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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

In den letzten Jahren wurden durch die aktuellesbfiiche der aviaren Influenza (Al)
in Asien, Afrika und Europa vielfaltige und konterge Diskussionen uber die
maoglichen Routen der Ausbreitung des aviaren InftaeA-Virus (AlV) gefihrt. Im
Regelfall infizieren sich AlV-empfangliche Voégel dinrSaugetiere mittels Inhalation
virushaltiger Aerosole oder durch direkten und riekiien Kontakt. Eine weitere
vorstellbare Infektionsquelle kdnnten belebte Vedmosein, zu denen auch die Rote
Vogelmilbe (RVM,Dermanyssus gallinae) gehort (\MALIENTE MoORO et al., 2005).

Die RVM ist der am haufigsten in Legehennenhaltungezutreffende Ektoparasit
(SCHMASCHKE und RBBECK, 1997; LeBiscH und LEBiscH, 2003). In der

Vergangenheit wurde die RVM schon mehrfach als dekir verschiedene Viren und
Bakterien identifiziert, zum Beispiel flir das Gejllipockenvirus oder fir das
Bakterium Erysipelothrix rhusiopathiae (BRoDY, 1936 (zit. von YNKER, 1973);

SHIRINOV et al., 1972; BIricO et al., 2003; BANNSTROM et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob ®¥M bei einer Blutmabhlzeit an
einem Huhn, das mit AlV infiziert und in der virésohen Phase ist, AIV mit aufnimmt.
Weiterhin sollen die Mdglichkeit einer Virusvermahg und die Dauer der Persistenz
des AlV in der RVM untersucht werden.

Eine weitere wesentliche Fragestellung ist, ob Adifizierte RVM durch einen

erneuten Saugakt AlV-naive Huhner infizieren konri@enkbar ist, dass Vogelmilben,
die nach einem Al-Seuchenfall nicht vollstandig aiuReinigungs-, Entwesungs- und
Desinfektionsmal3hahmen aus den Stallungen elimimiarden, bei Wiederbelegung
eines Stalles an AlV-naiven Hihnern Blut saugen dabei AIV Ubertragen. In der
Vergangenheit ist es mehrmals zu erneuten Seuchierieinen nach Wiederbelegung
von Stallungen gekommen, in denen vorausgehendiifl¥ierte Hihner oder Puten

und sehr wahrscheinlich auch RVM lebten.



2 VERZEICHNISSE

Als Vektor wird allgemein ein belebter UbertragemvKrankheitserregern bezeichnet
(WIESNER und RBBECK, 2000). Es wird unterschieden in mechanische uolddische
Vektoren. Ein mechanischer Vektor ist selbst nighfiziert und stellt einen
Transportwirt oder Zwischentrager dar, da er defekhionserreger nur als Vehikel
dient (TENTER, 2006). Es handelt sich bei diesem Infektionswageine Kontakt- oder
Schmierinfektion durch einen Transportwirt, an odar dem das Virus haftet
(THRUSFIELD, 1986; MARTIN et al., 1987; ksT, 1988). Der biologische Vektor stellt
dagegen einen echten Wirt dar, der bei der Ubemm@ggon Infektionserregern als
Zwischenwirt fungiert (ENTER, 2006). Im Zwischenwirt konnen sich diese Erragier
auch im Vertebraten, der den Endwirt darstellt, mediren. Bei einem Arbovirus
(arthropod-bane) beispielsweise handelt es sich um ein Viras, durch Arthropoden
Ubertragen wird und sich sowohl in Arthropoden algh in Vertebraten vermehrt
(WiesNErRuNd RBBECK, 2000; MoDROW et al., 2010).

In der Verordnung zum Schutz gegen die Gefligelf@sfiPestSchV, 2009) ist eine
21-tagige Frist vom Ende der Schlussdesinfektianzoir Wiederbelegung der Stalle
vorgeschrieben. RVM kénnen aber bis zu neun Momdiree erneute Blutmahlzeit
Uberleben (WRDENFORSet al., 1999b). Deshalb wird ebenfalls untersuah¢ lange
die RVM infektibses AIV enthélt und ob ihr dadurdh der Epidemiologie eine
besondere Bedeutung zukommt. Auch diese wesentliémage soll durch

experimentelle Untersuchungen geklart werden.

Auch der Einfluss des chemischen Desinfektionsisitieopredisah 135-1 auf die
RVM wird geprift. Inre Bekdmpfung ist schwierig,mateinen dadurch, dass sie sich im
Stall in kleinste Ritzen zuriickziehen kann, in Aiearizide oder Desinfektionsmittel
nicht eindringen kdnnen. Zum anderen, weil sie iaufe der letzten Jahre begonnen
hat, Resistenzen gegen die herkommlich eingesefstgrarate zu entwickeln. Dadurch
und bestarkt durch die hohen 6konomischen VerldsteGefligelwirtschaft durch die
RVM, wird verstarkt nach Alternativen zur Bekampgugeforscht. Ob Neopredisan
135-1 eine Alternative darstellen kann, soll duichvitro Experimente abgeklart

werden.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Die Rote Vogelmilbe Dermanyssus gallina®e GEER, 1778

Die Rote Vogelmilbe (RVM)Dermanyssus gallinae, wird in folgender Weise in die
Systematik der Arthropoda eingeordnet (SystematdhricKERT et al., 2005):

Phylum: Arthropoda
Subphylum: Amandibulata
Classis:Arachnida
SubclassisAcari (Milben i. w. S. = Zecken und Milben)
Superordo: Parasitiformes (Anactinotrichida)
Ordo: Mesostigmata (Gamasida = Kafermilben)

Familia: Dermanyssidae

Genus: Dermanyssus

SpeciesDermanyssus gallinae

2.1.1 Anatomie und Morphologie der Roten Vogelmilbe

Die KorpergrofRe adultdRVM ist abhéngig vom Grad ihrer Blutfillung. Siehs@nkt
dadurch zwischen 0,6-1,0 mm Lange und 0,3-0,4 meitd&rDie RVMist nlichtern von
grau-weil3er Farbe und erhalt erst durch die Aufrelion Blut die namensgebende rote
Farbung (®ATzL und KOHLER, 1968). Der Korper der RVM ist schwach chitinisier
und sparlich beborstet ¢8MASCHKE und RIBBECK, 1997). Kopf und Koérper sind zu
einer Einheit, dem Idiosoma, verschmolzen. Sietbesin Rickenschild, welches den
Rucken nicht vollstandig bedeckt, und vier starbdystete Beinpaare (Abbildung 1).
Die Mundwerkzeuge werden als Gnathostoma bezeichmelches sich aus den
paarigen funfgliedrigen Pedipalpen, dem Hypostord den paarigen dreigliedrigen
Chelizeren zusammensetzt uius und LOOSFRANK, 1997; SHMASCHKE und
RiBBECK, 1997). Die Munddffnung mindet in den Saugpharydey Uber den
Mitteldarm, ausgestattet mit ein bis sieben Pa@kndsacken und Drisen, in den
Enddarm fihrt (Ucius und LOOSFRANK, 1997). Als Atmungsorgane sind ein Paar
Tracheen mit seitlichen Stigmen angelegt, die #hter Hohe der vorderen Begrenzung
der vierten Hufte liegen (FFMANN, 1987; lucius und LOOS-FRANK, 1997). Die Larve

ist durch ihre geringe KorpergrofRe ein Hautatmetulfe Mannchen besitzen ein Paar
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Hoden und zwei Vasa deferentia, die von den Tdstiker Gonophore fihren. Beim
adulten Weibchen ist ein einzelnes Ovar angeleglcives durch einen Ovidukt mit der
Genital6ffnung verbunden ist (ML und $SHEARER, 1997). Die jeweiligen
Geschlechtsoffnungen liegen ventrokaudal der Gesiittvalplatte. Die Larven besitzen
nur drei Beinpaare. Uber vier Beinpaare verfiigegedan die zwei Nymphenstadien
und die adulte Form. Das vorderste der vier Beirgaker adulten Milben beider
Geschlechter besitzt zusatzlich zur Fortbewegungtefunktion (lucius und Loos
FRANK, 1997). Zur Wirtsfindung dienen den Milben feinmr&shaare an den Tarsen
der ersten Beinpaare sowie an den Palpen (Abbildljpgbei denen es sich um
olfaktorische und mechanosensitive Rezeptoren Hiafickuz et al., 2005; EONOVICH,
2006).

Pedipalpus

Pratarsus

Tarsus

Genitaloffnung
Stigmata

Dorsalplatte Analplatte

Abbildung 1: Dermanyssus gallina€’: dorsal und ventral (ECKERT et al., 2005)

2.1.2 Ontogenetische Entwicklung der Roten Vogelmilbe
Der Lebenszyklus der RVM wurde erstmalig voro®b (1917) beschrieben. Nach der
Befruchtung beginnt das Weibchen innerhalb von #8tiinden mit der Eiablage. Ein

Weibchen kann in seinem Leben ungefahr 30 Eierymieden. Nach jeder Blutmahlzeit
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werden vier bis acht Eier abgelegtcASCHKE und RIBBECK, 1997). Die Eier der
RVM sind ca. 400 x 260 um grof3, ellipsoid, glattduperlweil3 (GAuveE, 1998;
PauLus und WEyGoLDT, 2004). Die schlupfende weilRe, sechsbeinige Laivemt
keine Nahrung auf. Sie hautet sich nach etwa eihaghzur achtbeinigen hamophagen
Protonymphe. Diese hé&autet sich zwei bis drei Tagehnder Blutaufnahme zur
Tritonymphe, die sich nach einer weiteren Blutmatilzum Adultus entwickelt. Eine
Deutonymphe fehlt bei der Entwicklung der RVMA(RRUS undWEYGOLDT, 2004). Der
Generationszyklus dauert je nach Umweltbedingungegben bis zwolf Tage
(KIRKwoOOD, 1963; GiauvE, 1998). Die ideale Temperatur fur die Entwickluder
RVM liegt zwischen 20-30 °C (DRDENFORsSet al., 1999a, 2000;UECcl et al., 2008a,
2008b). Die gunstigste relative Luftfeuchte liegtischen 70-90 % (BCHER, 1998).
Die langste Lebensdauer von RVM wurde mit bis zunn&lonaten nachgewiesen

(NORDENFORSet al., 1999b).

