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Gefllgelpest (Aviare Influenza)

1. Charakterisierung der Infektion

1.1 Erreger

Influenzaviren werden der Familie Orthomyxoviridae zugeordnet. Es sind umhillte RNA-Viren, die auf-
grund der Antigenitat ihrer Nukleo- und Matrixproteine in die Typen A, B und C und, im Falle des Typs A,
nach den Hullantigenen Hamagglutinin (H) und Neuraminidase (N) in weitere Subtypen unterteilt werden.
Influenza A Viren (IAV) zeigen eine grolRe antigene Vielgestaltigkeit und Wandlungsféhigkeit und ein
breites Virulenzspektrum. Die von Vogeln isolierten Influenzaviren gehdéren ausnahmslos zum Typ A und
umfassen derzeit mindestens 16 H- und 9 N-Subtypen in (theoretisch) 144 méglichen Kombinationen.
Reservoir aller 1AV Subtypen sind aquatisch lebende Wildvogel. Zwei weitere IAV Subtypen (H17N10,
H18N11) wurden kirzlich bei Flederméausen in Mittelamerika detektiert.

Influenza A Viren sind auch auf Gefligel Ubertragbar und kdnnen Ursache schwerer Erkrankungen wie der
.Klassischen Gefllgelpest” sein. ,,Geflligelpest ist ein historischer Krankheitsbegriff, der im englischen
Sprachraum in den letzten Jahren generell durch ,avian influenza“ (aviare Influenza, Al) ersetzt wurde.
Erreger der Klassischen Gefliigelpest im engeren Sinne sind hochpathogene avidre Influenzaviren (HPAIV),
die allesamt den Subtypen H5 oder H7 angehdren. Es gibt jedoch auch H5- und H7-AIV von niedriger
Pathogenitat (engl. ,low pathogenic avian influenza viruses‘, LPAIV). Diese haben das Potenzial durch
Zufallsmutationen eine sprunghafte Pathogenitatssteigerung zu erfahren. Daher sind auch LPAIV der Sub-
typen H5 und H7 als mégliche Erreger der Klassischen Gefliigelpest (HPAI) anzusehen. Entscheidend fir
ihre Einstufung geman Tierseuchenrecht ist hierbei das Verhalten im Versuchshuhn (Bestimmung des intra-
venosen Pathogenitatsindex, IVPI): Isolate mit einem IVPI > 1.2 werden als hochpathogen (HP) bewertet,
solche mit Indices < 1.2 sind niedrig-pathogen (LP). Als alternatives gleichrangiges Bewertungskriterium
der Pathogenitat kann die Aminosauresequenz im Bereich der endo-proteolytischen Schnittstelle des
Hamagglutinins verwendet werden. Isolate mit monobasischer Schnittstelle werden definitionsgemal als
niedrig-pathogen bewertet; solche mit polybasischer Schnittstelle sind als hochpathogen einzustufen. Die
molekulare Pathotypisierung kann jedoch nur bei Viren der Subtypen H5 und H7 eingesetzt werden, wo-
gegen der IVPI Test fur alle 1AV Subtypen giltig ist. Alle H5- und H7-Viren werden aufgrund ihrer tier-
seuchenrechtlichen Bedeutung in der OlE-Klassifizierung als ,,notifiable avian influenza = NAI* bezeichnet.

1.2 Klinische Symptomatik

Infektionen mit aviaren Influenzaviren variieren, abhangig vom viralen Sub- bzw. Pathotyp sowie wirts-
spezifischen Faktoren, stark in der Schwere der Erkrankung. Neben inapparenten Formen sind perakute
Verlaufsformen mit bis zu 100 % Mortalitdt moglich. Ausschlaggebend dafiir ist vor allem die Virulenz des
Erregerstammes. Der Begriff ,Geflugelpest® umfasst nur die schweren, anzeigepflichtigen Verlaufsformen
der aviaren Influenza, hervorgerufen durch hochpathogene Virusstamme, die sich bislang ausschlieBlich
aus den Subtypen H5 und H7 rekrutiert haben.
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Alle Infektionen des Hausgefligels mit aviaren Influenzaviren der Subtypen H5 und H7, also auch solche
mit Stdmmen niedriger Pathogenitét, sind geméalk geltendem EU-Recht anzeige- und bekampfungspflichtig.

