre spater stuften Panigrahy et al. (1996) Tauben infolge ihrer Untersuchungen
mit hoch- und niedrigpathogenen H5 als ,nicht oder nur in sehr geringen MaBe“ empfanglich
gegeniber diesem Subtyp ein. Diese Ergebnisse werden unterstiitzt durch eine aktuellere
Studie, in welcher nicht einmal in gesunden Tauben, welche experimentell durch die Verab-
reichung von Cyclophosphamid immunsuppremiert wurden, eine NPAIV H5N2-Infektion aus-
geldst werden konnte (Fang et al., 2006).

Infektionsversuche mit HPAIV H5N1 aus Hong Kong brachten &ahnliche Ergebnisse
(Perkins und Swayne, 2002a; b; 2003a; b). Dieser Stamm erzeugte bei Tauben keine Infekti-
on, obgleich diese durch eine Circovirus-Infektion zuséatzlich immunsuppremiert waren. Da-
her postulierten die Autoren eine angeborene Resistenz von Tauben auch gegentber HPAIV
H5N1. Boon et al. (2007) erreichten nur mit einem von vier Isolaten eine subklinische, kurze
Infektion bei juvenilen Tauben (Colomba spp.), wohingegen Haussperlinge (Passer domesti-
cus) zu nahezu 100% an der Infektion verstarben. In einer weiteren Studien mit verschiede-
nen, nah verwandten HPAIV H5N1 aus China konnten weder Brief-, Stadt- oder Fleischtau-
ben infiziert werden (Liu et al., 2007). Diese Arbeitsgruppe ging daher der Frage nach, wel-
cher Mechanismus hinter der scheinbaren Unempfindlichkeit von Tauben gegenltber HPAIV
H5N1 liegen kénnte (Liu et al., 2009). Sie suchten die Antwort primér in den AlV-Rezeptoren.
Wie spéater noch ausfuhrlich dargestellt wird (Kapitel 2.4.2), binden AlIV vornehmlich an end-
standige Sialinsauren, welche Uber eine alpha-2,3-glykosidische Bindung verankert vorliegen
(SAa2,3Gal-Rezeptoren). Humane Influenzaviren binden demgegeniber an einen zweiten
Rezeptortyp, bei dem die Sialinsauren alpha-2,6-glykisidisch gebunden werden (SAa2,6Gal-
Rezeptoren). Liu et al. (2009) untersuchten fir ihre Fragestellung die Verteilung dieser bei-
den Rezeptortypen in Organteilen des Kehlkopfs, Luftréhre, Lunge, Zwélffingerdarms, Huft-
darms und des Mastdarms von sechs Brieftauben verschiedenen Alters und verglichen die
Ergebnisse mit denen von Huhnern. Die Ergebnisse zeigten im Epithel von Kehlkopf, Luft-
réhre, Bronchien und Bronchiolen der Tauben reichlich vorhandene alpha-2,6-glykosidisch
gebundene Sialinsduren, dagegen nur in sehr geringem MaBe solche, die alpha-2,3-
glykosidisch gebunden vorkommen. Bei den HUhnern war die Rezeptorverteilung in den ge-
nannten Organen umgekehrt. Liu et al. (2009) fanden somit heraus, dass die AlIV-
Rezeptorverteilung in der Taube eher dem des menschlichen Atmungstrakts entspricht als
dem der Hihner. Im Zwélffinger- bzw. Huftdarm wurden weder bei den Tauben noch bei den
HUhnern eine nennenswerte Anzahl von AlV-Rezeptoren ausgemacht, wobei wiederum im

Mastdarm der Tauben, nicht aber dem der Hihner, eine hohe Anzahl von SAa2,3Gal-
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Rezeptoren vorhanden waren. SchlieBlich wurde in dieser Studie das Vorhandensein der
zwei verschiedenen Sialinsduretypen  (N-Acetylneuraminsaure (N-Ac) oder N-
Glykolylneuraminsdure (N-Gc)) untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass beide Typen in
vergleichbarer Verteilung bei Tauben und Hihnern vorhanden waren. Aus ihren Ergebnissen
schlossen die Autoren, dass zwar das pradominante Vorkommen des SAa2,6Gal-Rezeptors
im Respirationstrakt der Tauben eine wichtige Rolle fir die scheinbare Unempfindlichkeit
dieser gegenlber AlV spielen, dass aber der Sialinsduretyp (N-Ac oder N-Gc) der Rezepto-
ren selber keine Rolle spielt.

Zusétzlich zu den genannten Studien, welche eher auf eine Resistenz der Tauben ge-
genuber HPAIV H5N1 hinweisen, existieren jedoch drei Studien, in welchen Tauben sehr
wohl mit (1) einem indonesischen , (2) einem mongolischen sowie (3) chinesischen Isolaten,
unter der voribergehenden Ausbildung von klinischen Symptomen infiziert werden konnten.
In allen drei Studien zeigten die Viren einen ausgepragten Neurotropismus (Klopfleisch et al.,
2006; Jia et al., 2008b, Brown et al., 2009). Brown et al. (2009) infizierten Tauben mit drei
unterschiedlichen Dosen eines HPAIV H5N1, welches aus einem Singschwan in der Mongo-
lei isoliert wurde. Nur mit der héchsten Dosis (10°'EIDs,) konnte bei einigen Tauben ZNS-
Symptome inklusive Todesfalle ausgeldst werden. Bei den chinesischen Isolaten handelte es
sich um verschiedene AlV, isoliert von Huhn, Ente und Taube. Hier stellte es sich heraus,
dass die Isolate von den beiden letzteren Vogelspezies fir Tauben pathogener waren als
die, die von Hihnern stammten. Nach der Inokulation einer hohen Dosis wurden mit dem
indonesischen Isolat ebenfalls ZNS-Symptome und Todesfalle registriert (Klopfleisch et al.,
2006). Nach dem Verenden bzw. der Euthanasie von funf klinisch erkrankten Tauben konnte
im ZNS Virus nachgewiesen werden. Die Ubrigen neun inokulierten Tauben blieben subkli-
nisch infiziert, aber schieden Virus in einer geringen Menge Uber den Oropharynx und die
Kloake aus (Werner et al., 2007). Jia et al. (2008b) und Klopfleisch et al. (2007) sprechen
daher bestimmten ,neueren“ HPAIV H5N1 Virusvarianten eine gewisse Pathogenitat fir
Tauben zu. Jia et al. (2008b) postulieren ein gewisses Risiko fir Végel und dem Menschen
durch den Kontakt zu HPAIV H5N1 infizierten Tauben, wie dies in mindestens einem Fall
eines an HPAIV H5N1 verstorbenen Indonesiers der Fall gewesen sein soll.

SchlieBlich wurden von Yu et al. (2007) Tauben mit sieben verschiedenen chinesischen
HPAIV H5N1-Isolaten infiziert, wobei vier Isolate bei einigen Tauben Todesfalle ohne vorhe-
rige klinische Symptome auslésten. Diese Arbeitsgruppe wies fir alle sieben Isolate eine
Infektion der Tauben nach, indem sie Influenza A-spezifisches Nukleoprotein im Driisenma-
gen aller Tauben (auBer der Kontrollgruppe) mittels ELISA detektierten. Sie wiesen darauf
hin, dass Tauben daher als asymptomatische Trager in China fungieren kénnten (Yu et al.,
2007).
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Infektionsversuche mit AlV des Subtyps H7 wurden ab den neunziger Jahren des letzten
Jahrtausends durchgeflhrt (siehe Tabelle 2.7). Kaleta und Hénicke (2004) beschreiben die
erfolgreiche Infektion von Brief- und Rassetauben mit HPAIV H7N1, wobei nur wenige Tau-
ben symptomatisch erkrankten oder gar verendeten, jedoch Virus aus allen Tauben reisoliert
und eine Serokonversion nachgewiesen werden konnte. Die Inkubationszeit war in diesen
Versuchen im Vergleich zu gleichfalls infizierten Hihnern und Pekingenten langer. Aus ihren
Ergebnissen schlossen die Autoren, dass Tauben gegenltber HPAIV H7 empféanglicher sei-
en. Panigrahy et al. (1996) versuchten vergeblich, Tauben mit hoch- und niedrigpathogenen
H7 zu infizieren, so dass sie, analog ihrer Ergebnisse mit H5 (siehe oben), Tauben eine na-
tirliche Resistenz gegenliber Influenza A Viren zusprachen. Klinische Symptome konnten
auch in zwei Infektionsversuchen mit einer hohen Dosis eines hochpathogenen H7N7, wel-
cher aus betroffenen Gefliigel der Ausbriiche in den Niederlanden 2003 isoliert wurde, nicht
ausgeldst werden. In einem der beiden Versuche fand jedoch bei der Mehrzahl der Tauben
eine Serokonversion und eine vorUbergehende, minimale Virusausscheidung statt

(Klopfleisch, persdnliche Mitteilung 2009).

Nur eine altere und eine aktuelle Studie beschéaftigen sich mit der experimentellen Emp-
fanglichkeit von Tauben gegeniber anderen Subtypen (auBer H5 und H7) (Siehe Tabelle
2.8). Kurz nach der weltweit verheerenden H3N2-Grippeepidemie des Jahres 1968 (,Hong
Kong Grippe*®, siehe Kapitel 2.4.2) und einer lokalen H3N2-Epidemie in Ungarn wurden TUr-
kentauben (Streptopelia decaocto) mit zwei H3N2-Isolaten vom Menschen infiziert und die
Bildung neutralisierender Antikdrper induziert (Romvary et al., 1976). In Taiwan wurde im
Jahr 2000 aus einer importierten Taube ein H6N1-Virus isoliert, woraufhin einige Jahre spa-
ter von einer taiwanesischen Arbeitsgruppe dieser Subtyp, neben NPAIV H5N2 (siehe oben),
verwendet wurde (Fang et al., 2006). Infiziert wurden sowohl gesunde als auch durch die
Anwendung von Cyclophosphamid stark immunsuppremierte Tauben. In Ubereinstimmung
mit ihren Ergebnissen aus der Studie mit HSN2 konnten auch mit dem H6 in keinen Tauben
Symptome ausgeldst, Virus-RNA mittels RT-PCR in den Organen getéteter Tiere nachge-
wiesen oder eine Serokonversion festgestellt werden. Die Autoren sahen daher nicht einmal
in stark immunsuppremierten Tauben einen primaren Ubertrager von Influenzaviren, erwihn-

ten allerdings deren Rolle als mégliche mechanische Vektoren.
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2.2.2 Natiirliche Infektionen

Wahrend der HPAIV H5N1-Ausbriche seit 1996 wurde immer wieder Uber sporadisch
auftretende, natlrliche Infektionen bei Tauben berichtet. Bei der Untersuchung von Lebenad-
geflugelmarkten (LGM) in Hong Kong auf die Prasenz aviarer Influenzaviren durch Guan et
al. (2002) isolierten diese im April 2001 ein H5N1-Isolat aus Kotproben gesund erscheinen-
der Tauben. Hierbei muss berlcksichtigt werden, dass die Untersuchungen aus Tupfern er-
folgten, welche von Blechen, die unter den Taubenkafigen standen, genommen wurden. Ei-
ne Kontamination dieser Bleche mit Kot anderer Tiere oder nicht ausreichend infizierte Ble-
che vorheriger Einstallungen kénnen hier also nicht sicher ausgeschlossen werden. Jia
(2007) untersuchte 205 Stadttauben auf zwei LGM in Harbin (China). Es wurden weder AlV
angezUchtet, noch AlV-spezifische RNA mittels RT-PCR nachgewiesen.

Ende 2002 wurde wéhrend eines HPAIV H5N1-Ausbruchs bei Wildvégeln in einer 6ffent-
lichen Wasservogel-Parkanlage in Hong Kong dieser aus einer toten Taube isoliert. Eine
weitere verendete Taube aus der unmittelbaren Umgebung zeigte negative Ergebnisse (Ellis
et al., 2004; Li et al., 2004). Gleich mehrere Berichte stammen aus Thailand: Songserm et al.
(2006a) beschreiben eine Infektion einer Katze, nachdem diese einen HPAIV H5N1-
infizierten Taubenkdrper gefressen hatte. Ebenfalls 2004 wurde aus Tauben HPAIV H5NA1
isoliert, infolgedessen Uber 400 Tauben als KontrollmaBnahme getdtet wurden. Die Anzahl
der infizierten Tauben wurde nicht genannt (Fang et al., 2006). Im Jahr 2005 erfolgte der
Nachweis bei zwei Tauben in Bangkok (Uchida et al., 2008). Nach Angaben von Promedmail
(2004) sollen in Zentral-Thailand Ende 2004 mehrere hundert verstorbene Tauben neben
zwei Schulen aufgefunden und als Todesursache aviare Influenza (ohne Angabe des Sub-
typs, aber zeitnah zu friheren HPAIV H5N1 Ausbriichen) festgestellt worden sein. Weitere
Félle sollen Anfang 2007 aus der Suphan Buri Provinz (Zentral-Thailand) stammen
(Promedmail , 2007). Fur diese Meldungen fehlen jedoch bislang zuverlassige Angaben in
der Literatur. Weiterhin wurden 2002 ein HPAIV H5N1-Isolat aus einer toten und 2004 ein
solches aus zwei kranken Tauben in China isoliert (Jia et al., 2008b). SchlieBlich deutet die
Suche nach Taubenisolaten in GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) auf weitere,
bislang nicht publizierte Infektionen im Jahr 2006 in Indonesien (GenBank-Nr. EU124219
und EF634311) sowie der Turkei (GenBank-Nr. EU542805, EU542798 und 542748), und
2007 im europaischen Teil Russlands (GenBank-Nr. EU441937) sowie Laos (GenBank-Nr.
CY030481) hin.

Natlrliche Infektionen mit dem aviaren Influenzavirus des Subtyps H7 bei Tauben wur-
den im Zusammenhang mit der HPAIV H7N1 Epidemie in Italien von 1999 bis 2000 be-
schrieben. Im Rahmen eines Wildvogelmonitorings bei insgesamt 103 Végeln (19 Tauben) in
einem Zeitraum von Januar bis April 2000 wurde eine Tlrkentaube (Streptopelia decaocto)
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positiv getestet. Diese wurde in einem Radius von 1 km zu einer betroffenen Gefligelfarm tot
aufgefunden. Ein epidemiologischer Zusammenhang erscheint hier naheliegend (Capua et
al., 2000c). Zudem untersuchten Gronesova et al. (2009) in KoSice (Tschechien) Kloaken-
und Trachealtupfer von 50 Stadttauben mit einer nestedt RT-PCR, welche es ihnen erlaubte,
eine direkte Subtypisierung aus den Proben durchzufihren. Bei ihrem Screening detektierten
sie AIV-RNA der Subtypen H7N3 in funf Tauben (10 %), H7N6 in zwei Tauben (4 %). Des-
weiteren wurden die AlV Subtypen HINS in vier Tauben (8 %) sowie in einer Taube H14N8
(2 %) detektiert. Der AIV-RNA-Nachweis gelang also bei zwélf Tauben (24 %), wobei aus
Material von zehn Kloakentupfern sowie sechs Trachealtupfern AIV-RNA amplifiziert werden
konnte. Bei vier Tauben waren beide Tupfer positiv.

Dartber hinaus berichten Koval'chuk Ivanyuk et al. (1975) Uber die Isolierung von H2
aus zwei Turteltauben (Streptopelia turtur). Im Zoo von Budapest wurde aus einer von 19
getbteten Turkentauben (5,3 %) eine Variante des H3N2 Virusstamms der Hong Kong Grip-
pe von 1986 isoliert (Romvary und Tanyi, 1975; Romvary et al., 1976). Aus Minnesota
stammt ein H1N1-Taubenisolat (Halvorson et al., 1983; Obenauer et al., 2006). Wahrend des
Screenings eines LGM in Sidchina wurden aus 0,5 % der insgesamt 1190 untersuchten
Kotproben von Tauben sechs AlV-Isolate, und zwar HIN2 (3 Isolate), H3N6 (2 Isolate) und
H3N3 (1 Isolat), gewonnen (Liu et al., 2003). Mehrere HON2 |Isolate wurden darlUber hinaus
zu verschiedenen Zeitpunkten aus Kotproben, genommen auf Gefligelmarkten in Hong
Kong, isoliert: Eines stammte hierbei aus Dezember 1997 (Guan et al., 1999), wobei die Au-
toren hier keine Angabe zur insgesamt untersuchten Anzahl bringen. Kontinuierliche Unter-
suchungen erbrachten im Jahr 1999 aus weiteren vier Tupfern von 137 untersuchten Kot-
proben (2,9 %) positive Nachweise (Guan et al., 2000). Bislang nicht publiziert bleibt ein
HIN2-Isolat aus dem Jahr 2003, welches in GenBank hinterlegt wurde (GenBank-Nr.
AY664710). SchlieBlich stammt ein HON2-Wildtaubenisolat aus Israel (Perk et al., 2006).

Aus Deutschland wurden bisher keine Isolate publiziert, allerdings ein Sequenzabschnitt
des H3 von A/Pigeon/Germany/R42/01, durch Starick und Werner in GenBank hinterlegt
(Genbank-Nr. AJ746251).

Den beschriebenen AlV-Nachweisen muss entgegengesetzt werden, dass sie nur einen
geringen Anteil aller untersuchten Taubenproben darstellen. In der gréBten Anzahl der auf
AlV untersuchten Tauben-Feldproben waren die Ergebnisse negativ (Tabelle 2.9).
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Tabelle 2.9: Epidemiologische Untersuchungen, bei denen kein AlV sowie deren Anti-

korper in Taubenproben nachzuweisen waren (chronologische Reihenfolge)*

USA

Osterreich

Deutschland

Chile

Slowenien

1969

Nov. 1977

1977 - 1980

Nov. 1983 bis
Mai 1984

Mérz 1996 bis
Marz 1997

2000

Carolinatauben'/98

Palmtauben®10’
Stahlflecktaubchen®/4
Kaptaubchen®/11’

Wildtauben/K.A.

Wildtauben/480
TaubenfliBe/81

Stadttauben/100

Stadttauben/139

Blut/HAH(H6N2)

Tracheal- und Kloa-

kentupfer/VI

Organe, Tracheal-
und Kloakentup-
fer/VI

Tracheal- und Kloa-
kentupfer/Vl;
Blut/HAH (H5N2)

BIut/AGP

Blut/AGP

Carpenter

etal., 1972

Stlinzner et
al., 1980

Ottis &
Bachmann,
1983

Nettles et
al., 1985

Toro et al.,
1999

Dov¢ et al.,
2004

Mérz 2003 bis . Tracheal- und Kloa- | Globig et
Deutschland Wildtaube/4
Nov. 2005 kentupfer/VI al., 2006a

Afrika

1998 bis 2006

Adamaua-Turteltaube®/64
Erzflecktaubchen®/16
Palmtauben®/16
Stahlflecktiaubchen®/3

Kloakentupfer/RT-
PCR

Munster et
al., 2007
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. . ) ; Kloakentupfer/RT-
Asien 1998 bis 2006 | Orientturteltaube’/2
PCR
Asien und Euro- . 8 Kloakentupfer/RT- | Munster et
1998 bis 2006 | Hohltaube®/2
pa PCR al., 2007
. . 9 Kloakentupfer/RT-
Europa 1998 bis 2006 | Ringeltaube®/6
PCR
. Feb.2006 bis : Tracheal- und Kloa- | Aly et al.,
Agypten Wildtauben/194
Feb. 2007 kentupfer/RT-qPCR | 2007
Feb. 2004 bis ) Pant & Sel-
Nepal Wildtauben/19 Blut/c-ELISA
Dez. 2005 leck, 2007
Juli 2006 bis Kloakentupfer/VI Amonsin et
Thailand Haustauben/6
Aug. 2007 und RT-PCR al., 2008

* K. A. = Keine Angabe; VI = Virusisolierung im SPF-Hihnerei; c-ELISA = kompetitiver ELI-
SA; " Zenaida macroura; ® Streptopelia senegalensis; ® Turtur afer; ® Oena capensis;”’
Streptopelia hypopyrrha; ® Turtur abyssinicus; " Streptopelia orientalis; ® Columba oenas; °
Columba palumbus

2.2.3 Serologische Untersuchungen

Ahnlich wie die Situation mit den natirlichen AlV-Infektionen bei Tauben verliefen auch
die serologischen Untersuchungen in den meisten Féllen ohne Antikdrper-Nachweise gegen
AlV (Tabelle 2.9).

Dahingegen wiesen Romvary und Tanyi (1975) bei vier von 19 Tlrkentauben (Streptope-
lia decaocto), gefangen im Zoo von Budapest, mittels HAH Antikérper gegentber dem AlV-
Subtyp H3 nach. Des Weiteren fanden sie diese bei 16 von 35 untersuchten Turteltauben
(Streptopelia turtur) des Zoos sowie bei 14 von 27 untersuchten Turteltauben in der nédheren
Umgebung (Romvary et al., 1976). Darlber hinaus gelang der Nachweis von Antikérpern
mittels HAH gegen H1 bei 23,6% aller untersuchten Stadttauben und 17,2% der Brieftauben
im Raum Zagreb (Kroatien), wahrend keine der untersuchten Wildtauben Antikdrper gegen
diesen Subtyp sowie keine der gesamten Tauben solche gegen H3 aufwiesen. Insgesamt
wurden in dieser Studie 391 Taubenseren untersucht (Zupancic et al., 1986). Abubakar et al.
(2008) untersuchten 212 Wildtauben in Nigeria mittels HAH, wobei als Antigene fur den Test
ein H3N2 (A/Moscow/10/99) sowie ein Influenza B Virus (B/Hong Kong/330/2001) eingesetzt
wurden. In Seren von 123 Tauben (58%) konnten Antikdrper nachgewiesen werden. Antikor-
per gegen das Influenza A Virus wurden bei 82 Tauben (66,6 %) nachgewiesen, gegen das
Influenza B Virus bei 17 Tauben (13,8 %). 24 Tauben (19,5 %) wiesen Antikdrper gegen bei-
de Typen auf. Die HAH Titer gegen das Influenza A Virus lag bei einem durchschnittlichen
Wert von 1:47, der gegen die Influenza B Viren bei 1:25. Einen noch héheren Prozentsatz
positiver Seren erreichten Al-Attar et al. (2008) bei Wildtauben im Irak. Im Jahr 2007 nahmen
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sie bei 60 apathisch erscheinenden Tauben Blutproben zur Untersuchung mittels kompetiti-
ven Influenza A-ELISA und HAH. 81,8% der Taubenseren reagierten im kompetitiven In-
fluenza A-ELISA positiv. Von diesen reagierten wiederum 50% im HAH gegenlber dem AlV-
Subtyp H9 positiv. Tauben wurde daraufhin eine Rolle als Vektor fir AlV in diesem Gebiet
zugesprochen. In den Vereinigten Arabischen Emiraten reagierte schlieBlich eine von vier
Tauben im HAH gegen H5N2 positiv (Obon et al., 2007). Jia (2007) konnte bei 205 unter-
suchten Stadttauben aus Harbin (China) Antikérper gegen den AIV Subtyp H9 mittels HAH
bei 24,4 % der Tauben nachweisen. Blut von 11,2 % der Tauben ergab einen Antikérpertiter
von 3 log,, 7,3 % einen von 4 log,, 4,9 % einen von 5 log, und 1 % von 6 logs.

2.3 Aviare Influenzavirusinfektionen bei Greifvogeln

2.3.1 Experimentelle Infektionsstudien

Maggiori und Valenti (1903) erwadhnten schon Anfang des 20. Jahrhunderts die Infektion
von Sperbern (Accipiter nisus) und Turmfalken (Falco tinnunculus) mit Agenzien, welche mit
hoher Wahrscheinlichkeit HPAIV darstellten. Sie injizierten den Falken Blut infizierter Hihner
subkutan und beobachteten zentralnervése Symptome mit nachfolgendem Verenden der
Végel. Eine exakte Spezifizierung des Agens war zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht
moglich gewesen, so dass es sich durchaus auch um ein anderes Virus, in erster Linie ein
Newcastle Disease Virus, gehandelt haben kdnnte.

Lierz et al. (2007) infizierte funf Ger-Saker-Hybridfalken (Falco rusticolus x Falco cher-
rug), welche zweimalig im Abstand von vier Wochen intramuskuldr oder subkutan mit einer
kommerziellen, inaktivierten HSN2-Vakzine geimpft worden sind sowie flinf ungeimpfte Kon-
trollfalken derselben Art mit einem HPAIV H5N1, isoliert aus einem Schwan in Deutschland
im Jahr 2006. Hierzu bekamen sie 1 ml einer Virussuspension mit enthaltenen 10° EIDs,
oropharyngeal verabreicht. Alle Kontrolltiere verstarben zwischen drei und fliinf Tagen nach
der Infektion (dpi). Vier dieser Falken hatten zuvor eine reduzierte Futteraufnahme gezeigt
und bei drei Tieren konnte blutiges Exsudat in der Trachea festgestellt werden. Bei der tagli-
chen Untersuchung von Kloaken- und Oropharyngealtupfern konnte in Letzteren zu jedem
Zeitpunkt HPAIV H5N1-RNA mittels RT-gPCR nachgewiesen sowie Virus im SPF-Hihnerei
angezlchtet werden. Nach 2 dpi war dieses auch aus den Kloakentupfern méglich. Bei der
Sektion zeigten drei Falken multifokale Hamorrhagien im Pankreas, im histolopathologi-
schem Bild zeigten sich bei allen Falken in diversen Organen (Gehirn, Rickenmark, Pankre-
as, Milz, Niere) multifokale, akute Zelldegenerationen und Nekrosen, welche mit milden, he-
terophilen Entziindungsreaktionen assoziiert vorlagen. In diesen Organen gelang der Nach-
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weis von HPAIV-Antigen mittels Immunhistochemie. HPAIV-Antigen konnte auBerdem in der
Nasenhéhle, Trachea, Bronchialepithel und Gastrointestinaltrakt nachgewiesen werden,
nicht aber in der Leber und in der Haut. Bei der Untersuchung von Organmaterial des Ge-
hirns, Duodenums, Pankreas, der Trachea und Lunge mittels RT-gPCR konnten hohe Virus-
lasten aufgezeigt werden.

Dagegen Uberlebten in dieser Studie alle geimpften Falken die Infektion und zeigten le-
diglich in zwei Fallen eine kurzzeitige Inappetenz. Die Végel wurden elf Tage nach der Infek-
tion euthanasiert. Keine der vakzinierten Falken zeigten im makroskopischen noch im histo-
pathologischen Bild Verdnderungen oder einen immunhistochemischen HPAIV-Antigen-
Nachweis. Mittels RT-gPCR wurde H5-subtpyspezifische RNA in Gehirn und Trachea von
drei Végeln nachgewiesen. Dies gelang ebenso ausschlieBlich in der Lunge von zwei Végeln
sowie im Duodenum bzw. im Pankreas von je einem Falken. Hierbei lag jedoch in allen Fal-
len signifikant weniger H5-RNA in den Geweben vor als bei den nicht-vakzinierten Falken.
Die VI gelang nur bei zwei Falken aus Organmaterial der Trachea und bei einem aus der
Lunge.

2.3.2 Natiirliche Infektionen

Die ersten Nachweise von AlV aus Greifvégeln erfolgten erst im Jahr 2000. In diesem
Jahr erfolgte die fast zeitgleiche Isolierung von hochpathogenen Viren des Subtyps H7 aus
zwei Falken. Hierbei handelte es sich um falknerisch gehaltene Végel, welche beide mit All-
gemeinsymptomen in zwei Tierkliniken vorgestellt wurden. Die Falken hatten untereinander
keinen Kontakt. Beim ersten Fall war ein Wanderfalke (Falco peregrinus) aus Dubai (Verei-
nigte Arabische Emirate) betroffen. Zum Zeitpunkt der Vorstellung konnte dieser Falke nicht
mehr stehen und verstarb kurze Zeit spater. Bei der Untersuchung wurde HPAIV vom Subtyp
H7N83 isoliert sowie Schrotreste angeschossener Futtertiere im Driisenmagen gefunden und
Pasteurella multocida aus Lunge und Leber isoliert. Somit bleibt offen, ob die Symptome
durch die Influenzaviren oder die zuséatzlichen Befunde ausgelést wurden. Epidemiologische
Untersuchungen ergaben keine eindeutige Infektionsquelle. HPAIV H7N3 wurde einige Jahre
zuvor in Geflugel in Pakistan festgestellt, der Falke jedoch nachweislich nie in diesem Land
geflogen. Méglicherweise erfolgte die Infektion daher Uber den Kontakt zu infizierten Wildvé-
geln in den Vereinigten Arabischen Emiraten (VAE). Eine eingeleitete serologische Untersu-
chung von 21 Wild- und Beizfalken in den VAE erbrachte allerdings keinen Nachweis von
Antikérpern gegen H7 als méglichen Hinweis auf weiter verbreitete Infektionen in der Region
(Manvell et al., 2000). Der zweite Fall beschreibt einen Sakerfalken (Falco cherrug) aus lta-
lien, welcher nach einem Jagdtag plétzlich schwach erschien und keine Nahrung aufnahm.
Auch dieser Falke erlag kurze Zeit spéater seinen Beschwerden. Neben einem geringgradi-
gen Nachweis von E. coli aus dem Darm, wurde aus Gehirn und Leber HPAIV H7 isoliert. In
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derselben Region (Norditalien) kursierte kurz zuvor eine H7-Epidemie im Gefligel. Ein epi-
demiologischer Zusammenhang, etwa Uber das Verflttern infizierter Kilken an den Sakerfal-
ken, erscheint somit mdglich. Drei weitere Falken desselben Zichters wurden umgehend
untersucht, zeigten allerdings weder serologisch noch bei der virologischen Untersuchung
Hinweise auf eine stattgefundene Infektion (Magnino et al., 2000).

Im Jahr 2005 gelang die Isolierung eines LPAIV H7N7 aus einem Schwarzmilan (Milvus
migrans) in Agypten. Dies bedeutete die erstmalige Isolierung eines niedrigpathogenen AIV
aus einem Greifvogel und erdffnete somit die Méglichkeit dieser Vdgel als potenzielle Uber-
trager. Es ist nachgewiesen worden, dass dieses Isolat eine enge Verwandtschaft zu ande-
ren H7N7-Isolaten aus England und Deutschland, nicht aber zu solchen aus den Niederlan-
den aufweist (AlyAly et al., 2010). Schwarzmilane gehéren zu den Langstreckenziehern mit
Brutgebieten in Zentraleuropa und Uberwinterungsgebieten in Nordafrika und dem Mittleren
Osten. Uber den Ort der Infektion und der Verbreitung des Virus konnten keine Angaben
gemacht werden. Wahrend des HPAIV H5N1-Wildvogelmonitorings von Greifvdgeln in Ba-
den Wirttemberg konnten bei keinen der untersuchten Schwarzmilane oder brigen Greifvo-
gel Infektionen mit AlV detektiert werden (Anonym 2009a).