2.1.3 Vorkommen und Epidemiologie der Roten Vogelmilbe

Die RVM ist die haufigste, weltweit vorkommende &stenart beim Hausgefligel
(SEDDON, 1968; $HMASCHKE und RIBBECK, 1997; &NCEK, 2003; LEBISCH und
LiEBISCH, 2003; THEKISOE et al., 2003; BRONDA et al., 2004; @y et al., 2004;
BoGDANOVA, 2005; O"@NNOR et al., 2005). Hauptsachliche Wirte sind Hihned un
anderes Nutzgefligel. Sie verhalt sich wenig wirzsfisch und beféllt auch andere
Vogel, Saugetiere und den MenschenaNBL und CERNY, 1971; DECLERQ und
NACHTEGAELE, 1993;MEHLHORN et al., 1993; BKR et al., 1995; @AuUVE, 1998; BCK,
1999; ROSEN et al., 2002; RENDS 2004; EsSTON, 2004; RuLus und WEYGOLDT,
2004; HhAG-WACKERNAGEL, 2005; Beck und RNTCHEV, 2006; Bck und FFISTER
2006; MGNON und LossoN 2008; HhAG-WACKERNAGEL und BRCHER, 2010). Die
RVM tritt in den Sommermonaten aufgrund der fir g@nstigen klimatischen
Verhéltnisse massenhaft auf R(FzsCHE 1962; RATzL und KOHLER, 1968;
NORDENFORSet al., 1999a, 1999b). Warme, feuchte, dunkle whdnsitzige Stallungen
begiinstigen die Entwicklung von grofRen Populatigiieere und RBBECK, 1982).

Die RVM ist ein temporarer, nachtaktiver Parasdr dur nachts und bei Dunkelheit

seine Wirtstiere aufsucht und sich nach dem Blytsauvieder in seine Verstecke in
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der Umgebung zurickzieht §8uve, 1998; LeBISCH und LEBISCH, 2003; ®KOL et
al., 2008). Den Weg zum Wirt weisen vermutlich L@&arme und Erschitterung.
RVM fallen zwar auch auf ihre Wirtstiere, tun degser im Gegensatz zu Zecken nicht
gezielt (MAURER et al., 1987; LeBISCH und LIEBISCH, 2003). Im Versteck abgegebene
Pheromone dienen dazu, den Rickweg zu findemp(kEN, 2001). Das typische
Aggregationsverhalten der Milben wird ebenfallsatuPheromone gesteuert und dient
der Partnerfindung (EBIScH und LEEBISCH, 2003). Die RVM kann bis zu neun Monate
ohne Nahrungsaufnahme Uberleben, wenn es die sdtieti Faktoren Lufttemperatur
und relative Luftfeuchte erlauben QNDENFORset al., 1999b). Auch Weibchen, die
l&anger als funf Monate nuchtern waren, kdnnen sath erneuter Blutaufnahme weiter
reproduzieren (BCHER, 1998). Tiefe Minustemperaturen {20 °C) und grofRe Hitze
(> 45 °C) vertragen RVM nicht (DRDENFORSet al, 1999a). Sehr empfindlich sind sie
gegen Austrocknung oder NasseKERT et al., 2005). Im Winter kommt es durch diese
Einflisse zu einem Populationsabfall der RVMIECI et al., 2008a, 2008b). Verbreitet
wird die RVM von Betrieb zu Betrieb v. a. mittelseEkartons und Mitarbeitern sowie
Wildvogeln und Nagern (ATELL und ARENDS 1990; EEKERT, 2005).

2.1.4 Die Rote Vogelmilbe als Parasit beim Geflugel

Die Bisse der RVM sind schmerzhaft und verursacHentirritationen. Infolge des
Scheuerns durch den Juckreiz kdnnen Sekundariofedtiauftreten (SHMASCHKE und
RiBBECK, 1997). Die Gefiederpflege der Vogel steigert sieldurch um ein Vielfaches.
Durch das bestandige Picken am Gefieder drohend®&ghig und Verlust von Federn
(KILPINEN et al., 2005). Befallenes Geflugel ist infolgea#sssehr unruhig und
schreckhaft. Tagsuber zeigt es meist ein vermetbtafbedirfnis (SHMASCHKE und
RiBBECK, 1997). Nach Eintritt der Milben in die natirliché&kdrperéffnungen der
Wirtstiere kdnnen Rhinitis, Otitis externa und Kamktivitis entstehen (BIFFMANN,
1987; ScHMASCHKE und RIBBECK, 1997). Starker Befall fihrt zur AnamieufIGMANN
et al., 1970; lBFFMANN, 1987; WSOROABA 2001; KECECI et al., 2004). Eine adulte
Milbe entzieht dem Wirtstier pro Saugakt etwa 2@DRlut (LIEBISCH und LEBISCH,
2003). Zur Kompensation des Blutverlusbes sehr stark befallenen Hennen wiath
KILPINEN (1999) die Hamatopoese gesteigert. Oft werden rdefle Apathie und
Abmagerung bis hin zur Kachexie beobachtet. Ein@lde Mortalitdt ist dann die
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Folge (KRkwooOD, 1967a, 1967b; iHPE und RBBECK, 1982; ATELL und ARENDS
1990; HOGLUND et al., 1995; WJcKK et al.,, 2000; RKLE et al., 2006). Bei stark
befallenen Hihnern kommt es haufig zu einem Rudjgder Legeleistung. Dies ist
eine typische Reaktion bei erheblich stressbeksteidividuen. Durch den Stress wird
die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-(HHG)-Achsétimiart. Die Inaktivierung
dieser Hormonkaskade kann zur vdlligen Unfruchtearkihren. Ursache hierfur ist
das negative Feedback hoher Katecholamin- und ®&arkkoidtiter auf die HHG-
Achse (MMELMANN et al., 1996). Die hohen Glukokortikoidspiegel Ir&en weiterhin
eine reduzierte Futteraufnahme und eine verzogemeunantwort (ATELL und
ARENDS 1990; KowALSKI und SKOL, 2009). Durch einen Milbenbefall konnen beim
Gefligel auch Entwicklungsstérungen und Mausergmlel auftreten (SHAMASCHKE
undRIBBECK, 1997).

Die RVM besitzt eine hohe wirtschaftliche Bedeutwhgch den Abfall der Lege- und
Mastleistungen. AuBerdem erhoht sich der Anteil 8ehmutzeier, da Huhner mit
Milben stark infestierte Legenester nur ungern @etien und ihre Eier bevorzugt auf
dem Boden abgelegen i@#E und RBBECK, 1982; RBBECK, 1992; KLPINEN, 1999;

CosOROABA 2001; ARENDS 2004; KLPINEN, 2005; KLPINEN et al., 2005; RKLE et

al., 2006). Beispielsweise gibt die niederlandistlegehennen-Industrie an, jahrlich
11 Millionen Euro fir die Bekampfung und durch d®/M verursachte Schaden

aufzuwenden (ous et al., 2005).

2.1.5 Diagnose

Die Diagnose eines Befalls wird durch den direki&thweis der Milben gestellt, die
mit bloiem Auge oder mittels einer Lupe zu erkensienl. Sie halten sich tagstber
meist in Ritzen und Spalten des Stalls verborgesh sind besonders in der direkten
Umgebung der Huhner zu finden AMRER et al., 1987). Bei der Sektion von toten
Vogeln kdnnen Milben Uberall am Korper des Tieadser auch in der Schnabelhdhle,
im Kropf und im Magen-Darm-Trakt gefunden werdems@®cCk, 1992; HMASCHKE
und RIBBECK, 1997). Differenzialdiagnostisch missen alle Milggezies in Betracht

gezogen werden, die der RVM morpho-logisch &hn&in.weitaus haufigsten wirdie
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RVM mit Ornithonyssus sylviarum CANESTRINI und FANZAGO, 1877, der Nordischen

Vogelmilbe (Familie Macronyssidae) verwechseltKERT, 2005).

2.1.6 Bedeutung der Roten Vogelmilbe als Vektor fur verdtiedene
Krankheitserreger

Die Relevanz von Zecken als Vektoren fiur verschmederankheitserreger bei Mensch
und Tier ist schon lange bekannt. Fir Zecken ist dbertragung von Babesien,
Borrelien und Arboviren, wie das Virus der Frihsoamivieningoenzephalitis (FSME),
gesichert (BRATTON und CoREY, 2005). Weniger gelaufig ist, dass auch Milben als
Ubertrager von Krankheitserregern fungieren kon(\ésLIENTE MORO et al., 2005).
Die Ubertragung von verschiedenen Bakterien undcerVidurch hamophage Milben
konnte von mehreren Arbeitsgruppen experimentdédienverden. In unseren Breiten
ist die RVM besonders relevant, da sie am haufigstgkommt (GiAuveE, 1998). In
den Tabellen 1 und 2 sind Bakterien bzw. Viren eafifgrt, die von RVM Ubertragen
werden konnen. Die Definitionen der verwendeten rifeg fur unterschiedliche

Vektoren werden im Folgenden kurz erlautert:

Biologischer Vektor: Beim biologischen Vektor handelt es sich um eieelnten Wirt,
was epidemiologisch besonders bedeutsam ist. Belldamsmission von Infektions-
erregern durch biologische Vektoren wird nochmalgisehen Zwischenwirt und
Endwirt unterschieden ENTER, 2006). Im Zwischenwirt befinden sich bei Parasite
ungeschlechtliche Stadien, die sich durch Wachstdar Differenzierung weiter
entwickeln oder sich vermehren. Im Endwirt dagegemeicht der Parasit die
Geschlechtsreife und bildet Fortpflanzungsproduf&esNer und RBBECK, 2000;
TENTER, 2006). Arboviren werden durch Arthropoden vetateiund durchlaufen
sowohl im Arthropoden als Zwischenwirt als auch Wfartebraten als Endwirt eine
Vermehrung. Voraussetzung dafir ist, das auch éptbdenzellen vom Virus infiziert
werden kdnnen (Mbrow et al., 2010). Beim nachsten Blutsaugen an eineumem Wirt
kann dieser infiziert werden. Mit einem biologisnhéektor kann das Pathogen viel
weiter und haufiger als bei der mechanischen Tr&ésom weitergetragen werden
(MARTIN et al., 1987).
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Mechanischer Vektor: Die mechanische Ubertragung durch einen kontaemam
Saugrussel blutsaugender Arthropoden ist ein wvegitdiransmissions-weg. Dieser
erregerunspezifische Weg stellt eine Kontakt- o@ehmierinfektion durch einen
Transportwirt oder Zwischentrager dare{iter, 2006). Voraussetzung dafir ist, dass
der Arthropode kurz nach der ersten Blutaufnahmeimem infizierten Wirt ein zweites
Mal an einem weiteren, naiven Tier saugt. Zum Huafteer Infektion muss eine
ausreichend hohe Erregerdosis Ubertragen werdenselen vorkommt, da im Vektor
keine Vermehrung des Erregers stattfindetRUSFIELD, 1986; MARTIN et al., 1987;
LAST, 1988). Als Sonderform einer mechanischen Ubeuntrggkann die orale
Aufnahme von erregerhaltigen Vogelmilben angesehgarden. Durch eine
massenhafte orale Aufnahme vom Wirt kann eine tdekhervorgerufen werden,
sofern die pathogenen Agenzien nicht zuvor veraerden (MONREAL et al., 1971;
LieBIscH und LIEBISCH, 2003;VALIENTE MOROet al.,2007b).

Experimenteller Vektor. Die Transmission des Pathogens durch den jewsilige
Vektor wurde bisher nur im Labor nachgewiesen. kEstdhen Zweifel an der
epidemiologischen Bedeutung dieses Ubertragungsyetge keine Vermehrung des
Bakteriums, des Virus oder des Parasiten im Velasigestellt werden konnte. Bei der
RVM ist die biologische Ubertragung von Pathogetretz einiger Untersuchungen
noch immer ungewiss, da sich die Ergebnisse vorolexiperimenten schwerlich auf
die Verhéltnisse in der Umwelt Gbertragen lasses. \Wurden bislang keine
Untersuchungen publiziert, die belegen, ob errajgge Vogelmilben eine Anderung
ihres Verhaltens zeigen oder ob ihre Reprodukt@sigingen beeinflusst werden. Es
existieren auch keine Nachweise zu erregerbedingteakroskopischen oder
histologischen Organveranderungen oder spezifigainegernachweise aus einzelnen
Organen/ Organsystemen der Vogelmilben. Die folganélbschnitte und die Tabellen
1 und 2 bieten eine Ubersicht zu den bisher duféihgeen Studien.

2.1.6.1 Bakterien

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten mehrere gdfiateogene Bakterien erfolgreich
aus der RVM isolieren. Die folgende Tabelle 1 giine Ubersicht (ber die
nachgewiesenen Bakterien und die von ihnen beimlu@sf hervorgerufenen

Erkrankungen.
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2.1.6.2 Viren

Aus der RVM wurden bereits verschiedene Viren ebl(Tabelle 2). Zur besseren
Ubersichtlichkeit wurde die Auflistung der Virenrand ihres Genoms vorgenommen.
Fur manche Viren konnte experimentell eine Ubednagauf einen neuen Wirt bei dem
Saugakt der Milben nachgewiesen werden. Einige eatogeben zuséatzlich die

Persistenz des Virus in der Milbe an. Eine trangella oder transstadiale Ubertragung
konnte nur sehr selten festgestellt werden (Tal8lleDie meisten Autoren sind der

Ansicht, dass die Virusubertragung durch die RVMrkeeine epidemiologische Rolle

spielt, da eine Virusvermehrung innerhalb der Mitiher nicht nachgewiesen werden
konnte (Tabelle 2).

Eine gelungene Ubertragung von AIV durch einen Aaploden einschlieBlich der
RVM wurde bisher noch nicht dokumentiert. Es koraiber von zwei Arbeitsgruppen
der H5N1-Nachweis aus folgenden Insekten gefuhnmdere \WwaABE et al. (2006,

2009) wiesen das Virus in der Schmeil3fliegaliphora nigribarbis auf einer Farm

nach, wo es kurz zuvor zu einem Ausbruch der Geffigst gekommen war.
BARBAZAN et al. (2008) konnten hochpathogenes AIV (H5N1}y dulutgefulliten

Stechmicken-Weibchen der ACulex tritaeniorhynchus Giles isolieren. Am Tag nach
der Sammlung der Moskitos mittels verschiedener Rdifallen kam es zu einem
H5N1-Ausbruch auf dem beprobten Betrieb. Es wurdem keiner der beiden
Arbeitsgruppen weitere Untersuchungen zur Transamsses AlV durch die Insekten

durchgeflhrt.
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2.1.6.3 Parasiten
Bisher wurde nurLankesterella sp. bzw. Atoxoplasma sp., der Erreger der
Atoxoplasmose, aus der RVM isoliertalNson (1958, 1960) wies die Rolle der RVM

als mechanischer Vektor fur diesen Parasiten nach.

2.1.7 Malinahmen zur Bekdmpfung der Roten Vogelmilbe

Die RVM stellt in der Nutzgefligelhaltung durch dieon ihr verursachten
Krankheitsbilder und die damit einhergehenden wlvadtlichen Verluste ein ernst
zunehmendes Problem dar. Diese Problematik hatisicten letzten Jahren deutlich
verscharft, da ihre Bekampfung immer schwierigemdw(ARKLE et al., 2006;
SPARAGANO et al., 2009). Die RVM kommt in nahezu allen Ggélhaltungen vor,
Legehennen sind jedoch am starksten betroffen, idaam langsten in einem
Stallgebaude verbleiben. Ursachen fir die Problemieder Bekdmpfung sind erstens
der relativ kurze Lebenszyklus und die versteclkdkdnsweise der Milben, zweitens die
derzeitige Gesetzgebung, welche die Mdoglichkeitenraedikamentellen Bekdmpfung
stark limitiert und drittens die Zunahme von Resigen der Milben gegeniber den
gebrauchlichen Akariziden (@uve, 1998;CHIRICO und TAUSON, 2002; LEBISCH und
LiEBISCH, 2003). AuBerdem muss beachtet werden, dass ue der Bekampfung in
direkter oder indirekter Weise in die Umwelt einfireda die wenigsten Malinahmen
nur auf den Parasiten ausgerichtet sind. Und sshhalich missen die Bekampfungs-
methoden und -praparate fur die Praxis anwendbdrfumanzierbar sein (EBISCH,
1996; LEBISCH und LIEBISCH, 2003).

Idealerweise sollte ein Stall mdglichst sauber ahde Ritzen und Fugen gebaut sein,
da sich diese als Verstecke und Ruckzugsmogliatkditr den Schadling anbieten und
seine Tilgung erschweren. Eine Optimierung des Mameents in den Geflugelstallen
gilt als erster Schritt zur Bekdmpfung des Parasii@abei sollten folgende Punkte

beachtet werden:
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1. Anwendung des All-in-all-out-Verfahrens mit moglgtHangen Leerstehzeiten vor
Wiederbesatz.

Regelmalige Reinigung von Kotgrube und Scharrraum.
Staubsaugen des gesamten Stalls in kurzen Abstanden

4. Grundliches Ausspritzen des Stalls mit einem Hogbkleiniger, da Nasse von den
Milben nicht vertragen wird.

5. Sorgféltiger Einsatz von Akariziden: Aerosole smiltmit einem Druck von 540
kPa und einer PartikelgréRe von 40-50 um eingesetztien (8HMASCHKE und
RIBBECK, 1997).

6. Kontrolle der Kisten und Kartons fur Gefligel- uggkrtransporte auf Sauberkeit.

7. Kontrolle des Ektoparasitenbefalls des Gefligelsdem Einstallen und eventuell
vorangehende QuarantaneAMRER et al., 1987; BAUVE, 1998).

8. Verhinderung des Eindringens von Wildvdgeln und é&tegen (ATELL und
ARENDS 1990; RBBECK, 1992; EEKERT, 2005).

MuL und KOENRAADT (2009) entwickelten in diesem Sinne zusammen nméne
Expertenteam eine Checkliste analog des HACCP-({idaZemalysis and Critical
Control Pointd)-Konzepts zur Verhinderung der Einschleppung uredbyeitung der
RVM in Gefliigelbestande. Diese Checkliste wurde wofiandischen und britischen
Geflugelhaltern evaluiert und als praktikabel uitiziich bewertet. Sie konnte demnach
fur Betriebe mit Managementproblemen hilfreich s@yiuL und KOENRAADT, 2009;
MuL et al.,2009).

2.1.7.1 Chemische Bekampfungsmethoden

Die Bekdmpfung der RVM mit chemischen Wirkstoffest derzeit die mit weitem
Abstand am haufigsten angewendete Maflinahme. Inll@aBesind die Wirkstoff-

gruppen und Wirkmechanismen der gebrauchlichsterkdtgffe aufgefuhrt. Mit der
steigenden Zunahme von Resistenzen der RVM gegse dihemikalien gewinnen in

den letzten Jahren die biologischen Bekampfungakiesh an Bedeutung.