Abbildung 1: Subepikardiale petechiale Blutungen
(Prof. Dr. Teifke, FLI)

Vermutlich sind alle Vogelspezies empfanglich fur eine Influenzavirusinfektion; bei Wildvdgeln treten
jedoch nur selten Erkrankungen auf. Auch die Gefliigelarten erkranken nicht einheitlich. Hochempfénglich
sind Huhnervdgel, vor allem Puten und Hihner; bei ihnen kann die Mortalitat nach Infektionen mit HPAIV
bis 100 % betragen. Puten zeigen nicht selten auch bei Infektionen mit LPAIV klinische Symptome.

Abbildung 2: Umschriebene Pankreasnekrosen
(Prof. Dr. Teifke, FLI)
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Die Hauptsymptome der durch HPAIV ausgeldsten Gefligelpest sind zunachst ein drastischer Rickgang des
Futterverbrauchs bei ansteigendem, spater nachlassendem Wasserbedarf, dann Apathie, Atemnot, Odeme
der Kopfregion, Zyanose und Odeme der Kopfanhznge, Durchfall, hohe Mortalitat, bei Legetieren Einbruch
der Eiproduktion. Oft sterben die Tiere auch ohne vorherige klinische Symptome binnen 24-72 Stunden
nach Infektion, jedoch wird haufig von einer ungewohnlichen Stille (,,cathedral silence®) in von HPAI
betroffenen Bestanden berichtet. Bei der Sektion kdnnen gelegentlich Hamorrhagien auf den Serosen
(Abb. 1), im Drisenmagen u. a. Organen, Pankreasveranderungen (Abb. 2) sowie bei Legetieren hamorrha-
gische Eierstockentziindung und Dotterperitonitis beobachtet werden. Weder klinisches Bild noch Sekti-
onsbefund sind pathognomonisch. Wassergefligelarten zeigen oftmals weniger stark ausgepragte Krank-
heitserscheinungen und einen protrahierten Verlauf, in dem nicht selten auch zentralnervése Stérungen zu
beobachten sind (Abb. 3).

Abbildung 3: Pekingente mit zentralnervdsen Stérungen
(Inkoordination, Lahmungen) nach Infektion mit HPAIV H5N1
(Dr. Werner, FLI)

1.3 Differentialdiagnose

Bei plotzlichem Auftreten einer schweren Allgemeinerkrankung des Geflugels mit hoher Morbiditat und
Mortalitat ist immer auch an Geflugelpest zu denken. Differentialdiagnostisch sind u.a. Newcastle Krank-

heit (engl. ,Newcastle Disease‘, ND), Geflugelcholera und akute Vergiftungen abzuklaren.

1.4 Diagnostische Indikation

Kriterien, die den Verdachtsfall rechtfertigen, schildert u. a. 84 der bundesdeutschen Geflugelpestverord-
nung. Insbesondere sind hierbei tégliche bzw. kumulative Verlustraten in betroffenen Bestdnden sowie
Rickgange der Lege- bzw. Mastleistung zu bertcksichtigen.
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1.5 Zustandige Untersuchungseinrichtung

Staatlich autorisierte Veterinaruntersuchungsamter bzw. Staatliche Lebensmittel- und Veterindrunter-
suchungsamter der Bundeslander sowie Friedrich-Loeffler-Institut, Sudufer 10, 17493 Greifswald-Insel
Riems, Tel. 0383517-0