Seit dem Auftreten von HPAIV H5N1 wurden Infektionen bei Greifvégeln vermehrt be-
richtet. Eine mdgliche Erklarung hierflir wird darin gesehen, dass Greifvogel wahrend der
Jagd vermehrt geschwéchtes Beutewild fangen (Temple et al., 1987). Fir HPAIV wurde ein
erweitertes Wirtsspektrum festgestellt, das heiBt, dass auch Végel, welche friher als typi-
sche Reservoirwirte nicht an AIV erkrankten, fir diesen Erreger hochempfénglich sind und
gleichzeitig typische Beutetiere fur Greifvogel darstellen. Dartiber hinaus nehmen viele Arten,
und hier vor allem Altweltgeier (Aegypiinae) und Bussarde (Buteo spp.), auch Aas als Nah-
rung auf. Gerade wéahrend der Jahre 2006 und 2007 wurde vermehrt Gber tot aufgefundene
und mit HPAIV H5N1-infizierte Wildvdgel berichtet. Die Theorie wird dadurch gestutzt, dass
die Infektion von Carnivora, wie GroBkatzen (Pantherinae), Hauskatzen (Felis catus), Hunde
(Canis lupus familiaris), aber auch Falken durch den Verzehr HPAIV H5N1-infizierter Futter-
tiere bereits experimentell sowie im Feld mehrfach bestatigt werden konnte (Keawcharoen et
al., 2004; Songserm et al., 2006a, Songserm et al., 2006b, Khan et al., 2009).

Der erste HPAIV H5N1 wurde im Jahr 2004 aus einem wildlebenden Wanderfalken aus
Hongkong isoliert (Li et al., 2004; Smith et al., 2008). Im Jahr 2006, 2007 und 2008 folgte
jeweils ein einzelner, weiterer Nachweis bei toten Vigeln dieser Greifvogelart in Hongkong.
Zusatzlich betroffene Beutegreifer umfassten einen Mausebussard (Buteo buteo), einen
Schopfhabicht (Accipiter trivirgatus) sowie einen Turmfalken, welche alle im Jahr 2007 tot
aufgefunden wurden (Smith et al., 2009).
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Anfang 2004 sollen in einem Zoo in Kambodscha (Stidostasien) 86 Wildvdgel, unter die-
sen fast die gesamte Greifvogel- und Eulenkollektion, bestehend aus Graukopf-Seeadlern
(Ichthyophaga ichthyaetus), Schlangenadlern (Circaetus gallicus), Habichtsadlern (Hieraae-
tus spilogaster), Pagodenkauzen (Strix seloputo), Nepal-Uhus (Bubo nipalensis) und Fisch-
eulen (Scotopelia peli), an HPAIV H5N1 verendet sein (FAO, 2004). In Burkina Faso (West-
afrika) wurden im Rahmen des AlV-Wildvogelmonitorings von Februar bis Juni 2006 insge-
samt 48 Kappengeier (Necrosyrtes monachus) entweder tot oder mit respiratorischen und
neurologischen Symptomen sowie Diarrhoe aufgefunden und beprobt. Aus Tupferproben
von Kloake und Trachea konnte in 17 Fallen eine AlV-Infektion mittels Schnelltest bestatigt
werden. Die Untersuchung mittels Influenza A-spezifischer RT-gPCR sowie einer RT-gPCR
spezifisch fir den Subtyp H5 wies allerdings in allen Proben AIV-RNA nach. Die phylogene-
tische Sequenzanalyse wies eine enge Verwandtschaft zu HPAIV H5N1-Gefllgelisolaten
aus demselben Gebiet auf. Daher erscheint die Infektion der Geier, insbesondere unter der
Beriicksichtigung ihrer Erndhrungsgewohnheiten, durch den Verzehr infizierten Gefligels
mehr als wahrscheinlich. Da Geier gewdhnlich auch in urbanen Gebieten im direkteren Kon-
takt zum Menschen vorkommen und dartber hinaus in Afrika in der traditionellen Medizin
Verwendung finden, kdnnten infizierte Kappengeier hier ein zooanthroponotisches Risiko fir
die menschliche Gesundheit darstellen. Weil sie als Aasfresser an der Spitze der Nahrungs-
pyramide stehen, wurde vorgeschlagen, sie in Afrika als Sentinelpopulation zur Eruierung
von AlV in Wildvdgeln heranzuziehen (Ducatez et al., 2007). Des Weiteren wurde als zweites
afrikanisches Land an der Elfenbeinkiiste aus Organmaterial von Luftréhre, Herz, Leber und
Gehirn bei einem Sperber HPAIV H5N1-RNA mittels RT-gPCR nachgewiesen. Nachfolgend
wurde das Virus mittels VI angezichtet (Couacy-Hymann et al., 2009).

Am Brusseler Flughafen (Belgien) erfolgte am 18. Oktober 2004 die Konfiszierung von
zwei geschmuggelten Haubenadlern (Spizaetus nipalensis), welche aus Thailand stammten
und fUr einen belgischen Falkner bestimmt waren. Obgleich die Végel keine klinischen Sym-
ptome zeigten, wurden die Végel in der Quarantanestation euthanasiert und routinemaBig
auf aviare Influenza- sowie Newcastle Disease Viren untersucht. Es gelang die Isolierung
von HPAIV H5N1. Sofort wurden allen Personen, welche mit den Végeln direkten oder indi-
rekten Kontakt gehabt hatten, eine Oseltamivir-Prophylaxe verschrieben. Alle Personen, bis
auf den Tierarzt, welcher die Proben genommen hatte und eine Konjunktivitis entwickelte,
blieben symptomlos. Ebenso wurde bei keinen Végeln, welche zeitgleich in der Quarantane-
station untergebracht waren, aviare Influenzaviren isoliert (Van Borm et al., 2005). Die mole-
kulare Charakterisierung dieses Virusstammes erbrachte die Zugehdrigkeit zum 2003 und
2004 im Gefligel in Thailand zirkulierenden Z-Genotyp, so dass die Infektion mit groBer
Wahrscheinlichkeit in Thailand stattfand. Dieser Fall verdeutlicht somit das Risiko der
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Verbreitung von HPAIV H5N1 Uber den illegalen Handel von Végeln, einschlieBlich Greifvo-
geln (Steensels et al., 2007).

In Deutschland wurden wahrend der HPAIV H5N1-Ausbriiche seit 2006 bis heute (Stand
Februar 2010) bei insgesamt 34 Greifvogeln HPAIV H5N1 festgestellt. Hierbei handelte es
sich um 28 Bussarde, darunter 20 spezifizierte Mausebussarde, jeweils eine Kornweihe (Cir-
cus cyaneus), Habicht (Accipiter gentilis) und Falke (ohne Angabe der Art) sowie zwei Wan-
derfalken und einen Turmfalken (Tabelle 2.3). Die Isolate stammen allesamt aus dem Jahr
2006 und stellen hier etwa 10% der Wildvdgel mit HPAIV H5N1-positiven Untersuchungser-
gebnis dar (Beer et al., 2006). Bei noch lebend aufgefundenen Greifvégeln wurden mehrfach
ZNS-Symptome festgestellt, darlber hinaus unterstrich das histologische Bild einen neuro-
tropen Verlauf der Erkrankung. Eine Arbeitsgruppe der Universitat Ulm untersuchte daraufhin
280 Greifvdgel in Baden-Wiirttemberg, um das Ubertragungsrisiko durch diese abzuschét-
zen. Von diesen Vdgeln war keines mit HPAIV H5N1 infiziert (Anonym 2009a).

Ebenfalls im Jahr 2006 meldete Danemark, dass hier in sechs gestorbenen Mausebus-
sarden, einem RaufuBbussard (Buteo lagopus) sowie einem Wanderfalken HPAIV H5N1
mittels RT-gPCR bestétigt werden konnte. Insgesamt waren in Danemark 44 Wildvdgel posi-
tiv getestet worden. Alle Sequenzen zeigten eine hohe Ubereinstimmungen mit denen von
Wildvdgeln aus Deutschland (Bragstadt et al., 2007; Komar und Olsen, 2008). In Schweden
und in Frankreich wurde bei je einem Mausebussard im Jahr 2006 HPAIV H5N1-RNA nach-
gewiesen (Le Gall-Reculé et al., 2008; Zohari et al., 2008). In der Slowakei erfolgte im glei-
chen Jahr die Isolierung aus einem verstorbenen Wanderfalken (Nagy et al., 2009). In Polen
wurden im Jahr 2007 die bislang letzten HPAIV H5N1-Félle bei Greifvogeln, in diesem Fall
bei zwei Mausebussarden, erbracht (OIE , 2007).

Der erste Fall von HPAIV H5N1 bei einem Greifvogel im Mittleren Osten stammt aus
Saudi-Arabien. Die Falknerei hat in diesem Land ihren Ursprung und wird hier nach wie vor
intensiv betrieben. Bei dem betroffenen Vogel handelte es sich um einen trainierten Saker-
falken, welcher im Dezember 2005 Anorexie und grinliche Fazes zeigte (Promedmail ,
2006a). Nachdem der Vogel innerhalb weniger Stunden verstarb, konnte aus Organproben
HPAIV H5N1 isoliert werden (Samour, 2006). In einem anderen Fall wurden 37 Beizfalken
(ohne Angabe der Art) gekeult, als in einer Tierklinik in Riad in funf Falken das Vorliegen des
Subtyps H5 bestétigt wurde (Promedmail , 2006b). Im Jahr 2007 wurde HPAIV H5N1 aus
weiteren Beizfalken isoliert. Hierzu gibt es bislang jedoch keine wissenschaftlichen Veréffent-
lichungen und die Angaben von Promedmail geben keine Hinweise auf die genauen Artbe-
zeichnungen der Falken.

Zu Trainingszwecken fir Falken werden auf illegalem Wege regelmaBig Kragentrappen
(Chlamydotis undulata macqueenii) aus Landern wie Pakistan, Iran und Afghanistan in den
Nahen Osten importiert (Bailey et al., 2000). Im Jahr 2007 kam es in Saudi-Arabien zu einem
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HPAIV H5N1-Ausbruch bei 41 solcher importierten Kragentrappen mit einer Mortalitatsrate
von 93% (38 Trappen). 10 von 16 Beizfalken (62,5%, keine Angabe der Art) in direktem oder
indirektem Kontakt zu den infizierten Trappen erkrankten ebenfalls an dem Erreger, indem
sie diese Tiere fraBen oder zumindest Jagdkontakt hatten (Khan et al., 2009). Die Diagnose-
stellung erfolgte Uber die Untersuchung von Organmaterial (Gehirn, Trachea, Lunge, Milz,
Darm) sowie Uber Kloaken- und Trachealtupfer. Als Untersuchungsmethoden wurden zum
einen die VI im SPF-Huhnerei sowie eine molekularbiologische Untersuchung mittels RT-
gPCR herangezogen. Phylogenetische Untersuchungen an Isolaten von Beizfalken (keine
Artangabe) und Wirtschaftsgefligel in Saudi-Arabien konnten zeigen, dass hier zeitgleich
zwei verschiedene Sublinien von HPAIV H5N1 (Klade 2.2.2 und 2.2.3) zirkulierten, von de-
nen eine Linie im Gefligel und die andere in Falken vorkam. Folglich fand ein mindestens
zweifacher Eintrag nach Saudi-Arabien statt, wobei eine Ubertragung von HPAIV H5N1 aus
dem Falkensektor in den Geflligelsektor und vice versa mit hoher Wahrscheinlichkeit aus-
blieb (Monne et al., 2008).

Kuwait berichtete 2007 von 20 HPAIV H5N1 Fallen bei Falken (ohne Angabe der Arten)
in einem Zoo. Wenig spater wurde ein weiterer Fall bei einem Beizfalken (ohne Angabe der
Art) bekannt (Anonym , 2007d). Zwei Jahre zuvor war bereits bei einem Rosa Flamingo
(Phoenicopterus roseus) und einem Falken (ohne Arten-Angabe) H5 nachgewiesen worden,
wobei nur bei dem Flamingo HPAIV H5N1 bestétigt werden konnte. Der Falke, ein Importvo-
gel, war mit einem H5N2 infiziert und wurde in der Quaranténestation euthanasiert (Pro-
medmail, 2005). Die molekulare Charakterisierung von zwei HPAIV H5N1-Beizfalkenisolaten
(beides Sakerfalken), je eins aus Saudi-Arabien und Kuwait, erfolgte durch Marjuki et al.
(2009). Beide Isolate gehdrten der Klade 2.2 an. Bei der Infektion von Huhnern verstarben
diese zu 100% innerhalb von 24 Stunden, wahrend gleichfalls infizierte Enten nur vorliber-
gehende Symptome zeigten. Darlber hinaus konnte bei der Sequenzanalyse eine erhdhte
Pathogenitat fir S&ugetiere vermutet werden, da in beiden lIsolaten ein Aminosaure-
Austausch von Glutamin zu Lysin an Position 627 im PB2-Molekdl zu verzeichnen war (Kapi-
tel 2.4.2). Im Tierversuch waren beide Isolate fir Mause letal. Dies verdeutlicht ein mogli-
cherweise bestehendes Risiko, welches von Influenzavirus-infizierten Beizvogeln fir den

Menschen ausgehen kdnnte.

2.3.3 Serologische Untersuchungen

In Italien konnte wéahrend einer dreijahrigen Untersuchungsperiode von Juli 1993 bis
Dezember 1996, in welcher 55 Greifvégel und 137 Eulen untersucht wurden, in zwei Mause-
bussarden und einem Wanderfalken Antikdrper gegen Influenza A Viren mittels kompetitiven
ELISA festgestellt werden. Eine weitere Spezifizierung dieser Antikérper wurde in der Arbeit
nicht erwahnt (De Marco et al., 2003). Eine etwas langer zurtickliegende Studie in den USA
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untersuchte Influenza A Virus-Antikérper in Blutproben von insgesamt 36 Eulen und 50 Tag-
greifen im AGP. Unter den Taggreifen waren 34 Rotschwanzbussarde, ein Kénigsbussard
(Buteo regalis), finf Buntfalken (Falco sparverinus), drei Kornweihen (Circus cyaneus), zwei
Rotschulterbussarde (Buteo lineatus), drei Rundschwanzsperber (Accipiter cooperi) sowie
zwei RaufuBbussarde. Diese Studie, welche Uber drei Saisons, jeweils von Oktober bis April
(ohne Jahresangabe), lief, wies Antikérper bei einem wildlebenden Rotschwanzbussard (Bu-
teo jamaicensis) nach (Kocan et al., 1977).

Dagegen scheiterte der Nachweis von Antikérpern gegeniber aviaren Influenzaviren bei
der Untersuchung von 34 wildlebenden Préariefalken (Falco mexicanus) in den USA
(Morishita et al., 1998). In den VAE wurden bislang, bis auf einen Fall eines HPAIV H7N3 im
Jahr 2000 (siehe oben), keine aviaren Influenzaviren in Greifvégeln nachgewiesen. Bei der
serologischen Untersuchung von 130 Beizfalken (ohne Angabe der Arten) wurden dagegen
bei 7,7 % der Proben ein HAH-Titer gegen H5N2 festgestellt (Obon et al., 2007).

2.4 Aviare Influenzavirusinfektionen beim Menschen

2.4.1 Experimentelle und natirliche Infektionen

So wie sich humane Influenzaviren nur noch schlecht im Wirt ,Vogel* replizieren, so kén-
nen sich gleichsam aviare Influenzaviren nur suboptimal im Menschen vermehren. Infektio-
nen verlaufen in der Regel subklinisch bis mild (Beare und Webster, 1991). Bei einer expe-
rimentellen Infektion von 40 gesunden, freiwilligen Personen im Alter von 18-50 Jahren mit
einer hohen Dosis von 10%® bis 10%2 EIDs, verschiedener Influenzaviren aviaren Ursprungs
(H1N1, H3N2, H3N8, H4N8, H6N1, HEN2, HON2 sowie H10N7) konnten bei elf Personen
lediglich die Subtypen H4N8, H6N1 und H10N7 aus Nasensplilproben reisoliert werden. Be-
gleitend wurden bei diesen Personen kurzzeitige, leichte respiratorische Symptome festge-
stellt. Ein Titeranstieg konnte mittels HAH bei einigen Personen, welche mit H1N1, H3N8S,
H3N2 und HIN2 infiziert wurden, festgestellt werden. Der Versuch, ein reisoliertes H6N1 auf
weitere flinf Personen zu Ubertragen, misslang (Beare und Webster, 1991).

Natlrliche humane AlV-Nachweise sind abzugrenzen von solchen Influenzaviren, wel-
che in der Vergangenheit zu Pandemien und Epidemien in der menschlichen Bevolkerung
geflhrt haben. Letztere Viren haben zwar ihren Ursprung im Vogel, haben sich jedoch an
den Wirt ,Mensch“ angepasst und gelten daher als ,Humane Influenzaviren®. AlIV bleiben
typische ,Vogelviren* und infizieren als solche andere Spezies nur sporadisch. Solche Ereig-
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nisse sind fir den Menschen bislang auf die Subtypen H5, H7 und H9 beschrankt (Tabelle
2.10).

Tabelle 2.10: Humane AlV-Infektionen ohne vorheriges Reassortment (modifiziert nach
Peiris et al., 2007)

1959 H7N7; Zufallig aus einer Person isoliert (USA) Campbell et al., 1970

H7N7, Konjunktivitis' bei fiinf Personen, VI bei einer Person
1981 (USA) Webster et al., 1981

H5N1; 18 Falle mit Grippe-ahnlichen Symptomen ein-
1997 Subbarao et al., 1998
schlieBlich 6 Todesfalle (Hong Kong)

2003 H5N1; Grippe-ahnliche Symptome und 1 Todesfall (Peking) | Zhu et al., 2006

2004 H7N3; Konjunktivitis bei zwei Personen (Kanada) Tweed et al., 2004

Infektion nach Laborkontamination

Interessanterweise waren die aus dem Menschen isolierten AIV stets solche Subtypen,
die auch vom Geflligel bekannt waren und die ohne Reassortment, in erster Linie durch ei-
nen engen Kontakt zum Geflligel oder kontaminierten Gefligelprodukten, auf den Menschen
Ubertragen wurden. Infektionen mit dem Subtyp H7 gingen in der Regel mit einer selbstlimi-
tierenden Konjunktivitis sowie einer leichten Grippe-ahnlichen Erkrankung einher. Auch eine
Infektion des Menschen mit HON2 duBerte sich in einer milden Grippe. Erst ab dem Auftreten
des Subtyps H5N1, welcher zu folgenschweren, letalen Erkrankungen des Menschen flihrte,
wurde diesen Infektionen vermehrt Beachtung geschenkt.

Im Jahr 1959 wurde ein H7N7 aus einer Person in Amerika isoliert. Da die Person in
Lander gereist war, in denen zeitgleich Gefligelpestfalle auftraten, wurde eine Infektion aus
dieser Quelle angenommen (De Lay et al., 1967; Campbell et al., 1970).
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Waéhrend der verheerenden HPAIV H7N7—-Ausbriche im Wirtschaftsgefligel in den Nie-
derlanden und Deutschland im Jahr 2003 konnte der Erreger zeitgleich aus 89 Personen
isoliert werden (Koopmans et al., 2004). In der Mehrzahl der Félle handelte es sich um Per-
sonen, welche bei der Keulung betroffener Gefligelbestande mitgearbeitet und sich mit ho-
her Wahrscheinlichkeit direkt beim infizierten Gefligel angesteckt hatten. Drei Personen
stellten jedoch Angehérige von Klinisch erkrankten Farmarbeitern dar. Fir diese Personen
kommt daher in erster Linie eine direkte Erregeribertragung von Mensch zu Mensch in Be-
tracht. Es reagierten 83 Personen mit einer Konjunktivitis, bei funf von ihnen zeigten sich
zusétzlich Grippe-ahnliche Symptome. Folgenschwer entwickelte sich eine Lungenentzin-
dung mit nachfolgendem Multi-Organversagen eines Tierarztes (Fouchier et al., 2004). Sero-
logische Untersuchungen zeigten Uberdies, dass die Anzahl der asymptomatisch infizierten
Personen mit bis zu 1000 Fallen deutlich hdher lagen (Enserink, 2004).

Eine Konjunktivitis mit leichten respiratorischen Symptomen entwickelten ebenso zwei
Farmarbeiter in Kanada, die HPAIV H7N3-infiziertem Gefligel exponiert waren. Sie gehdrten
zu einer Gruppe von 57 Personen, welche auf AlV untersucht wurden. Bei der einen Person
konnte ein H7N3 aus einem Nasentupfer, bei der anderen Person aus einem Konjunktival-
tupfer isoliert werden. Die Blutuntersuchungen dieser beiden Personen am 8., 22. und 32.
Tag nach Beginn der klinischen Symptome ergaben allerdings keine Nachweise von Antikér-
pern gegen den Subtyp H7 (Tweed et al., 2004).

Drei weitere, jeweils zeitlich und radumlich isolierte humane H7N7-Falle gingen mit einer
Konjunktivitis einher. Die Ubertragung erfolgte in zwei Féllen akzidentell wahrend der Pro-
benbearbeitung. Im ersten Fall handelte es sich um eine 24-jdhrige Laborassistentin aus
Australien, welche sich ein Auge kontaminierte, als sie Allantoisflissigkeit von H7N7-
infizierten Eiern erntete. Es entwickelte sich zuerst eine Konjunktivitis, welche sich durch
eine Keratitis verkomplizierte. Beides heilte jedoch innerhalb von drei Wochen vollsténdig
aus (Taylor und Turner, 1977). Im zweiten Fall wurde ein H7N7 aus dem Auge einer Person
in den USA isoliert, welche Kontakt mit einem infizierten Seeléwen (A/seal/MA/1/80) hatte.
Auch diese Erkrankung heilte innerhalb von vier Tagen ohne Komplikationen aus. Bei vier
weiteren Personen mit Konjunktivitis, die an Seehund-Sektionen beteiligt waren, gelang die
Isolierung eines AlV jedoch nicht (Webster et al., 1981). Im dritten Fall wurde ein H7N7 aus
dem Auge einer Frau aus England gewonnen, welche sich mit hoher Wahrscheinlichkeit
beim Saubern ihres Entenstalls infizierte. Vorberichtlich hatte diese Frau erwahnt, dass ihr
hierbei ein Stiick Stroh ins Auge geraten war (Kurtz et al., 1996).

Wahrend der NPAIV und HPAIV H7N3-Ausbriche in ltalien (1999 bis 2003) wurden ins-
gesamt 983 Seren von Arbeitern von verschiedenen betroffenen Farmen untersucht. Die
Blutproben wurden mindestens 15 Tage nach Beginn der Ausbriiche genommen. Alle Seren
wurden mittels HAH und MNT gegen die beiden oben genannten Subtypen getestet. Ver-
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dachtige oder positive Seren wurden danach mittels Western Blot-Verfahren Uberprift. Auf
diese Weise konnte bei sieben untersuchten Seren Antikérper gegen H7 festgestellt werden.
Die Seren stammten von Personen, die in einem Ausbruchsgeschehen im Jahr 2003 mit
dem AIV Subtyp HPAIV H7N3 involviert waren, indem sie als Angestellte auf verschiedenen
Farmen mit direktem Kontakt zu Hihnern oder Puten arbeiteten. Nur eine Person hatte eine
Konjunktivitis entwickelt, die restlichen sechs blieben ohne Symptome (Puzelli et al., 2005).

Seit 1999 wurden in Guangdong (China) und in Hongkong Falle leichter Grippe-&hnlicher
Erkrankungen durch AIV HIN2 ausgeldst. Dieser Subtyp gilt in Gefliigel Sldostasiens als
endemisch verbreitet. Untersuchungen auf Lebendgefligelmérkten (LGM) in Hong Kong er-
gaben eine Pravalenz von 4,4% in Hihnern und sporadische Nachweise auch in anderen
Gefllugelarten, zum Beispiel Tauben (siehe Kapitel 2.2.2) (Shortridge, 1999). Isolate von Ge-
fligel der LGM’'s und Viren vom Menschen ergaben in phylogenetischen Untersuchungen
eine enge Verwandtschaft (Lin et al., 2000). Allerdings konnte nicht in allen Fallen ein direk-
ter Kontakt vom Mensch zum Gefligel bestatigt werden. So muss auch fiir diesen Subtyp
eine im geringen MaBe stattgefundene Infektion Uber Gefligelprodukte oder direkte Mensch
zu Mensch Ubertragung in Betracht gezogen werden. Nach Butt et al. (2005) ist infolge des
engen Kontaktes zwischen Gefliigel und dem Menschen eine Interspezies-Ubertragung von
HIN2 in Slidostasien keine Seltenheit. Da fiir einige HIN2-Isolate eine Affinitat zum ,huma-
nen“ AlV-Rezeptor bereits belegt wurde (siehe Kapitel 2.4.2), geht daher laut dieser Autoren
von diesem Stamm ein hohes pandemisches Risiko aus, welches das von HPAIV H5N1
dbertrifft.

Im Mérz 1999 wurde HIN2 aus einer Nasenspllprobe zweier Kinder (vier Jahre und 13
Monate alt) aus Hongkong isoliert. Beide Kinder hatten Fieber und eine Pharyngitis. Die
Symptome lésten sich nach sechs Tagen auf (Peiris et al., 1999). Bei einem flunfjahrigen
Kind aus Hongkong wurde vier Jahre spater ebenfalls aus einer Nasenspllprobe der Erreger
isoliert. Auch bei diesem Patienten auBerte sich die Erkrankung in Fieber und Husten (Butt et
al., 2005). Einige HON2-Falle stammen dartber hinaus aus Guangdong (China), wobei funf
verschiedene HIN2-Isolate gewonnen werden konnten (genaue Zahlen nur auf Chinesisch
genannt) (Guo et al., 1999).

Eine serologische Studie aus dem Jahr 1999 an 150 freiwillig mitwirkenden Personen
aus Hong Kong verdeutlicht eine H9-Antikdrper-Pravalenz in drei Blutproben mittels Neutrali-
sationstests sowie HAH (Peiris et al., 1999).

Interessanterweise bergen die Gensegmente, welche fir die internen Proteine im In-
fluenza-Viruspartikel kodieren, von einem aus dem Menschen nachgewiesenen NPAIV
HIN2 (A/Quail/HK/G1/97) und dem HPAIV H5N1, welches 1997 in Hongkong zu Erkran-
kungs- und Todesféllen flihrte, Sequenzhomologien von 99 — 100 % (Lin et al., 2000). Guan
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et al. (1999) sowie Lin et al. (2000) postulieren daher, dass das HPAIV H5N1-Virus die Ge-
ne, welche fir die internen Proteine kodieren, von diesem HON2 erlangte, oder beide poten-

tiellen Pandemie-Kandidaten diese von einem bislang unbekannten Vorlaufer erwarben.

Das AusmalB der Erkrankungsintensitat anderte sich grundlegend mit dem Auftreten von
humanen Infektionen mit avidren HPAIV H5N1. Dass durch AlV-Infektionen beim Menschen
auch schwerwiegende Erkrankungen mit Todesféllen ausgelést werden kdnnen, zeigte
schon der humane Index-Fall in Hongkong im Mai 1997 (Subbarao et al., 1998). Ein dreijah-
riger Junge verstarb an den Folgen einer schweren Pneumonie, verkompliziert durch das
Reye-Syndrom (Claas et al., 1998). Bis Dezember des gleichen Jahres folgten 18 weitere
klinische Erkrankungen, einschlieBlich finf Todesfallen. Diese Félle erfolgten zeitgleich mit
dem Auftreten von gravierenden HPAIV H5N1-Ausbrichen in mehreren Geflligelbetrieben
sowie LGM’s in Hongkong (Sims et al., 2003). Zu diesem Zeitpunkt waren etwa 20% des
Geflligels der LGM's mit H5N1 infiziert (Shortridge, 1999). Zur Kontrolle der Ausbriiche in
Hong Kong wurde der gesamte Geflligelbestand gekeult (Sims et al., 2003). Serologische
Untersuchungen an 293 Regierungsmitarbeitern sowie 1525 Gefllgel-Farmern, die entweder
an der Keulungsaktion beteiligt waren, oder sonstigen Kontakt zu potentiell infizierten Gefli-
gel gehabt hatten, ermittelten eine Antikérperpravalenz von 3 bzw. 10% (Buxton Buxton
Bridges et al., 2002). Eine andere Studie von Buxton Bridges et al. (2000) weist auf eine
Mensch zu Mensch-Ubertragung hin: Eine H5-Seropravalenz von 3,7% wurde bei Kranken-
hauspersonal mit direktem Kontakt zu H5N1-infizierten Patienten (n = 217) ermittelt, darlber
hinaus aber auch bei 0,7% des Personals ohne solchen Kontakt (n = 309). Bei der serologi-
schen Untersuchung von 51 Personen, die mit 17 der 18 HPAIV-infizierten Personen aus
dem Jahr 1997 in einem Haushalt gelebt haben (Familienmitglieder oder Haushaltsangestell-
te), konnte bei sechs Personen (12 %) Antikérper gegen H5 mittels MNT festgestellt werden.
In einem Fall konnte sicher der Kontakt zu infizierten Gefliigel ausgeschlossen werden, so
dass hier eine Mensch zu Mensch-Ubertragung naheliegt. Eine der erkrankten 18 Personen
aus Hongkong hatte zwei Tage nach Fieberbeginn eine viertagige Bus- und Flugreise durch
Asien angetreten. Von 26 seiner mitreisenden Personen konnte bei einer Person H5-
Antikdrper nachgewiesen werden. Bezlglich eines anderen Patienten wurden 23 Bankange-
stellte untersucht, die mit dieser Person wahrend der Krankheitsphase zusammen in einem
Raum gearbeitet hatten. Hier konnten keine Antikdrper gegen H5 gefunden werden (Katz et
al., 1999).

Anfang Februar 2003 wurden in Hong Kong neue humane H5N1-Falle diagnostiziert. Es
handelte sich um Vater und Sohn, nachdem diese von einer Urlaubsreise in der Fujian Pro-
vinz, China, wiederkehrten (Peiris et al., 2004). Im gleichen Jahr wurde erstmals auch aus
Peking (China) ein humaner, tddlich endender H5N1-Fall gemeldet (Zhu et al., 2006). Bis
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Mitte 2004 wurden weitere, vereinzelte humane Infektionen in Vietham und Thailand offenbar
(Chotpitayasunondh et al., 2005; Dinh et al., 2006). Wahrend aus diesen Landern kontinuier-
lich weitere humane Félle gemeldet wurden, traten ab Februar, bzw. Juli 2005 erste Infektio-
nen auch in Kambodscha und Indonesien auf (Vong et al., 2006). In den folgenden Jahren
wurden, zeitgleich mit der weiteren Verbreitung des Erregers im Gefligel und in Wildvégeln,
humane HPAIV H5N1-Falle in insgesamt 15 L&ndern festgestellt. Das Jahr 2006 stellt mit
115 Fallen in neun Landern das Jahr mit den meisten berichteten Féllen dar. Insgesamt wur-
den bislang 474 Falle gemeldet (Stand: 10. Februar 2010). Wahrend bis einschlielich 2009
90 % aller Falle aus Indonesien, Vietnam, Agypten und China gemeldet wurden, wurde im
Jahr 2010 bislang nur aus Agypten sieben Falle gemeldet.

Aus Deutschland wurden bislang keine AlV-Infektionen bekannt. Eine serologische Un-
tersuchung, die an Personen durchgefihrt wurde, welche im Februar und Marz 2006 an den
Bergungsarbeiten toten und kranken Wassergeflligels auf der Insel Rigen mithalfen, konnte
keine H5-seropositiven Proben erfassen. Unter den untersuchten Personen befanden sich
21 Regierungsmitarbeiter, finf Tierarzte und 71 Feuerwehrleute (Cai et al., 2009).