% deutsch: Gefahrenanalyse und kritische Lenkundgpun
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Tabelle 3 Haufig eingesetzte Wirkstoffgruppen in der Ektopaasiten- und
Schadlingsbekampfung

(nach LEBISCH, 1996, erweitert)

Wirkstoffgruppe Wirkstoff Wirkung
Chlorierte Hemmung der In- bzw.
DDT, HCH, Lindan Aktivierung Na/ Ka-Kanéle
Kohlenwasserstoffe
(obsolet)

Tetrachlorvinphos,
Dichlorovos, Bromophos,

Organophosphate = Metrifonat, Butonat, Phoxim, Acetvicholinesteraseblock
Phosphorséureester Chlorpyrifos, Parathion, y

Paraoxon, Diazinon,

Heptenophos

Carbamate bzw. Carbaryl, Propoxur, .
Carbamidsaureester Dikresyl, Bendiocarb Acetylcholinesteraseblock
Synthetische Pyrethrum- Cypermethrin, Flumethrin, Hemmuna der In- bzw
Abkdmmlinge = Deltamethrin, Permethrin, Aktivierun gNa/ Ka—KanéIe
Pyrethroide Fenvalerat, Pyrethrin 9
Amidine Amitraz Antagonist der Rezeptorer]

fur Oktopamin

Avermectine (lvermectin,
Makrozyklische Laktone Selamectin, Moxydectin), GABA-Agonisten
Milbemycine

Pyrethrum: Blockade der
Na-Kanéale; Nikotin:
cholinmimetisch (nicht
zugelassen); Rotenon:
Blockade ATP-Synthese

Larvalentwicklungshemmer
bzw. Chitinsynthesehemmar

(Pyriproxyfen)

Pyrethrum, Nikotin, Derris

Pflanzliche Insektizide (Tubawurzel - Rotenon)

Methopren, Lufenuron,

Entwicklungshemmer :
Pyriproxyfen

2.1.7.1.1 Systemische Wirkstoffe

Der Einsatz von systemischen Wirkstoffen ware maiFatterzusatzstoff sinnvoll. Zwar
wird fUr die orale Verabreichung kein teures Spaikgbendtigt, aber effektive Dosen
sind teuer, nur kurzfristig wirksam und oft toxisfilr das Gefligel. Deshalb ist eine
ausgedehnte Nutzung nicht zweckmé&Rig und eine Zutgs wurde bislang nicht
angestrebt (ZvAN, 1987; REYNAUD et al., 1997; 8AuvE, 1998; HMASCHKE und
RIBBECK, 1997; AsH und QUIVER, 1989; EVANEY, 1986). Untersuchungen zu diesem
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Thema wurden mit Carbaryl, verschiedenen Organqgtaien, Sulfonamiden und
makrozyklischen Laktonen wie Ivermectin und Moxidleaurchgefihrt (KRkwooD,
1967b, 1974). Letztere sind im Ziervogelbereichrgabhliche und wirksame Spot-on-
Préaparate (Bck und RANTCHEV, 2006; Tobiscoet al., 2008).

2.1.7.1.2 Ektoparasitika und Desinfektionsmittel

Ektoparasitika und chemische Desinfektionsmitteldea mittels Hochdruckreiniger in
den Stallungen verteilt. Das ideale Akarizid kommjeden Winkel, bleibt lange aktiv
auf Oberflachen, wirkt selektiv auf Parasiten (eeWarmblitertoxizitat) und induziert
keine Resistenzen (BUVE, 1998; ARKLE et al., 2004). Viele Praparate wirken effizient
gegen die RVM, sind jedoch aus umweltschutzredtghcGrinden ungeeignet. Andere
wiederum sind nur unter Laborbedingungen wirksama(@e, 1998). Wichtig fur den
Verbraucher ist aul3erdem die Vermeidung von RUonKsté in und auf HUhnereiern
(HAMSCHER et al., 2002, 2007a, 2007b).

Die Anwendung von Akariziden muss generell mehrfagaderholt werden, da die
Milbeneier oft nicht mit abgetttet werdencf81AScHKE und RIBBECK, 1997). Dies

wird in der Praxis aber oft vernachlassigt und kasturch Selektion zu einer
Resistenzbildung der RVM fuhren. Bei rein akarizisdrkenden Praparaten ist es
maoglich, die Dosis auf das Doppelte bis auf dasrfdehe zu erhdéhen. Weiterhin
missen die ortlichen Gegebenheiten wie Untergrurd Reuchtigkeitsverhaltnisse im
Stall bei der Auswahl eines Akarizids einbezogender (LEBISCH, 1996). Aktuell

gibt es relativ viele Ektoparasitika, aber keinss als Tierarzneimittel zugelassen
(LieBiIsCH und LEBISCH, 2003; HAMSCHER et al., 2007a). Wahrscheinlich ist die
Erprobung am Tier zu kostspielig. Zum gegenwartigentpunkt besitzt keines der
eingesetzten Ektoparasitika eine vollstadndige wachhaltige Wirkung gegen die RVM,
da keines der Mittel in ihre schmalen Versteckelengt, in denen sie zusatzlich durch
eine feuchtigkeitsabweisende Schicht bestehend ilaex abgestoRenen Exuvien

geschitzt sind.
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2.1.7.1.3 Neopredisarf 135-1

Das chemische Desinfektionsmittel NeopredisatB85-1 (Menno Chemie-Vertrieb
GmbH, Norderstedt) besitzt ein weites Wirkungsspekt Es wirkt laut verschiedener
Gutachten gegen Nematodenei@scaris suum, Heterakis spp.), Kokzidien Iospora
suis, Eimeria tenella), Kryptosporidien, ClostridieniMycobacterium tuberculosis und
andere Bakterien, Viren, Pilze und Prionen (AnhidnhdNeopredisafi 135-1 enthalt als
Wirkstoff p-Chlor-m-Kresol (25-30 %), der zu deruppe der Alkylphenole gehort.
Alkylphenole besitzen nachrEY und LOSCHER (2007) einen guten Reinigungseffekt,
ein ausgezeichnetes Penetrationsvermégen (Kot, @zhmund eine gute
desinfizierende Wirksamkeit. P-Chlor-m-Kresol ha drof3te praktische Bedeutung,
da es durch die Substitution eines H-Atoms durch @nlor-Atom funfmal starker
bakterizid wirksam ist als m-Kresol, aber gleichigeiesentlich geringer toxisch fur
die Umwelt ist (Rey und LOscHeErR 2007). Der Wirkmechanismus dieses
Phenolderivats beruht auf einer Schadigung demg&stibran durch die Denaturierung
von Proteinen (BMMEL, 1996). Die Wirksamkeit von Neopredi§at35-1 gegen die
RVM wurde bisher weder experimentell unter Laborbgdngen noch im Feldversuch
getestet. Aufgrund seines bereits nachgewieserateh\WVirkungsspektrums konnte es

eine brauchbare Alternative zur Bek&dmpfung der Riévktellen.

2.1.7.2 Weitere Bekampfungsmethoden

Auf der Suche nach weiteren Bekdmpfungsmethodemewuin der Praxis und von
einigen Arbeitsgruppen in Laborexperimenten u.ea.Einsatz von Veranderungen der
Temperatur und des Lichtregimes im Stall, Silikiasten, Impfstoffen, atherischen
Olen und Essenzen, Pradatoren, pathogenen Bakteden Pilzen und préaparierten
Fallen untersucht (Tabelle 4). Keine dieser Metimobat sich als vollstandig effektiv

gegen die RVM herausgestellt.
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Tabelle 4: Alternative Methoden zur Bekampfung der Roten Vogbmilben

Methode

Literatur

Erh6hung der Temperatur ay
> 49 °C

IfNORDENFORset al., 1999a

Einsatz von Dampfstrahl-
reinigern und zuséatzliches
Abflammen der nicht
brennbaren Stallteile

Eigene Erfahrung der Autorin im Tierarztlichen
Geflugelbetreuungsdienst der Klinik flr Vogel, Righ,
Amphibien und Fische (KVRAF)

Veréanderung des Lichtregim
im Stall

ASEWIS et al., 1992; AONS, 2004; SAFFORD
et al., 2006

Silikatstaube aus naturreiner
Diatomeenerde

MAURER und RERLER, 2006; MAURER et al., 2009;
KILPINEN und SEENBERG 2009

der RVM isolierten Proteinen

Impfstoffe, bestehend aus va !

WILLADSEN, 1999;ARKLE et al.,2006;BARTLEY et al.,
009;:HARRINGTON et al.,2009a; 2009b\WRIGHT et
al.,2009

Atherische Ole und Essenze

ZURN, 1882; QRROLL, 1994;LIEBISCH, 1996, 2003;
KIM et al., 2004, 20Q7_UNDH et al., 2005ABDEL-
NGHAFFAR et al., 2008, 200BIRKETT et al., 2008;
MAURERet al., 2009(GEORGEEet al., 2008, 2009a,
2009b, 2009c, 2010

Naturliche Pradatoren
(Raubmilben, Kéafer)

PrRUDNIKOVA, 1992; BECHLER, 1980; GHAUVE, 1998:
MAURER und HERTZBERG 2001; EvERS, 2009; LESNA
et al., 2009

Toxinbildende Bakterien

KIEG, 1981; McKEEN et al., 1988; LEBISCH, 1996

Endopathogene Pilze

LETON, 2004; TavAssoLl et al., 2008

Insektenwachstumsregulator

@DLIVER et al., 1985; IEBISCH; 1996; GIAUVE, 1998

Praparierte Fallen
(Akarizide, Pheromone,
Klebstoffe)

KIRKWOOD, 1963, 1965; MURER et al., 1987;
McCARRY und TREeS 1991; HOGLUND et al., 1995;
REYNAUD et al., 1997; MRDENFORSUNd HOGLUND,
2000; LeBiscH und LIEBISCH, 2001; NDRDENFORSet
al., 1999b, 2001 ; RDENFORsund GHIRICO, 2001;
ZENNER et al., 2003, 2009

Akarizidhaltige Tauchbader

HYANEY et al., 1982
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2.1.8 Akarizidresistenzen der Roten Vogelmilbe