1.6 Rechtsgrundlagen

= Verordnung zum Schutz gegen die Geflugelpest in der jeweils gultigen Fassung

= Verordnung Uber anzeigepflichtige Tierseuchen in der jeweils glltigen Fassung

= Richtlinie 2005/94/EG vom 20. Dezember 2005

= Diagnostikhandbuch der EU fiir Avidre Influenza gem. Entscheidung 2006/437/EG

2. Untersuchungsmaterial

Fur die Probenahme ist die Entscheidung 2006/437/EG (Diagnostik-Handbuch) hinsichtlich der Art der
Proben und des Stichprobenumfangs mafigeblich. Die folgenden Ausfihrungen dienen daher nur der Erlau-
terung bzw. Konkretisierung des Vorgehens in Deutschland:

Fur den Nachweis des Erregers oder dessen Genom sind geeignet:

Kloakenabstriche oder Fazes und Abstriche aus dem Oropharynx von lebenden Végeln. Fazes oder
Darminhalt, Hirngewebe, Luftrohre, Lunge, Niere, Milz, Leber sowie andere Organe kiirzlich verendeter
oder getoteter Tiere. Fakalmaterial ist von anderen Proben getrennt zu halten. Abstriche sollten ganz in
ein Stabilisierungsmedium (antibiotisch, proteinhaltig) eingetaucht werden. Blutproben, von denen Hepa-
rin-Plasma oder nach Gerinnung das Serum fur die Untersuchung gewonnen wird.

Die Probenverpackung muss den ADR-Vorschriften entsprechen, auf jeden Fall aber flussigkeitsdicht sein
und &auRerlich gut desinfiziert werden. Sie darf auBerhalb des zustandigen Labors nicht mehr gedffnet
werden. Frische Proben sind gekihlt, aber nicht gefroren zu versenden (Hinweis: Falls nur gefroren auf-
bewahrte Proben zur Verfugung stehen, sind diese im Ausnahmefall einzusenden, da viele Nachweisverfah-
ren mit gewissen Einschrankungen auch bei gefrorenen Proben anwendbar wéren).

Proben sind nach Méglichkeit per Kurier zum

Friedrich-Loeffler-Institut,

Sudufer 10, 17493 Greifswald - Insel Riems

zu schicken.

Sie sind im Falle des Verdachts auf eine anzeigepflichtige AIV Infektion telefonisch anzukundigen unter
Tel. 0383517-0.
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Im Anschreiben ist anzugeben:

=  Wer sendet ein? (Veterindramt, Bearbeiter; inkl. dienstlicher und eventuell privater Telefon- und Fax-
Nummer)

= Was wird eingesandt? (Art des Materials, von welchen Tieren, Anzahl etc.)

= Aus welchem Bestand stammen die Proben?

= Was wurde wann in dem Bestand festgestellt? (anamnestischer Kurzbericht)

Zuséatzliche Angaben, soweit moglich:

=  Wie groR ist der Bestand? Tierarten?

= Art des Bestandes (Zucht-, Mast-, Handlerbestand etc.)?

» Bemerkungen und weitere Hinweise auf eine mogliche Erregereinschleppung.

3. Untersuchungsgang

Klassische Methodik Molekulare Methodik
Stufe 1
Nachweis von Virusisolierung rRT Duplex PCR
influenza A Virus (embryonierte HOhner- (M, 1C2)
eier, Hdmagglutinations-
Negativ Positiv test)
v
Stufe 2 . \
Identifizierung anzeige- ; el AT Duplex PCR (H5. N1
phichtiger avidrer Serologische Identifizierung AT F::JFF{ ‘;” i b
Influenza Viren HAH (HA 5, HA 7, andere)
v v H7 HS
Mon HE/H7* H5/H7
X% L L k)
Stufe 3 Tierversuch H5 baw. HT RT PCR, HAo Schnittstelle
! (IR Direkte Sequenzierung rRT PCR fir
Pathotypisherun
pisiecing ] HAg Schnittstelle HS *Qinghai® **
L
Negativ
LEAIN HPAIV
y
Il Paositiv

* WP erforderlich, sofern infektions-
begleitende Erkrankungen und Todes-
falle auftreten sollten