Das demografische Muster unterscheidet sich bei den humanen HPAIV H5N1-Faéllen
grundlegend von dem der Saisonalen Grippe. Wahrend bei letzterer in erster Linie altere
Personen betroffen sind, liegt das durchschnittliche Alter bei Erkrankungszeitpunkt im Falle
von HPAIV H5N1 bei 21,7 Jahren, der Median bei 20 Jahren. Das Altersspektrum reicht von
3 Monaten bis 81 Jahre. 28% der Félle fielen in die Altersgruppe 0 bis 9 Jahre, weitere 24%
bzw. 25% verteilte sich auf die 10 bis 19-jahrigen, bzw 20 bis 29-jahrigen.

Die Inkubationszeit lag in den meisten Féllen bei zwei bis vier Tagen. Danach stellten
sich als haufigste Symptome Fieber, Husten und eine Pneumonie ein (Yuen et al., 1998;
Beigel et al., 2005; Wong und Yuen, 2006). Entgegen humaner Infektionen mit H7 stellt die
Konjunktivitis keine regelmaBig gesehene klinische Erscheinung dar. Haufigere, nicht-
respiratorische Symptome umfassen Diarrhoe, Erbrechen und Abdominalschmerz
(Apisarnthanarak et al., 2004; De Jong et al., 2005).

Insbesondere besorgniserregend an humanen HPAIV H5N1-Infektionen ist die auBer-
gewdhnlich hohe Letalitatsrate von 59.5 % (entspricht 282 von 474 Fallen).

2.4.2 Mechanismen der Wirtszellrestriktion
Mehrere Mechanismen machen eine AlV-Interspeziesibertragung vom Vogel auf Saduge-
tiere einschlieBlich des Menschen und vice versa zu generell seltenen Ereignissen. Damit
sich diese vollziehen und eine sichere Etablierung der Viren im neuen Wirt stattfinden kann,
missen mindestens drei Voraussetzungen erfillt sein: (1) Eine Ubertragung vom Vogel auf
einen neuen Wirt, (2) eine effiziente Replikation im neuen Wirt und (3) eine leichte Ubertrag-



LiteraturUbersicht 51

barkeit zwischen diesen (Naffakh et al., 2000). Jedes dieser Ereignisse wird durch eine Viel-
zahl von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst, die heutzutage immer noch zum gréBten
Teil unbekannt sind.

Urspringlich wurde angenommen, dass insbesondere eine unterschiedliche Rezep-
torspezifitdt von humanen und aviaren Influenza A Viren eine Speziesspezifitat bedingt, da
diese die Infektion von vornherein verhindert. Fir Influenza A Viren existieren allgemein zwei
Rezeptortypen, die beide aus terminalen Sialinsduren bestehen, welche an Galaktose-Reste
der Membran-Glykolipide gebunden vorkommen. Grundsétzlich existieren zwei Typen von
Sialinsauren, die N-Acetylneuraminsdure (N-Ac) und die N-Glykolylneuraminsaure (N-Gc).
Der Unterschied der beiden Rezeptoren besteht hierbei in der Konformation, mit welcher
solche gebunden werden: Im Epithel von VOgeln werden diese Uber eine alpha-2,3-
glykosidische Bindung an Galaktose (SAa2,3Gal) verankert, so dass avidre Influenzaviren in
der Regel diesen Rezeptortyp spezifisch binden. Demgegenlber binden humane Isolate an
Sialinsauren, welche in einer alpha-2,6-glykosidischen Bindung konformiert vorliegen
(Matrosovich et al., 1997). Dieser Rezeptortyp ist der dominierende Rezeptor im menschli-
chen Respirationstrakt (RT), insbesondere in den Schleimhauten der Nasenhdhle, des Pha-
rynx, der Trachea und den Bronchien. Wie bereits in Kapitel 2.2.1 beschrieben, besitzen
auch Tauben, nicht aber Hihner, im Respirationstrakt vornehmlich den SAa2,6Gal-Rezeptor
(Liu et al., 2009). Auf dieser Tatsache heraus, so die Autoren der Studie, kénnte deren
scheinbare Resistenz gegenlber Infektionen mit HPAIV H5N1 begrindet liegen. Dem
Schwein wurde immer wieder eine Sonderstellung in der Entstehung von Pandemieviren
eingeraumt. In dieser Spezies wurden erstmals beide Rezeptortypen im Respirationstrakt
gefunden. Daher wurde postuliert, dass gerade im Schwein Co—Infektionen mit avidren und
humanen Influenzaviren auftreten kénnten, und dieses folglich als ,MischgefaB“ die Entste-
hung reassortanter Viren férdert (Ito et al., 1998). Zum einen ist jedoch heute bekannt, dass
eine Pandemiegefahr in gleicher Weise auch von nicht vorher reassortierten Viren ausgeht
(Scholtissek, 2006), zum anderen musste die Theorie der strikten Rezeptortypen-Verteilung
in den verschiedenen Wirten und die der Affinitat humaner und aviarer Viren gegentber ei-
ner bestimmten Konformation inzwischen relativiert werden. Denn auch im menschlichen
Respirationstrakt, hier insbesondere in den terminalen Bronchiolen und Alveolarzellen in der
Lunge, als auch im Epithel der Konjunktiven, konnten inzwischen SAa2,3Gal-Rezeptoren
nachgewiesen werden (Olofsson et al., 2005; Shinya et al., 2006). Auf der anderen Seite
wurde im terrestrischen Gefligel (Hihner und Wachteln (Coturnix cotunix)), nicht aber im
Wassergefligel, das Vorkommen von SAa2,6Gal-Rezeptoren im Darm und der Lunge be-
legt (Gambaryan et al., 2004; Wan und Perez, 2006). In ihren Versuchen zur Rezeptorspezi-
fitat aviarer und humaner Influenzaviren bestatigten Shinya et al. (2006) einen grundsatzli-
chen Unterschied, fanden aber heraus, dass ein HPAIV H5N1, welcher 2003 aus einem Pa-
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tienten in Hong Kong isoliert wurde, beide Rezeptortypen erkannte. Allerdings wurden die
SA02,3Gal-Rezeptoren bevorzugt gebunden und eine effiziente Replikation konnte nur in
den tief im Respirationstrakt gelegenen Alveolarzellen erfolgen (Shinya et al., 2006). Dies
kénnte erkldren, warum eine effektive Mensch zu Mensch Ubertragung von H5N1 bislang
ausblieb. Hierfur musste sich das Virus an den SAa2,6Gal-Rezeptor adaptieren. Allerdings
konnte von Yamada et al. (2006) schon belegt werden, dass einige humane HPAIV H5N1-
Isolate Mutationen im Hamagglutinin erfuhren, welche eine allméhliche Anpassung an diesen
Rezeptor bewirken koénnten. Darlber hinaus konnten auch fir einige avidre HI9N2
(Matrosovich et al., 2001) sowie aviare H7N2 und H7N3 (Belser et al., 2008) eine Affinitat fur
,humane“ Rezeptoren ermittelt werden. Im Vergleich zu Erwachsenen werden im Respirati-
onstrakt von Kindern eine gréBere Anzahl SAa2,3Gal-Rezeptoren exprimiert. Dies kénnte
bedeuten, dass Kinder gegenuber AlV-Infektionen empfanglicher seien (Nicholls et al.,
2007a; b). Epidemiologische Daten scheinen dies zumindest fur HPAIV H5N1 zu bestéatigen
(Kapitel 2.4.1).

Beim Vergleich aviarer und humaner Influenza A Viren identifizierten Chen et al. (2006)
insgesamt 52 wirtsspezifische Sequenzen im Genom. Die meisten dieser Sequenzen (35
von 52) liegen im Ribonukleoproteinkomplex (RNP). Hier liegen sie in solchen Doménen,
welche flr die Transkription/Replikation eine wichtige Rolle spielen. Beim A/H1N1 der ,Spa-
nischen Grippe“ gehdrten 12 der 35 speziesspezifischen Motive im RNP zu den Menschen-
assoziierten. Bei 21 weiteren vom Menschen isolierten Influenza A Viren zeigten 19 Isolate
(90,5%) jeweils eine oder mehrere Menschen-assoziierte Sequenzen (Taubenberger et al.,
2005; Chen et al., 2006). Insbesondere das Vorhandensein eines Lysins an Position 627 im
PB2 scheint eine wichtige Rolle fir die effektive Replikation von AIV im menschlichen Gewe-
be zu spielen (Subbarao et al., 1993). Befindet sich an dieser Position, wie bei den meisten
AlV, dagegen ein Glutamin, wird die Virusvermehrung im Menschen unterdriickt. Eine Muta-
tion von Glutamin zu Lysin an Position 627 im PB2 (Glu627->Lys627) wurde bei vielen der
humanen HPAIV H5N1 Isolate gefunden. Im Tierversuch waren diese Viren, nicht aber sol-
che mit Glutamin, fir Mause letal (Shinya et al., 2004). Ebenso konnte diese Mutation
(Glu627->Lys627) im HPAIV H7N7, welches 2003 zu einer tédlichen Pneumonie eines Tier-
arztes fuhrte, festgestellt werden, nicht aber in solchen H7N7, die lediglich zu einer Konjunk-
tivitis beim Menschen fuhrten (Fouchier et al., 2004).

Als weitere Faktoren, welche eine Wirtsrestriktion beeinflussen kénnten, wurden das NP
und das PB1 diskutiert (Scholtissek et al., 1985; Snyder et al., 1987; Naffakh et al., 2000).
Die Ergebnisse dieser Studien sind jedoch uneindeutig und werden daher hier nicht weiter

erlautert.
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2.4.3 Risikofaktoren fur humane AlV-Infektionen

In den meisten Fallen wurden die AlV-Infektionen des Menschen mit den Risikofaktoren
.enger Kontakt zum AlV-erkrankten Gefllgel“, beispielsweise durch die Haltung der Végel im
eigenen Haushalt, deren Schlachtung, Zubereitung und Verzehr oder der Teilnahme an Keu-
lungsaktionen in Verbindung gebracht (Mounts et al, 1999; Beigel et al.,, 2005;
Chotpitayasunondh et al., 2005; Tran et al., 2004; Dinh et al., 2006; Oner et al., 2009). In
einigen Fallen kann jedoch auch von einer limitierten Mensch zu Mensch-Ubertragung ohne
den direkten Geflligelkontakt ausgegangen werden (Ungchusak et al., 2005; Wang, 2008a;
WHO , 2006). Dies erfolgte insbesondere im Rahmen von Familien-Clustern (Olsen et al.,
2005; Kandun et al., 2006). So erlag in Thailand eine Frau der HPAIV H5N1-Infektion, nach-
dem sie ihre Tochter, welche sich am erkrankten Gefligel angesteckt hatte, eine Zeit lang
gepflegt hatte. Diese Frau war aus einer anderen Stadt angereist und hatte unter keinen
Umstéanden mit Gefliigel Kontakt gehabt (Ungchusak et al., 2005). Auch in Indonesien wurde
im Jahr 2006 ein Fall bekannt, bei welchem eine Person milde Grippe-Symptome entwickel-
te, nachdem er sich vor Einsetzen der Symptome einige Tage lang um seine HPAIV H5N1-
erkrankte Schwester gekiimmert hatte (WHO , 2006). Zudem unterstreichen die bereits ge-
nannten serologischen Untersuchungen an Krankenhauspersonal eine stattgefundene, je-

doch bislang limitierte Mensch zu Mensch Ubertragung (Kaptitel 2.4.1).

Der Risikofaktor ,enger Kontakt zu AlV-erkranktem Gefligel“ kdnnte, wenn das Wort
,2aefligel* um die Worte ,und Wildvigeln* erweitert wirde, ebenso fir Stadt- und Wildtau-
ben, wie auch flur die Beizvégel und deren Beute zutreffen. Wie einleitend erwahnt, haben
bestimmte Menschengruppen, hier insbesondere Stadtmenschen und Jager, einen engen
Kontakt zu Tauben. Falkner hingegen haben ein sehr enges Verhaltnis zu ihrem Beizvogel
sowie deren Beute. Die Fragestellung, ob diese also fir Deutschland ein Risikofaktor fir die
Ubertragung von AIV auf den Menschen darstellen, ist daher Grundlage dieser Dissertation.






Material und Methoden 55

3 MATERIAL UND METHODEN

Fur eine Ubersicht tber die verwendeten Materialien wird auf Anhang 1 verwiesen. Ver-
wendete Puffer und Medien sind im Anhang 2, Inhalte von verwendeten Kits im Anhang 3
aufgefthrt.

3.1 Organisation der Probennahme

Zur Untersuchung von Stadttauben auf das Vorkommen von aviaren Influenzaviren
wurde der Kontakt zu Privatpersonen hergestellt, welche sich auf freiwilliger Basis um kranke
oder verletzte Stadttauben kimmern. Es wurden Veterindramter angeschrieben, um Stadt-
tauben in 6ffentlichen Taubenschlagen, wie sie von einigen Stadten zwecks Bestandsregu-
lierung eingerichtet wurden, zu beproben. Desweiteren ist bei Vereinen zum Schutz von
Stadttauben um Unterstitzung geworben worden. SchlieBlich wurden Schadlingsbekampfer,
welche Tauben zur Bestandsregulierung fangen, gebeten, fir die Studie Taubenproben zur
Verfligung zu stellen. Wildtaubenproben wurden Uber die Zusammenarbeit mit Jagern ge-
sammelt.

Zur Untersuchung von Falknern, ihren Beizvogeln sowie deren Beutewild wurde der
Kontakt zu Falknern Uber den Deutschen Falkenorden (DFO) hergestellt, welcher die gréBte
bundesweite Vereinigung von Falknern in Deutschland darstellt. Uber briefliche Mitteilungen
an die Vorsitzenden der einzelnen Landesverbdnde sowie Uber Vortrage auf Falknereiveran-
staltungen wurde die Studie bundesweit bekannt gemacht. Die Probennahme bei den Falk-
nern erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Robert Koch-Institut, Berlin. Das hierflr erforderli-
che Ethikvotum wurde von der Ethikkommission dieses Instituts abgesegnet.

3.2  Artder Proben
Folgende Proben wurden zur Untersuchung herangezogen:

— Stadt- und Wildtauben: Kloaken- und Trachealtupfer; Blut
— Beizvogel: Kloaken- und Choanentupfer; Blut

— Beutetiere: Kloaken- und Trachealtupfer

— Falkner: Blut

Die Tupferproben wurden zur virologischen Untersuchung (Kapitel 3.5) und zur moleku-
larbiologischen Untersuchung (Kapitel 3.6) herangezogen. Die Seren wurden mittels Agar-
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gelprazipitationstests (Kapitel 3.7.1), ELISA (Kapitel 3.7.2), Hamagglutinationshemmtest
(Kapitel 3.7.3) und Mikroneutralisationstest (Kapitel 3.7.4) untersucht. Die Tupferproben der
Stadt- und Wildtauben sowie der Beutetiere wurden zur Untersuchung gepoolt. Fur die viro-
logische Untersuchung wurden Kloaken- und Trachealtupfer von bis zu finf Tieren zu einem
Pool vereint. Fir die molekularbiologischen Untersuchungen wurden getrennte Kloaken- und
Trachealtupferpools von bis zu finf Tieren verwendet.

Die Falkner wurden vor Beginn der Studie gebeten, Uber sich sowie ihre Beizvdgel je
einen Fragebogen (siehe Anhang 4) auszufillen sowie zu jedem gebeizten Stick Federwild
einen Probenbegleitschein (siehe Anhang 4) ihren Sendungen beizufligen. Besonderes Au-
genmerk lag in der Zugehdrigkeit der Proben, so dass jedes Beutetier einem bestimmten
Beizvogel und Falkner zugeordnet werden konnte.

Die Beprobung der Falkner erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Robert Koch Institut,
Berlin. Das zur Beprobung von Menschen erforderliche Ethikvotum wurde von diesem bean-
tragt und abgesegnet.

3.3 Technik der Probennahme

Bei den Stadt- und Wildtauben wurde vor der Probennahme eine Altersschatzung in
juvenil (Jungtauben bis zum Ende des ersten Lebensjahres) und adult (Tauben ab dem zwei-
ten Lebensjahr) vorgenommen. Im Jugendgefieder sind die Handdecken der Schwingen
braun umsaumt und von den blaulichen Handdecken der Alttauben zu unterscheiden (Gehle,
2005). Als zusatzliche Kriterien wurden der Kdrperbau (bei Jungtauben graziler als bei Alt-
tauben), die Wachshautfarbe (bei Jungtauben grau, bei Alttauben weiB) sowie bei Ringel-
tauben (Columba palumbus) die Ausbildung weiBer Halsflecken, welche in der Regel nur bei
Alttauben vorkommen, herangezogen (Gehle, 2005).

Erfolgte die Probenentnahme an lebenden Tauben, so wurde dies mit Hilfe von einer
Hilfsperson durchgefuhrt. Zur Kloakentupferentnahme wurde das Bauchgefieder der Tauben
gescheitelt, ein Tupfer in die Kloake eingebracht und an der Schleimhaut abgerollt. Zur Ent-
nahme der Trachealtupfer wurde der Schnabel der Tauben gespreizt und der Tupfer unter
Sichtkontrolle in die Tracheal6ffnung eingefuhrt. Die Tupfer wurden zum Transport gekuhlt.
Die Blutentnahme erfolgte an der Vena cutanea ulnaris. Hierzu wurde die Punktionsstelle
desinfiziert, die Vene mittels manueller Kompression gestaut und das Blut tropfend in einem
sterilen Réhrchen aufgefangen. Nach der Blutenthnahme wurde die Punktionsstelle bis zum
Einsetzen der Blutstase mit einem sterilen Wattetupfer abgedrtckt. Wurde die Beprobung in
Zusammenhang einer stadtischen SchadlingsbekdmpfungsmaBnahme durchgeflhrt, erfolgte
die Blutentnahme in Verbindung mit der Tétung: Nach dem Fang der Tauben in Lebendfallen
wurden diese per Kopfschlag betaubt und durch zervikale Dislokation getdtet. Hierbei wurde
das austretende Blut aufgefangen. Die Blutgewinnung bei den geschossenen Wildtauben
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erfolgte durch Auspressen des Blutkoagels des Herzens sowie des brachialen GefaBplexus
zum frihestmdglichen Zeitpunkt nach der Erlegung. Einige Proben wurden direkt von den
Jagern oder Schadlingsbekampfern nach obigen Schema entnommen und innerhalb von 48
Stunden per Post zugestellt.

Die Probennahme bei den Beizvodgeln erfolgte in der Uberwiegenden Anzahl auf Beiz-
jagdveranstaltungen. Diese werden jahrlich von den Landesverbanden des Deutschen Fal-
kenordens (DFO) organisiert und haben Ublicherweise eine Teilnehmerzahl von 20 bis 40
Falknern mit jeweils ein bis zwei Beizvégeln. Der Kérper des Beizvogels wurde zur Proben-
nahme durch eine Hilfsperson fixiert. Die Kloakentupferentnahme erfolgte analog der Ent-
nahme bei den Tauben. Fir die Choanentupferentnahme wurde der Kopf des Vogels fixiert
und der Schnabel durch Einflihren eines Fingers in den Schnabelwinkel offengehalten. Der
Tupfer wurde in der Choane am dorsalen Rachendach abgestreift. Die Blutentnahme erfolgte
aus der Vena metatarsalis plantaris superficialis oder der V. ulnaris superficialis. Die Punkti-
onsstelle wurde zuvor gereinigt und mit einem Hautdesinfektionsmittel benetzt. Nach der
Blutentnahme wurde die Blutung durch Kompression mit einem Baumwolltupfer gestillt. Bei
einigen BeizvOgeln, welche nicht an den gemeinschaftlichen Veranstaltungen teilnahmen,
wurden die Proben durch den Haustierarzt genommen und das Blut bereits aufbereitet. Die

Tupfer sowie die gewonnenen Seren wurden in diesen Fallen mit der Post zugestellt.

In der Regel werden pro Greifvogel und Tag zwischen einem und zwei Beutetieren ge-
beizt. Die Beprobung dieser Beutetiere erfolgte durch die Falkner im Feld. Die Falkner wur-
den hierzu entweder persénlich geschult oder erhielten eine detaillierte Beschreibung Uber
den Ablauf der Probennahme sowie den Umgang mit den gewonnenen Proben. Die Proben
sollten immer unmittelbar im Anschluss ans Erlegen des Federwildes genommen und
schnellstmdglich gekihlt gelagert werden. Da die tagliche Probensendung fur die Falkner zu
aufwandig erschien, wurde der Kompromiss eingegangen, die Proben fir einige Tage im
Kihlschrank aufzubewahren, jedoch innerhalb von sieben Tagen in das Institut fir Geflligel-
krankheiten einzusenden. Zur Probennahme wurde jedem Falkner zu Beginn des Untersu-
chungszeitraumes ein Set mit Tupfern, Frageb6gen sowie einer Anleitung zur Probennahme

zugesendet.

Die Blutentnahme bei den Falknern erfolgte in Zusammenarbeit mit einem Humanmedi-
ziner bei den Beizjagdveranstaltungen vor Ort oder den Hausarzten der Falkner. Jeder Teil-
nehmer wurde schriftlich auf die Risiken und Nebenwirkungen einer Blutentnahme hingewie-
sen und bestatigte sein Einverstandnis der freiwilligen Teilnahme mittels Unterschrift. Die
Blutentnahme erfolgte nach Reinigung und Desinfektion der Fossa cubitalis aus der Vena
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mediana cubiti. Der Stau des BlutgefaBes erfolgte mittels Stauschlauch am Oberarm. Nach
der Blutentnahme wurde der Stau geldst, die Punktionsstelle bis zur Blutstase mit einem
Baumwolltupfer abgedriickt und nachfolgend mit einem Pflaster versorgt. Bei solchen Falk-
nern, bei denen die Blutentnahme durch den Hausarzt vorgenommen wurde, wurde das Blut

in den Praxen aufbereitet und als Serum an die Projektbearbeiterin versendet.

3.4  Aufbereitung und Asservierung des Probenmaterials

Die Kloaken-, Tracheal- und Choanentupfer wurden in 1 ml einer 1:10 mit PBS verdlnn-
ten Antibiotika-Lésung (Penicillin/Streptomycin) aufgenommen. Bis zur Untersuchung erfolg-
te die Asservierung bei -80°C. Bei den Blutproben wurde nach Abschluss der Blutgerinnung
das Serum gewonnen. Hierzu wurde der Blutkuchen mit einer Impfschlinge leicht vom Rand
des Blutréhrchens gelést und anschlieBend durch Zentrifugation bei 3000 rpm fir 5 Minuten
vom Serum getrennt. Die Seren wurden bis zur Untersuchung bei -20°C aufbewahrt.

3.5 Virologische Untersuchungen

3.5.1 Virusisolierung im SPF-Hiihnerei

Die Virusisolierung im SPF-Huhnerei (VI) erfolgte nach der Methodenbeschreibung im
,=Handbuch zur Diagnose der Aviaren Influenza“ geman der Richtlinie 2005/94/EG (Anonym,
2006) durch Beimpfung der Allantoishdhle von zehn bis elf Tagen vorbebriteten SPF-
Huhnereiern. Vor dem Verimpfen wurde jede Probe (Einzelprobe oder Pool) sterilfiltriert und
auf Blutagar zur Detektion bakterieller Kontaminationen ausgestrichen.

Die Vorbrut der SPF-Hihnereier erfolgte unter taglich finfmaligem Wenden bei 37,8°C
und einer Luftfeuchte von 60%. Vor dem Beimpfen der Eier mit dem Probenmaterial wurden
diese durchleuchtet und auf das Vorhandensein eines vitalen Embryos (klare GefaBzeich-

nungen, Bewegungen) untersucht.

Die Beimpfung erfolgte pro Einzelprobe oder Pool in vier SPF-Huhnereier. Die Injekti-
onsstelle wurde mit 70%igen Ethanol desinfiziert und hier sowie am stumpfen Eipol mit ei-
nem Metalldorn ein Loch in die Eischale gestanzt. Durch die Injektionsstelle wurde sodann
eine Injektionsnadel circa drei Millimeter tief eingefihrt und 0,2 ml Probenmaterial in Rich-
tung Eimitte verimpft. Die Lécher wurden anschlieBend mit Paraffin verschlossen und die
beimpften Eier bei 37,8°C und 70%iger Luftfeuchte ohne Wenden weiter bebrltet. Die Eier
wurden taglich geschiert und abgestorbene Eier aussortiert. Nach sechs Tagen wurden alle
Uberlebenden Eier zur Abtétung flr mindestens flnf Stunden auf 7 °C herunter gekihlt. Von
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diesen und von den abgestorbenen Eiern wurden die Allantoisfllissigkeiten geerntet, um die-
se auf das Vorhandensein von hamagglutinierenden Agenzien mittels Hamagglutinationstest
(HA) zu untersuchen. Desweiteren wurde der Embryo makroskopisch beurteilt. Bei einem
negativen Ergebnis im HA wurde das Probenmatrial der ersten Eipassage erneut in der be-
schriebenen Art und Weise verimpft. Konnten nach zwei Passagen keine hdmagglutinieren-
den Agenzien nachgewiesen werden, wurde die Probe negativ beurteilt. Proben, in welchen
in der molekularbiologischen Untersuchung Influenza A Virus-spezifische RNA nachgewie-

sen werden konnte, wurden funfmal passagiert.

3.5.2 Hamagglutinationstest

Die Durchflihrung des Hamagglutinationstests (HA) richtete sich nach der Methodenbe-
schreibung im ,Handbuch zur Diagnose der Avidren Influenza® gemaB der Richtlinie
2005/94/EG (EG, 2005; EG, 2006).

Waren pro Pool keine Eier abgestorben, sondern alle Eier nach sechs Tagen abgetbtet,
wurden die Allantoisflissigkeiten von jeweils zwei der vier Eier als Pool untersucht. Waren
ein oder mehrere Eier abgestorben, wurden die Allantoisfllissigkeiten der Ubrigen abgetbte-
ten Eier gepoolt. Abgestorbene Eier wurden einzeln untersucht.

Zur Versuchsdurchfihrung wurden in einer 96-well-Mikrotiterplatte mit V-férmigem Bo-
den in jede Vertiefung 25 ul PBS vorgelegt. Nachdem in jeweils die erste Vertiefung jeder
Reihe die gleiche Menge zu testende Allantoisflissigkeit pippetiert wurde, wurde diese ent-
lang der Reihe in einer geometrischen Verdiinnungsreihe (2") verdlinnt. Die letzte Vertiefung
jeder Reihe diente als Erythrozytenkontrolle. SchlieBlich wurde jede Vertiefung nochmals mit
25 pl PBS und darauffolgend mit 50 ul einer 1%igen HUhner-Erythrozytensuspension be-
schickt und die Platte vorsichtig geschittelt. Das Ergebnis des Tests wurde nach einer halb-
stiindigen Inkubation bei RT abgelesen. HA-positive Allantoisflissigkeiten wurden mittels
molekularbiologischer Methoden auf das Vorliegen von Influenza A Viren untersucht (Kapitel
3.6), darUber hinaus wurden diese gegen APMV-1-Antiseren im Hamagglutinationshemmtest
(HAH) getestet.

3.5.3 Hamagglutinationshemmtest

Die Durchfiihrung des HA richtete sich nach der Methodenbeschreibung im ,Handbuch
zur Diagnose der Avidren Influenza“ gemaB der Richtlinie 2005/94/EG (EG, 2005; EG,
2006). Hier erfolgte die Spezifizierung der im HA nachgewiesenen, hdmagglutinierenden
Agenzien als avidare Paramyxoviren. Die Spezifizierung hamagglutinierender Agenzien als
AlV erfolgte dagegen molekularbiologisch (Kapitel 3.6). Wurde ein hamagglutinierendes
Agens als APMV-1 charakterisiert, wurde das Ergebnis mittels APMV-1-spezifischer RT-
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gPCR verifiziert) und an das Nationale Referenzlabor fiir Newcastle Disease (NRL ND,
Friedrich Loeffler-Institut, Insel Riems) zur Pathotypisierung geschickt.

Vorbereitend wurden die positiven (hamagglutinierenden) Proben der VI auf vier ha-
magglutinierende Einheiten (HAE) eingestellt und dieses Uber eine vierfache Rucktitration im
HA Uberprift. Im Haupttest wurde in jede Vertiefung einer 96-well Mikrotiterplatte mit V-
férmigem Boden 25 pl PBS vorgelegt. Sodann wurden jeweils 25 pl eines bekannten positi-
ven Kontrollserums in die erste Vertiefung jeder Reihe pipettiert. In einer geometrischen Ver-
dinnungsreihe um den Faktor 2" erfolgte die weitere Verdinnung entlang der Reihe. Die
letzte Vertiefung jeder Reihe wurde mit unverdinntem Serum gefillt und diente als Serum-
kontrolle. Mit Ausnahme dieser wurden anschlieBend die Ubrigen Vertiefungen mit 25 pl der
zu testenden Allantoisflissigkeiten aufgefillt. Nach vorsichtigem Schwenken der Platte wur-
de diese fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach wurden 50 pl einer 1%igen
Huhner-Erythrozytensuspension in jede Vertiefung zugegeben, die Platte bei 8°C inkubiert
und das Testergebnis nach 45 Minuten abgelesen. Pro Ansatz wurde ein Kontrollantigen mit
bekanntem Titer in Bezug auf das eingesetzte Serum mitgefihrt.

3.6  Molekularbiologische Untersuchungen

Flr die molekularbiologische Untersuchung wurde aus den der Antibiotikalésung gelds-
ten Proben (Einzelprobe oder Pool) die RNA extrahiert. Danach folgte die Untersuchung in
zwei Schritten: Zuerst wurden die Tupfer auf das Vorhandensein von Influenza A Virus-
spezifischer RNA mittels einer Influenza A-spezifischen RT-qPCR, welche das hochkonser-
vierte Matrixgen der Influenza A Viren detektiert, untersucht. Wurde in einem der Pools In-
fluenza A Virus-spezifische RNA nachgewiesen, wurden die in diesem Pool vorhandenen
Einzelproben anschlieBend einzeln mit dieser Methode untersucht. Im zweiten Schritt wur-
den positive Einzelproben differenziert. In der Influenza A-spezifischen RT-qPCR-positive
Proben wurden erneut auf SPF-Huhnereier zwecks Virusisolierung verimpft.

Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen erfolgte die Praparation der RNA, der Ansatz
der RT-PCRs sowie die Zugabe der RNA in getrennten Raumlichkeiten und unter einer Si-
cherheitswerkbank. Bis auf die Praparation der RNA wurden die Arbeitsschritte auf Eisblo-
cken durchgefihrt. Bei jedem PCR-Lauf wurden die Praparationskontrollen der entsprechen-
den Proben sowie eine PCR-Positiv- und eine Negativkontrolle (PBS) mitgefihrt (Tabelle
3.10).