In den letzten Jahren kam es immer wieder zu Benicliber das Nachlassen der
Wirksamkeit einiger Akarizide. Die Grenzen der kentionellen Kontrollmethoden
durch die Entstehung von Resistenzen, durch nassamhe gesetzliche Regelungen zum
Einsatz von chemischen Bekampfungsmitteln und dudigh strengere Tierschutz-
gesetzgebung werden immer ersichtlicher. Mittlelevast allgemein bekannt, dass
wiederholte Langzeitbehandlungen mit denselben iaikkln die Entwicklung von
Resistenzen begunstigen kdnnerHAGVE, 1998). LeBIsCH und LEBISCH (2001)
vertreten die Ansicht, dass eine Erhdhung der Woftdosis bei nicht ausreichender
Wirksamkeit des Akarizids erst recht zur Entwiclduvon resistenten Milben-
populationen fuhrt, da die resistenten RVM auf elied/eise selektiert werden.
Zusatzlich sehen sie die Gefahr einer erhohten Réoksproblematik im Lebensmittel
Ei durch die vielfache Erh6hung der empfohleneni®ddehrere Autoren untersuchten
bereits, bei welchen Akariziden vermehrt Resistargey RVM vorkommen (EETCHER
und AXTELL, 1991; NbRDENFORSet al.,, 2001; leBISCH und LEBISCH, 2001, 2003;
FIDDES et al., 2005; MRANGI et al., 2009). Zur Vermeidung von Fehlschlagendaei
Bekdmpfung der RVM st das frihzeitige Erkennerhsantwickelnder oder schon
vorhandener Resistenzen notwendig. Sobald einesteezider Milben entdeckt wird,
sollte sofort der verwendete Wirkstoff gewechse#traen(CHAUVE, 1998). In-vitro-
Tests sind, trotz der bestehenden Diskrepanz zemst¢labor- und Feldbedingungen,
nach der Ansicht einiger Autoren essenziell, umifkeszen der RVM nachzuweisen.
Sie wurden entweder mit dem Pasteur-Glaspipettah{ZeEMAN und ZLEzZNY, 1985;
FLETCHER und AXTELL, 1991; £mAN, 1991) und/ oder mit dem MATMAN-
Filterpapier-Test (BUGNET et al., 1997) durchgefuhrt.#gBiscH und LEBISCH (1998)
bieten kommerziell zwei in-vitro-Resistenztests fm,die sie einen HO-Milbenstamm
verwenden, der seit Uber 30 Jahren isoliert gamalted und der nach Ansicht der
Autoren keinerlei Resistenzen gegentuber Akarizalgmveist (LEBISCH und LIEBISCH,
2001). Alternative Methoden bleiben aber aus derageten Grinden vermehrt in der

Diskussion.
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2.2 Influenza A-Virusinfektionen beim Vogel

2.2.1 Atiologie der aviaren Influenza A

Influenza A-Viren (AIV) werden in die Familie Orthoyxoviridae eingeordnet. Diese
Familie umfasst die Genera Influenzavirus A, Inflzavirus B, Influenzavirus C,
Thogotovirus und Isavirus(KAwAOKA et al., 2005; ALEXANDER, 2006). Nur

Angehdrige des Genus Influenzavirus A sind beim @&logls Krankheits- bzw.

Seuchenerreger von Bedeutung€RANDER, 2006).

2.2.1.1 Aufbau und Eigenschaften der Influenza A-Viren

Influenza A-Viren sind behllte, pleomorphe Paitikeit spharischer oder seltener
filamentdser Gestalt mit einem Durchmesser von 80-+im (KAWAOKA et al., 2005).
In die &ulRRere Virushille sind die viralen Glykopioe, das Hamagglutinin (HA) und
die Neuraminidase (NA), eingelagert. Das GenomAlgr besteht aus einer linearen,
einstrangigen, negativ polarisierten RNS, die ihtaS&egmenten vorliegt. Diese
kodieren fur zehn virale Proteine (PB1, PB2, PA, H¥A, NP, M1, M2, NS1, NS2),
von denen das HA und die NA eine wichtige Rolle diie Variabilitat der AlV, die
Einteilung in verschiedene Subtypen und ihre Fumkspielen (VEBSTERet al., 1992;
KAWAOKA et al, 2005).

2.2.1.2 Subtypen der Influenza A-Viren

Alle AlV werden aufgrund von Aufbau und Funktiorreh Oberflachen-glykoproteine,
HA und NA, in Subtypen unterteilt. Bisher wurdenHA- und 9 NA-Subtypen isoliert

(FOUCHIER et al, 2005; KALETA et al, 2005; YassINE et al., 2010). Bei Influenza A-
Viren werden fur die Replikation ihres Genoms wraRNA-abhéngige RNA-

Polymerasen verwendet, denen die Proofreading-A&tianderer Polymerasen fehlt.
Dadurch werden mit hoherer Wahrscheinlichkeit nfalsche Nukleotide in ihr Genom
eingebaut. Durch solche Punktmutationen in derdiérOberflachenproteine HA und
NA kodierenden Genen, die zusatzlich dem Selekfivtk des Immunsystems
ausgesetzt sind, kommt es zur Veranderung des émgrgfils und zum Auftreten neuer
Subtypen (MDROW et al., 2010). Dies wird als antigenic drift betaiet. Zusatzlich

konnen Influenzaviren durch ihr segmentiertes Genemnebliche genetische
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Veranderungen durchlaufen, die genetic reassortgenannt werden. Darunter wird
der Austausch von einem oder mehreren Genomsegmenteier unterschiedlicher
Influenzaviren verstanden, die gleichzeitig eindleZenfiziert haben. Es wird vom
antigenic shift gesprochen @GNSTER et al., 1992; AEXANDER, 2006; SVAYNE und
HALVORSON, 2008; Mobrow et al., 2010).

2.2.1.3 Pathogenitat der Influenza A-Viren

AV werden beim Gefligel nach dem Grad ihrer Pa#migt in zwei Gruppen
unterschieden. Bei allen AIV wird als Vorstufe dé&magglutinins das HAO gebildet.
Erst durch Spaltung des HAO zu HA1 und HA2 mittéfgtstierproteasen wird das
Virus infektids. Die Unterschiede in der Pathogé&nitergeben sich aus dem
unterschiedlichen Aufbau des HAO. Niedrig pathogehl/ (NPAIV), die die
Geflugelinfluenza auslosen, besitzen an ihrer Hp@kStelle nur ein Arginin oder ein
Lysin (Kawaoka et al., 1990, MDRrRow et al, 2010). Das HAO muss durch
trypsinédhnliche Enzyme gespalten werden, die nurR@spirations- und Digestionstrakt
vorkommen. Deshalb ist die Replikation des Virug diese beiden Organsysteme
limitiert (ALEXANDER, 2006; SVAYNE und HALVORSON, 2008). Verfugt das AlV an der
Spaltstelle des HAO Uber mehrere Arginin/Lysin-AosAurebausteine, die ubiquitar
von intrazellular vorhandenen Proteasen gespaltsdem kdnnen, so repliziert es sich
in sdmtlichen Zellen des Kérpers. Es handelt saisum ein hochpathogenes AlV
(HPAIV), das die Klassische Geflugelpest verursgddhtexANDER, 2006).

2.2.1.4 Replikation der Influenza A-Viren

Das HA des AIV adsorbiert an Rezeptoren permissiVéirtszellen, die an
Glykoproteine gebundene Sialinsaure enthalten misBgese Bindung l6st eine
Endozytose aus. In den Endosomen findet eine plradige Fusion der Virushille mit
der Endosomenmembran statt. Die proteolytischet@maon HAO zu HA1 und HA2
ist die essenzielle Voraussetzung fur diesen Vaygard fur die Infektidsitat des AlV
allgemein. Die Genomsegmente der Viruspartikel eerdum Zellkern transportiert,
wo der virale Transkriptase-Komplex eine mRNS sghiert. Die Transkription wird
durch zehn bis dreizehn Nukleotide, die vom Willgemom durch die Endonuklease-

aktivitat von PB2 generiert wurden, initiilert. E@men sechs monozistronische mRNS



24 LITERATURUBERSICHT

gebildet, die jeweils nur fur ein Gen kodieren. ®grden zur Translation in die viralen
Proteine HA, NA, PB1 und PB2, NP und PA ins Zytepha transportiert. Die mRNS,
die NS und M kodiert, unterliegt einem splicingsalem zwei mRNS hervorgehen,
welche in die Proteine NS1, NEP, M1 und M2 tramstatverden. Die HA- und NA-
Proteine werden im rauen endoplasmatischen Retikglykosyliert, im Golgi-Apparat
prozessiert und an die Zelloberflache transportigrd sie in die Zellmembran
eingebettet werden. Die acht RNS-Segmente unchdereén Proteine assemblieren und
wandern zu den Stellen in der Wirtszellmembran, die Proteine HA, NA und M2
bereits integriert wurden. Das M1 bewirkt eine enMgbindung der RNS-Segmente
und der inneren Proteine zu diesem Teil der Plasm@man und anschlieRend die

Knospung des Virions (8AYNE und HALVORSON, 2008).

Uber die Replikation von AIV in Arthropodenzellemeden bisher keine Unter-
suchungen vor. BRBAzZAN et al. (2008) infizierten Zellen einer Moskitozialle
(C6/36) mit einem H5N1 und konnten 24 Stunden rigrhinfektion die RNS des Virus
reisolieren. Sie sahen damit die Replikation de¥ Als erwiesen an. Es konnte sich
aber auch um die Isolation der RNS der eingeset¥iamssuspension handeln. Bei
einer Studie zur Identifizierung von Wirtszellgeni#mn die Influenzavirus-Replikation
konnte festgestellt werden, dass es nicht maogliem, wnit einem H1N1-Feldisolat
Drosophila melanogaster-Zellen zu infizieren. Dies gelang erst nach demegischen
Modifikation des Virus, bei der das HA und NA geg&ene des Vesikularen
Stomatitis-Virus ausgetauscht wurdena(Het al., 2008). Im Bereich der Impfstoff-
Industrie wird als Alternative zur Herstellung vdnfluenza-A-Impfstoffen mittels
Brutei zur Entwicklung von Vakzinen mittels eineadBlovirus-Insektenzell-Systems
(z. B. mit Spodoptera frugiperda (Sf9)-Zellen) geforscht. Aber auch hier ist die
Replikation von nativen AIV in insektoiden Zellemsher nicht mdglich (SeN et al.,
2008; @x und HOLLISTER, 2009; KRAMMER und GRABHERR, 2010).