Endbefund

** Neuentwicklung des IVD
(s Hoffmann et al., 2007)
Abbildung 4: Zusammenfassung des formalen Ablaufs der Untersuchungen
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3.1 Direkter Erregernachweis

3.1.1 Probenaufbereitung

Organe und Gewebe konnen gepoolt werden, nur Fékalmaterial ist gesondert zu behandeln. Fazes und
Organe sind in antibiotischem Medium im geschlossenen Homogenisator zu zerkleinern (Sicherheitsvorkeh-
rungen zur Vermeidung von Aerosolen sind zu beachten), um eine etwa 10%ige Suspension herzustellen.
Zur Entfaltung der antibiotischen Wirkung sind die Suspensionen fir mindestens 30 Minuten bei Um-
gebungstemperatur (bei 4 °C entsprechend langer) stehen zu lassen und danach durch Zentrifugieren zu
klaren (z. B. 800 bis 1000 g fiir 10 Minuten).

3.1.2 Virusisolierung in embryonierten Huhnereiern

Pro Probe sind 3-5 embryonierte, 8 bis 10 Tage vorbebritete Hihnereier mit je 0,1 bis 0,2 ml des geklar-
ten Uberstandes aus 3.1.1 in die Allantoishéhle zu verimpfen. Die Eier sollten aus einer spezifiziert patho-
genfreien (SPF) Herde stammen; im Notfall kbnnen auch Eier aus einem Bestand verwendet werden, der
nachweislich frei von Influenza-Antikérpern ist. Die beimpften Eier werden bei 37,0 °C bis 37,8 °C weiter-
bebritet und taglich durchleuchtet. Eier mit toten oder absterbenden Embryonen sind auf 4 °C abzukuh-
len, ebenso alle verbliebenen Eier 5 Tage nach der Beimpfung. Die Allantois- und Amnionflissigkeiten
(AAF) sind auf Hamagglutination zu untersuchen. Lasst sich keine Hamagglutination feststellen, wird die
unverdiinnte AAF erneut auf Eier verimpft (2. Eipassage). Wird Hamagglutination festgestellt, so muss eine
bakterielle Kontamination ausgeschlossen werden (Sterilitatsprobe). Sind Bakterien vorhanden, so wird die
AAF sterilfiltriert (0,22 um Membranfilter) und nach Zugabe weiterer Antibiotika erneut auf embryonierte
Eier verimpft. Kann in zwei aufeinanderfolgenden Passagen keine hamagglutinierende Aktivitat festge-
stellt werden, gilt die Probe als negativ fir replikationskompetente IAV.

Zellkulturen sind wegen ihrer geringeren Sensitivitat fur die Isolierung von aviédren Influenzaviren derzeit
ungeeignet.

3.1.3 Antigen-Schnelltest

Fur den Nachweis von Influenzavirusantigen binnen 20 bis 40 Minuten wird eine Reihe von konfektionierten
Testbestecken kommerziell angeboten. Diese Tests zeichnen sich durch eine sehr einfache Handhabung
aus und wéren daher auch durch Laien und direkt im Stallbereich anwendbar. Derzeit liegen jedoch nur
begrenzte Erfahrungen im Umgang mit diesen Tests im Felde vor. Aus experimentellen Untersuchungen,
u. a. im NRL, wurde jedoch eine gegentiber der Virusisolierung und den PCR-Nachweisverfahren deutlich
verminderte Sensitivitat dieser Tests erkennbar. Somit sind diese Tests nicht fir eine Ausschlussdiagnostik
am Einzeltier einsetzbar, da ein negatives Ergebnis das Vorhandensein anzeigepflichtiger Influenzaviren
des Typs A nicht sicher ausschlielt. Diese Tests (auch wenn eine formelle Zulassung des FLI vorliegt)
kénnen also derzeit bestenfalls fiir eine (nicht-amtliche!) grob orientierende Voruntersuchung eingesetzt
werden und ersetzen niemals Untersuchungen nach 3.1.2 oder 3.1.4.
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3.1.4 Nachweis viraler RNA mittels RT-PCR