3.6.1 Extraktion der RNA

Die Praparation der RNA erfolgte mittels des ,QIAamp® Viral RNA Mini Kit* (Qiagen
GmbH). Die Praparation erfolgte entweder manuell oder automatisiert unter Verwendung des
QIACube®-Extraktionsgerates.
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3.6.1.1 Manuelle RNA-Praparation
Zunéachst wurde pro Pool bzw. Einzelprobe 5,6 pl Carrier-RNA, welche vorbereitend in

Elutionspuffer AVE gelést worden war, in 560 pl Lysispuffer AVL suspendiert und beide
Komponenten durch zehnmaliges Schwenken gemischt. Zu diesem Mix wurden 140 pl Probe
gegeben, der Ansatz anschlieBend 15 Sekunden auf dem Vortex-Genie™ (Stufe 6) gemischt
und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 560 pl absolutem Etha-
nol (Raumtemperatur) wurde erneut gemischt und 630 pl auf die im Kit enthaltenen Filtersau-
len gegeben. Nach einmindtiger Zentrifugation (8000 rpm) wurde das Filtrat verworfen, er-
neut 630 pl Probengemisch auf die Filtersdule gegeben und die letzten beiden Schritte wie-
derholt. Es folgten zwei Waschschritte: Zunachst wurde 500 ul Waschpuffer AW 1 auf die
Saule gegeben, zentrifugiert (1 Minute, 8000 rpm) und das Filtrat verworfen. Danach wurde,
nach Zugabe der gleichen Menge Waschpuffer AW 2 hochtourig (3 Minuten, 14000 rpm)
zentrifugiert und das Filtrat erneut verworfen. AbschlieBend erfolgte nach Zugabe von 60 ul
Elutionspuffer AVE durch einminitige Zentrifugation bei 8000 rpm die Auswaschung der im
Filter gebundene RNA, welche in einem RNase-freiem Eppendorfgefa aufgefangen wurde.

Pro Extraktionansatz wurde zum Ausschluss von Kontaminationen eine Praparations-
kontrolle (PBS) mitgefiihrt. Bei nicht unmittelbar untersuchten Proben erfolgte die Lagerung
der praparierten RNA und der Praparationskontrollen bei -80°C.

3.6.1.2 Automatisierte RNA-Praparation

Zur Vorbereitung der automatisierten Extraktion wurde die integrierte Zentrifuge des
QlAcube® -Extraktionsgerates mit Rotoradaptoren, welche mit Filtersdulen und Probenauf-
fanggefaBen beschickt waren, beladen. AuBerdem wurde (iberpriift, ob der QlAcube® an den
vorgeschriebenen Stellen mit ausreichenden Mengen Lysispuffer AVL, absolutem Ethanol,
Waschpuffer AW1 und AW2, Elutionspuffer und im Elutionspuffer geléste Carrier-RNA sowie
Pipettenspitzen beschickt war. Die bendtigte Menge an Reagenzien und Pipettenspitzen
wurde vom Hersteller angegeben und war von der Anzahl der Proben abhéngig. Zuletzt wur-
den 140 ul Probenmaterial in 2 ml-SchraubgeféBe pipettiert und an die vorgeschriebenen
Stellen im integrierten Schiittler des QlAcube® platziert und das Programm fiir die RNA-
Extraktion gestartet.

3.6.2 Untersuchungen mittels RT-qPCR

3.6.2.1 Nachweis von Influenza A Virus-RNA sowie AlIV H5-subtypspezifischer RNA

Die Methodik der Influenza A RT-gPCR zum Nachweis von Influenza A Virus-
spezifischer RNA sowie H5-subtypspezifischer RNA orientierte sich an den Empfehlungen
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des ,Gemeinschaftlichen Referenzlabors fir Avidre Influenza“ in Weybridge, England
(Anonym 2007a) und den Verfahrensanweisungen des Friedrich Loeffler-Instituts (Luschow,
persénliche Mitteilung. Die Durchfiihrung erfolgte unter Verwendung des ,QuantiTect® Probe
RT-PCR Kit“ (Qiagen GmbH), bzw. des ,iScript™ One-Step RT-PCR Kit for Probes* (Bio-Rad
Laboratories GmbH). Bei der Verwendung des ,QuantiTect® Probe RT-PCR Kit* (Qiagen
GmbH) wurde pro Probe ein Mix hergestellt, bestehend aus 12,5 ul ,QuantiTect® Probe RT-
PCR Master Mix“, 0,25 ul ,QuantiTect® RT Mix“, 2 pl Primer-Sonden-Gemisch und nuklea-
sefreiem Wasser ad 20 ul. Bei Verwendung des ,iScript™ One-Step RT-PCR Kit for Probes*
(Bio-Rad Laboratories GmbH) bestand dieser Mix je Probe aus 12,5 ul ,iScript 2x RT-PCR
Mix“, 2 pl Primer-Sonden-Gemisch, 0,5 pl ,iScript RT-Mix“ und nukleasefreiem Wasser ad 20
pl. Hierzu wurde jeweils 5 ul RNA pipettiert, so dass entsprechend ein Ansatzvolumen von
25 pl vorlag. Die Temperaturprofile unter Verwendung dieser Kits sind in der Tabelle 3.1, die
Primer und Sonden einschlieBlich deren Menge pro Ansatz (25 pl) in der Tabelle 3.2 und 3.3
aufgefiihrt. Die Durchfiihrung der RT-gPCR erfolgte im iCycler iQTM (BioRad Laboratories
GmbH). Die Emissionswellenlange fir die mit dem Floureszenzfarbstoff 6-FAM markierte
Sonde betrug 490 nm, die Detektion der Emission erfolgte wéahrend der kombinierten Anla-
gerungs- und Synthesephase.

Tabelle 3.1: Temperaturprofil fiir die Influenza A-spezifische RT-qPCR und die AIV

H5-subtypspezifische RT-qPCR unter Verwendung des ,,QuantiTect® Probe RT-PCR
Kit“ (Qiagen GmbH), bzw. des ,,iScript™ One-Step RT-PCR Kit for Probes“ (Bio-Rad
Laboratories GmbH)

Reverse Transkription 50 50 00:30:00 | 00:10:00
2 | Initiale Denaturierung 95 95 00:15:00 | 00:05:00 1 1
5 Denaturierung 95 95 00:00:15 | 00:00:15 e e
Anlagerung und Synthese* 60 60 00:01:00 | 00:00:30

* Messung der Fluoreszenz
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3.6.2.2 Nachweis von AlV H6- und H9-subtypspezifischer RNA
Zur Untersuchung auf H6- und H9-subtypspezifische RNA wurden zwei RT-qPCR's am

Institut fur Gefligelkrankheiten, in Anlehnung an das Protokoll von Das & Suarez (2007),
etabliert. Die Durchfilhrung erfolgte unter Verwendung des ,QuantiTect® Probe RT-PCR Kit*
(Qiagen GmbH). Der PCR-Mix wurde wie unter Punkt 3.6.2.1 beschrieben hergestellt und 5
pl RNA zu einem Ansatzvolumen von 25 pl hinzugefigt. Zur Optimierung der PCR wurden
gegenitber den Angaben aus der Literatur die H6-Primermengen angepasst (Tabelle 3.2, 3.3
und 4.1) und das Temperaturprofil (Tabelle 3.4) geringflgig verandert.

Tabelle 3.4: Temperaturprofil fir die RT-qPCR zum Nachweis von AIV H6- und H9-
subtypspezifischer RNA

* Messung der Fluoreszenz

3.6.2.3 Nachweis von APMV-1-spezifischer RNA

Die Durchfiihrung der RT-qPCR zum Nachweis von APMV-1-spezifischer RNA erfolgte
unter Verwendung des ,QuantiTect® Probe RT-PCR Kit“ (Qiagen GmbH). Der PCR-Mix wur-
de wie unter Punkt 3.6.2.1 beschrieben hergestellt und 5 pl RNA zu einem Ansatzvolumen

von 25 pl hinzugeftgt. Programmparameter siehe Tabelle 3.5. Primer und Sonde siehe Ta-
belle 3.2 und 3.3.
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Tabelle 3.5: Temperaturprofil fir die RT-gPCR zum Nachweis von APMV-1-
spezifischer RNA

* Messung der Fluoreszenz

3.6.3 Untersuchungen mittels Nested-RT-PCR

3.6.3.1 Nachweis des AlV Subtyps H7

Der erste Lauf der Nested-RT-PCR erfolgte unter Verwendung des ,QIAGEN® OneStep
RT-PCR Kit* (Qiagen GmbH). Pro Probe wurden 5 pl dieses Primer-Gemisches mit 5 pl 5x
Puffer, 1 ul dNTPs, 1 pl RT-PCR-Enzymemix, 10 pl nukleasefreiem Wasser und 5 pl prapa-

rierter RNA zu einem Ansatzvolumen von 25 pl pipettiert. Die RT-PCR wurde im T3-
Thermocycler (Biometra® biomedizinische Analytik GmbH) mit den in Tabelle 3.6 aufgeliste-
ten Temperaturprofil und den in Tabelle 3.2 genannten Primern durchgefihrt.

Tabelle 3.6: Temperaturprofil fiur den ersten Lauf der Nested-RT-PCR zum

Nachweis von H7-subtypspezifischer RNA

4 Finale Synthese 72 00:07:00 1

Far den zweiten Lauf wurden PURETaq™ Ready-To-Go Beads (GE Healthcare UK Limi-
ted) verwendet. 5 ul Primergemisch (Tabelle 3.2) und 19 ul nukleasefreies Wasser wurden
zusammen mit 1 pl des ersten PCR-Produktes zu PURETag™ Ready-To-Go Beads pipettiert
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und der Ansatz durch mehrfaches Pipettieren grindlich gemischt. Das Temperaturprofil far
den zweiten PCR-Lauf gibt Tabelle 3.7 wieder.

Tabelle 3.7: Temperaturprofil fur den zweiten Lauf der Nested-RT-PCR

1 Initiale Denaturierung 95 00:05:00 1
Denaturierung 95 00:01:00

2 Anlagerung 50 00:01:00 30
Synthese 72 00:01:00

3 Finale Synthese 72 00:07:00 1

Bei einer erwarteten FragmentgréBe von 534bp erfolgte die Auftrennung der Nested-
PCR-Produkte in einem 1,5%igen-Agarosegel. Hierzu wurden 1,5 g Agarose in 100ml TBE
aufgeschuttelt und in einem Mikrowellenherd so lange erhitzt, bis sich die Agarose in Lésung
befand. Nachdem die Agaroselésung leicht abgekihlt war, wurden 2 pl Ethidiumbromid zur
Sichtbarmachung der DNA zugesetzt und die flissige Agarose in eine vorbereitete Gelkam-
mer mit Kamm gegossen. Nach Erstarrung der Agarose wurde der Kamm entfernt und die
Gelkammer mit TBE als Laufpuffer aufgefullt.

10 pl der PCR-Produkte wurden mit 1/10 Volumen Probenladepuffer vermischt und je-
weils vorsichtig in die Taschen der Agarose-Gele Uberfihrt. 8 pul eines DNA-
Langenstandards (100-bp-Ladder) dienten als Langenmafstab. Die Auftrennung der Frag-
mente erfolgte innerhalb von ca. 120 Minuten bei einer Spannung von 70 V. AnschlieBend
erfolgte die Sichtbarmachung und Dokumentation der Gel-Banden unter Verwendung des
Universal Hood Il (Bio-Rad GmbH) und der Software ,Quantity one®.

3.6.4 Sonstige Untersuchungen zur Subtypisierung

Zur endgultigen Charakterisierung wurden positiven Proben, welche mit den vorher be-
schriebenen Methoden nicht weiter differenziert werden konnten, an das Friedrich Loeffler-
Institut gesendet und hier mittels RT-PCR und im Microarray—System (Gall et al., 2008;
2009a,b) untersucht. Dartber hinaus wurde eine Nukleotidsequenzanalyse vorgenommen,
um die Sequenzen mit denen anderer Influenza A Viren in der Gendatenbank zu verglei-

chen.
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3.7 Serologische Untersuchungen

Die Vogelseren wurden zum Nachweis von Antikérpern gegen Influenza A Viren mittels
Agargelprazipitationstests (AGP) sowie eines kommerziell erhéltlichen spezies-
unabhéngigen kompetitiven ELISA untersucht. Desweiteren erfolgten bei allen Vogelseren
die Untersuchung auf H5 und H7-spezifische Antikdrper mittels HAH unter Verwendung von
HUhnererythrozyten. Seren wurden vor Beginn der Testdurchfihrungen hochtourig zentrifu-
giert (5 Minuten bei 3000 rpm) und der Uberstand verwendet.

Die Falknerseren wurden auf das Vorliegen von Antikdrpern gegen Influenza A Viren im
speziesunabhangigen kompetitiven ELISA untersucht. Zusatzlich erfolgte die Untersuchung
auf Anti-H5- und Anti-H7-spezifische Antikdrper mittels Mikroneutralisationstests sowie auf
das Vorliegen von Anti-H9- und Anti-H13-Antikérpern im HAH unter Verwendung von Pfer-
deerythrozyten.

3.7.1 Agargelprazipitationstest

Zur Herstellung des Prézipitationsagars wurden 5g Bacto™Agar in 495 ml 8%iger NaCl-
Lésung unter Erwarmen aufgeldst und ein pH-Wert von 7,5 eingestellt. Nach Autoklavieren
fir 20 min bei 121°C wurde der pH auf 7,2 korrigiert und der Agar fir 20 min bei 100°C
nachsterilisiert. AnschlieBend wurden je 15 ml des flissigen Agars in Petrischalen gegossen
und bis zum Erstarren bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Unmittelbar vor der Testdurchfiihrung wurden mit einem Stempel Ldécher von 7 mm
Durchmesser aus dem Agar gestanzt. Hierbei lagen pro Stempel jeweils sechs Lécher mit
einem Abstand von 4 mm hexagonal um ein mittleres siebtes Loch angeordnet. Nach Entfer-
nen des Agars aus den Lochern wurden die Platten in eine Vakuumkammer gebracht und far
ca. 15 Sekunden ein Unterdruck von ca. 0,8 bar angelegt. Es wurde jeweils 30 ul zu testen-
des Serum in die peripheren Lécher und in das zentrale Loch das Influenza-A-Antigen aufge-
tragen (Tabelle 3.10). Pro 23 Seren wurde ein positives Kontrollserum mitgefiihrt. Nach 24,
48 und 72 Stunden wurden die Platten mit Hilfe einer Lichtquelle auf das Auftreten von Pra-
zipitationslinien zwischen den Seren und dem Antigen als Zeichen eines positiven (prazipitie-
rende-Influenza-A-Antikdrper enthaltenden-) Serums Uberprift. Die Lagerung der Platten
erfolgte bei Raumtemperatur. Eine Probe galt als negativ, wenn nach 72 Stunden keine Pra-

zipitationslinie sichtbar war.
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3.7.2 Kompetitiver ELISA zum Nachweis von Antikérpern gegen Influenza A Virus

Verwendet wurde ein kommerziell erhéltlicher kompetitiver, speziestbergreifender In-
fluenza A-ELISA (ID Sreen Influenza A Antibody Competition, Fa. ID Vet, Frankreich), wel-
cher Antikérper gegen das Nukleoprotein des Influenza-A-Virus nachweist. Vor Gebrauch
wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht und die konzentrierte Waschlésung
sowie das Konjugat nach Herstellerangaben verdinnt. Die Seren wurden mit Verdinnungs-
mittel 13 im Verhaltnis 1:10 zur Inkubation auf die mit NP-beschichteten Mikrotiterplatten
gegeben. Vorbereitend wurde hierzu auf einer 96-well-Mikrotiterplatte 90 pl Verdiinnungsmit-
tel 13 in jede Vertiefung vorgelegt und danach 10 ul der Testseren zugegeben. Neben den
Testseren wurden pro Ansatz jeweils zwei Vertiefungen mit zum Kit gehérigen Positiv- und
Negativkontrollen sowie eine Vertiefung mit einer internen Kontrolle in den gleichen Men-
genangaben beschickt. Es folgte die Ubertragung der kompletten Probenmenge (100 pl) in
rascher Reihenfolge auf die beschichtete Mikrotiterplatte und anschlieBender einstindiger
Inkubation bei 37°C. Danach wurden drei Waschschritte durchgefiihrt, wobei jeweils 300 pl
Waschldsung in jede Vertiefung pipettiert wurde. AnschlieBend wurden in jede Vertiefung 50
ul Anti-NP-Konjugat, an welches das Enzym Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist, gegeben
und die Platte fir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und dreimal gewaschen.
Im letzten Schritt wurden zuerst 50 pl Substratlésung (3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin, TMB)
hinzugeflgt, und nach zehnminutiger Inkubation unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur
die Reaktion durch Zugabe von 50 pl Stopplésung beendet. Die Intensitat der Farbreaktion
wurde bei einer Wellenlange von 450 nm mittels des ELISA-Readers MRX und des Pro-
grammes Revelation V. 3.04 ausgewertet. Der Test war gltig, wenn der Mittelwert der opti-
schen Dichte der Negativkontrollen (ODnk) gréBer als 0,7 war. AuBerdem sollte der Mittel-
wert der optischen Dichte der Positivkontrollen (ODgk) kleiner sein als 30 % der ODnk. Zur
Auswertung wurde die prozentuale Inhibition in % fUr jedes Testserum nach Formel 1 be-
rechnet und der errechnete Wert wie in Tabelle 3.8 beschrieben gewertet.

Formel 1: Berechnung der prozentualen Inhibition
Prozentuale Inhibition = ODp,ope/ ODnk X 100

Tabelle 3.8: Auswertung des ELISA

<45% Testserum positiv
> 45 % und < 50 % Testserum fraglich
250 % Testserum negativ
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3.7.3 Hamagglutinationshemmtest

Die Vogelseren wurden aufgrund der tierartlich-bedingten geringen Menge an Proben-
material vor der Testdurchfihrung 1:4 mit sterilem PBS vorverdinnt. Bei allen Vogelseren
erfolgte eine Inaktivierung durch halbstiindige Inkubation im Wasserbad bei 56°C. Die Hu-
manseren wurden zur Reinigung von unspezifischen Inhibitoren mit RDE (Receptor Destroy-
ing Enzyme, Cosmos Biomedical LTD) vorbehandelt. Nach Herstellerangaben wurde das
Serum mit RDE 1:3 verdlnnt, grindlich gemischt und fir 18-20 Stunden bei 37°C im Was-
serbad inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch 45-minitige Inkubation bei 56°C ge-
stoppt. AnschlieBend wurde sowohl bei den Vogel- als auch bei den Humanseren zur Entfer-
nung unspezifischer Hadmagglutinine eine Hamadsorption durchgefihrt. Hierzu wurden zu
jedem Serum eine konzentrierte Erythrozytensuspension im Verhaltnis 20:1 pipettiert. Flr die
Vogelseren wurden HUhnererythrozyten, fir die Humanseren Pferdeerythrozyten verwendet,
da dies diejenigen Erythrozytenspezies waren, welche im eigentlichen HAH Anwendung fan-
den. Der Ansatz wurde fiir eine Stunde auf einem Elektroschuttler bei RT inkubiert, anschlie-
Bend die Erythrozyten fir zehn Minuten bei 1200 rpm abzentrifugiert. Das gereinigte Uber-
stehende Serum wurde fir den HAH verwendet. Bei den Humanseren erfolgte eine weitere
Verdinnung auf den Faktor 1:5, die Vogelseren kamen in der 1:4-Verdiinnung zum Einsatz.
In einer 96-well Mikrotiterplatte wurden in jede Kaverne 25 ul PBS vorgelegt und sodann in
die erste sowie die letzte Kaverne einer Reihe 25 pl vorverdiinntes Serum gegeben. In einer
geometrischen Verdiinnungsreihe um den Faktor 2" erfolgte die weitere Verdiinnung entlang
der Reihe aus den ersten wells. Mit Ausnahme der Kaverne am Ende jeder Reihe, die als
Serumkontrolle diente, wurde in jedes well 25 ul eines auf 4 HAE eingestellten Antigens (je
nach Fragestellung H5, H7, H9, H13) pippetiert. Nach halbstindiger Inkubation bei Raum-
temperatur wurde schlieBlich 50 pl einer 1 %-igen Erythrozytensuspension zugegeben. Han-
delte es sich um Vogelseren, erfolgte die Zugabe von Hihnererythrozyten, im Falle der Falk-
nerseren wurden Pferdeerythrozyten verwendet (Kayali et al., 2008). Die Auswertung des
Tests erfolgte nach erneuter 45-mindtiger Inkubation bei 4°C. Als positiv in Bezug auf die
Vogelseren galt ein Titer gleich oder héher 1:16, bezlglich der Humanseren wurde jeder
Titer gleich oder héher 1:10 als positiv gewertet (OIE, 2009).

3.7.4 Mikroneutralisationstest

FOr den Mikroneutralisationstest (MNT) (Rowe et al., 1999) wurden MDCK II-Zellen (Ma-
din-Darby-Canine-Kidney-Zellen, strain |l) von der 49. bis zur 60. Passage verwendet. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in 75-cm?-Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37°C mit ei-
ner CO,-Konzentration von 5%. Im Abstand von drei bis vier Tagen, nach Erreichen einer
etwa 95%-igen Konflueszenz der Zellen und nach mikroskopischer Kontrolle der Zellen auf
Intaktheit und Reinheit, wurden diese gesplittet. Hierfir wurde der Inhalt der Zellkulturflasche
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entleert und die Flasche zweimal mit PBS gewaschen. Nachdem die Flasche anschlieBend
einmal mit Trypsin-EDTA in gleicher Weise gewaschen wurde, wurde der Zellrasen sodann
mit diesem benetzt. Um das Lésen der Zellen durch das Trypsin-EDTA zu férdern, wurde die
Zellkulturflasche fur 15 Minuten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die Lysis des Zellverban-
des wurde im nachsten Schritt durch Zugabe eines definierten Volumens Wachstumsmedi-
um gestoppt und die Zellen durch mehrmaliges Pipettieren resuspendiert. AnschlieBend
wurden die Zellen mit einem Umsetzfaktor von 1:4 (entspricht etwa 1,5 x 10° Zellen/ml) neu
ausgesat. Die neu ausgesaten Zellen wurden fir die ersten zwei bis drei Tage in einem
Wachstumsmedium (mit Zusatz von 10% Bovinem Kalberserum) kultiviert, welches nach
diesem Zeitraum durch ein Erhaltungsmedium (2% Fotales Kalberserum) ersetzt wurde. Die
Arbeiten mit den Zellen wurden zur Vermeidung von Zellkontaminationen in einer Kabine

unter einer Sicherheitswerkbank mit Unterdruck durchgefihrt.

Vor Beginn des Mikroneutralisationstests (MNT) erfolgte die Einstellung des Testvirus
auf die hundertfache Zellkultur-infektiése Dosis 50 in 50 pl (100 TCIDso/50 pl) durch Vi-
rustitration (VT). Die verwendeten Virusstdmme sind der Tabelle 3.10 zu entnehmen. Im ers-
ten Schritt wurde das Virus im Verhéltnis von 1:100 mit Diluent verdinnt, woftr 20 pl Virus
mit 1980 ul Diluent gemischt wurde. 146 pul dieser Verdiinnung wurden in die erste Vertiefung
jeder Reihe einer 96-well-Zellkulturplatte pipettiert. Die Gbrigen Vertiefungen der Platte wur-
den mit jeweils 100 pl Diluent beschickt. In einer %2 log10-Verdinnungsreihe wurde das Virus
entlang einer Reihe verdiinnt (von 102 bis 107), die letzte Vertiefung jeder Reihe diente als
Zellkontrolle. Zuletzt wurde in jede Vertiefung 100 pl MDCK II-Zellen (mit einer Konzentration
von ca. 1,5 x 10° Zellen/ml) hinzu gegeben und die Platte griindlich gemischt. Die Inkubation
der Platte erfolgte fur etwa 20 Stunden im Brutschrank bei 37°C und einer CO,-
Konzentration von 5%.

Zunachst wurde mikroskopisch geprift, ob die VT korrekt verlaufen war. Dies war der
Fall, wenn nach Ablauf der Inkubationszeit in den Zellkontrollen die MDCK II-Zellen mit einer
70 - 80%-igen Konflueszenz vorlagen und entlang der Verdiunnungsstufen ein abnehmender
zythopatischer Effekt (CPE) auszumachen war. Dieser CPE reichte, je nach Konzentration
des Virusgehaltes, von einer vollstandigen Zerstérung des Zellrasens bis zur Ablésung sowie
Abkugelung einzelner Zellen. Nun erfolgte die Auswertung der VT mittels ELISA (siehe un-
ten). Alle Verdinnungsstufen, welche im ELISA eine OD Uber dem doppelten Wert der Zell-
kontrollen aufwiesen, wurden als Verdiinnungsstufen mit positivem Viruswachstum bewertet,
alle Verdinnungsstufen unter diesem Wert galten als negativ. Auf diese Weise wurden alle
Vertiefungen gescort. Es erfolgte die Berechnung der TCIDs,/100 pl mit der Methode nach
Reed & Miinch (1938) und die Umrechnung dieses Ergebnisses in die 100 TCIDsy/50 pl.
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Far die Durchfihrung des MNT wurden die zu untersuchenden Falknerseren, das positi-
ve Kontrollserum sowie das negative Kontrollserum (FKS) vor dem Ansatz des Tests bei
56°C fur 30 Minuten inaktiviert. Die Seren wurden danach im Verhaltnis 1:10 mit Diluent vor-
verdunnt und sodann in zweifachen Verdunnungsschritten in Vorverdinnungsréhrchen wei-
ter bis zu den folgenden Stufen verdiinnt: Bei den Falknerseren erfolgte die Verdinnung in
drei weiteren Schritten bis 1:40, beim positiven Kontrollserum in acht Schritten bis 1:2560
und beim negativen Kontrollserum in sieben Schritten bis 1:1280. 50 pl dieser Verdinnungs-
stufen (bei den Falknerseren und dem negativen Kontrollserum beginnend mit der 1:10-
Verdlnnung, beim positiven Kontrollserum mit der 1:40-Verdinnung) wurden aus den Vor-
verdunnungsréhrchen auf 96-well-Zellkulturplatten pipettiert Die Falknerseren wurden hierbei
jeweils im doppelten Ansatz aufgetragen. Zu den Serumverdinnungen wurde im nachsten
Schritt 50 pl der auf 100TCIDs¢/50 pl eingestellten Testvirussuspension gegeben. Desweite-
ren wurde eine Rucktitration des Testvirus (VT) von 1:2 bis 1:16 zur Kontrolle von dessen
Einstellung sowie eine Virus- (VK) und Zellkontrolle (ZK) auf der Platte angelegt. Nachdem
die Platte fiir zwei Stunden im Brutschrank bei 37°C und einer CO,-Konzentration von 5%
inkubiert wurde, wurde in jedes well 100 ul MDCK I-Zellsuspension (1,5 x 10° Zellen/ml) ge-
geben. Das Ergebnis wurde nach erneuter Inkubation fir etwa 20 Stunden abgelesen.

Die Auswertung des MNT erfolgte nach Ablauf der Inkubationszeit mittels ELISA. Vor
dessen Ausfihrung wurde die Auswertbarkeit des MNT mittels Mikroskop kontrolliert. Hierzu
sollte der Zellrasen der Zellkontrollen zu 70 — 80 % konfluent vorliegen und die Viruskontrol-
len einen deutlichen CPE aufweisen. Bei der Virusricktitration sollte eine Abnahme des

CPE, bei der positiven Serumkontrolle eine Zunahme dessen zu verzeichnen sein.

Zu Beginn des ELISA wurde das Medium von der Platte abgesogen und jede Vertiefung
mit 100 pl Fixierlésung beschickt. Nach 10 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Lésung wieder entfernt und die Platte luftgetrocknet. Die Platte wurde dreimal mit
Waschpuffer gewaschen (200 pl pro Vertiefung und Waschgang) und sodann der verdinnte
1°-Anti-NP Antikérper (monoklonaler Antikérper von der Maus, verdinnt in Blocking-Puffer
im Verhaltnis 1:4000) in einer Menge von je 100 pl hinzu pipettiert. Die Platte wurde mit Ab-
deckfolie versiegelt und der Ansatz flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach
erfolgten vier Waschgange und die Zugabe des verdiinnten 2°-Gegenantikérpers (Meerret-
tich-Peroxidase-gekoppelter Anti-Maus Ig G Antikdrper von der Ziege, verdiinnt mit Blocking-
Puffer im Verhaltnis 1:2000) in gleicher Menge. Die Platte wurde erneut versiegelt und der
einstiindige Inkubationsschritt wiederholt. Nach sechsfachem Waschen wurden in jede Ver-
tiefung 100 pl Enzymsubstrat gegeben und die Reaktion nach finfminGtiger Inkubation bei
Raumtemperatur mit der gleichen Menge Stopplésung beendet. Die optische Dichte (OD)
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wurde bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Der Neutralisationstiter der Seren wur-

de nach Formel 2 berechnet.

Formel 2: Berechnung der Prozentualen Inhibition
Neutralisationstiter (NTx) = (ODykx — ODz«)/2 + ODz

Alle Serum-OD-Werte < NTx galten als neutralisierend. Die héchste Verdinnung, in wel-
cher noch eine Neutralisation feststellbar war, galt als der Neutralisationstiter.

3.8 Verwendete Virusstamme, Kontrollseren und Zellinien

Die verwendeten Virusstdmme sind in Tabelle 3.9 aufgelistet. Der Stamm NIBRG-23,
einer Reassortante aus A/turkey/Turkey/1/2005 (H5N1), in welcher die multibasische Spalt-
stelle entfernt wurde, und A/PR/8/34 (H1N1), wurde vom ,National Institut for Biological
Standards and Control (NIBSC), Hertfordshire (Vereinigtes Kdnigreich) bezogen. Die Stam-
me A/Turkey/Germany/R11/01 (H7N7) und (H13) wurden vom Friedrich Loeffler-Institut zur
Verfligung gestellt. Die Gbrigen Virusstdmme lagen am Institut fir Gefligelkrankheiten oder
dem Robert Koch-Institut vor.

Das im MNT verwendete H5 Kontrollserum wurde vom NIBSC erworben. Die Ubrigen
Seren gegen die AlV Subtypen H5, H7 und H9 lagen in der Sammlung des Instituts fir Ge-
fluigelkrankheiten vor.

Die MDCK II-Zellen waren als permanente Zelllinie am Robert Koch-Institut vorhanden.
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Tabelle 3.9: Verwendete Antigenkontrollen

Influenza A Siehe H6

AlV H3 A/swine/220/92 (H3N2), Respiporc FLU Vakzinestamm

AlV H6 A/Turkey/Mass/3740/65 (HBN2)

PCR und HAH AlV H7 A/Swan/Potsdam/64/81 (H7N3)

PMV-1 Newcastle Disease Virus, LaSota, LAH Vakzinestamm

IBDV Infektidses Bursitis Virus, Winterfield

ReoV Reovirus, 1133-2/02

H5N1 (LPAIV) NIBRG-23

3.9 Verwendete Software

Die Datenerhebung sowie Speicherung erfolgte mit dem Programm Microsoft Office Ex-
cel 2007. Fir die Auswertung der Daten sowie die Erstellung von Graphiken wurde das Pro-
gramm SPSS fir Windows 15.01 verwendet. Die Karten wurden mit dem Programm Regi-
oGraph v.10 erstellt.