2.2.1.5 Tenazitat der Influenza A-Viren
Das AIV uberdauert nicht lange in der Aul3enwelt, etadurch UV-Strahlung und
Warme leicht zerstort wird. AV wird auf einer OBéche nach Antrocknung innerhalb

von vier Stunden zu 90 % inaktiviert {RAENHART, 2002). In feuchtem Milieu, wie
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etwa im Wasser, bleibt es aber relativ lange imdsk{ALEXANDER, 2006; BROWN et al.,

2007; SVAYNE und HaLvorson, 2008). AIV kann mit allen viruziden
Desinfektionsmitteln abgetttet werdenaflsTA und WERNER 2005; SvVAYNE und

HALVORSON, 2008). Fur die Desinfektion von AlV geeignete wain DVG-Ausschuss
gepriufte und fur wirksam befundene chemische Dekitibnsmittel sind in der
6. Desinfektionsmittelliste der Deutschen Vetemnédizinischen Gesellschaft (DVG)
fur den Lebensmittelbereich (DVG, 2006a) und in @i2r Desinfektionsmittelliste fur
den Bereich Tierhaltun@®VG, 2006b) niedergelegHAFEZ et al. (2002) beschrieben
die korrekte Durchfiihrung der Desinfektion einesfl@elstalles und die dabei

erforderliche Elimination moglicher belebter Veldor

2.2.2 Epidemiologie der Influenza A-Viren

AlV infizieren unter naturlichen Bedingungen nur g&b (World Organization for
Animal Health (OIE), 2005). Mittlerweile wurden aber AlV-Infektioneauch bei
verschiedenen Saugetieren und dem Menschen naasmw({KAWCHAROEN et al,
2004; KUIKEN et al, 2004; DNH et al., 2006; RIMELZWAAN et al, 2006; NGSERMet
al., 2006; AMONSIN et al, 2007; RILKE, 2007; 3NDROCK undKELLY, 2007;THIRY et
al., 2007; MARSCHALL und HARTMANN, 2008; WHO, 2010). Zahlreiche AIV-Subtypen
sind besonders in den Ordnungen Anseriformes, @é&nsnd Entenviogel),
Passeriformes (Sperlingsvogel) und Charadriiforvéat-, Strand- und Moéwenvégel)
verbreitet (SALLKNECHT, 1998; KRAUSS et al, 2004; KALETA et al, 2005). Fast alle
bekannten 16 HA- und 9 NA-Subtypen wurden aus deastrGintestinaltrakt dieser
Vogel isoliert, bei denen sie nur selten zu einderd&kung fihren (BRGARTEN 1994;
FOUCHIER et al, 2005; QSEN et al., 2006). HPAIV wurden bisher nur sehr seles
Wildvogeln isoliert. In jedem Fall hatte zuvor iragraphischer oder chronologischer
Nahe ein Geflugelpestausbruch bei Hausgefligdigsfainden. 8AREz (2000) sieht in
dem hochgradig empfanglichen Nutzgefligel einenviiehund im Wassergefligel den
naturlichen Wirt und das Virusreservoir des AIV. sDavird deutlich bei nicht
abschirmbaren Geflugelhaltungen, die in der Nahe Vogelzugrouten oder gréf3eren

Wasserflachen liegen (AXANDER, 2000). Seit 1955 kam es weltweit insgesamt zu 26

* Im Mai 2003 wurde das Internationale Tierseucheng®ifice International des Epizooties) in die
Weltgesundheitsorganisation fur Tiergesundheit (d@/@rganisation for Animal Health) umgewandelt,
behielt aber sein altes Akronym OIE.
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Epidemien. 24 Ausbriche der Gefligelpest betrafartzdefligel und nur zwei
Wildvogelpopulationen.

2.2.3 Transmission und Infektionswege von Influenza A-Vien beim Vogel

Die Ausscheidung von AlV findet Uber alle Ex- undk&te des Respirations- und
Digestionstraktes statt. Den hauptsachlichen Ubgutnigsweg von AIV stellt die
Tropfcheninfektion durch direkten Kontakt mit inBeten Vogeln dar. Die
Virusaufnahme erfolgt aber nicht nur Uber den abé¥asen-Rachen-Raum, sondern
auch Uber den Digestionstrakt, die Konjunktivenroget kontaminierten Eischalen
(LIEBERMANN, 1992; WEBSTER 1997; SVAYNE und HALVORSON, 2008). Eine aerogene
Virusubertragung Uber weitere Strecken wurde hawkgmutet, konnte jedoch in
mehreren Versuchen nicht bestatigt werdewa(8\e und HaLVORSON, 2008). AlV
verbreitet sich in der Umwelt durch unbelebte uetebte Vektoren, wie Kotpartikel,
Blut beim Schlachten, Kleidung, Arbeitsgerate undgttét, andere Tiere und den
Menschen (HRGARTEN 1994; WEBSTER 1997; ALEEXANDER, 2006). Bei Wildvdgeln
erfolgt die AlV-Infektion oft durch kontaminierteSeewasser oder Trinkwasser
(ALEXANDER, 2006;BROWN et al., 2007; ®AYNE und HALVORSON, 2008). Saugetiere
wie Katzen, Marder, Gro3katzen und Hunde, kénneh durch Verzehr von rohem,
infizierten Fleisch mit AIV anstecken und in der Ig@® schwer erkranken
(KEAWCHAROEN et al, 2004; KUKEN et al, 2004; RvMELZWAAN et al, 2006;
SONGSERM et al, 2006; AvVONSIN et al, 2007; RILkE, 2007; HIRY et al, 2007;
MARSCHALL und HARTMANN, 2008). Experimentell konnten naive Hihner mit Ader
Aerosol, intranasal, intrasinual, intratrachealalokonjunktival, kloakal und mittels
Injektion intramuskular, intraperitoneal, Instailtet in die kaudalen Luftsacke,

intraven®s und intrakranial infiziert werdenn(®'NE und HALVORSON, 2008).

2.2.3.1 Hamophage Arthropoden als Vektoren beim Vogel

Blutsaugende Arthropoden koénnen als biologische undchanische Vektoren
Krankheitserreger mit dem Speichel von einem Tigr gas andere Ubertragen. Als
Arboviren (athropod-bene = ,getragen durch Arthropoden®) werden Virezdiehnet,
die durch einen biologischen Vektor tUbertragen eerder Vektor ist in diesem Fall

ein echter Wirt und das Virus durchlauft einen Vehmungszyklus sowohl im Vektor
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als auch im Vertebraten @®drRow et al., 2010). Bei Vogeln konnten bisher funf
krankheitsauslosende Arboviren belegt werden: Cesdelen Equine Encephalitis-Virus,
das Western Equine Encephalitis-Virus, das Higtdadd/irus, das West Nile-Virus
und das Virus der Meningoenzephalitis der Puten EJMAIs Vektor dienen
Stechmicken oder im Fall von TME auch zusatzliclitzen (GsTLUND und FEARSON
2008). Die Definitionen der verschiedenen Vektoreie, z. B. der Begriff ,biologischer

Vektor*, wurden unter Abschnitt 2.1.6 naher erlaute

2.2.3.2 Arthropoden als Vektoren von Influenza A-Virus

Es werden immer wieder Untersuchungen durchgefiinrtdie Ubertragungswege von
AIlV besser zu verstehen. Da prinzipiell immer digddUchkeit besteht, dass ein
hamophager Arthropode mit dem aufgenommenen Bloh atirus aufnimmt, wurde
dieser mogliche Infektionsweg des AlV schon zu Bagies letzten Jahrhunderts von
mehreren Arbeitsgruppen untersudENTANNI (1902) versuchte als erster AIV durch
Dermanyssus avium (gallinae) auf Hihner zu Ubertragen. Er scheiterte aberseiae
Methodik noch ungenigend war. Der Franzoser&Houx (1910) wollte die
Ubertragung von AIV durch Zecken nachweisen, hatier ebenfalls keinen Erfolg.
Auch HNDLE (1912) konnte die Transmission von AlV durilgas persicus als Vektor
nicht belegen. Er konnte aber nachweisen, dass/olas flir neun Tage im Magen-
Darm-Trakt der Zecke infektios blieb. Der ItalieddazzuoLl (1916)dokumentiertelie
erfolgreiche Ubertragung von AIV auf Hihner duréngas persicus. Er stellte
aulerdem fest, dass das Virus auch durch eine Kama&ion von Haut- und
Schleimhautwunden mit infektiosem Kot oder Speiehdl gesunde Hihner Ubertragen
werden konnte. ERLACH (1927) gibt die RVMals einen moglichen Vektor von AlV
sowie fur die Erreger der Gefligelcholera und dardghatose an. Er fihrt aber weiter
aus, dass dies bis dahin nicht bewiesen sei unglitdd der Umstand, dass die
Geflugelpest hauptsachlich in der warmen Jahresaeiftrete, diese Theorie
einigermalien unterstitze ER.ACH, 1927). Desgleichen nahmAN HEELSBERGEN
(1929) an, dass es moglich ware, dass das AlV ddaiiiparasiten tbertragen wird,
misst aber diesem Weg keine praktische BedeutungDie Ubertragung von AlV
durch Stechmicken wurde voniENcHuLz und Bos (zitiert von RzIMEK, 1942)

untersucht und konnte nicht nachgewiesen werden.
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Erst im Zuge des asiatischen H5N1-Seuchenzuges hdiigten sich wieder
Arbeitsgruppen mit diesem moglichen Ubertragungsv@gABE et al. (2006) fiihrten
eine Studie zur Detektion von H5N1 in Schmeiflregdurch. Sie entdeckten im
Magendarmtrakt von 5 % der getestet@alliphora nigribarbis ein AlV, welches
identisch mit demjenigen war, welches zuvor in elesStall einen Gefligelpest-
ausbruch verursacht hatte. Schmeil3fliegen ernélsieh in erster Linie von
Exkrementen und Sekreten anderer Tiere und konmerleisht ausgeschiedene
Pathogene oral aufnehmen. Die Autoren halten esfiglich, dass die Exkremente der
Fliegen oder ihre Regurgitationsprodukte infekts&sn konnten, und sie dadurch als
mechanischer Vektor in Frage kommemy&@BE et al., 2006). Bei einer weiteren
Untersuchung konnten sie nachweisen, dass das HGN24 Stunden nach der
Aufnahme durch die Fliegen mit lagTitern zwischen 0,5 bis 4,6 Kgml® infektiés
bleibt (S\waBe et al., 2009). Schmeil3fliegen sind bekannt flreilRolle als
mechanischer Vektor fur verschiedene andere Patleaged kdnnen bis zu 3.500 m pro
Tag zurlcklegen, was zur Streuung von pathogenam&Agn auf umliegende Farmen
fuhren kann (8waABE et al., 2006; TuDpA et al., 2009). Ebenso wurde AIV aus
Moskitos von einer Gefligelfarm isoliert, wo es &@lf§ am Tag nach der
Probensammlung zu einem H5N1-Ausbruch kam. Auswineielf einzeln untersuchten
und zwei Pools von je 10 Dblutgefillten Stechmuckésibchen Culex
tritaeniorhynchus Giles) konnte dieses AIV mittels RT-PCR nachgewmesverden.
AulRerdem konnte die RNA des H5N1 24 Stunden ps$. iaueiner mit dem Virus
infizierten Moskitozelllinie C6/36 reisoliert werde(BARBAZAN et al., 2008). Sollte
tatsachlich eine Replikation stattgefunden habénnte dies bedeuten, dass Moskitos
als biologischer Vektor von AlV fungieren. In dektaellen Literatur konnten keine
weiteren Nachweise zur Ubertragung von AIV durchdeaa Arthropoden oder