Aus Kloaken- und Rachentupferproben oder aus Organ- und Fazesmaterial kann virale RNA mittels RT-PCR
oder real-time RT-PCR (RT-qPCR) nachgewiesen werden. Der RT-gPCR ist aufgrund ihrer héheren Sensitivi-
tat und des geringeren Kontaminationsrisikos der Vorzug zu geben. Die PCR kann als screening-Test vor der
einer Virusisolierung, parallel dazu oder als Bestatigungstest (z. B. hdmagglutinierende AAF) eingesetzt
werden. Fir den Ja-/Nein-Nachweis von Influenza A-Virus-RNA wird eine RT-gPCR durchgefiihrt, die ein
Fragment des Matrix-, Nukleokapsid- oder PB1-Gens amplifiziert (Abb. 4, generische PCR). Dariiber hinaus
werden RT-gPCR-Tests zum subtypspezifischen Nachweis von H5-, H7- und ggf. weiteren AlV Subtypen ein-
gesetzt. Die durch das Referenzlabor der EU derzeit validierten Methoden sind dem Diagnostikhandbuch
der EU zu entnehmen oder kénnen im Nationalen Referenzlabor (NRL) abgefragt werden. Gegeniber den
Angaben des Diagnostikhandbuchs werden im NRL erweiterte RT-qPCR-Methoden eingesetzt (Abb. 4), die
auch den Einsatz einer internen Kontrolle zum Ausschluss falsch-negativer Befunde durch PCR-Inhibitionen
umfassen. Methodik und Referenzmaterial kdnnen im NRL abgefordert werden.

Weiterhin sind kommerzielle RT-gPCR Kits fiir den generischen Influenzavirusnachweis zugelassen (Tabelle
1).

3.1.5 Kommerziell erhaltliche Diagnostika

Tabelle 1: Vom FLI zugelassene PCR-Kits zum Nachweis von RNA avidrer Influenzaviren (Stand 03/2015)

VIROTYPE Influenza A Qiagen FLI-B 538
Real-time RT-PCR Testkit zum Nachweis des Influenza A-

Virus

Kurzform: VIROTYPE Influenza A

Kylt Influenza A Real-Time RT-PCR Anicon FLI-B 672

Detektionskit zum Nachweis von Infuenzavirus Typ A

Kurzform: Kylt Influenza A

Tabelle 2: Zu kalkulierende Dauer des Nachweises und der Charakterisierung aviarer Influenzaviren.

Methodik Dauer

PCR generischer Influenzanachweis 1 Tag

PCR Subtypisierung (H5, H7) 1 Tag
Pathotypisierung mittels Nukleotidsequenzierung 1-2 Tage
Virusanzucht und Subtypisierung 14-21 Tage
Bestimmung der Pathogenitat mittels Tierversuch (IVPI) [Voraussetzung: 14 Tage
Verfligbarkeit eines Virusisolates]
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3.1.6 Molekulare Pathotypisierung

Die Bestimmung des Pathotyps von AIV der Subtypen H5 und H7 kann durch Nukleotidsequenzierung der
endoproteolytischen Spaltstelle im HA Gen vorgenommen werden. Hierzu wird das fragliche Fragment des
Gens durch konventionelle RT-PCR amplifiziert, extrahiert, sequenziert und die Animosauresequenz dedu-
ziert. Eine polybasische Aminosauresequenz der Spaltstelle signalisiert hohe Pathogenitat des Virus. Die
Durchfuhrung und Bewertung dieser Untersuchungen bleibt dem Nationalen Referenzlabor fiir Aviare
Influenza vorbehalten.