3.10 Auswertung der nationalen Wildvogeldatenbank

Zusétzlich zu den eigenen gewonnenen Proben wurden in Bezug auf die fur diese Studie
relevanten Vogelspezies (Tauben und Beutetiere) in Zusammenhang mit dem Institut far
Epidemiologie des Friedrich Loeffler-Instituts (Wusterhausen/Dosse) die Daten der Nationa-
len Wildvogeldatenbank fiir die Jahre 2006 bis 2008 ausgewertet. Die Uberwachung von
Wildvégeln auf nationaler Ebene auf das Vorkommen von Influenza A Viren wurde mit der
Richtlinie 2005/94/EG beschlossen, deren Leitlinien sind in der Entscheidung der Kommissi-
on 2007/268/EG festgelegt. Alle Bundesléander waren seit 2007 verpflichtet, regelmaBig ver-
endete (passives Monitoring) sowie lebendige (aktives Monitoring) Wildvdgel zu untersuchen
und die Ergebnisse in der Wildvogeldatenbank zu hinterlegen. Dies erfolgte dezentral von
den einzelnen Landesuntersuchungs- und Veterinaramtern, welche die Anzahl der unter-
suchten Proben, nach verschiedenen Kriterien wie Spezies, Datum, Ort, online auf einen
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zentralen Server am Institut fir Epidemiologie in Wusterhausen (Friedrich Loeffler-Institut)
Ubertrugen. Am Institut fir Epidemiologie erfolgte die zentrale Auswertung dieser Daten.
Kloakentupfer, Oropharyngeal- oder Trachealtupfer sowie in Ausnahmeféllen Kotproben
wurden als Untersuchungsmaterial herangezogen und mittels molekularbiologischer Metho-
den auf das Vorkommen von Influenza A Viren, insbesondere der Subtypen H5N1 und H7
untersucht.

Flr diese Studie wurden die Anzahl der absoluten Probenzahlen pro Jahr und relevanter
Spezies sowie die Anzahl der dabei als positiv befundeten Proben abgefragt. Wenn mdglich
wurde der Subtyp sowie Pathotyp erhoben. Die Maske der Datenbank war so aufgebaut,
dass die Dateneingeber zwischen verschiedenen Speziesbezeichnungen wahlen, oder ver-
allgemeinernd Daten lediglich als beispielsweise ,, Tauben® einspeisen konnten. Pro Eintrag
war jedoch nur eine der Mdglichkeiten zu wéahlen, so dass ein Doppeleintrag unter ,Tauben®

und zusatzlich unter einer Speziesbezeichnung ausgeschlossen war.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Untersuchungen zur Etablierung von Methoden

Die PCR’s zum Nachweis von Influenza A Virus-RNA sowie RNA der AlV Subtypen H5
und H7 waren bereits am Institut fir Gefligelkrankheiten etabliert. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zwei RT-gPCR’s zum Nachweis der AlV Subtypen H6 und H9 etabliert. Die Primer-
sequenzen und die Temperaturprofile (leicht modifiziert) wurden direkt aus der Literatur von
Das und Suarez (2007) ubernommen und die Lage der Schwellenwert-Zyklen (Treshold-
Cycles, Ci-Wert) mit den bekannten Ci-Werten der Influenza A-spezifischen RT-qPCR (siehe
Kapitel 3.6.2.1) verglichen.

Da die Effektivitat der RT-gPCR mit den in der Literatur eingesetzten Primermengen be-
zlglich des Nachweises von AIV H6 nicht zufriedenstellend war, wurden zur Verbesserung
der Ergebnisse verschiedene Mixe, bestehend aus verschiedenen Primermengen hergestellt
und an zwei verschiedenen AIV H6 getestet. Die Lagen der Ci-Werte wurden sodann mit
denen aus der Influenza A-spezifischen RT-gPCR verglichen (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Getestete Primermengen (H6) sowie Vergleich der C-Wert-Lagen der ver-
schiedenen Primer-Sonden-Gemische (H6) im Vergleich zur Influenza A-spezifischen
RT- qPCR

Das und Suarez, 1(28,2) 33 +4.,8
30 pmol 10 pmol 3 pmol
2007 2(17,7) 21,9 +3,9

1(28,2) 31,3 +3,1
30 pmol 30 pmol 3 pmol
2(17,7) 20,4 +2,7

* Wert in Klammern gibt den Ci-Wert der Influenza A-spezifischen RT-gPCR an
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Aufgrund der Ergebnisse wurde sich fir Primer-Sonden-Menge Nr. 2 entschieden, mit
welcher die zwei AIV H6 etwa drei Zyklen spater detektiert wurden, als mit der Influenza A-
spezifischen RT-qPCR (Tabelle 4.1). Unter Verwendung dieser ermittelten optimalen Menge
wurde anschlieBend die Spezifitdt der H6-RT-qPCR Uberprift. Wie aus Abbildung 4.1 er-
sichtlich, wurde durch das gewéhlte Primerpaar nur RNA spezifisch fir den Subtyp H6 ampli-
fiziert. Andere AIV Subtypen (H1, H3, H5, H7, H9, H13) sowie weitere RNA von Gefllgel-
pathogenen Viren (Newcastle Disease Virus, Infektiése Burstitis Virus, Infektiése Bronchitis
Virus, Turkey Rhinotracheitis Virus) wurden nicht nachgewiesen.
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Abbildung 4.1: Uberpriifung der Spezifitat der AV H6-subtypzpezifischen RT-qPCR

Bezlglich der RT-gPCR zum Nachweis des AlV Subtyps H9 wurde das Temperaturprofil
geringfigig zu den Angaben in der Literatur verandert, die Primer in der dort angegeben
Konzentration eingesetzt (Tabelle 3.2 und 3.3). Da die erreichten Schwellenwertzyklen von
drei unterschiedlichen H9 unter diesen Bedingungen nahezu mit denen aus der Influenza A-
spezifischen RT-qPCR Ubereinstimmten, wurden keine weiteren Modifikationen vorgenom-
men (Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2: Vergleich der Lagen der Ci-Werte der unterschiedlich konzentrierten

Primer-Sonden-Gemische (H9) im Vergleich zur Influenza A-spezifischen RT-qPCR

1(17,9) 17,8 -0,1
Das und Suarez,
30 pmol 10 pmol 3 pmol 2(20,7) 20 -0,7
2007
3(15,1) 15,8 +0,7

*Wert in Klammern gibt den Ci-Wert der Influenza A-spezifischen RT-gPCR an

Die Uberpriifung der Spezifitdt konnte zeigen, dass auch mit dieser PCR ausschlieBlich
Influenza A Viren des Subtyps H9 nachgewiesen werden konnten und nicht RNA von ande-
ren AIV Subtypen (H1, H3, H5, H6, H7, H13). Auch RNA anderer Geflligel-pathogener Erre-
ger (Newcastle Disease Virus, Infektiése Burstitis Virus, Infektiése Bronchitis Virus, Turkey
Rhinotracheitis Virus) (Abbildung 4.2) wurde nicht amplifiziert.
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Abbildung 4.2: Uberpriifung der Spezifitat der AIV H9-subtypspezifischen RT-qPCR
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4.2 Untersuchung der Stadt-und Wildtauben

4.2.1 Untersuchungsgut

4.2.1.1 Herkunft und Anzahl der Proben
In der Studie wurden Stadttauben (Columba livia forma urbana) aus Berlin, Hamburg,

Minchen sowie aus Hannover untersucht. Die Stadttauben aus Berlin wurden als Patienten
in der Ziervogelklinik des Instituts fur Gefliigelkrankheiten wahrend der Sprechstunde vorge-
stellt. Die Hamburger Tauben wurden in einer privaten Voliere beprobt, wo die Tiere nach
ihrem Fang am Hamburger Hafen vorribergehend untergebracht waren. Die Stadttauben
Hannovers entstammten einem Taubenschlag, welcher von der Stadt zum Zwecke der
Stadttauben—Bestandsregulierung eingerichtet und betreut wurde. Aus Minchen stammende
Proben wurden mit der Unterstlitzung eines ortsansassigen Schadlingsbekdmpfers genom-
men.

Bei den Wildtauben handelt es sich ausschlieBlich um erlegte Ringeltauben (Columba
palumbus) aus Nordrhein-Westfalen (NRW). Die Proben wurden auf einer Gemeinschafts-
jagd in der Region um Krefeld, und einer Jagd im Landkreis Wesel genommen.

Insgesamt wurden 408 Stadttauben und 170 Wildtauben untersucht. Aus der Tabelle 4.3
(Stadttauben) und Tabelle 4.4 (Wildtauben) ist die absolute sowie relative Verteilung der
Proben nach Herkunft und Alter getrennt zu entnehmen. Tabelle 4.5 gibt die Anzahl der un-
tersuchten Poolproben wieder.
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Tabelle 4.3: Anzahl der Stadttaubenproben

Juvenil

Adult

Gesamt

Juvenil

Adult

Gesamt

Tabelle 4.4: Anzahl der Wildtaubenproben*

Juvenil

Landkreis

Adult
Wesel

Gesamt
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Tabelle 4.5: Anzahl der untersuchten Tauben-Pools

Wildtauben 35 35 35

4.2.1.2 Zeitliche Verteilung der Probennahme

Die Probennahme bei den Stadttauben aus Berlin, Hamburg und Milnchen erfolgte
mehrmals in unregelmaBigen Abstanden, wahrend die Stadttauben Hannovers nur an einem
einzelnen Termin genommen wurden. Die Wildtaubenproben stammten jeweils von einem
Wochenende (Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6: Zeitliche Verteilung und Anzahl der Probennahmen bei den Stadt- und
Wildtauben

Stadttauben Hamburg Oktober bis November 2006

Stadttauben Hannover Februar 2007

Wildtauben Landkreis Wesel Juli 2008 2 Termine

4.2.2 Untersuchungsergebnisse

4.2.2.1 Virologische Untersuchungen

Bei der Untersuchung von 408 Stadttauben in 82 Probenpools wurden fur 80 Proben-
pools nach zwei Eipassagen negative Ergebnisse erzielt. In zwei Pools (2,4%) konnte nach
der ersten Eipassage ein hamagglutinierendes Agens nachgewiesen werden. Der Hamaglu-
tinationshemmtest der Allantoisflissigkeiten zeigte, dass die Hadmagglutination durch Anti-
kérper gegen das avidare Paramyxovirosevirus vom Serotyp 1 (APMV-1) gehemmt werden
konnte. Auch mittels RT-gPCR zum spezifischen Nachweis von APMV-1-RNA konnte dieser



Ergebnisse 83

Erreger bestatigt werden. Die gleichzeitige Untersuchung der Allantoisflissigkeiten in der
Influenza A-spezifischen RT-gPCR erbrachte negative Befunde.

Durch vereinzelte Untersuchung der zwei Poolproben wurde eine APMV-1-Infektion bei
drei adulten Tauben aus Berlin festgestellt.

Bei der Untersuchung von 170 Wildtauben in 35 Probenpools konnte nach zwei Eipasa-
gen kein hamagglutinierendes Agens angezlichtet werden.

4.2.2.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Bei der Untersuchung von 82 Kloakentupferpools und 65 Trachealtupferpools von Stadt-
tauben konnte mittels Influenza A-spezifischer RT-qPCR in keiner Probe Influenza A Virus-
spezifisches RNA nachgewiesen werden. Ebenso waren alle 35 Kloaken- und 35 Tracheal-
tupferpools der Wildtauben in dieser Untersuchung negativ.

4.2.2.3 Serologische Untersuchungen

Bei der Untersuchung von 364 Stadttaubenseren im kompetitiven, speziesunabhangigen
Influenza A-ELISA und im AGP konnten keine Antikérper gegen das Influenza A-spezifische
Nukleoprotein nachgewiesen werden. Mittels HAH konnten keine Antikdrper gegen die Sub-
typen H5 und H7 detektiert werden.

Die Untersuchung von 123 Wildtaubenseren im AGP erzielte ebenso stets negative Be-
funde. Bei Verwendung des kompetitiven, speziesunabhangigen Influenza A-ELISA‘s er-
brachte sie jedoch in zwei Proben positive Ergebnisse. Dies entspricht 1,6% der Wildtauben-
proben und 0,4% der gesamten Taubenseren (Stadt- und Wildtauben). Das Vorliegen von
Antikérpern gegen den Subtyp H5 und H7 wurde mittels Hamagglutinationshemmtest ausge-
schlossen (Tabelle 4.8). Eine weitere Subtypisierung konnte infolge der tierartlich-bedingten
geringen Probenmenge nicht erfolgen.

4.2.3 Auswertung der nationalen Wildvogeldatenbank

In den Jahren 2006 bis einschlieBlich 2008 wurden Daten von insgesamt 1811 Tauben
verschiedener Spezies eingegeben. Influenza A Viren wurden bei den Untersuchungen nicht
nachgewiesen (Tabelle 4.7).
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Tabelle 4.7: Abfrage der Dateneingabe in die nationalen Wildvogeldatenbank in Bezug

auf verschiedene Taubenspezies in den Jahren 2006 bis 2008

Tauben 439 0 438 0 0 0 0 O 0 0 0
07 Ringeltaube 36 0 36 0 0 0 0 0 0 0 0
Felsentaube | 38 0 38 0 0 0 0 0 0 0 0
Tirkentaube | 3 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0

4.3 Untersuchung von Beizvoégeln, deren Beutewild sowie Falknern

4.3.1 Untersuchungsgut

4.3.1.1 Anzahl der Proben

Insgesamt nahmen 43 Falkner mit 54 Beizvégeln an der Untersuchung teil (im Folgen-

den bezieht sich der Begriff ,Falkner* auf mannliche sowie weibliche Teilnehmer, wo rele-
vant, wird speziell auf die Geschlechterunterschiede hingewiesen). Es wurden Proben von
1080 Beutetierproben eingesendet (Tabelle 4.8). Dies entspricht durchschnittlich 25,1 Beute-
tieren pro Falkner und 20 Beutetieren pro Beizvogel.

Tabelle 4.8: Anzahl der eingesendeten Falkner-, Beizvogel- und Beutetierproben
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4.3.1.2 Zeitliche Verteilung der Probennahme

Die Beprobung der Beizvdgel und Falkner erfolgte jeweils einmalig wahrend eines Zeit-
raumes von September 2006 bis Februar 2008.

Das Bundesjagdgesetz der Bundesrepublik Deutschland (BJagdG, in der Fassung der
Bekanntmachung vom 29. September 1976, zuletzt geandert durch §5 des Gesetzes vom
26. Marz 2008) sowie die Verordnung Uber die Jagdzeiten (JagdzeitV, in der Fassung der
Bekanntmachung vom 2. April 1977, zuletzt ge&ndert durch §1 der Verordnung vom 25. April
2002) beschranken die Jagdzeiten der fir diese Studie relevanten Beutetierarten (nur Fe-
derwild) auf die Monate September bis Februar, teilweise Marz (Bundesléander-abhangige
Unterschiede in Bezug auf die jagdbaren Arten sowie die Jagd- und Schonzeiten). Die Pro-
beneinsendungen erfolgten in den Monaten September 2006 bis Marz 2007 und September
2007 bis Februar 2008. Somit wurden die Proben der Beutetiere Uber einen Zeitraum von
dreizehn Monaten eingesendet. Dadurch ergibt sich ein durchschnittliches Probenaufkom-
men von 83,1 Einsendungen im Monat. Die absoluten und prozentualen Werte der Proben-
eingdnge pro Monat sind der Tabelle 4.9 zu entnehmen. Wie aus Abbildung 4.3 ersichtlich,
wurden in den Monaten November 2006, Dezember 2006, Januar 2007, Oktober 2007, No-
vember 2007, Dezember 2007 und Januar 2008 Uberdurchschnittlich viele Proben eingesen-
det, die Eingange der Gbrigen Monate lagen darunter. Bei getrennter Betrachtung der beiden
Jagdsaisons entfallen 435 Probeneinsendungen (40,3%) auf die Saison 2006/2007 und 645
Proben (59,7%) auf die Saison 2007/2008.

Tabelle 4.9: Anzahl der Probeneingange pro Monat

September 2006
Oktober 2006 60 5,6
November 2006 86 8,0
Dezember 2006 104 9,6
Januar 2007 97 9,0
Februar 2007 59 55
Marz 2007 6 ,6
September 2007 16 1,5
Oktober 2007 101 9,4
November 2007 148 13,7
Dezember 2007 140 13,0
Januar 2008 173 16,0
Februar 2008 67 6,2
Gesamt 1080 100,0
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Abbildung 4.3: Anzahl der Probeneingange pro Monat

4.3.2 Auswertung der Frageb6gen

4.3.2.1 Anzahl der Beizvogelarten

An der Studie beteiligt waren 54 Beizvdgel mit sechs verschiedenen Greifvogelarten aus
zwei Greifvogelfamilien. Aus der Familie der Falkenartigen (Falconidae) waren Berberfalken
(Falco pelegrinoides), Gerfalken (Falco rusticolus), Lannerfalken (Falco biarmicus) und
Wanderfalken (Falco peregrinus) und aus der Familie der Habichtsartigen (Accipitridae) Ha-
bicht (Accipiter gentilis) und Wistenbussard (Parabuteo unicinctus) vertreten. Wanderfalken
kamen mit 51,9% aller teilnehmenden Beizvbgel zahlenmaBig am haufigsten vor. Danach
folgten die Habichte (24,1%), Wistenbussarde (16,7%), Gerfalken (3,7%) und die Berber-

und Lannerfalken (beide 1,9%). Die genaue Anzahl jeder Art ist in der Abbildung 4.4 wider-
gegeben.
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Abbildung 4.4: Anzahl der Beizvogel nach Art

4.3.2.2 Aliersverteilung der Beizvogel

Drei der 54 Beizvigel waren erst im Friahjahr 2007 geschlUpft und wurden wahrend der
zweiten untersuchten Jagdsaison (2007/08) erstmals geflogen. Sechs weitere Beizvogel
schlipften ein Jahr zuvor im Frihjahr 2006 und waren zu Beginn der Studie im ersten Le-
bensjahr. Die restlichen 45 Végel waren zu Beginn der Studie zwischen ein und 23 Jahren
alt. Dreiviertel dieser Beizvigel (34 Tiere) hatten ein Alter zwischen zwei und funf Jahren,
der Median lag bei drei Jahren.

4.3.2.3 Angaben zur Fitterung und zu Vorerkrankungen der Beizvogel

Bezliglich der Futterung wurden folgende Futtertiere in abnehmender Reihenfolge ge-
nannt: Eintagskiken (45 Nennungen), Brief- und Rassetauben (41 Nennungen), Wildkanin-
chen (24 Nennungen), Rabenkrahen (17 Nennungen), Fasan (acht Nennungen), Rebhuhn
und Wachteln (jeweils flinf Nennungen), handelsubliches Putenfleisch, Laborratten und En-
ten (jeweils drei Nennungen), Labormause (zwei Nennungen) und Rinderherz sowie Méwen
(jeweils eine Nennung). Fir 32 Beizvdgel (59,3%) wurde angegeben, dass auch selber er-
beutetes Wild gefressen wird. Nur fir einen Vogel (1,85%) wurde diese Aussage explizit ver-
neint, fr die restlichen 21 Végel (38,9%) wurde keine Angabe gemacht.
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Far zwei Beizvdgel (3,7%), einem Lannerfalken und einem Wanderfalken, wurde Uber
Vorerkrankungen, eine FuBballenentziindung, bzw. eine alte Beinfraktur berichtet. Fir alle
anderen Beizvigel wurden keine Vorerkrankungen angegeben.

4.3.2.4 Herkunft der Beutetiere
Bei einem durchschnittlichen Probenaufkommen von 67,5 Proben pro Bundesland liegen

Niedersachsen und Nordrhein-Westfalen mit 463 und 406 Proben deutlich tber dem Durch-
schnittswert, ebenso liegt Bayern (80 Proben) geringfligig darliber. Aus drei Bundesléandern,
Saarland, Mecklenburg-Vorpommern und Sachsen, wurden keine Proben eingesendet, aus
den Ubrigen Bundeslandern lagen die Einsendungen mit einer bis 50 Proben unter dem
Durchschnitt (Tabelle 4.10).

Tabelle 4.10: Herkunft der Beutetierproben

 Hambwg | 3 | 03
0.4
 Hessen | 50 | 46

Baden-Wiirttemberg | 10 | 09 |
 Ben | 4 | 0.
Sachsen-Anhalt 05

Gesamt 1080 100,0

Die raumliche Verteilung der Probeneingange ist in Karte 4.1 grafisch dargestellt.
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Brandenburg

Sachsen-Anhalt

Baden-Wiirttemberg

Karte 4.1: Raumliche Verteilung der Beutetierproben-Herkunft (ein Kasten entspricht

einem Beutetier)

4.3.2.5 Anzahl der Beutetierarten
Unter den Beutetieren befanden sich in abnehmender Reihenfolge ihrer Einsendungen

Rabenkréhen (Corvus corone corone, n = 759, 70,3 %), Fasane (Phasianus colchicus, n =
89, 8,2 %), Mébwen (Laridae, n = 74, 6,9 %), Rebhihner (Perdix perdix, n = 59, 5,5 %), En-
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tenvdgel (Anatidae, n =53, 4,9 %), Elstern (Pica pica, n = 31, 2,8 %), Ringeltauben (Columba
palumbus, n =7, 0,6 %) und BlaBrallen (Fulica atra, n = 6, 0,6 %) sowie Nilganse (Alopochen
aegyptiacus, n = 2, 0,2 %) (Tabelle 4.13). Wahrend Rabenkrahen, Fasane, Rebhihner, Els-
tern, Ringeltauben sowie BlaBrallen auf Artenebene erfasst wurden, wurden unter der Fami-
lienbezeichnung ,Méwen* folgende Arten zusammengefasst: Lachmdwen (Larus ridibundus,
n = 15), Sturmméwen (Larus canus, n = 3) und Silbermdéwen (Larus argentatus, n = 56). Un-
ter der Bezeichnung ,Entenvégel” fielen folgende Arten: Stockenten (Anas platyrhynchos, n =
49), Krickenten (Anas crecca, n = 3) und Reiherenten (Aythya fuligula, n =1) (Tabelle 4.11).

Tabelle 4.11: Anzahl der Beutetierproben nach Spezies

Juvenil 43 43 42

Adult 46 46 42
Fasane

Ohne Angabe

Gesamt 89 89 84

Juvenil 24 24 21

Adult 29 29 23
Enten

Ohne Angabe

Gesamt 53 53 44
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Rebhiihner

Ringeltauben

Insgesamt

Juvenil
Adult

Ohne Angabe

Gesamt

Juvenil
Adult
Ohne Angabe

Gesamt

Juvenil

Adult
Ohne Angabe

Gesamt

381

549

150
1080

381
549
150

1080

354
509
149

1012

Zur Erstellung von Pools wurden die Proben in funf Pool-Kategorien gepoolt (Tabelle

4.12 und Tabelle 4.13). Pro Pool wurden bis zu flinf Proben vereint.

Tabelle 4.12: Pool-Kategorien fiir die Beutetiere
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Tabelle 4.13: Anzahl der untersuchten Beutetier-Pools*

Insgesamt 220 220 211

*KT = Kloakentupfer; TT = Trachealtupfer

4.3.2.6 Herkunft der Falknerproben
Die 43 Falkner stammten aus elf Bundesldndern. Die Bundeslander Bremen, Saarland,

Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen und Sachsen-Anhalt waren nicht vertreten, dagegen
lagen Niedersachsen sowie Nordrhein-Westfalen mit ca. 50% aller Teilnehmer deutlich tber
dem Durchschnitt (Tabelle 4.14). Bei insgesamt 16 Bundeslandern nahmen durchschnittlich
2,7 Teilnehmer pro Bundesland an der Untersuchung teil. Die Karte 4.2 veranschaulicht die
rdumliche Verteilung der in den Fragebbgen angegebenen Wohnorte der Falkner. Hierbei
muss berlcksichtigt werden, dass Falkner grundsatzlich zwar in Nahe ihres Wohnortes zur
Jagd gehen, durchaus aber auch vereinzelt weitrdumig davon entfernt jagen.

Tabelle 4.14: Herkunft der Falkner nach Bundeslandern

Nordrhein-Westfalen 25,6%
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Schieswig-Holstein

Brandenburg

Sachsen-Anhalt

Bayern

Baden-Wilrttemberg

Karte 4.2: Herkunft der Falkner (ein Kasten entspricht einem Falkner)

4.3.2.7 Geschlechter- und Altersverhaltnis der Falkner

Das Geschlechterverhaltnis der Falkner entsprach finf weiblichen (11,6 %) und 38
mannlichen (82,4 %) Teilnehmern. Laut Fragebogen waren diese zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme zwischen 23—77 Jahren alt. Insgesamt betrachtet hatten Dreiviertel aller Falkner (n =
32) ein Alter zwischen 39 und 59 Jahren, der Median lag bei 49 Jahren (Abbildung 4.6). Ein
Falkner hatte sein Alter im Fragebogen nicht angegeben.
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Abbildung 4.6: Altersverteilung der Falkner nach Geschlechtern getrennt

*1 Person ohne Altersangabe

4.3.2.8 Grippeimpfungen der Falkner

13 Falkner (30,2 %) gaben an, innerhalb der letzten funf Jahre gegen Grippe geimpft
worden zu sein. 29 Falkner (67,4 %) wurden nicht geimpft. Ein Falkner (2,3 %) machte tber

seinen Impfstatus keine Angabe (Abbildung 4.7).

Keine Angabe
Absolut: 1

Prozentual: 2,3 %

Geimpfte Falkner
Absolut: 13
Prozentual: 30,2 %

Nicht-geimpfte Falkner
Absolut: 13
Prozentual: 30,2 %

Abbildung 4.7: Anzahl der innerhalb der letzten 5 Jahre gegen Grippe geimpften und

ungeimpften Falkner (n = 43)
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4.3.2.9 Angaben Uber die Jagdiitigkeiten der Falkner

Knapp zweidrittel aller Falkner gaben an, neben der Beizjagd auch noch mit der Waffe
zu jagen (31 Falkner im Vergleich zu 12 Teilnehmer, welche ausschlieBlich mit dem Vogel
jagen). 19 dieser Personen schieBen hierbei auch Federwild (hierbei fallen neun Angaben
auf weniger als zehn Stlck Federwild pro Jagdsaison, vier Angaben auf zehn bis 30 Stiick,
funf Angaben auf 31 — 60 Stlck und ein Teilnehmer gab an, pro Jagdsaison mehr als 60
Stick Federwild zu schiefB3en).

40 Falkner gaben an, ihr geschossenes oder gebeiztes Wild nach dem Erlegen selber
auszuweiden, wahrend drei Falkner hierzu keine Angabe machten. Die tGberwiegende Mehr-
heit (34 Falkner (79,06%)) tun dies bei 90 — 100% des erbeuteten Wildes, vier Falkner bei
80-89% und je ein Falkner bei 50-59% bzw. 20-29%. Nur zwei Falkner gaben an, beim Auf-
brechen des Wildes generell Handschuhe zu verwenden, sechs weitere Falkner tun dies in
der Mehrzahl der Félle. Dagegen gaben 34 Falkner an, nur selten bis nie Handschuhe zu
benutzen. Ein Falkner machte keine Angabe. 16 Falkner haben sich beim Ausweiden mit
dem Messer schon einmal verletzt, 21 Falkner verneinten diese Aussage und sechs Perso-
nen machten hierzu keine Angabe.

Alle Falkner gaben an, selbst gebeiztes (oder erlegtes) Wild zu verzehren.

4.3.3 Untersuchungsergebnisse der Beizvogel

4.3.3.1 Virologische Untersuchungen

Bei dem Versuch der Virusanzucht im SPF-Huhnerei als Einzelproben konnten nach

zwei Eipassagen keine hdmagglutinierenden Agenzien nachgewiesen werden.

4.3.3.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Bei der molekularbiologischen Untersuchung der Einzelproben wurden in der Influenza
A-spezifischen RT-qPCR stets negative Ergebnisse erzielt.

4.3.3.3 Serologische Untersuchungen

Bei der serologischen Untersuchung mittels AGP und kompetitiven, speziesunabhéangi-
gen Influenza A-ELISA konnten keine Antikdrper gegen Influenza A Viren nachgewiesen
werden. Die Untersuchung mittels Hamagglutinationshemmtest konnte keine Antikérper ge-
gen den Subtyp H5 und H7 nachweisen.
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4.3.4 Untersuchungsergebnisse der Beutetiere

4.3.4.1 Virologische Untersuchungen

Beim Versuch der Virusisolierung im SPF-HUhnerei wurde in keinen der untersuchten
220 Probenpools hamagglutinierende Agenzien nachgewiesen.

4.3.4.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Mittels Influenza A-spezifischer RT-qPCR konnte in keinem der Rabenvdgel-, Fasanen-
artige- und Taubenpools Influenza A Virus-spezifische RNA nachgewiesen werden. Dagegen
wurde diese in funf Méwenpools (drei Kloakentupferpools und zwei korrespondierende Tra-
chealtupferpools) und zwei korrespondierenden Wasservogelpools detektiert.

Bei der nachfolgenden Vereinzelung der Pools wurden zwei Méwen detektiert, welche
sowohl im Kloaken- als auch im Trachealtupfer positiv waren. Von einer MOwe konnte nur im
Kloakentupfer AIV-RNA nachgewiesen werden. Entsprechend konnte bei einer Ente aus
beiden Tupfern, bei einer anderen Ente nur aus dem Kloakentupfer AIV-RNA amplifiziert

werden.

Insgesamt ergeben sich somit drei Méwen und zwei Enten, bei welchen Influenza A Vi-
rus-spezifische RNA nachgewiesen werden konnte (siehe Tabelle). Dies entspricht einem
prozentualen Anteil von 4,1% positiver Proben unter allen untersuchten Einsendungen von
Moéwen (insgesamt 74 Einsendungen) sowie 3,4% aller Enten (59 Einsendungen). Bei Be-
trachtung aller Beutetiereinsendungen in ihrer Gesamtheit ergaben 0,5% der untersuchten
Beutetiere den Nachweis von Influenza A Virus-spezifischer RNA. Trotz finffacher Eipassa-
ge gelang es nicht, aus diesen Proben Influenza A Viren durch nochmaliges Verimpfen in

SPF-HUhnereiern anzuzlchten.