Invertebraten gefunden werden.

2.2.4 Erkrankungen beim Vogel nach Infektion mit aviaremInfluenza A-Virus

Die klinische Symptomatik und die pathologischemahelerungen nach einer Infektion
mit AIV sind dul3erst variabel. Beide sind in allster Linie vom Grad der Pathogenitét
des jeweiligen Subtyps abhangig. Zusatzlich wirlsesh die Spezies der infizierten

® Kulturinfektivse Dosis 50 % = Virusdosis, bei d#e Halfte der mit der héchsten Virusver-diinnung
inokulierten Zellkulturen einen ZPE zeigt



LITERATURUBERSICHT 29

Vagel, ihr Alter und ihr Geschlecht auf Verlauf, ia und Ausgang aus. Wichtig sind
aulBerdem ihr aktueller Infektions- und Immunstatusl diverse Umweltfaktoren
(NARAYAN et al, 1969a; AEXANDER et al., 1986; WAYNE und HALVORSON, 2008).
Eine Infektion mit einem AIV fuhrt bei den meistérbgeln nicht zu klinischen
Symptomen. Beim Hausgefligel kénnen NPAIV die Ggdlinfluenza, eine mild
verlaufende Erkrankung der Organe des Respiratakist auslosen. Eine Infektion mit
HPAIV bewirkt beim Gefligel dagegen einen Ausbrden Geflligelpest (WRNERUN
KALETA, 2005; AEEXANDER, 2006). Dieser Teil der Literaturliibersicht besnhkt&ich
auf die Symptomatik sowie die pathologisch-anatches und histologischen Befunde,
die durch das in dieser Arbeit verwendete Influenmma A/turkey/Ontario/7732/1966

(H5N9) hervorgerufen werden.

2.2.4.1 Influenzavirus Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9)

Fur die eigenen Experimente wurde das Influenzaviddturkey/Ontario/7732/1966
(H5N9) verwendet. Dieser Subtyp verursachte 1966COintario, Kanada, einen
vergleichsweise geringfligigen Ausbruch von HPAIBeien, bei dem etwa 10 % eines
Bestandes mit 8.100 Truthihnern starben. Dieseswelbis 2004 das einzige HPAIV,
welches in Kanada isoliert wurdea$tck et al, 2009). Da es zuvor im Dezember 1965
zu einer Infektion von Zuchtputen mit einem NPAIW ilem Hamagglutininsubtyp H5
in Kanada gekommen war, wird angenommen, dass &a#d\Haus diesem NPAIV
entstanden ist ANG et al, 1968a, 1968b; NRAYAN et al, 1969a; RILKE, 2007). Die
Infektion mit diesem NPAIV 6213 fuhrte nur bei Pukéken zu einer Erkrankung.
LANG et al. (1968b) wiesen nach, dass beide Isolatevervgandt sind.

2.2.4.1.1 Klinische Befunde nach der Infektion mit Influenzavirus
Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9)

Die  klinischen Befunde wahrend des Ausbruchs von fluénzavirus

Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) in Ontario stefit sich folgendermaf3en dar: Die

Puten wirkten teilnahmslos, und es wurden bei dlliemen Zyanosen der Kopfanhange

beobachtet. Wahrend Futteraufnahme und Legeleigttufgnweise abfielen, stieg die

tagliche Mortalitat mit jedem Tag an. Am Ende de¥Wbche setzte die hohe Mortalitat

genauso abrupt aus wie sie zuvor begonnen hattede B&eschlechter waren
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gleichermal3en betroffen. Die Eiproduktion fiel weial der Erkrankung auf 10 % ab
und stieg wahrend der Rekonvaleszenz nur noch @@ &n. Auf diesem Level blieb
die Legeleistung konstant fiir den Rest der Legeger{LANG et al, 1968b).

Bei experimentell mit Influenzavirus Alturkey/Ontai7732/1966 (H5N9) infizierten
Huhnern konnten ARAYAN et al. (1969a) 48 Stunden p.i. eine Viramie feditst. Die
Huhner wirkten matt, plusterten sich auf und stelltlie Futteraufnahme ein. Es trat
eine blassliche Verfarbung ihrer Kimme auf, dig@samt blass und schlaff erschienen
und zyanotische Spitzen entwickelten. SchwellunigerKopfbereich fielen ebenfalls
auf. Die Huhner starben zwischen dem 4. und 5.plagNARAYAN et al, 1969a). Fur
gleichfalls infizierte Enten, Ganse und Tauben eswsich dieses Influenzavirus
Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) als apathogemKNvAN et al, 1969a). BEMONS
und EASTERDAY bestatigten dies bei Infektionsversuchen mit Puerien, Wachteln,
Fasanen und Tauben. Wahrend die Puten schwer ktdmannd starben, entwickelten
nur wenige Wachteln und Tauben Krankheitserschg@anFasane, Tauben und Enten
zeigten keinerlei Symptomatik und wiesen nur eigler 9egrenzte Serokonversion auf
(SLEMONS und EASTERDAY, 1972).ALEXANDER et al. (1986) infizierten ebenfalls Enten,
Wachteln, Hihner und Puten mit Influenzavirus AdaywOntario/7732/1966 (H5N9).
Weder bei den Enten noch bei den Wachteln konnte &linische Symptomatik
festgestellt werden. Sie wiesen nach, dass diesas Wir Hihner weniger virulent als
fur Puten ist. Weiterhin zeigten sie, dass die Ralér Virusapplikation einen hohen
Einfluss auf den Infektionserfolg und die Auspraguter klinischen Symptomatik hat.
Nach intramuskularer Injektion des Influenzavirusutkey/Ontario/7732/1966 (H5N9)
starben 9 von 10 Hihnern und nach intranasalerikgin starben nur 2 von 10.
AulRerdem belegten 1AXANDER et al. (1986) die geringere Transmissibilitat ¥asis
fur Huhner: Durch engen Kontakt mit infizierten Hh@nn infizierten sich 3 von 10
Huhnern, von denen wiederum zwei starben. Im Gegerdazu Uberlebte keine Pute
dieses Experiment (&XANDER et al., 1986). In den zuvor erwdhnten Quellen waord

weder der Beginn und die Dauer der Viramie nochuilersgehalt im Blut festgestellt.
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2.2.4.1.2 Pathologische Befunde nach der Infektion mit Influ@zavirus
Alturkey/Ontario/7732/ 1966 (H5N9)

Bei der pathologischen Untersuchung der Puten daam Ausbruch 1966 zeigte sich
eine schwere serofibrindése Entziindung der thorakahel abdominalen Luftsacke und
des Peritoneums mit merklicher Stauung der Blufgefin den Ovarien und des
Ovidukts. Freier Dotterinhalt aus durch die Entaimgl brichigen, rupturierten
Dotterkugeln vermischt mit entzindlichen Exsudatenrde in der Leibeshdhle
festgestellt. Die Lebern wiesen bei einigen Tiemine schwere Kongestion und
vereinzelt eine gelbliche Diskoloration auf. Einigdilzen besal3en stecknadel-
kopfgrol3e, weil3e Flecken auf der Oberflache. Dieréi erschienen geschwollen und
gefleckt, die Ureter gestaut. Lungen, Haut und Mietkir waren hyperamisch.
Hamorrhagien wurden kaum beobachtet. Bei mannli€hgan war die Auspragung der

Peritonitis weniger prominent als bei weiblicherxls et al, 1968b).

Zur genaueren Untersuchung der pathologischen Yerdngen durch das
Influenzavirus Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9jimerten NARAYAN et al. (1969b)

90 Puten und 75 Huhner mit diesem Virus. Es zesyth, dass die experimentelle
Infektion eine perakute und eine akute Verlaufsforenursachte. Bei der perakuten
Form traten bei gestorbenen Puten und Huhnern aueer massiven

Stauungshyperamie keine weiteren Lasionen auf.aRige Form fuhrte dagegen eine
grof3e Anzahl pathologischer Veranderungen herbaut ind Muskulatur waren bei
allen Tieren dehydriert, gerétet und teilweise oteath. Bei Hihnern traten zusatzlich
eine Zyanose des Kammes auf, teilweise mit gangein®&erdnderungen der Spitzen,
und Odeme des gesamten Kopfes. Die Entstehung élgdsoperikards und von

Petechien wurde bei beiden Spezies haufig beoladhéz Magen-Darm-Trakt war

zum grol3ten Teil leer und unauffallig. Nur im Koldanden sich Anzeichen einer
milden katarrhalischen Entzindung und zahlreicheedP@n. Leber und Pankreas
waren oft hochgradig gestaut und das Pankreas wfesknadelkopfgrol3e, rote
Veranderungen auf. Die Milz erschien hochgradigaigs geschwollen und zeigte im
Anschnitt miliare, diffus verteilte weil3e Herde.eDNieren waren ebenfalls hochgradig
gestaut, geschwollen und die Ureteren gestaut. Owarien der Huhner waren

hochgradig hyperamisch, wiesen zahlreiche Petechign und in fast allen Fallen
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wurde eine Eiperitonitis beobachtet. Es kam beiddr®i Spezies nur selten zu
Veranderungen des respiratorischen Systems. Aldgewiederkehrende Veranderung
bei den Puten wurde eine wolkige Tribung der Leksdinde festgestellt. Bei den

infizierten Huhnern traten zusatzlich Veranderungisr Nasenmuscheln auf, die
mittelgradig mit klarem Schleim bedeckt waren untheehochgradige R&tung

aufwiesen (MRAYAN et al, 1969b). Mo et al. (1997) konnten bei Infektionsversuchen
mit mehreren AIV ahnliche pathologische Verandeamglurch das Influenzavirus

Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) bei Hihnern fésiien.