3.1.7 Pathotypisierung mittels Tierversuch

Die Pathogenitat eines AIV Isolates kann auch durch einen Tierversuch ermittelt werden. Hierzu werden
ca. sechs Wochen alte Hiihner intravends mit einem AlV Isolat inokuliert und fur 10 Tage beobachtet. Aus
den resultierenden klinischen Symptomen, deren Bewertung in den einschlagigen Rechtsvorschriften fest-
gelegt ist, wird ein Index errechnet (intravendser Pathogenitatsindex, IVPI), der zur Pathigenitats-
bestimmung herangezogen wird. Isolate mit einem IVPI >1.2 sind als hochpathogen einzustufen.

Fur diese Methode ist im Gegensatz zur molekularen Pathotypisierung ein replikationskompetentes
Virusisolat erforderlich. Diese Methode ist zur Pathogenitatsbestimmung aller AlV Subtypen geeignet.

3.2 Indirekter Virusnachweis

3.2.1 Antikdrpernachweis im ELISA

Zur allgemeinen Voruntersuchung auf Antikérper gegen Influenza-A-Viren sind vor allem ELISA Tests geeig-
net, bei denen Antikdrper nachgewiesen werden, die gegen die gruppenspezifischen Antigene gerichtet
sind. Die Anwendung kommerzieller ELISA-Kits erfolgt nach den Empfehlungen des Herstellers. Hierbei ist
auf das Vorliegen einer Zulassung fir amtliche Untersuchungen der einzusetzenden Tests durch das FLI zu
achten (Tabelle 3).

Tabelle 3: Vom FLI zugelassene kommerzielle ELISA-Kits zum Nachweis von Antikdrpern gegen aviére
Influenzaviren (Stand 05/14).

Avian Influenza Virus Antibody Test Kit BioChek BFAV-B 361
Kurzform: Al ELISA

Avian Influenza Virus Multispezies Antikorper Testkit BioChek FLI-B 472
Kurzform: Al MSp ELISA

Testkit zum Nachweis von Antikdrpern gegen das Virus IDEXX BGVV-B 219

der Aviaren Influenza
Kurzform: FlockChek Al

Testkit zum Nachweis von Antikdrpern gegen das Virus IDEXX FLI-B 444
der Aviaren Influenza, ELISA (MultiS-Screen)
Kurzform: FlockChek Al MultiS-Screen
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Kurzform: FLUACH5

ID Screen Influenza A Antibody Competition ID Vet FLI-B 438
Kurzform: FLUACA

FIUDETECT BE Kurzform: ASFLU1 Synbiotics FLI-B 488
FLOCKTYPE recAlV Screening, ELISA-Testkit zum Nach- Qiagen FLI-B 435
weis von Antikérpern gegen das Virus der Aviaren In-

fluenza in Huhn und Pute

Kurzform: FLOCKTYPE recAlV Screening

IDScreen Influenza H5 antibody Competition. ID Vet FLI-B 506

3.2.2 Antikérpernachweis mittels Hamagglutinationinhibition (HI)

Im Falle positiver Reaktionen im ELISA missen die Antikdrper mittels HI subtypisiert werden; hierbei sind
zumindest Antikoérper gegen die Subtypen H5 und H7 auszuschlieBen. Gezielte Untersuchungen auf Anti-
korper gegen Influenzavirus vom Subtyp H5 oder H7 oder einen anderen H-Subtyp kénnen mit dem HI unter
Einsatz des H-Subtyp-spezifischen Antigens erfolgen. HI-Untersuchungen des EU-kofinanzierten Haus-
geflugelmonitorings sind mit den durch das Referenzlabor der EU vorgeschriebenen Antigenen durchzufih-
ren. Aliquots dieser Antigene koénnen gebihrenfrei beim NRL-AI des FLI abgerufen werden. HI Untersu-
chungen im Rahmen anderer Programme, insbesondere gebihrenpflichtige Untersuchungen, fuhren die
Untersuchungseinrichtungen mit kommerziell bezogenen oder selbst hergestellten Antigenen ihrer Wahl

durch.

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit

Sudufer 10, D-17493 Greifswald - Insel Riems, www.fli.bund.de
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