Die Méwen (eine Sturmmoéwe und zwei Silberméwen) wurden zu unterschiedlichen Zeit-
punkten der Jahre 2006 und 2007 mit einem Gerfalken in Niedersachsen gebeizt. Die Enten
wurden von einem Wanderfalken eines zweiten Falkners im Jahr 2007 geschlagen (Tabelle
4.15).
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Tabelle 4.15: Charakteristika der in der Influenza A-spezifischen Realtime RT-qPCR-
positiven Einzelproben

Silbermoéwe Wolfenbdittel
(B40.35) " | (Niedersachsen)

V50.1
(Wan-
derfalke)

Stockente + A Lauenhagen
(B50.7) (36,3) " | (Niedersachsen)

1) juv. = juvenil; ad. = adult

Die Untersuchung auf das Vorliegen der Subtypen H5, H6, H7 und H9 ergab in einer
Stockente (Nr. B50.8) den Nachweis von H9-spezifischer RNA (Ct-Wert = 34,8). Die Ergeb-
nisse der weitere Subtypisierung am Friedrich Loffler-Institut ergibt die Tabelle 4.16.
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Tabelle 4.16: Ergebnisse der weiteren Subtypisierung der in der Influenza A-
spezifischen RT-qPCR positiven Beutetierproben mittels RT-PCR und Microarray-
Analyse

Silberméwe Kein RNA-

_ _ N6 (Microarray) Entfallt, da Microarray-Analyse
Nr. B40.35K Nachweis mdglich

Stockente
Nr. B50.7K

N2 (Microarray) A/duck/Italy/194659/2006 (H3N2)

4.3.4.3 Auswertung der nationalen Wildvogeldatenbank

In der nationalen Wildvogeldatenbank wurde bei keiner der untersuchten Kréhen, Fasa-
nen, Rebhuhnern, Elstern und Nilgdnsen ein positiver Influenza A Virus-Befund eingegeben
(Tabelle 4.17). In allen drei Jahren kam es dagegen zu mehreren positiven Nachweisen von
Influenza A Viren, einschlieBlich HPAIV H5N1 in 2006 und 2007, bei verschiedenen Méwen-
und Entenspezies (Beer et al., 2006; Weber et al., 2007; Starick et al., 2008; Globig et al.,
2009). Die Aussage in Bezug auf die nachgewiesenen Subtypen sind in dieser Datenbank
diesbezliglich jedoch insofern limitiert, als dass bei positiven Proben, bei welchen H5 und H7
ausgeschlossen werden konnten, eine weitere Subtypisierung nicht mehr erfolgen musste.
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Tabelle 4.17: Abfrage der Dateneingabe in die nationale Wildvogeldatenbank in Bezug

auf verschiedene Beutetierspezies in den Jahren 2006 bis 2008

2007

Krahen
Fasane
Méwen
Lachmoéwe
Sturmmoéwe
Enten
Stockente
Krickente
Reiherente
Blassrallen
Rebhuhn
Elster

Nilgénse

217
313
370
914
238
1416
7117
85
260
848
20
181
668

217
313
367
911
238
1393
6898
81
252
841
20
181
668
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4.3.5 Untersuchungsergebnisse der Falkner

4.3.5.1 Serologische Untersuchungen

Die serologische Untersuchung der 43 Falknerseren im kompetitiven, speziesunabhéan-
gigen Influenza A-ELISA erbrachte in allen Seren ein positives Ergebnis. Dagegen verlief die
subtypspezifische Untersuchung auf Antikérper gegen H5 und H7 im MNT sowie gegen H9
und H13 im HAH stets negativ. Auf die Untersuchung der Seren gegen Antikdrper des Sub-
typs H3 wurde verzichtet. Dies daher, weil Antikdrper gegen H3 beim Menschen generell
vorkommen, da H3 (wie auch H1) ein typischer Subtyp der humanen Influenzaviren ist. Es
war also von vornherein auszugehen, dass der HAH in diesem Fall positive Ergebnisse ge-
bracht hatte.
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5 DISKUSSION

Die Aviare Influenza (Al) ist eine seit langem bekannte und zu hohen Verlusten in der
Geflugelindustrie fihrende Tierseuche. Insbesondere wahrend des letzten Jahrzehnts, seit
dem weltweit seuchenhaften Auftreten des Subtyps HPAIV H5N1, gehért diese zu den am
intensivsten erforschten Erkrankungen in der Veterinar-, aber auch in der Humanmedizin.
Dies liegt insbesondere daran, dass aviare Influenzaviren (AlV) zu einem gewissen Grad ein
zooanthroponotisches Potential beherbergen. Ein besonders groBes Medieninteresse im
Jahr 2006 fuhrte zu panikartigen Beflrchtungen in der Bevdlkerung, es kénnte sich bei
HPAIV H5N1 um ein neues ,Killer-Virus“ handeln. In der Tat wurde und wird diesem Subtyp
eine besondere Stellung als Vorlaufer eines neuen Pandemievirus zugesprochen. Einige
wenige Todesfélle wurden innerhalb der menschlichen Bevdlkerung, allerdings nicht in
Deutschland, verzeichnet. Hierbei zeigte sich, dass sobald der Mensch infiziert ist, klinische
Erscheinungen auftreten und die Todesrate bei Uber 50% liegt. In dieser Arbeit sollte daher
das Risiko der Ubertragung von Influenza A Viren von Végeln auf den Menschen, bezogen
auf zwei bislang nicht erforschte Fragestellungen, weiter untersucht werden. Zum einen soll-
te der Infektionsstatus von Stadt- und Wildtauben erhoben werden, da Erstere mit Menschen
in urbanen Ballungsrdumen und Letztere mit Jagern in engen Kontakt kommen. Zum ande-
ren sollte die Rolle der Falknerei in der Epidemiologie der Al erdrtert werden. Falkner leben
mit ihren Beizvdgeln eng zusammen. Beizvdgel und/oder deren Beutewild kdnnten mdgli-
cherweise mit AlV infiziert sein und so ein Risiko flr den Falkner darstellen. Da Falkner zu-
satzlich mit humanen Influenzaviren in Kontakt kommen, kbnnten sie eine besondere Rolle in

der Entstehung neuer Pandemievirusvarianten spielen.

Zur Untersuchung der in dieser Arbeit gewonnenen Proben wurden zun&chst zwei Real-
time Reverse-Transkriptase PCRs (RT-gPCRs) zum Nachweis von AIV H6 und H9-
subtypspezifischer RNA etabliert. Hierzu wurden verdéffentlichte Primer und Protokolle (ge-
ringflgig veranderte Temperaturen) verwendet (Das und Suarez, 2007). Da mit den in der
Literatur angegebenen Parametern unter den gegebenen Laborbedingungen in Bezug auf
den Nachweis von AlV H6 keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt wurden, konnte unter
Anpassung der eingesetzten Primermengen die Effektivitat der RT-qgPCR optimiert werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Stadttauben untersucht. Diese kommen mit Men-
schen in urbanen Raumen in sehr engen Kontakt. Die Ergebnisse der Stadttauben wurden
sodann mit denen von zeitgleich untersuchten Wildtauben verglichen. Tauben wurden vor
dem Auftreten von HPAIV H5N1 in den meisten Infektionsstudien mit den AlV-Subtypen H5
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und H7 als wenig empfanglich gegeniiber AlV eingestuft (Narayan et al., 1969; Slemons und
Easterday, 1972; Panygrahy et al., 1996). Unter den verschiedenen Zooanthroponosen, wel-
che durch Tauben Ubertragen werden kénnen, fihrt Glinder (1989) die AlV als vernachlas-
sigbar auf. Auch Haag-Wackernagel und Moch (2004), die in einer Literaturzusammenfas-
sung zwar vom Vorkommen von AlV bei Stadttauben berichten, sehen diesbezlglich fur den
Menschen keine Gefahr ausgehend. Nach dem erstmaligen Auftreten von HPAIV H5N1 in
Hong Kong im Jahr 1998 und der seuchenartigen Verbreitung ab 2002, muss die Stellung
der Taube in der Epidemiologie der AlV jedoch erneut untersucht und eventuell neu bewertet
werden. Ergebnisse von Studien mit verschiedenen HPAIV H5N1-Isolaten an verschiedenen
Taubenarten (Brief-, Rasse-, Fleisch-, Wild-, Stadttauben) untermauern zwar in der Uberwie-
genden Zahl die bis dato gangige Annahme, allerdings konnten in einigen Studien auch
HPAIV H5N1-induzierte Todesfalle, teilweise mit voranstehenden ZNS-Symptomen, ver-
zeichnet werden (Klopfleisch et al., 2006; Yu et al., 2007; Jia et al., 2008b, Brown et al.,
2009). Es ist daher wahrscheinlich, dass die Empféanglichkeit von Tauben sehr in Abhangig-
keit von dem vorherrschenden Influenzavirus-Stamm steht. Daher kann Tauben ein gewis-
ses Risiko flr die Verbreitung von HPAIV H5N1 nicht abgesprochen werden.

Stadttauben sind typische Vertreter einer synanthropen Tierart. Sie treten schwarmwei-
se, insbesondere in Innenstadtbereichen, auf und haben hier einen Aktionsradius von nur
wenigen hundert Metern (Westerlage, 1986). Hervorgerufen durch einen Uberfluss an unna-
tarlicher Nahrung (hauptséchlich bestehend aus Speiseresten und illegalen Futterungen),
dem Fehlen wichtiger nattrlicher Fressfeinde sowie einer ganzjahrigen Fortpflanzungsperio-
de in der Stadt, erreichen diese nach wie vor zunehmende BestandsgréBen und wurden
wiederholt als hygienischer Risikofaktor fiir die Ubertragung von infektidsen Krankheiten auf
Menschen angesehen (Murton und Westwood, 1966). Als Briickenspezies kommen Stadt-
tauben hdufig in Kontakt zu anderen Wildvdgeln, far welche schon AlV-Infektionen nachge-
wiesen wurden. In der Stadt sei hier an erster Stelle der Sperling (Passer domesticus) zu
nennen, doch auch Stockenten (Anas platyrhynchos) dringen immer mehr in den urbanen
Raum vor (Kaleta et al., 2005; Boon et al., 2007).

Die vorliegende Arbeit ist die erste, welche in Bezug auf die Aviare Influenza eine groBe-
re Anzahl Stadttauben aus deutschen GroBstadten serologisch, molekularbiologisch und
mittels klassischer Virusanzucht im SPF-Hihnerei untersucht. Es wurden Stadttauben der
drei gréBten deutschen Metropolen Berlin (n = 152, 37,3 %), Hamburg (n = 103, 25,2 %) und
Minchen (n = 113, 27,7 %) sowie Hannover (n = 40, 9,8 %), als Vertreter einer mittelgroBen
Stadt, untersucht. Nach Untersuchungen von Vater (1998) erreicht die Stadttaube in Berlin
und Mdnchen eine PopulationsgréBe von 40.000 Tieren. Fir Hamburg belduft sich diese
Zahl auf 25.000 Stadttauben (Anonym, 2009b), fiir Hannover sollte sich diese etwa auf der
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Haélfte bewegen. Es wurde zwischen juvenilen (Tauben im ersten Lebensjahr) und adulten
Tauben (Tauben ab dem zweiten Lebensjahr) unterschieden. Obgleich sich Stadttauben in
der Regel ganzjahrig fortpflanzen, kamen deutlich mehr adulte als juvenile Tauben zur Un-
tersuchung. Womdglich sind die Jungtauben mobiler als Alttauben und lassen sich daher
schlechter einfangen.

Es wurden keine AlV in den molekularbiologischen sowie virologischen Untersuchungen
mittels Virusisolierung (VI) im SPF-Huhnerei festgestellt. Hierbei kamen 408 Kloaken- sowie
322 Trachealtupfer zur Untersuchung. Mit den gleichen Methoden wurden in Oslo (Norwe-
gen) 100 Stadttauben durch Lillehaug et al. (2005) und in Harbin (China) 205 Stadttauben
durch Jia (2007) untersucht. Diese Untersuchungen ergaben ebenso keine AlV-Nachweise.
Aus der Literatur ist bekannt, dass Tauben, wenn tberhaupt, AV in nur sehr geringen Titern
ausscheiden (Werner et al., 2007; Jia et al., 2008). Auf die Untersuchung von Organen wur-
de in dieser Studie verzichtet, da von der Tétung der Stadttauben abgesehen werden sollte.
Nur in Minchen wurde wahrend des Versuchszeitraumes eine Taubenbekampfung durch
ToétungsmaBnahmen einzelner Tiere durchgefihrt. Aufgrund der weiten Entfernung von Ber-
lin und Miinchen sowie der mehrmaligen Probennahme an nur jeweils wenigen Stadttauben,
bot sich der dort anséssige Stadttaubenbekampfer an, Tupfer- und Blutproben, nicht aber
Organe, zu entnehmen und mit der Post zuzuschicken.

Die Untersuchung mittels RT-gPCR wurde nach Empfehlung des Nationalen Referenz-
labor far AIV (NRL AlV, Friedrich Loeffler-Institut, Insel Riems) durchgefihrt. Dies ist eine
validierte Untersuchungsmethode zum Nachweis von AlV, wie sie von allen Mitgliederstaa-
ten der Européischen Union (EU) im Rahmen des Wildvogelmonitorings angewendet werden
sollte. Interessant ist jedoch, dass bei der Untersuchung von 50 Stadttauben aus KoSice
(Tschechien) bei 12 Tauben (24 %) AIV-RNA der Subtypen H7N3 (finf Tauben), H7N6 (zwei
Tauben), HIN5S (vier Tauben) sowie H14N8 (eine Taube) nachzuweisen war, indem eine
nested RT-PCR aus Probenmaterial von Tupfern des Oropharynx und der Kloake verwendet
wurde. Die Autoren begriindeten den vergleichsweise hohen Prozentsatz positiver Tauben-
proben mit dem Einsatz dieser speziellen Methode und Uberpriften ihre Ergebnisse mittels
Untersuchung der positiven Proben in zwei weiteren nested RT-PCR's. Da bislang, wie auch
in dieser Studie, keine AlV bei Stadttauben nachgewiesen werden konnten, erscheint ein
Nachweis in 24 % aller Tauben in KoSice jedoch als sehr hoch (Gronesova et al., 2009).

Zusatzlich zu den molekularbiologischen und virologischen Untersuchungen aus Kloa-
ken- und Trachealtupfern, wurde in der vorliegenden Arbeit auch eine serologische Untersu-
chung an Stadttauben durchgefiihrt. Hierdurch konnten nicht nur aktuelle AlV-Infektionen
detektiert, sondern auch langer zurtckliegende Infektionen nachvollzogen werden. Bezlglich
der Serologie konnten in dieser Arbeit bei 364 Stadttaubenseren jedoch gleichermaBen kei-

ne Influenza A-spezifischen Antikérper nachgewiesen werden. In Ljubljana (Slowenien) wur-
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den durch Dov¢ et al. (2004) eine Probenzahl von 139 Taubenseren, in Santiago de Chile
durch Toro et al. (1999) 100 Taubenseren und in vier neuseelandischen Stadten (Wellington,
Auckland, Christchurch und Dunedin) durch Black et al. (2004) 560 Seren von Stadt- und
Brieftauben (keine Trennung in Zahlen) im Agargelprazipitationstest (AGP) untersucht. In
allen Stadten waren die Ergebnisse desgleichen negativ. Der AGP wurde auch in dieser
Studie angewendet, jedoch dartber hinaus ein kompetitiver, speziesunabhéngiger Influenza
A-spezifischer ELISA. Diesem wird eine hdhere Sensitivitdt als dem AGP zugesprochen
(Meulemans et al., 1986; Wu et al., 2007; Spackman et al., 2009). AuBerdem wurde der Ha-
magglutinationshemmtest (HAH) zum subtypspezifischen Nachweis von H5- und H7-
Antikérpern verwendet. Mit dem HAH werden Antikérper speziell gegen das Hamagglutinin
der einzelnen AlIV-Subtypen nachgewiesen, im AGP und im ELSIA solche gegen das Nukle-
oprotein (typspezifisches Antigen der Influenza A Viren). Da mit den verschiedenen Testsys-
temen somit unterschiedliche Antikérpertypen nachgewiesen werden, erhéht die Anwendung
aller drei Tests den Ausschluss falsch-negativer Proben. Mit dem HAH konnte Jia (2007) in
Harbin (China) bei 24,4 % der Stadttauben Antikérper gegen den AlV Subtyp H9 feststellen.
AuBerdem konnten in Zagreb mittels HAH H1-spezifische Antikérper in 23,6 % aller Stadt-
taubenseren nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind Uberraschend, da weder in die-
sen noch in den anderen Studien eine besondere Affinitat von AIV H1 oder H9 zu Tauben
bestétigt werden konnte. Eine mégliche Erklarung ware, dass bei Tauben nur flir einen sehr
kurzen Zeitraum Antikérper gegentber AIV gebildet werden und es lediglich Zupancic et al.
(1986) und Jia (2007) gelang, wahrend dieses Zeitraumes Proben zu nehmen. Es gibt bis-
lang keine Studie, in welcher der Antikdrperverlauf nach einer AlV-Infektion bei Tauben ge-
messen wurde. Meulmans et al. (1987) konnten spezifische Antikérper bei Hihnern nach
experimenteller Infektion mit einem H6N2 mit Agargelprazipitationstest, Hamagglutinations-
hemmtest sowie eines ELISA mindestens 157 Tage nach der Infektion nachweisen. Da Huh-
ner im Vergleich zu Tauben allerdings gegentber AIV hochempféanglich sind, ist es fraglich,
ob diese Ergebnisse ohne weiteres auf Tauben zu Ubertragen sind. Da Tauben nicht zu den
AlV-Reservoirvégeln gehdren, kénnten sie sich in der Arbeit von Zupancic et al. (1986) Uber
einen Kontakt zum Menschen infiziert haben, da das H1 auch ein typischer humaner Influen-
za A Stamm ist. Zudem wies in dieser Studie keine der untersuchten Wildtauben einen H1-
Titer auf. Unterstltzt wird diese Annahme durch neueste Untersuchungen durch Liu et al.
(2009), welche nachweisen konnten, dass Tauben im Respirationstrakt vor allem solche In-
fluenza A Virus-Rezeptoren tragen, an welche insbesondere humane Influenzaviren (wie H1

und H3), nicht aber AlV, pradestiniert binden.

Als Nebenbefunde bei der Untersuchung der Stadttauben wurden aus Proben von drei
Végeln hamagglutinierende Agenzien als aviare Paramyxoviren vom Serotyp 1 (APMV-1)
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isoliert und sowohl mittels HAH als auch mittels APMV-1-spezifischer RT-qPCR identifiziert.
Die anschlieBende Charakterisierung dieser drei Proben am Nationalen Referenzlabor fir
Newcastle Disease (Friedrich Loeffler-Institut, Insel Riems) ergab die Zugehdrigkeit dieser
Proben zum APMV-1 vom Taubentyp. Die dort durchgefiihrten molekularbiologischen Unter-
suchungen weisen auf meso-/velogene Pathotypen hin. Das Vorkommen von APMV-1 bei
Tauben in Deutschland wird seit 1990 beobachtet. Inzwischen wird ein enzootischer Status
eines taubenspezifischen APMV-1 bei Tauben in Deutschland vermutet (Werner et al.,
1999). In einer Arbeit von Werner et al. (1999) werden 171 APMV-1-Isolate, welche in den
Jahren 1992 bis 1996 von Tauben in Deutschland isoliert wurden, charakterisiert. Von diesen
konnten 129 Isolate dem taubenspezifischen APMV-1 zugeordnet werden, 17 Isolate einem
velogenen, epizootischen Stamm und 25 einem lentogenen Stamm. Die positiven Proben
stammten hierbei von in Gefangenschaft gehaltenen Tauben oder von Wildtauben. Alle Tiere
zeigten APMV-verdachtige Symptome oder wurden tot aufgefunden. Auch die drei in dieser
Studie auf APMV-1 positiv getesteten Stadttauben stammten aus einer Taubenkolonie eines
Bahnhofes in Berlin, in welcher vermehrt inkoordinierte oder verstorbene Tauben aufgefun-
den wurden. Die untersuchten Tauben waren bereits verstorben und mit dem Verdacht einer

Vergiftung in der Ziervogelklinik des Instituts fir Gefligelkrankheiten vorgestellt worden.

Zusatzlich zu den Stadttauben wurden in dieser Arbeit insgesamt 170 erlegte Wildtauben
(Ringeltauben, Columba palumbus)) aus zwei Regionen in Nordrhein-Westfalen untersucht.
Die Ergebnisse der VI und molekularbiologischen Untersuchungen aus Kloaken- und Tra-
chealtupfern waren durchweg negativ. Wildtauben wurden im Vergleich zu Stadttauben hau-
figer auf AIV untersucht. Bislang wurden zwei Studien speziell aus Deutschland veréffent-
licht, in denen im Rahmen einer Wildvogeluntersuchung auch Wildtauben, mit stets negati-
ven Ergebnis, beprobt wurden (Ottis und Bachmann, 1983; Globig et al., 2006a). Die Anzahl
an Taubenproben, im Vergleich zur gesamten Probenzahl, war in diesen Studien allerdings
sehr gering, es wurden ausschlieBlich Kloakentupfer untersucht und die Methode beschrank-
te sich auf die Virusisolierung im SPF-Hihnerei. In der vorliegenden Arbeit konnte zwar we-
der die Untersuchung von Trachealtupfern, noch zusétzliche Ergebnisse infolge der moleku-
larbiologischen Untersuchungen einen Nachweis einer AlV-Infektion erbringen, allerdings
konnte in der serologischen Untersuchung bei Verwendung des kompetitiven, speziestber-
greifenden Influenza A-ELISA's in zwei von 123 Wildtaubenseren Antikérper nachgewiesen
werden (1,6 %). Die Richtigkeit dieses Ergebnisses ist allerdings vorsichtig zu interpretieren.
Dies, weil das Ergebnis nicht im AGP bestétigt werden konnte. Allerdings zeigen experimen-
telle Studien, dass bei AlV-infizierten Tauben in erster Linie mit einem sehr geringen Antikor-
pertiter im Blut zu rechnen ist (Slemons und Easterday, 1972; Klopfleisch et al., 2006; Jia et
al., 2008b). Da die Sensitivitat des AGP im Vergleich zu anderen serologischen Methoden
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(ELISA, HAH) jedoch am geringsten ist, ist es durchaus denkbar, dass der Antikdrpertiter so
niedrig war, dass dieser im AGP nicht mehr erfasst werden konnte (Meulemans et al., 1986;
Wu et al., 2007; Spackman et al., 2009). Desweiteren héangen korrekte Testergebnisse auch
immer von einer optimalen Qualitat der Probe sowie einer adaquaten Probenhandhabung
und korrekten Testdurchfiihrung unter angemessenen Bedingungen ab. Bezlglich der Pro-
bennahme ist zu berlicksichtigen, dass das Blut von den geschossenen Wildtauben nur noch
durch Ausquetschen des Herzblutkoagulums gewonnen werden konnte. Das hieraus erhal-
tene Serum war folglich in mehr oder weniger starkem MaBe hamolytisch. Dies traf insbe-
sondere flr die beiden positiven Seren zu. Um das Ergebnis des ELISA zu verifizieren, soll-
ten die positiven Seren im HAH getestet werden. Infolge der geringen Probenmenge war es
allerdings nicht mdglich, diese im HAH gegen alle 16 Subtypen zu untersuchen. Somit konn-
ten zwar Antikérper gegen die tierseuchenrechtlich relevanten Subtypen H5 und H7 ausge-
schlossen werden, ein Nachweis von Antikérpern gegen die Gbrigen Subtypen war jedoch
nicht zu beweisen.

Vergleichbare Studien aus anderen Landern ergaben unterschiedliche Ergebnisse. Bei
Wildtauben in der Tschechoslowakei, Neuseeland und Spanien, Kroatien und den USA
konnten, wie in dieser Studie, keine Antikdrper gegenlber Influenza A Viren nachgewiesen
werden (Vicente et al., 1973; Cernik et al., 1985; Zupancic et al., 1986; Black et al., 2004).
Demgegentber wurde von Abubakar et al. (2008) in Nigeria bei 58 % der Wildtauben Anti-
kérper gegen AlV festgestellt. Al-Attar et al. (2008) wiesen diese mittels ELISA sogar bei
81,8 % der Wildtauben im Irak nach, wahrenddessen Obon et al. (2007) diese bei einer von
vier untersuchten Wildtauben in den Vereinigten Arabischen Emiraten (VAE) beschrieben.

Zuséatzlich zu den untersuchten Proben ergab auch die Auswertung der nationalen Wild-
vogeldatenbank keine Nachweise bei Tauben in Deutschland (Tabelle 4.10). Bei der Eingabe
der Untersuchungsergebnisse der Amter konnten diese beziiglich der Taubenproben zwi-
schen verschiedenen Kategorien wéahlen, wobei Stadttauben als solche nicht explizit aufge-
fuhrt waren. Es bleibt allenfalls zu vermuten, dass unter dem Begriff ,Tauben® auch einige
Stadttaubenproben fallen. Bezliglich der Wildtauben konnten Ringeltaubenproben separat
eingetragen werden. Bei Betrachtung der Auswertungstabelle wurde allerdings deutlich, dass
im Vergleich zu den als ,, Tauben® eingetragenen Végeln, die als ,Ringeltauben® eingetrage-
nen Vogel stark in der Minderzahl waren. Somit ist zu vermuten, dass die Ergebnisse der
meisten Ringeltaubenproben vereinfacht als , Tauben“-Ergebnisse abgelegt wurden. Bislang
erschienen jedoch in dieser Datenbank keine positiven Nachweise, so dass dieser Ungenau-
igkeit der Probenzuordnung zu den einzelnen Kategorien im Ergebnis wenig Relevanz zu-

kommit.
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Stadt- und Wildtauben in Deutschland scheinen also auch nach dem Auftreten von
HPAIV H5N1 keine groBe Rolle in der Epidemiologie der Aviaren Influenza in Deutschland
zu spielen. So scheinen die Stadt- und Wildtauben im Feld mit dem Erreger entweder nicht in
Kontakt oder zumindest nicht infiziert worden zu sein. Es ergibt sich daher nach wie vor kei-
ne konkreten Anhaltspunkte, dass Stadt- und Wildtauben als Ubertrager von AlV in Frage
kommen. Sollte durch Tauben AIV (bertragen werden, ware dies wohl am ehesten noch
durch eine rein mechanische Transmission der Fall. Dartiber hinaus scheint auch nach dem
Auftreten von HPAIV H5N1 in Deutschland von Stadt- und Wildtauben, wenn Gberhaupt, nur
ein sehr geringes Risiko fiir die Ubertragung von AlV auf den Menschen auszugehen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Rolle der Falknerei in der Epidemiologie der Al un-
tersucht. Die Falknerei, oder Beizjagd, ist nach dem Hohenstaufenkaiser Friedrich II. (1194-
1250) die Kunst, mit Végeln zu jagen. Dies erfolgt mit abgerichteten Greifvégeln (Beizvégeln)
auf frei lebendes Wild, welches nach dem Bundesjagdgesetz (BjagdG, in der Fassung der
Bekanntmachung vom 29. September 1976 (BGBI. IS. 2849), zuletzt gedndert durch Artikel 5
des Gesetzes vom 26. Marz 2008 (BGBI. | S. 426)) dem Jagdrecht unterliegt. Grundséatzlich
werden die meisten Wildvégel wahrend der Herbst- und Wintermonate bejagt und wahrend
der Brutzeiten im Frihjahr und Sommer geschont. Nach Untersuchungen von Globig et al.
(2006b) variiert die Pravalenz von LPAIV in Wildvégeln in Deutschland von 0,2 % bis 7 %, in
Abhangigkeit von der Vogelspezies, dem Beprobungsort und der angewandten Untersu-
chungsmethode. Jahreszeitliche Héchstpravalenzen finden sich hierbei gerade zu den Jagd-
zeiten zwischen September und Dezember. Im Gegensatz zur Jagd mit der Waffe stellt die
Beizjagd eine selektive Jagd dar. Dies bedeutet, dass sich der Beizvogel aus einem
Schwarm potentieller Beutevdgel jeweils das schwachste Individuum aussuchen kann, um
dieses gezielt anzugreifen. Gerade HPAIV H5N1 hat in jingster Zeit vermehrt zu klinisch in
Erscheinung tretenden Infektionen bei Wildvdgeln, einschlieBlich typischer Greifvogel-
Beutetiere, geflhrt. Geht man von einer generellen Prasenz von HPAIV H5N1 in der deut-
schen Wildvogelpopulation aus, ware es demzufolge wahrscheinlich, dass Beizvdgel gerade
diese Tiere vermehrt anjagen. Damit bestande fur die Beizvigel ein Risiko, sich nachfolgend
an diesen zu infizieren. Daher sollte in dieser Arbeit zunachst eine generelle Untersuchung
der von den Greifvdgeln erjagten Beutetieren stattfinden, um diese Theorie zu erdrtern. Ne-
ben einem kurzen Kontakt zum Beutetier, welcher durch die Jagd an sich zustande kommt,
werden Beizvogel, zusatzlich zu gekauftem Futter, oftmals mit der gefangenen Beute selber
geflttert. Eine in dieser Arbeit durchgeflhrte Befragung mittels Fragebogen ergab, dass 25
Falkner (58,1 %) in dieser Studie dies taten.

Falkner haben einen engen Kontakt zu ihren Beizvdgeln sowie deren Beutetieren. Sie
nehmen ihren Beizvdgeln die Beute direkt ab, darlber hinaus wird von vielen Falknern das
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erbeutete Wild auch verzehrt, wie bei allen Falkner in dieser Studie der Fall war. Falkner
kénnten somit, im Vergleich zu Nicht-dagern, einem hdheren Risiko ausgesetzt sein, mit AlV,
einschlieBlich HPAIV H5N1, in Kontakt zu kommen. Aufgrund dieses Risikos wurde in der
Turkei wahrend des Zeitraumes, in welchem humane Falle beim Menschen aufgetreten wa-
ren, die Jagd auf Wildenten und Wildgefligelarten verboten (Oner et al., 2006). Da Falkner
selbstverstandlich, genauso wie der Rest der Bevélkerung, mit humanen Influenza A Viren
und darlber hinaus eventuell mit avidren Influenzaviren in Kontakt kommen kénnten, kénn-
ten sie einen wichtigen Faktor fur die Entstehung von Pandemieviren darstellen. Diese Még-
lichkeit wurde auch vom Friedrich Loeffler-Institut in einer Risikobewertung zur Einschlep-
pung von aviaren Influenzaviren nach Deutschland vom 31. Januar 2006 festgehalten. Hier
heiBt es: ,Raubvégel, die vom Menschen als Beizvdgel gehalten werden, missen als mégli-
che Ubertrdger von HPAIV in Betracht gezogen werden. Sie haben auf Grund ihres hohen
Domestizierungsgrades einerseits einen engen Kontakt zum Menschen. Andererseits haben
sie durch die Jagd auch Kontakt zu anderen Wildvégeln und kénnen dadurch einen epide-
miologischen Link darstellen* (FLI, 2006). Daher wurde in dieser Arbeit die Fragestellung in
Zusammenarbeit mit dem Deutschen Falkenorden (DFQO) aufgegriffen. Der DFO ist der welt-
weit dlteste und in Deutschland gréBte Falknerverband. Im Marz 2009 zahlte er 1307 Mit-
glieder (Hussong, 2009).

Im Rahmen dieser Studie wurden 1080 Beutetiere untersucht, wobei 1080 Kloakentupfer
und 1012 Trachealtupfer eingesendet wurden. Die Abweichung in der Anzahl der Kloaken-
und Trachealtupfer erklart sich zum einen dadurch, dass einige Falkner prinzipiell nur Kloa-
kentupfer gesammelt haben, andererseits durch den Ablauf des Jagdgeschehens. Da Beiz-
vogel ihre Beute nicht apportieren, sondern am Ort des Erlegens sofort zu rupfen und fres-
sen beginnen, missen die Falkner so schnell wie méglich zum Greifvogel gelangen und die-
sem ihre Beute abnehmen. Falkenartige téten Beute durch Genickbiss und beginnen den
Schlund meist vor den Innereien zu fressen. Erreichte ein Falkner seinen Beizvogel mit der
Beute zu spét, konnte bei diesen Beutetieren kein Hals mit Trachea mehr aufgefunden wer-
den.

Die meisten Beutetierproben stammten aus Niedersachsen (42,9 %) und Nordrhein-
Westfahlen (37,6 %). Aus den Ubrigen Bundeslandern wurden in einer geringeren Prozent-
zahl, aus dem Saarland, Mecklenburg-Vorpommern und Sachsen Uberhaupt keine Proben,
eingesendet. Eine Erklarung der unterschiedlich verteilten Einsendungszahlen ist darin zu
finden, dass gerade in den beiden erstgenannten Bundeslandern das Vorkommen der fir
diese Studie relevanten Vogelarten am hdchsten ist. Dies geht aus Berichten Uber die Be-
standsentwicklung von Wildtieren in den einzelnen Bundesléandern hervor, welche von die-

sen jahrlich erstellt werden. Zusétzlich gibt die Jagdstreckenstatistik des Deutschen Jagd-
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schutzvereins (DJV), d. h. die Tierzahlen, die insgesamt wahrend einer Jagdsaison erlegt
werden, hierlber Auskunft. Die Konzentration auf bestimmte Regionen lasst sich dartber
hinaus insofern erklaren, als dass die Herkunft der Beutetierproben in erster Linie abhangig
von den Wohnorten der Falkner war. Dies daher, weil mit Ausnahme einiger weniger im Jahr
stattfindenden Gesellschaftsjagden, an denen zwischen zehn bis 50 Falkner teilnehmen, die
Jagd in der Regel einzeln, im engen Umkreis des eigenen Wohnortes, ausgetbt wird. Beim
Vergleich der Anzahl der eingesendeten Proben je Bundesland mit den Herklnften der teil-
nehmenden Falkner, I&sst sich eine gewisse Ubereinstimmung feststellen. Beim zusétzlichen
Vergleich der Anzahl der teilnehmenden Falkner pro Bundesland mit den aktuellen DFO-
Mitgliederzahlen vom Marz 2009 wird erkenntlich, dass auch diese in den besagten Bundes-
lAndern am hdéchsten sind (Hussong, 2009). Nichtsdestotrotz schienen Aufrufe zur Mitarbeit
an der Studie in Westdeutschland auf eine allgemein héhere Resonanz zu treffen. Denn un-
geachtet einer gewissen, wenn auch geringeren, DFO-Falkner- und Federwilddichte in den
ostdeutschen Bundeslandern, konnten von hier nur wenig Proben bezogen werden.

Bei Betrachtung der einzelnen Beutetierarten (Tabelle 4.11) kann festgestellt werden,
dass Rabenkréhen (Corvus corone corone) an der Spitze der Einsendungen lagen. Raben-
krahen haben in Deutschland keine bundesweite, allerdings in vielen Bundeslandern eine
vergleichsweise lange Jagdzeit von August bis Ende Februar. Dartber hinaus ist diese Art in
der freien Wildbahn weit verbreitet und das Interesse der mit der Waffe jagenden Jager an
dieser Wildart eher gering. Aus diesem Grund spezialisieren sich zunehmend Falkner auf
Rabenkréhen. Der Fasan- und Rebhuhnbestand ist in den letzten Jahren dagegen stark zu-
rickgegangen und die Jagdzeit auf wenige Wochen beschrankt. Ebenso wie die Jagd auf
Wildenten ist es daher nicht mehr vielen Falknern méglich, diese Arten in einer mit den Kra-
hen vergleichbaren Intensitat mit ihnrem Beizvogel zu bejagen.

Von den insgesamt 1080 untersuchten Beutetieren wurde bei nur finf Individuen AlV-
spezifische RNA nachgewiesen, allerdings kein Virus isoliert. Das Vorliegen einer H5N1-
Infektion konnte bei diesen Tieren ausgeschlossen werden. Bei den AlV-positiven Beutetie-
ren handelt sich um drei Méwen (eine Sturmméwe und zwei Silbermdwen) und zwei Stock-
enten. Somit lag in dieser Studie die Isolierungsrate unter der eines RNA-Nachweises. Ahnli-
che Beobachtungen wurden auch von Fouchier et al. (2000) und Globig et al. (2006b) be-
schrieben. Ein Grund hierflr ist darin zu sehen, dass mit der PCR auch dann noch RNA in
einer Probe nachgewiesen werden kann, wenn replikationsfahiges Virus bereits verloren
gegangen ist. Der Verlust von vermehrungsfahigem Virus geschieht insbesondere durch un-
gunstige Lagerung der Proben bis zur Untersuchung. Dariiber hinaus spielt die Art der Pro-
bennahme und -handhabung fir dessen Qualitat eine groBe Rolle. Dies trifft insbesondere
fir Influenzaviren zu, da diese als behiillte RNA-Viren in der Umwelt recht instabil sind. Da

die Proben der Beutetiere von den Falknern im Feld genommen wurden, konnte deren richti-
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ge Durchfihrung und die anschlieBende Lagerung der Proben nicht Uberprift werden. Allen
Teilnehmern wurde allerdings zu Beginn der Studie eine detaillierte Anleitung zur Entnahme-
technik vorgelegt. Wo mdglich, wurde es persénlich demonstriert. In der Regel werden Beiz-
vogel, je nach verfagbarer Zeit von Seiten der Falkner, mehrmals die Woche bis taglich auf
Wild geflogen. Selten wird dabei mehr als ein Stick Wild am Tag erbeutet. Im optimalen Fall
sollten die Proben direkt an den Anschluss des Jagderfolges genommen, und an das Institut
fur Gefligelkrankheiten eingesendet werden. Dies war logistisch jedoch nicht immer méglich.
Daher musste der Kompromiss eingegangen werden, die erworbenen Proben Ubergangs-
weise im Kihlschrank zu lagern und innerhalb einer Woche gesammelt einzusenden. Diese
Vorgehensweise kénnte ein Grund fir die mégliche Entstehung falsch negativer Proben und
der ausbleibenden Virusisolierung in dieser Studie darstellen, war allerdings unter den Be-
dingungen einer Feldstudie nicht anders zu realisieren.

In Bezug auf natirliche HPAIV H5N1-Nachweise in anderen Studien kénnen die Beute-
tierarten in drei Gruppen eingeteilt werden: (1) Federwildarten, fir welche in freier Wildbahn
in Deutschland naturliche Infektionen nachgewiesen wurden, (2) Federwildarten, fir welche
nattrliche Nachweise auBerhalb Deutschlands in freier Wildbahn erbracht werden konnten
sowie (3) Federwildarten, fir welche nattrliche Nachweise in freier Wildbahn bislang fehlen.
In die erste Gruppe fallen die Krahenvdgel, Méwen, BlaBrallen sowie Wildenten. Die zweite
Gruppe umfasst die Elstern, Rebhihner, Fasane und Wildtauben (hier Ringeltauben).
SchlieBlich bilden die Nilgénse die dritte Gruppe.

Die Beutetiere mit positiven AlV-RNA-Nachweis fallen somit beide in die Gruppe 1.

Der Nachweis von AlIV bei Méwen und Stockenten in dieser Studie ist nicht Uberra-
schend und wurde bereits vielfach in diversen Studien belegt. Méwen und Enten bilden als
Angehdrige der Charadriiformes, bzw. Anseriformes einen Teil des AlV-Reservoirs in der
Umwelt. Von den drei Méwenproben konnte nur die Proben einer juvenilen Sturmméwe defi-
nitiv mittels RT-PCR und Microarray als H13N6 charakterisiert werden. Bei den Proben der
zwei anderen positiven Méwen (eine juvenile und eine adulte Silbermdéwe) konnte lediglich
der Neuraminidasetyp bestimmt werden, welcher ebenfalls ein N6 war. Das Hamagglutinin
konnte bei diesen Proben weder mittels Virusisolierung im SPF-Hlhnerei, RT-PCR noch im
Microarray nachvollzogen werden. Die Sturmmdwe sowie die juvenile Silberméwe wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (November 2006 und Januar 2007) am gleichen Ort (Wolfen-
bittel) gebeizt. Somit ist denkbar, dass die gleiche Méwenkolonie zu unterschiedlichen Zei-
ten angejagt wurde. Mdglicherweise zirkuliert in dieser der AIV Subtyp H13N6. In diesem
Falle ware es wahrscheinlich, dass auch das unbekannte H diesem Subtyp angehdéren wiir-
de, zumal sich die Neuraminidasetypen gleichen. Der Subtyp H13N6 wurde bereits haufig
aus Mdéwen, auch in Deutschland, isoliert (Graves, 1992; Alexander, 2000; Fouchier et al.,
2003; Globig, 2007). Demgegentber wird H13 nur selten in anderen Vogelarten gefunden.
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Die H13-Isolate aus Méwen unterschieden sich bezlglich ihrer Genetik stark von anderen
AlV und bilden eine eigene Linie aus. Die drei positiven Proben stellen 4,1 % aller in dieser
Arbeit untersuchten Méwenproben dar. Im Vergleich beschreiben Olsen et al. (2006) bei
neun Méwenspezies eine durchschnittliche Pravalenz von 1,4 % (1 % bis 2,2%). Der Subtyp
wird in dieser Arbeit nicht angegeben, allerdings merken die Autoren an, dass H13 bei M6-
wen der Subtyp sei, welcher bislang am haufigsten isoliert wurde. Globig et al. (2006a) wie-
sen bei Untersuchungen in Deutschland eine Pravalenz von 0,2 % nach. Aus der Wildvogel-
datenbank geht fur die Jahre 2006, 2007 und 2008 eine Nachweisrate von 0,5 % (6 Positive
von 1182 untersuchten Proben), 0,3 % (finf Positive von 1522 untersuchten Proben), bzw 0
% (keine Positive unter 1176 untersuchten Méwenproben) hervor. Es wéare somit durchaus
denkbar, dass die in dieser Studie festgestellte, hdhere Pravalenz von 4,1 % innerhalb der
untersuchten Beutemdéwen auf den selektiven Jagdstil von Falken zurlckzufihren ware. Al-
lerdings variieren Pravalenzen generell stark in Abhangigkeit vom Zeitpunkt und Ort der Pro-
bennahme, wie Fouchier et al. (2003) zeigen konnten, indem sie an unterschiedlichen Orten
und Zeiten AlV-Nachweise zwischen 0 und 60 % der untersuchten niederlandischer Méwen
detektierten. Obgleich in dieser Studie kein HPAIV H5N1-Nachweis bei gebeizten Mbéwen
erbracht wurde, bestand ein theoretisches Risiko, da in Deutschland im Jahr 2006 insgesamt
zehn, im Jahr 2007 zwei Méwen HPAIV H5N1-positiv getestet wurden. Dies geschah zeit-
gleich mit den HPAIV H5N1-Ausbriichen in Wildvdégeln allgemein. Brown et al. (2008) bewie-
sen experimentell, dass Silberméwen Uber die Aufnahme HPAIV H5N1-kontaminierten Ge-
fligelfleisches eine mit Morbiditat und Mortalitdt einhergehende Infektion erlangen. Dieser
Infektionsweg ist auch fur die naturlich infizierten Méwen in Deutschland wahrscheinlich. Au-
Berdem wiesen Brown et al. (2006) in ihren Versuchen nach, dass Aztekenméwen (Larus
atricilla) hochempfanglich gegentber HPAIV H5N1 reagierten. W&hrend die Mehrzahl der
infizierten Méwen unter Ausbildung zentralnervéser Symptome akut verstarb, wurde bei eini-
gen Voégeln gleichzeitig ein protrahierter Krankheitsverlauf festgestellt, bei dem Méwen Gber-
lebten. Da diese wahrend einer langeren Zeit eine allgemeine Schwache sowie inkoordinier-
te Bewegungen zeigten, kénnten solche Méwen in der freien Wildbahn leicht Opfer und In-
fektionsquelle fir Pradatoren, wie wildlebende Greifvdgel und Beizvogel, werden. Die M6-
wen, aus welchen in Deutschland HPAIV H5N1 isoliert werden konnte, wurden in Cuxhaven
(Niedersachsen), dem Kyffhauserkreis (Sachsen-Anhalt und Thlringen) oder in Mecklen-
burg-Vorpommern aufgefunden (FLI, 2007). Aus diesen Regionen waren keine Falkner in
dieser Studie vertreten. In der Annahme, dass HPAIV H5N1 nicht weitrdumig in der gesam-
ten Bundesrepublik verteilt vorkommt, sondern es sich bei den Ausbrichen in 2006 und 2007
um selektive Einzelgeschehen handelte, wéare dies die einfachste Erklarung fir die fehlenden
Nachweise in den Beutetieren dieser Studie.
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Bezlglich der Stockenten wurde bei einer adulten Ente ein H3N2, bei einer juvenilen
Ente eine Doppelinfektion mit H3N2 und HON2 nachgewiesen. Dies entspricht 3,8 % aller
untersuchten Entenproben. Stockenten zahlen zu der Vogelart mit den bislang h&ufigsten
LPAIV-Nachweisen (Kaleta et al., 2005). Diese stammen in der nérdlichen Hemisphére vor
allem von juvenilen Enten, die wahrend der Herbstzeit beprobt wurden. Globig (2007) erfass-
te bei ihren Untersuchungen zum Vorkommen von AlIV bei migrierenden Wasservégeln in
Deutschland eine Pravalenz von 2,8 % aller von ihr untersuchten Enten mittels VI im SPF-
HUhnerei. Ottis und Bachmann (1981) kamen auf einen Prozentsatz von 3,6 % wahrend ihrer
dreijahrigen Studie in Deutschland zwischen 1978 und 1980. Wie bereits erwahnt, sind diese
Zahlen jedoch immer nur als Momentaufnahmen zu erfassen und schwanken erheblich zwi-
schen verschiedenen Orten und Zeiten. In Nordamerika konnten beispielsweise bei Wilden-
ten auf dem Herbstzug AlV-Préavalenzen von bis zu 22 % nachgewiesen werden (Krauss et
al., 2004). Das gleichzeitige Vorkommen von H3N2 und HION2 in einer gebeizten Ente dieser
Studie unterstitzt die Ergebnisse einer Arbeit von Sharp et al. (1997). Danach kommen
Doppelinfektionen bei Stockenten besonders haufig vor und diese Art férdert insbesondere
als MischgefaB3 die Reassortierung neuer Virusvarianten. Doppelinfektionen scheinen jedoch
nicht auf zufallige Weise, sondern nach einem gewissen Schema zustande zu kommen.
Hierbei kombiniert sich ein haufig vorkommender Subtyp, welcher sich an die Spezies ange-
passt hat, mit einem selten vorkommenden Subtyp. Dartiber hinaus sind meist entweder der
H- oder der N-Typ identisch. Nach einer Literaturibersicht von Kaleta et al. (2005) ist der
Subtyp H3 der vorherrschende H-Subtyp bei Wildvégeln. Auch N2 wurde beziglich der Neu-
raminidase bislang am haufigsten bei diesen nachgewiesen (Kaleta et al., 2005). Neben H3
wurden in verschiedenen Studien in Amerika und Europa H4 und H6 mehrheitlich bei Enten
gefunden, wahrend H1, H2, H7, H10 und H11 weniger oft, und schlieBlich H5, H8, H9 und
H12 nur sporadisch nachgewiesen wurden (Olsen et al., 2006).

Wahrend der HPAIV H5N1-Ausbriche von 2005 bis 2007 wurden Uberraschenderweise,
trotz groBer Untersuchungszahlen, wenige infizierte Stockenten tot aufgefunden (Schoene et
al., 2009). Auch in Deutschland wurden innerhalb dieses Zeitraumes nur finf von 367 HPAIV
H5N1-positiv getesteten Wildvigeln als Stockenten identifiziert. Die Griinde hierfir sind bis-

lang unklar.

In dieser Studie konnte bei keiner der untersuchten 759 Rabenkréhen, 89 Fasane, sechs
BlaBrallen, 59 Rebhihner, 31 Elstern, sieben Ringeltauben sowie zwei Nilgdnsen AlV oder
AIV-RNA nachgewiesen werden. Fir diese Beutetierspezies, welche allesamt negativ befun-
det wurden, geben die Daten der Nationalen Wildvogeldatenbank eine zusatzliche Auskunft
darlUiber, ob die negativen Ergebnisse auf eine zu geringe Stichprobenzahl zurtickzufihren
sind, oder ob gleiche Ergebnisse auch bei in gréBerem Stil durchgeflihrten Untersuchungen
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in Deutschland auftraten. Bezlglich der Beutetiere aus der Gruppe 1 mit negativen AlV-
Nachweis (Krédhen und BlaBrallen) wurden far die Jahre 2006 bis 2008 in die Wildvogelda-
tenbank Untersuchungsergebnisse von 1054 Krahen und 3615 Bl&aBrallen eingegeben. Auch
bei den Krédhen wurden, Ubereinstimmend mit dieser Studie, keine positiven AlV-Nachweise
vermerkt. Laut Beer et al. (2006) konnten in Deutschland allerdings im Jahr 2006 eine HPAIV
H5N1-infizierte Nebelkrahe (Corvus corone cornix) sowie ein Eichelhdher (Garrulus glanda-
rius) nachgewiesen werden. Diese Félle machen deutlich, dass auch die nationale Wildvo-
geldatenbank keinesfalls als vollstédndig aufzufassen ist, sondern lediglich ein Tool darstellen
soll, die Ergebnisse verschiedener Untersuchungseinrichtungen in einer Ubersichtlichen
Weise darzustellen. Somit scheinen die beiden HPAIV H5N1-Nachweise bei den Krédhenvo-
geln im Jahr 2006 eher als Zufallsbefund aufzufassen zu seien, da in keiner weiteren Kra-
henprobe der Jahre 2006 bis 2008 AIV-RNA detektiert werden konnte. Weitere vereinzelte
Nachweise wahrend des HPAIV H5N1-Seuchenzuges durch Asien stammen auBerdem aus
Krahen in Thailand (GenBank Nr. AY660554 und AY590572) und Japan (Payungporn et al.,
2006; Tanimura et al., 2006). Virusisolierungen sowie serologische Nachweise von AlV an-
derer Subtypen wurden auBerhalb Deutschlands von Isachenko et al. (1974), Romvary et al.
(1976) und Johnson et al. (1977) beschrieben.

Bezlglich der 3615 BlaBrallen wurden fir den abgerufenen Zeitraum 17 AlV-positive
Proben eingetragen (0,5 %). Drei dieser Proben wurden als HPAIV H5 charakterisiert. Eine
weitere Probe wurde als H5 ohne Angabe der Pathogenitat eingestellt, fir die restlichen
dreizehn Proben wurden keine weiteren Angaben gemacht. Somit kann festgestellt werden,
dass AlV in BlaBrallen generell verbreitet vorkommen, dies jedoch flr die selektive Jagd der
Greifvogel keine groBe Rolle zu spielen scheint. Die wahrscheinlichste Erklarung hierfur wa-
re, dass Blassrallen vermutlich asymptomatisch infiziert sind und daher fir die Greifvigel
nicht als ,geschwachtes Wild“ erkannt und vermehrt angejagt werden. De Marco et al. (2004)
verglichen in den Jahren 1992 bis 1998 die AlV-Pravalenzen in verschiedenen Entenspezies
und BlaBrallen. Trotz der Nutzung der gleichen Habitate, fanden sie eine signifikant unter-
schiedliche Pravalenz von 52,2 % in den Enten und nur 7,1 % in den Rallen. Da unterschied-
liche Subtypen nachgewiesen wurden, diskutierten sie die Méglichkeit getrennter Genpools
fur beide Vogelfamilien.

In Hinblick auf Beutetiere der Gruppe 2 (Elstern, Rebhihner, Fasane und Wildtauben)
und 3 (Nilganse) konnten ebenfalls keine positiven AlV-Nachweise in dieser Studie sowie in
der Nationalen Wildvogeldatenbank gefunden werden. Somit scheint das Risiko fur Greifvo-
gel in Deutschland, sich durch die Jagd auf diese an AlV zu infizieren, vernachlassigbar. Au-
Berhalb Deutschlands existieren allerdings Berichte Uber Feldinfektionen bei Elstern in Thai-
land (Kwon et al., 2005b) und Hong Kong (Smith et al., 2009), wobei auch diese Nachweise
eher auf vereinzelte, zuféllig detektierte Funde zurickzufihren sind. Das gesagte qilt in glei-
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cher Weise fiir Rebhiihner, Fasane, Wildtauben und Nilganse. Obgleich in dieser Studie und
der Nationalen Wildvogeldatenbank keine AlV-Infektionen nachgewiesen werden konnten,
wurde in Thailand und Sidchina vereinzelte Isolate bei Rebhihnern und in Hong Kong bei in
Gefangenschaft gehaltenen Fasanen gefunden (Lipatov et al., 2003; Suwannakhon et al.,
2008; Wang et al., 2008b). Bezuglich NPAIV wiesen Humberd et al. (2006) nach, dass sich
diese grundsatzlich alle in Fasanen (Phasianus colchicus) replizieren. Eine experimentelle
Infektion konnte ohne Ausbildung von Symptomen erreicht werden und die Virusausschei-
dung dauerte bis 14 Tage an. Perkins und Swayne (2001) dagegen infizierten Fasane mit
einem HPAIV H5N1 und induzierten eine 100 % Mortalitdt. Uber das Vorkommen von AlV
bei Wildtauben wurde bereits berichtet.

Ganzlich fehlen bislang Berichte zu HPAIV H5N1-Infektionen bei Nilgdnsen, womit auch
diese Gruppe nicht als Risikofaktor fiir die Ubertragung von AIV auf Greifvégel in Frage
kommt (Gruppe 3). Und dies, obgleich diese zu der Familie der Anseriformes gehdren. In
dieser Studie sowie im Rahmen des Wildvogelmonitorings wurden stets negative Ergebnisse
erzielt. Diese urspringlich in Afrika beheimateten Wildganse wurden jedoch in Stdafrika for
den Eintrag von H5N2 in StrauBenfarmen verantwortlich gemacht (Thompson et al., 2008).

Bei der Untersuchung der Beizvégel konnte in keinem Vogel eine aktuelle oder zurtick-
liegende AlV-Infektion nachgewiesen werden. Drei Végel konnten zum Ende der Studie nicht
beprobt werden, da sie entflogen oder verungliickten. Ublicherweise werden Beizvdgel, wel-
che im Frihjahr schlipfen, im Herbst des gleichen Jahres, spatestens aber im zweiten Le-
bensjahr, zur Beizjagd eingesetzt. Neun der insgesamt 54 Beizvdgel in dieser Studie schllpf-
ten erst im Jahr 2006 oder 2007. Fur diese stellte die Jagdsaison 2006/2007 bzw. 2007/2008
den erstmaligen jagdlichen Einsatz, und damit Beutekontakt, dar (Abbildung 4.6). Die Ubri-
gen Beizvégel wurden bereits seit mehreren Jahren wiederholt jagdlich eingesetzt. Hierdurch
erhéht sich bei diesen Végeln theoretisch das Risiko, mit AlV-infizierter Beute in Kontakt ge-
kommen zu sein. Allerdings zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass trotz ihres selektiven
Jagdstils die Beizvigel nicht vermehrt mit AlV-tragenden Beutetieren in Kontakt gekommen
sind, als bei Betrachtung der bisherigen AlV-Nachweisraten durch das Wildvogelmonitoring
in Deutschland zu erwarten gewesen ware. Lediglich die AlV-Nachweisrate bei den Méwen-
proben dieser Studie lag geringfligig Gber den bislang in Deutschand beschriebenen Pro-
zentzahlen. Wie bereits erwahnt, scheint dies jedoch eher auf die wiederholte Beprobung
eines relativ eng umgrenzten Gebietes zurlickzufiihren zu sein.

Vom klinischen Gesichtspunkt her kann eine Infektion der Beizvégel mit HPAIV insofern
ausgeschlossen werden, als dass laut Angaben der Falkner auf den Fragebdgen keine der
Beizvogel unmittelbar vor Beginn und wéahrend der Studie klinische Symptome einer Allge-
meininfektion entwickelt hatte. Bislang wurden HPAIV-Infektionen bei Greifvdgeln allerdings
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mit Symptomen wie Apathie, Anorexie sowie zentralnervésen Symptomen bis hin zu Todes-
fallen beschrieben. In einem Versuch von Lierz et al. (2007) konnte gezeigt werden, dass
alle Falken nach Infektion eines HPAIV H5N1 innerhalb von fiinf Tagen verstarben. In Agyp-
ten wurde kirzlich erstmals ein NPAIV H7N7 aus einem Schwarzmilan isoliert (Aly et al.,
2010). Leider werden in der Arbeit keine Angaben dazu gemacht, ob dieser Vogel tot oder
lebendig beprobt wurde und ob vorher klinische Symptome infolge einer Infektion mit einem
NPAIV auszumachen waren. Es gibt bislang keine wissenschaftlichen Arbeiten Uber den
Verlauf einer Infektion von Greifvogeln mit einem NPAIV.

Die Méwen- und die Stockentenproben wurden von zwei Falknern mit jeweils einem
Beizvogel erjagt. Laut Angaben der Falkner waren bei den Beutetieren weder auBerliche
noch innerliche Krankheitsanzeichen zu erkennen. Da die Beutetiere jedoch nicht vollstéandig
zur Untersuchung eingesendet wurden, konnten diese Aussagen nicht selber Gberprift wer-
den. Die Mébwen wurden mit einem dreijahrigen Gerfalkenterzel gebeizt, die Stockenten mit
einem dreijahrigen Wanderfalkenweibchen. Diese Beizvdgel haben somit nachgewiesener-
maBen NPAIV-tragende Beutetiere angejagt, eine Infektion konnte jedoch nicht nachvollzo-
gen werden. Mdglicherweise war der Kontakt, den diese Tiere zu der infizierten Beute hat-
ten, nicht eng genug fiir eine Ubertragung. Zum anderen wurde in den Tupferproben nur
AIV-RNA nachgewiesen und die Anwesenheit eines vermehrungsfahigen Virus durch die
Anzucht im SPF-Hiihnerei konnte nicht erbracht werden. Dies ware jedoch fiir eine Ubertra-
gung die Voraussetzung gewesen. Somit konnte in dieser Studie keine Infektion von Beizvé-
geln an ihrer Beute mit AlV, einschlieBlich HPAIV H5N1, aufgezeigt werden. Hingegen war
dies beispielsweise in Saudi-Arabien der Fall, wo sich mehrere Beizfalken bei HPAIV H5N1-
infizierten Kragentrappen ansteckten (Khan et al., 2009).

An der Studie nahmen 43 Falkner teil. Bei einer Mitgliederzahl von 1307 Falknern im
DFO erscheint diese Zahl sehr gering. Allerdings muss bertcksichtigt werden, dass nur we-
nige der dem DFO angeschlossenen Falkner aktiv mit einem Vogel jagen gehen. Zusatzlich
waren fir diese Studie lediglich solche Falkner angesprochen worden, die auf Flugwild jagen
und nicht solche, die in erster Linie Hasen und Kaninchen jagen. Bei der serologischen Un-
tersuchung der Falkner konnten mittels speziestibergreifenden Influenza A ELISA in allen 43
Seren Antikérper gegen Influenza A Viren nachgewiesen werden. Mittels des ELISA konnte
allerdings nicht zwischen Influenza A Viren der humanen und der avidren Linie unterschie-
den werden, wodurch eine positive Reaktion infolge Infektion oder Impfung mit humanen
Viren sowie ein Kontakt zu AlV infrage kam. Bezlglich der Grippeimpfung gaben in dieser
Studie 13 Falkner (67,4 %) an, innerhalb der letzten fiinf Jahre gegen Grippe geimpft worden
zu sein. Nach persoénlicher Mitteilung von Frau Dr. Schweiger im Jahr 2009 (NRL Influenza,
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Robert Koch-Institut) haben jedoch auch ohne Impfung 100 % der erwachsenen Bevdlkerung
in Deutschland durch sonstigen Kontakt zu humanen Feldinfluenzaviren Antikérper gegen
diese. Mittels Mikroneutralisationstests wurde daher speziell auf das Vorliegen von Antikér-
pern gegen die Subtypen H5 und H7 untersucht. Antikérper konnten hierbei jedoch nicht
festgestellt werden. Dies ist somit im Einklang mit den Ergebnissen aus der Untersuchung
der Beutetiere und der Beizvogel. Daher kann festgehalten werden, dass in dieser Studie fir
die hier untersuchten Falkner kein héheres Risiko, mit AlV in Kontakt zu kommen und sich
nachfolgend daran zu infizieren, abzuleiten war. Es existiert bislang fir Deutschland eine
weitere Untersuchung Uber das Vorkommen von H5-Antikérpern beim Menschen. Diese er-
folgte nach den HPAIV H5N1-Ausbriichen bei Wildvégeln auf der Insel Rigen von Februar
bis Marz 2006. Dies war eine gezielte Untersuchung von Personen, welche bei Bergungsar-
beiten tot aufgefundener Wildvégel geholfen hatten. Auch bei diesen wurden keine Antikdr-
per nachgewiesen.

Fiar Flugwildjager ermittelten Siembieda et al. (2008) im Vergleich zu Bevélkerungs-
schichten ohne Wildvogelkontakt ein achtfach erhdhtes Risiko, mit AlV in Kontakt zu kom-
men. Da 31 Falkner dieser Studie angaben, neben der Beizjagd ebenfalls die Jagd mit der
Waffe auszulben, wobei auch Flugwild bejagt wird, konnten ein erhdhtes Risiko, sich an AIV
zu infizieren, hieraus jedoch auch nicht abgeleitet werden. Gill et al. (2006) wiesen jedoch im
Jahr 2004 Antikérper gegen AIV vom Subtyp H11N9 in einem von 39 untersuchten Flugwild-
jagern in Oklahoma (USA) mittels HAH unter Verwendung von Pferdeerythrozyten nach. Zu-
dem wurden Antikérper gegen diesen Subtyp in zwei von 68 Personen, die in Wildvogel-
Rehabilitationszentren arbeiteten, nachgewiesen. Auf diesen Subtyp wurde in dieser Studie
nicht speziell untersucht, da dieser bislang noch nicht mit klinischen Erscheinungen beim
Menschen in Verbindung gebracht wurde. Die Untersuchung auf Antikérper gegen AIV H9
und H13, da RNA dieser Subtypen bei den Beutetieren nachgewiesen werden konnte, mit-
tels Pferdeerythrozyten-HAH, verlief negativ. Auf den Nachweis von Antikérpern gegen AlV
H3, dessen RNA ebenfalls in Tupfern einer Stockente festgestellt wurde, wurde verzichtet.
Dies daher, weil H3 auch als typischer humaner Influenza-Subtyp vorkommt, Menschen da-
her gegen diesen ohnehin Antikdrper tragen und diese von solchen Antikdérpern gegen aviare
H3 nicht unterschieden werden kdnnen.

Diese Befragung der Falkner Uber ihre Jagdtatigkeiten und die Anwendung von Hygie-
nemaBnahmen im Umgang mit gebeizten Wild ergab, dass obgleich 34 Falkner (79,1 %)
zwischen 90 % und 100 % ihrer Beute selbstandig ausweiden, neun Falkner (20,9 %) dies
bei 20 bis 89 % der Beute tun, nur zwei Falkner (4,7 %) dabei regelmaBig Schutzhandschu-
he verwenden. Eine weitere Frage ergab, dass Verletzungen beim Ausweiden jedoch durch-
aus vorkommen. Auch wenn das Risiko der Infektion mit HPAIV H5N1 fir Falkner in
Deutschland bislang eher theoretischer Natur ist, sollten diese trotz allem angehalten wer-
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den, beim Umgang mit dem gebeizten Flugwild ein MindestmaB an hygienischen Standards
anzuwenden.

Zusammenfassend ist somit festzustellen, dass Beizvdgel in Deutschland bislang nicht
als Transmissionsfaktor von AlV, im speziellen HPAIV H5N1, in Betracht zu ziehen sind.
Auch nach dem vorribergehenden Auftreten von HPAIV H5N1 in Deutschland, scheint sich
das Virus nicht groBflachig in den typischen Beutetieren, welche im Zuge der Beizjagd erjagt
werden, verbreitet zu haben. Auch scheinen Beizvdgel trotz ihres selektiven Jagdstils nicht
vermehr AlV-infiziertes Beutewild anzujagen. Es gibt in dieser Studie keinen Hinweis darauf,
dass Beizvogel in Deutschland aufgrund ihres engen Kontaktes zu Wildvégeln und dem
Menschen einen epidemiologischen Link fur AlV darstellen kénnten. Aufgrund der besonde-
ren Stellung der Falkner ware es allerdings denkbar, diese, bei einem eventuellen Wieder-
aufflammen von HPAIV H5N1-Infektionen bei Wildvdgeln in Deutschland, als Sentinelgruppe

zur Detektion von AlV-Infektionen beim Menschen heranzuziehen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zum Vorkommen von aviaren Influenzaviren (AlV) bei synantropen

Tauben, bei Beizvogeln, deren Beutewild sowie bei Falknern

Das erste Ziel der vorliegenden Studie beinhaltete epidemiologische Untersuchungen
zum Vorkommen von AlV bei Stadt- und Wildtauben in Deutschland. Hierzu wurden 152
Stadttauben (Columba livia form. urbana) aus Berlin, 108 aus Hamburg, 113 aus Minchen
und 40 Tauben aus Hannover gefangen und beprobt. In keinem der untersuchten 408 Kloa-
ken- und 322 Trachealtupfer der Stadttauben konnte mittels Realtime Reverse Transkriptase
PCR (RT-gPCR) und Virusisolierung im SPF-Hihnerei (VI) AIV nachgewiesen werden. Als
Nebenbefund konnte allerdings mittels VI bei drei Stadttauben aus Berlin ein taubenspezifi-
sches aviares Paramyxovirus vom Serotyp 1 (APMV-1) isoliert und im Hamagglutinations-
hemmtest (HAH) sowie mittels APMV-1-spezifischer RT-gPCR identifiziert werden. Bei der
gleichzeitigen Untersuchung von 364 Seren der Stadttauben mittels kompetitiven, spezies-
ubergreifenden Influenza A-ELISA und Agargelprazipitationstest (AGP) wurden weder Anti-
kérper gegen AlV, noch mittels HAH spezifische Antikérper gegen die AlIV-Subtypen H5 und
H7 gefunden. Gleichzeitig wurden von 170 erlegten Wildtauben (Ringeltauben (Columba
palumbus)) aus Nordrhein-Westfalen analoge Proben (170 Kloaken- und Trachealtupfer, 123
Seren) untersucht. Im Unterschied zu den Stadttauben konnte mittels ELISA, nicht jedoch
mittels AGP, in den Seren von zwei Wildtauben Antikérper gegen AlV festgestellt, das Vor-
liegen der Subtypen H5 und H7 jedoch ausgeschlossen werden. Eine nachfolgende Auswer-
tung der nationalen Wildvogeldatenbank in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Epidemiolo-
gie des Friedrich Loeffler-Instituts (Wusterhausen/Dosse) wies ebenfalls keine AlIV-
Nachweise wahrend dieses Zeitraumes (2006 bis 2008) bei Tauben auf. Somit kann auch
nach dem Auftreten von HPAIV H5N1 in Deutschland Tauben bislang keine wesentlich Rolle
in der Verbreitung aviarer Influenzaviren zugesprochen werden. Ein Risiko fur den Men-
schen, ausgehend von Stadt- und Wildtauben, konnte aus dieser Studie ebenso wenig abge-
leitet werden.

Der zweite Teil der Arbeit ging der Frage nach, ob von der Auslbung der Falknerei ein
generelles Risiko fur die Verbreitung von AlIV ausgeht und ob Falkner einem héheren Risiko
ausgesetzt seien, mit diesen in Kontakt zu kommen. Hierzu wurden in einem bundesweiten
Feldversuch Uber zwei Jagdsaisons (2006/2007 und 2007/2008) 1080 gebeizte (mit einem
Greifvogel erjagte) Beutetiere mittels RT-gPCR und Virusisolierung im SPF-Huhnerei unter-
sucht. Aus insgesamt 1080 Kloakentupfern und 1012 Trachealtupfern konnte mittels RT-
gPCR, nicht aber mittels Virusisolierung im SPF-HUhnerei, in finf Kloakentupfern und drei
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Trachealtupfern Influenza A Virus-spezifische RNA nachgewiesen werden welche von drei
Moéwen (Laridae sp.) und zwei Stockenten (Anas platyrhynchos) stammten. Die positiven
Proben entsprachen 4,1 % der 74 Méwenproben sowie 3,8 % der 53 Entenproben. Die nach-
folgende Subtypisierung mittels RT-gPCR, RT-PCR und Microarray erbrachte einmal H13N6
und zweimal N6 bei den Mbéwen (der H-Typ konnte fur zwei Méwen nicht ermittelt werden)
und H3N2 sowie eine Doppelinfektion mit H3N2 und HON2 bei den Enten. Beim Vergleich
der eigenen Daten bezlglich der AlV-Nachweise der Beutetiere mit solchen aus der nationa-
len Wildvogeldatenbank und der Literatur Gber das Vorkommen von AlIV bei Wildvégeln,
konnte festgestellt werden, dass Beizvdgel trotz ihres selektiven Jagdstils nicht vermehrt mit
AlV in Kontakt kommen, als aufgrund der allgemeinen Verbreitung von niedrigpathogenen
aviaren Influenzaviren (NPAIV) im Wildvogelreservoir zu erwarten gewesen ware. In 37 Klo-
akentupfern, 40 Choanentupfern und 51 Seren der 54 Beizvdgel konnten keine Hinweise auf
derzeitige oder zurlickliegende Infektionen mit AIV aufgezeigt werden. Um das Risiko der
Falkner zu bewerten wurde mittels eines Fragebogens deren Jagdtéatigkeiten ausgewertet
und eine gleichzeitige serologische Untersuchung durchgefiihrt. Obgleich alle Falkner Anti-
kérper gegen Influenza A Viren aufwiesen, konnten solche gegen H5, H7, H9 und H13 nicht
festgestellt werden. Somit wies diese Studie kein héheres Risiko flir Falkner nach, sich durch
die Auslibung der Beizjagd mit AlV zu infizieren, als fir die restliche Bevélkerung ohne Wild-
vogelkontakt. Ebenso wenig ging aus dieser Studie hervor, dass Beizvogel eine Rolle als
epidemiologischer Link zwischen AlV-infizierten Wildvégeln und dem Menschen spielen. Die
Falknerei tragt, wenn Uberhaupt, nur in einem sehr geringen MaBe zur Verbreitung von AlV
in Deutschland bei.
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7 SUMMARY

Investigations into the prevalence of avian Influenza viruses (AlIV) in synantropic pi-
geons, in falconry birds, their avian prey as well as in falconers

The first aim of the study was to conduct an epidemiological research on the prevalence
of AIV in urban and wild pigeons. For this, cloacal and tracheal swabbing as well as blood
collections was carried out on 152 urban pigeons (Columba livia form. urbana) from Berlin,
103 from Hamburg, 113 from Munich and 40 pigeons from Hannover. None of the investi-
gated 408 cloacal- and 322 tracheal swabs of the urban pigeons showed Influenza A virus-
positive results either by virus isolation trail in SPF chicken eggs or by realtime reverse
transverase polymerase chain reaction PCR (RT-qPCR). As a secondary finding it was pos-
sible to isolate avian Paramyxovirus serotype 1 (APMV-1) in three urban pigeons from Berlin.
The concurrent investigation of 364 sera from the urban pigeons using a competitive multi-
species Influenza A-specific ELISA as well as agar gel immunodiffusion test (AGID) revealed
no group-specific Influenza A antibodies. Likewise, hemagglutination inhibition test (HI) re-
vealed no antibodies specific for the AIV hemagglutinin subtypes H5 and H7. Samples from
170 shot wild pigeons (wood pigeons (Columba palumbus)) from North Rhine-Westphalia
(170 cloacal and tracheal swabs, 123 sera) were investigated. In contrast to the urban pi-
geons, it was possible to detect group-specific Influenza A virus antibodies in two sera of the
wild pigeons using the competitive multi-species Influenza A-specific ELISA, while AGID
failed to confirm this result. Antibodies against AIV subtypes H5 and could not be detected
using HI. A subsequent analysis of the “National Wild Bird Data Base” in collaboration with
the Institute of Epidemiology of the Friedrich Loeffler-Institute (Wusterhausen/Dosse) consis-
tently showed no AlV detections in pigeons during the years 2006 to 2008. Therefore, even
after the occurrence of highly pathogenic avian influenza subtype H5N1 (HPAIV H5N1) in
Germany, this study could not demonstrate that pigeons play an essential role in the propa-
gation of AlV infections. Likewise, this study could not prove a high risk for humans to be-
come infected with AlV through the contact with urban and wild pigeons in Germany.

The second part of the study aimed at the question, if falconry plays a role in the epide-
miology of Avian Influenza and if falconers would be at a higher risk to come into contact with
AlV compared to the rest of the human population. Samples from 1080 prey birds (1080 clo-
acal and 1012 tracheal swabs) that were hunted with falconry birds were investigated over
two hunting seasons (2006/2007 und 2007/2008) using RT-gPCR and VI. It was possible to
detect AlV-specific RNA in three gulls (Laridae sp.) and two mallards (Anas platyrhynchos).
The AlV-positive samples corresponded to 4,1 % of all investigated 74 gull samples and 3,8
% of all 53 duck samples. Molecular subtyping using RT-gPCR, RT-PCR and microarray
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revealed one H13N6 and two N6 in the gulls (hemagglutinin subtyping failed in two gulls). In
addition, H3N2 as well as a double infection with H3N2 and HON2 were detected in the two
ducks. By comparing the results of this study with data from the ,National wild Bird Data-
base” and literature on AlV-prevalence in wild birds, it can be noticed that falconry birds, de-
spite their selective hunting style, do not catch AlV-infected avian prey birds at a high rate. In
37 cloacal swabs, 40 choanal swabs and 51 sera from the 54 falconry birds no evidence of
current or former infection with AlV could be shown. To evaluate the risk of falconers to come
into contact with AlV, the falconers were first asked to complete a questionnaire on their
hunting habits and then donated blood for serological investigation. Although all falconers
showed positive results using the competitive multi-species Influenza A-ELISA, antibodies
against AlV subtypes H5, H7, H9 and H13 could not be detected using microneutralization
assay and HI. All in all this study could not prove a higher risk for falconers to come into con-
tact with AIV compared with the rest of the human population in Germany without contact to
wild birds. All the same this study did not show any evidence that falconry birds may serve as
a vector for the transmission of avian influenza viruses between wild birds and men. Falconry

plays, if at all, only a minor role in the epidemiology of AlV in Germany.
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Anhang 1

Verbrauchsmaterial und Geréate

1. Fir die Enthahme und Asservierung der Proben (Kapitel 3.3 und 3.4)

,Vacuette®™ Blutentnahme-Set Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen

Thermo Electron LED GmbH, Langensel-
Sicherheitswerkbank ,Hera Safe” bold
0

Tupfer ,Bakterietten™ EM-TE Vertrieb, Hamburg

2. Fur die Virologischen Untersuchungen (Kapitel 3.5)

Eierbrutschrank Ehret GmbH, Emmendingen

Einkanal-Pipette ,Reference®”, 10 — 100 pl Eppendorf AG, Hamburg

Einmalpipettenspitzen ,Plastibrand®”, 10 — 200 pl Brand GmbH & Co, Wertheim
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) B o ) ) Liebherr-Hausgerate Ochsenhausen-
Gefrier-Kuhlkombination Liebherr Premium (KD 3164)
GmbH, Ochsenhausen

Mehrkanal-Pipette ,Research®, 8 Kanéle, 10 — 100 pl | Eppendorf AG, Hamburg

Petrischalen (Durchmesser 10 cm) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Schierlampe Hemel Brutgerdte GmbH & Co KG, Verl
Valo-SPF-Bruteier Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven

Sterilfilter FP 30, PorengréBe 0,45 pm Schleicher & Schiill GmbH, Dassel

3. Fur die Molekularbiologischen Untersuchungen (Kapitel 3.6)

Einmalpipettenspitzen fiir ,QIAcube®, 1000 pl Qiagen GmbH, Hilden
Einmalpipettenspitzen ,Safeseal-Tips® Premium*, 100 ) )

| Biozym, Hessisch Oldendorf
S}

Einkanal-Pipette ,,Pipetman P107,1 - 10 pl Gilson S.A.S., Villiers Le Bel, Frankreich
Einkanal-Pipette ,,Pipetman P1000”, 20 - 1000 pl Gilson S.A.S., Villiers Le Bel, Frankreich

Geldokumentationssystem ,Bio Hood I und die dazu- ) )
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
gehdrige Software ,Quantity One™

PuReTaq™ Ready-To-Go PCR-Beads GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont,

UK
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Qiagen One-Step RT-PCR Kit Qiagen GmbH, Hilden
ReaktionsgefaBe 0,2 ml, dinnwandig Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
ReagenzgefaBe fiir QlAcube”®, 30 ml Qiagen GmbH, Hilden

Real-time PCR Gerit ,iCycler iQ"" und die dazugehd- | )
_ Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlnchen
rige Software

Rotoradaptatorenhalterung fiir QlAcube® Qiagen GmbH, Hilden

Standard Safe-Lock-ZentrifugengefaBe,1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg
Standard Safe-Lock-ZentrifugengefaBe, 2 ml Eppendorf AG, Hamburg

4. Fur die serologischen Untersuchungen (Kapitel 3.7)

Agargelprazipitationstest (AGP)

Einkanal-Pipette ,Reference®”, 10 — 100 pl Eppendorf AG, Hamburg

; Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Magnetrihrer (MR 3001) Schwabach
chwabac

pH-Meter ,Handylab pH11* Schott Gerdte GmbH, Mainz
Pasteurpipetten aus Glas (ca. 145mm) Brand GmbH & Co, Wertheim

Zentrifuge (Typ 5415C) Eppendorf AG, Hamburg
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Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Thermo Electron LED GmbH, Langensel-
Brutschrank , Thermo Scientific B15” bold
0

Einmalpipettenspitzen ,Plastibrand®”, 10 — 200 pl Brand GmbH & Co, Wertheim
IDscreen” Influenza A Antibody Competition ID Vet, Montpellier, Frankreich
Revelation V. 3.04 Dynex Technologies, Denkendorf

Hamagglutinationshemmtest (HAH)

Einkanal-Pipette ,Reference®”, 10 — 100 p Eppendorf AG, Hamburg

Kihlschrank Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen
Schittelmaschine ,LS 10” C. Gerhardt GmbH & Co. KG, Kdnigswinter

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burg-
Wasserbad
wedel

Mikroneutralisationstest (MNT)

Abdeckfilm fir Mikrotiterplatten ,Linbro™ MB Biomedicals LLC, Eschwege

CO:; - Brutschrank ,Haraeus™ Typ B6200 Thermo Fisher Scientific Inc., Karlsruhe
Einkanal-Pipette ,Finnpipette®™, 100 — 1000yl Thermo Fisher Scientific Inc., Karlsruhe

Einkanal-Pipette ,Finnpipette®™, 4 — 20 pl Thermo Fisher Scientific Inc., Karlsruhe
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Mehrkanalpipette “Equalizer”,1250 pl, 8 Kanéle Thermo Fisher Scientific Inc., Karlsruhe
i ) Askania Mikroskop Technik GmbH, Rathe-
Mikroskop ,Medical”
now

Einmalpipettenspitzen fur ,Equalizer* Thermo Fisher Scientific Inc., Karlsruhe
Mehrkanal-Pipette ,Finnpipette™, 50 - 300 ul Thermo Fisher Scientific Inc., Karlsruhe

Pipettierhilfe ,Accu-jet” pro” Brand GmbH & Co, Wertheim

. ) ® Thermo Electron LED GmbH, Langensel-
Sicherheitswerkbank ,Hera Safe™ , Typ KS12 bold
0

Zellkulturflasche 75gcm TPP AG, Trasadingen, Schweiz
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Anhang 2

Chemikalien und vorgefertigte Reagenzien
Medien und Pufferlésungen

1. Fir die Asservierung der Tupferproben der Vogel (Kapitel 3.4)

Streptomycin-Sulfat Biochrom AG, Berlin Streptomycin-Sulfat 761 1U/mg

NaCl 137 mM

KClI 1,47 mM
PBS (pH 7,4)

KH2P04 1,47 mM

NagHPO4 6,46 mM

2. Fur den Hamagglutinations- und Hamagglutinationshemmtest (Kapitel 3.5.2, 3.5.3

und 3.7.3)
NaCl 137 mM
KClI 1,47 mM
PBS (pH 7,4)
KH2PO4 1,47 mM
NaQHPO4 6,46 mM
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3. Fur die Molekularbiologischen Untersuchungen (Kapitel 3.6)

Probenladepuffer

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerin

TBE (4x)

0,25 ml
0,25 ml
30ml
Ad 100 ml

4. Fur die serologischen Untersuchungen (Kapitel 3.7)

Mikroneutralisationstest

2°-Antikérper: Goat anti-
mouse Ig G conjugated to
horseradish peroxidase

BSA 30%

EMEM (pH 7,2)

Kirkegaard and Perry

PAA Laboratories GmbH,
Pasching

Gibco® Invitrogen

Bovines Serum Albumin

MEM
Earl-Salze

Glutamin
NaHCO3

30%

Gentamycin

PAN™ Biotech GmbH,
Aidenbach

Gentamycin

10 mg/ml
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NEAA (100x) (Non Essential
Amino Acids)

PAA Laboratories GmbH,

Pasching

L-Alanin
L-Asparagin
L-Aspatatsaure
L-Glutamatsaure
L-Glyzin

L-Prolin

L-Serin

890 mg/l
1320 mg/I
1330 mg/Il
1470 mg/l
750 mg/l
1150 mg/l
1050 mg/I

Stoppldsung POD

Trypsin-EDTA

Diluent

Erhaltungsmedium 2%

Dade Behring Marburg

GmbH, Marburg

PAA Laboratories GmbH,
Pasching

EMEM

FKS
Gentamycin
Glutamin
NEAA

FKS
Gentamycin
Glutamin
NEAA

EMEM (pH 7,2)

Schwefelsaure

Trypsin
EDTA (Titriplex 111)
PBS (ohne Ca und Mg)

23,875ml
2%
0,5%
1%
1%

2%
0,5%
1%
1%
ad 500 ml

05N

0,5 mg/ml
0,22 mg/ml
100 ml
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Wachstumsmedium 10%

FKS
Gentamycin
Glutamin
NEAA

EMEM (pH 7,2)

10%
0,5%
1%
1%
ad 500 ml

PBS (pH 7,2)

NaCl

KClI

Na,HPO,.2 H20
Na,HPO,.2 H20
Bidest

8,29
0,29
1,15¢
1,15¢
1000 ml
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Anhang 3

Inhalte der verwendeten Kits

1. Fir die Molekularbiologischen Untersuchungen (Kapitel 3.6)

QlAamp® Viral RNA Mini Kit
QIAamp® Mini Spin Saulen, AuffanggefaBe, Lysispuffer AVL, Waschpuffer AW 1 und AW 2,
Elutionspuffer AVE, Carrier RNA (poly A)

QuantiTect® Probe RT-PCR Kit

2x QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix (enthalt HotStarTag® DNA Polymerase, Quanti-
Tect® Probe RT-PCR Puffer, dINTP-Mix inclusive dUTP, ROX passive reference dye und 8
mM MgCI2), QuantiTect RT Mix (enthalt Omniscript® Reverse Transcriptase und Sensiscript®

Reverse Transcriptase), RNAsefreies Wasser

iScript™ One-Step RT-PCR Kit for Probes
50x iScript Reverse Transkriptase, 2x RT-PCR Reaction Mix for Probes, Nukleasefreies

Wasser

2. Fur die Serologischen Untersuchungen (Kapitel 3.7)

IDScreen® Influenza A Antibody Competition (Zulassungsnummer FLI-B 438)

Mit Nukleoprotein (inaktiviert) beschichtete Mikrotiterplatten, Meerrettich-Konjugat Anti-NP,
Positivkontrolle (nicht infektiés), Negativkontrolle, Verdinnungsmittel 3, Verdinnungsmittel
13, Waschlésung (20-fach konzentriert), Substratldsung (TMB), Stopplésung (H.SO, 0,5M)
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Anhang 4

Fragebogen uber die Beizvogel
Fragebogen uber den Falkner
Probenbegleitschein zu den Beutetieren

Abbildung I: Fragebogen liber den Beizvogel

1. Ringhummer:

2. Art:

3. Schlupfdatum oder Alter:

4. Geschlecht: [0 Weiblich 0O Mannlich [ Unbekannt

5. Gewicht:

6. Im Besitz seit:

7. Handaufzucht? [JJa [ Nein [ Unbekannt

8. Bitte erlautern Sie kurz, wie der Vogel gefiittert wird (z.B. welche Futtertiere, Herkunft dieser,

friBt der Vogel auch die selber geschlagene Beute, usw):

9. Sind Vorerkrankungen bekannt? Falls ja, welche?

10. Wie oft wird der Vogel geflogen?
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Abbildung II: Fragebogen iiber die Falknerin/ den Falkner

1. Postleitzahl der Hauptwohnung | 2. Geburtsdatum (Monat/Jahr): 3. Geschlecht

(ersten drei Ziffern): / O Mannl. O Weibl.

4. Wurden Sie die letzten 5 Jahre geimpft? Gegen [ Grippe [ Keine Impfung

5. Seit wann sind Sie Falkner? Seit
6. Jagen Sie auch mit der Waffe? ] ya [ Nein
7. Falls ja, Welches Wild

8. In welchen Bundeslandern haben Sie in den letzten 5 Jahren gejagt (Mehrfachangaben még-
lich)?

Bayern Brandenburg Baden-Wirttemberg Berlin  Bremen Hessen Hamburg

Mecklenburg-Vorpommern Nordrhein-Westfalen Niedersachsen Sachsen

Saarland Schleswig-Holstein ~ Sachsen-Anhalt  Thiringen Rheinland-Pfalz

9. Denken Sie an lhre lbliche Jagdstrecke in Deutschland in den letzten Jahren.
Wie viele der folgenden Tiere haben Sie dabei durchschnittlich pro Jahr gebeizt?

Fasan keins <10 10-30 31-60 > 60
Rebhuhn keins <10 10-30 31-60 > 60
Moéwe keins <10 10-30 31-60 > 60
Krahe keins <10 10-30 31-60 > 60
Ente keins <10 10-30 31-60 > 60
Wildtaube keins <10 10-30 31-60 > 60
Feldhase keins <10 10-30 31-60 > 60
Wildkaninchen keins <10 10-30 31-60 > 60
Fiichse keins <10 10-30 31-60 > 60

10. Brechen Sie das erlegte Wild (Vogel) immer oder zum Teil selber auf?
[0 Ja © und zwar ca. _ _ _ % der erlegten Stiicke O Nein O Keine Angabe

% Falls Ja: Benutzen Sie dabei Handschuhe? 0O Ja, immer O Meistens [ Selten 0O Nie
% Haben Sie sich beim Aufbrechen schon einmal verletzt? O Ja O Nein O Keine Angabe

11. Brechen Sie das erlegte Wild (Saugetiere) immer oder zum Teil selber auf?
O Ja = und zwar ca. _ _ _ % der erlegten Stiicke O Nein O Keine Angabe

% Falls Ja: Benutzen Sie dabei Handschuhe? 0O Ja, immer O Meistens [ Selten O Nie
% Haben Sie sich beim Aufbrechen schon einmal verletzt? O Ja O Nein O Keine Angabe

12. Essen Sie Wildbret von selbst erlegtem oder gebeiztem Wild?
OJa [J Nein [0 Keine Angabe
% Falls Ja: Welches Wild?:
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Abbildung lll: Probenbegleitschein zu den Beutetieren

1. Datum:

2. Ort (méglichst genau):

3. Ringhummer des Beizvogels:

4. Tierart:

5. Alter: [ Juvenil 0 Adult 0 Weiss nicht

6. Geschlecht: [J Weiblich [J Mannlich [J Weiss nicht

7. Erndhrungszustand: [ gut [J mittelm&Big [J schlecht

8. Gefiederzustand: [ gut [J mittelm&Big ] schlecht

9. Nasenlécher: [Jsauber [Jverkrustet [J mit Ausfluss [J mit Verletzung

10. Schnabelhéhle: [J sauber [J mit Verletzung

11. Kloakeno6ffnung: [J sauber [J kotverschmiert
12. GliedmaBen: [J unauffallig [ gekrimmt [J gebrochen
13. sichtbare Parasiten? U Ja [J Nein [J Weiss nicht

14. Sonstige Auffélligkeiten:

15. Leber: Onormal [Jverandert []Weiss nicht
- falls verandert: [1 vergroBert
[J verkleinert
[J aufgehellt
[J dunkel verfarbt
[J briichig

[ mit Auflagerungen

16. Sonstige Auffélligkeiten:




182 Danksagung

Danksagungen

Mein ganz besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Dr. H. M. Hafez. Zum einen hat mir Prof.
Hafez durch die Uberlassung des Themas sowie der Bereitstellung von Material, Geraten
und Raumlichkeiten die Erstellung dieser Dissertation ermdglicht. Mein Dank gebUhrt ihm
jedoch insbesondere daher, als dass er sich mir gegentber immer als Uberaus groBzigiger
und hilfsbereiter ,Chef* prasentierte, welcher mich nicht nur in beruflicher Hinsicht foérderte,
sondern auch immer ein offenes Ohr flr private Probleme hatte und in dieser Hinsicht groBe
Anteilnahme und Verstandnis aufzeigte. Ich verdanke Prof. Hafez einen enormen Wissens-
zuwachs auf dem Gebiet der Geflligelkrankheiten und der Mikrobiologie, und hoffe, hiervon

auch zukunftig weiter profitieren zu kénnen.

Nicht minder viel Dank geblhrt Herrn Prof Dr. M. Lierz. Seien es die vielen spannenden und
auBergewdhnlichen Félle, die er mir in der Ziervogelpraxis ndher gebracht hat (Stichwort:
,aelbohrrabenkakadu® und ,wenn uns die Harpyie jetzt entwischt, sind wir alle in Gefahr!®),
die Fahrten nach Billerbeck (Stichwort: ,Polizeikontrolle® und ,Autofahren statt Schlafen),
Krefeld (stundenlang im Mais sitzen) oder S6gel zwecks Probennahme im Rahmen meiner
Doktorarbeit, oder die Tatsache, dass er immer wieder Uber die zahlreichen, kleinen chaoti-
schen ,Ausfalle®, die ich mir im Rahmen unserer Zusammenarbeit geleistet habe, lachen

konnte, machten ihn fir mich zu einem Mentor von unschéatzbaren Wert.

Besonders bedanken mdchte ich mich auBerdem bei Frau Dr. D. Lischow. Ohne ihre kriti-
schen Anmerkungen und einer Engelsgeduld mit meinem Unwissen in Bezug auf molekular-
biologische Arbeitsmethoden, ware dieses Arbeitsgebiet fir mich wahrscheinlich heute noch
ein unUberschaubares Feld. Ich bedanke mich daher daflr, es geschafft zu haben, bei mir
ein ehrliches Interesse fiir Primer & Co. erweckt zu haben.

Frau Dr. C. Prusas mdchte ich dafiir danken, mich in die virologischen Arbeitsmethoden so-
wie in die Serologie eingearbeitet zu haben. AuBerdem muss ich ihr fir die Ermutigungen,

die sie mir vielfach hat zukommen lassen, immer wieder danken.

Frau Dr. B. Schweiger danke ich fur die Mdglichkeit der unkomplizierten Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgemeinschaft Influenza des Robert Koch Instituts, Berlin.

Bei meinen Mitdoktoranden Konstanze Zacharias, Valter Leonardo de Quadros, Abdul Loffi,
Wael Gad, Taan Suareet und Stefanie Balczulat und unserer studentischen Hilfskraft Sabine
Dupre méchte ich mich fur die interessante ,interkulturelle® Zeit bedanken! Auch wenn wir an



Danksagung 183

verschiedenen Themen in unterschiedlichen Arbeitsgruppen gearbeitet haben, waren wir
doch ein Team, was sich immer wieder bei alljahrlichen wiederkehrenden Organisationsar-
beiten gezeigt hat. Rudiger Hauck danke ich fiir gemeinsame Erforschung von ,Blut, Gass-
ner und Gram-Farbung®, jeweils montags bis freitags um 8:30 Uhr. AuBerhalb dieser Zeiten
bedanke ich mich bei ihm vor allem fir die Kuchen und die zweiten Frihsticke.

Desweiteren bedanke ich mich bei Gabi Grotehenn, Carola Kelz und insbesondere bei Frau
Bettina Valder fir das Einarbeiten und die fortlaufende Unterstlitzung bei der Laborarbeit im
Institut fir Gefligelkrankheiten und Frau Ute Hopf-Guevara fir gleiches im Robert Koch In-
stitut. Zudem bedanke ich mich bei Dr. C. Staubach vom FLI Wusterhausen flr die schnelle
und herzliche Unterstlitzung mit der Al-Wildvogeldatenbank.

SchlieBlich bedanke ich mich bei allen freiwilligen Teilnehmern dieser Studie, die mich dabei
unterstltzt haben, an die hier untersuchten Proben zu gelangen. Alle Falkner, Jager, Betreu-
er von Taubenanlagen oder sonstige Hilfspersonen hier namentlich zu erwahnen, wirde den
Rahmen sprengen, doch mdchte ich dennoch Herrn Dr. P. Lierz fir die Blutprobenentnahme
bei den Falknern, dem ,Krédhenbeize-Team*” in Julich fir die immer wiederkehrenden Einla-
dungen zu den Beizjagden (auch zuklnftig!), Klaus Leix als Sprachrohr der Studie in Bayern
sowie den Krahenfalkner Fred Egberts erwahnen, der leider wahrend des Untersuchungs-

zeitraumes nach einer der Beizjagdveranstaltungen verstorben ist.



184 Selbststéndigkeitserklarung

Selbststandigkeitserklarung

Hiermit bestétige ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig angefertigt habe. Ich ver-
sichere, dass ich ausschlieBlich die angegebenen Quellen und Hilfen in Anspruch genom-

men habe.

Berlin, den 10.02.2010
Andrea Kohls




 
 
    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle geraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: rechts um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'Original'
      

        
     32
            
       D:20100507152602
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     No
     966
     619
     Fixed
     Right
     14.1732
     0.0000
            
                
         Even
         38
         AllDoc
         90
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     0.0000
     Top
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     1
     192
     191
     96
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle geraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: links um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'Original'
      

        
     32
            
       D:20100507152602
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     No
     966
     619
     Fixed
     Left
     14.1732
     0.0000
            
                
         Even
         38
         AllDoc
         90
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     0.0000
     Top
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     1
     192
     191
     96
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle geraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: links um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'Original'
      

        
     32
            
       D:20100507152602
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     No
     966
     619
     Fixed
     Left
     14.1732
     0.0000
            
                
         Even
         38
         AllDoc
         90
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     0.0000
     Top
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     1
     192
     191
     96
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle ungeraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: rechts um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'Original'
      

        
     32
            
       D:20100507152602
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     No
     966
     619
     Fixed
     Right
     14.1732
     0.0000
            
                
         Odd
         38
         AllDoc
         90
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     0.0000
     Top
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     1
     192
     190
     96
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle geraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: rechts um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'Original'
      

        
     32
            
       D:20100518131116
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     No
     966
     619
     Fixed
     Right
     14.1732
     0.0000
            
                
         Even
         38
         AllDoc
         90
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     0.0000
     Top
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     13
     192
     191
     96
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle ungeraden Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: links um 14.17 Punkte verschieben
     Normen (erweiterte Option): 'Original'
      

        
     32
            
       D:20100518131116
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     No
     966
     619
    
     Fixed
     Left
     14.1732
     0.0000
            
                
         Odd
         38
         AllDoc
         90
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     0.0000
     Top
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     13
     192
     190
     96
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base