2.2.4.1.3 Histologische Befunde nach der Infektion mit Influenzavirus
Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9)

Histologisch konnten im Gehirn von Hihnern und Rutei der akuten Verlaufsform
disseminierte fokale Nekrosen und eine Enzephaldishgewiesen werden ARAYAN

et al, 1969b; Mo et al., 1997). Die Milzen wiesen haufig eine Lyrapyitendepletion
und einzelne Nekrosen auf. Die Lebern zeigten duvegheine massive Stauung und
disseminiert kleine KoagulationsnekrosenARNYAN et al, 1969b). Im Pankreas
konnten multiple Nekroseherde festgestellt werdésrRAYAN et al, 1969b; Mo et al.,
1997). Lasionen der Nieren wurden dominiert voneeimkuten Stauung, einer
Proliferation der Retikuloendothelzellen und vonalalationsnekrosen der Tubuli.
Mehr als 50 % der Tiere wiesen MyokardschadenMaRAYAN et al (1969b) stellten
keinerlei histopatho-logische Veranderungen in dengen und im Magendarmtrakt
fest. Mo et al. (1997) konnten jedoch ausnahmslos in je@egansystem Nekrosen und
Entziindungsanzeichen belegavio et al. (1997) fuhrten zusatzlich immunhisto-
chemische Untersuchungen durch und konnten Infmeénes A/turkey/Ontario/7732/

1966 (H5N9) in allen parenchymatdsen Organen naiskewe

2.2.4.2 Diagnose einer Infektion mit AlV

In Deutschland obliegt die Stellung der Erstdiagnoden jeweiligen Landes-

laboratorien. Die endgultige Diagnose ist dem Nwtien Referenzlabor im Friedrich-

Loeffler-Institut (FLI) vorbehalten. Den diagnostiren Leitfaden bildet das Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Adgr{amammals, birds and bees) der
OIE (OIE,2004).
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Die Diagnose AIV kann nicht von der Kklinischen Syompatik oder dem
pathologischen Bild abgeleitet werden. Zur eindgri Diagnose muss immer die
Virusisolierung und -identifikation, gegebenenfatler serologische Nachweis, der
Nachweis des viralen Antigens oder viraler Nuklauren und zusétzlich unbedingt ein
Pathogenitatstest erfolgen WSYNE und SIAREZz, 2000; SVAYNE und HALVORSON,
2008). Die Virusisolierung in ovo stellt den ,Goldsdard® dar, ist aber sehr
zeitaufwandig und kostenintensivyL.2006). Der Nachweis von hamagglutinierendem
Virus in der Amnioallantoisflissigkeit (AAF) wird ittels eines Hamagglutinationstests
erbracht (OIE2004; SYAYNE und HALVORSON, 2008; SVAYNE et al., 2008). Alternativ
zur Anzucht im embryonierten Hihnerei kann AlV iellRulturen angezichtet werden.
Dies ist mdglich in primaren Zellkulturen wie Hilmambryofibroblasten (HEF) oder in
verschiedenen Zelllinien (OIER2004; SVAYNE und HALVORSON, 2008). Zur
Bestatigung, dass es sich bei dem hamagglutiniereimblat um AIV handelt, werden
verschiedene Methoden eingesetzt: StandardmafRigdewerHamagglutinations-
hemmungsteste (HAH) zum Ausschluss von Paramyxowirel zur Identifikation des
HA-Subtyps eingesetzt Y& YNE et al., 2008). Alternativ wird die RT-PCR (Reverse
Transkriptase-Polymerasekettenreaktion) verwen&a besitzt eine vergleichbare
Sensitivitat und Spezifitat wie die Virusisolierumgt nachfolgendem HAH-Test, ist
aber schneller und preisgunstiger. Au3erdem istedMethode nicht auf den Erhalt der
Vermehrungsfahigkeit und die Anpassung des Virukiarmstliche Kulturbedingungen
angewiesen ([\CKMAN et al., 2002; BUcHIER et al., 2005; L, 2006; XE et al., 2006).

2.2.5 Bekampfung der Geflugelpest

Die Bekampfung der Geflugelpest steht auf finf elelesdenen Saulen: Aufklarung,
Biosicherheit, fortlaufende epidemiologische Ubeasinengsprogramme, Eradikation
von infiziertem Gefligel und die Reduktion der Edngglichkeit fir AlV-Infektionen.
Ziel ist es, auf lange Sicht eine Eradikation zteiehen (SYAYNE und HALVORSON,
2008; MLEs et al, 2009; WHO, 2010). Auch die Ausmerzung von NPAIVr de
Subtypen H5 und H7 besitzt eine Bedeutung, da diesier Vergangenheit mehrfach
zu HPAIV mutierten (8/AYNE und HALVORSON, 2008).
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In Deutschland erfolgt die Bekampfung der Geflugsetpauf der Grundlage des
Tierseuchengesetzes, der Verordnung Uber anzeeme Tierseuchen und der
Verordnung zum Schutz gegen die Geflligelpest (Be@07; TierSeuchAnzV, 2009;
GeflPestSchv, 2009). Die Gefligelpest ist in Dehied anzeigepflichtig. Die
Geflugelpest-Verordnung setzt die Richtlinie 200935 in deutsches Recht um. Sie
regelt die Mallnahmen bei Verdacht und AuftreteesiHPAI-Ausbruchs, allgemeine
Verhaltensweisen und Schutzmal3regeln fur Geflugjelhdesondere Schutzmaliregeln
vor und nach amtlicher Feststellung der Gefligelgesvie die Desinfektion und die
Aufhebung der Schutzmalfliregeln. International ist @efliigelpest eine von der OIE
gelistete Seuche. Ihr Auftreten und ihre Tilgungssen daher auch der OIE mitgeteilt
werden (OIE, 2009).
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Auviares Influenza A-Virus

Unter der groRen Zahl grundsatzlich verfugbare@ravi Influenza A-Virus-(AlV)-
Isolate musste eine Auswahl getroffen werden. Zun @mgestrebten in vivo-
Eigenschaften des auszuwéhlenden AlV-Isolats zéhlte

a. Das zu verwendende AlV-Isolat sollte eine moglicHsiihzeitig post
infectionem (p.i.) beginnende und moglichst langhadtende Virdmie im
infizierten Huhn verursachen, um den RVM einen dititend langen Zeitraum
zum Blutsaugen zu bieten,

b. das AlV-Isolat sollte deutlich erkennbare klinischBymptome nach
experimentellen Infektionen verursachen, um dadddader Infektion bei der
Haltung der Huhner in Isolatoren zweifelsfrei zkeamen und

C. es sollte sich um ein AlV-Isolat handeln, welcheg&dnnt ist flr eine geringe
Ubertragungsrate durch Kontaktinfektion.

Zu den erwunschten in vitro-Eigenschaften des audlalenden AlV zahlten:

I. Vermehrung des AIV im embryonierten Hihnerei zu drlilD;e-Titern und
hohen Hamagglutinationstitern,

il. Eignung des AlV fur die Durchfihrung von Hamaggiationshemmungstests
zur Antikdrperbestimmung im Serum infizierter Hihned

iii. deutlich erkennbarer zytopathischer Effekt in inaden Huhnerembryo-
fibroblasten-(HEF)-Kulturen, um das AlV leicht naciweisen und zuverlassig

Zu titrieren.

Das schliel3lich verwendete und der Klinik fur Vageeptilien, Amphibien und Fische
(KVRAF) Uberlassene AlV gehdrte urspringlich zuarBinsammlung von Prof. Dr. C.
Scholtissek, ehemals im Institut fur Virologie (JLGiefRen). Da n&here Angaben zur
Vorgeschichte und zur Feintypisierung dieses Isataich fehlten, wurde es im Institut
fur Virusdiagnostik des Friedrich-Loeffler-Instituinsel Riems, Greifswald) von Prof.
Dr. T. Harder subtypisiert. Das an das Friedricleffler-Institut gesendete AlV-Isolat
wurde als ein Passagederivat des Influenzavirusriégy/Ontario/7732/1966 (H5N9)
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identifiziert. Die endoproteo-lytische Spaltsteltees HA-Glykoproteins wurde als
typisch fir ein HPAIV festgestellt, da die Aminoséin PQRRKKR*GLE

nachgewiesen wurden. Dieses AlV wurde fur alle Ktibesversuche mit Hihnern und
Vogelmilben verwendet, weil es die genannten unitbstenoch zu bestimmende
Kriterien erfullte. Aufgrund bereits publizierter aien (MRAYAN et al., 1969a;
ALEXANDER et al., 1986) und der eigenen Ergebnisse des \Vargks wurde es als

geeignet fur die nachfolgenden Experimente einffestu

Fur die Durchfihrung des Vorversuchs und der ndgbfmen Experimente wurde eine
Stammvirussuspension hergestellt. Die hierfir amgelete Methodik ist unter
Abschnitt 3.2.2.5 beschrieben. Die Stammsuspengies einen Hamagglutinationstiter
von 2 auf. Sie wurde portioniert und tiber den gesamtersihszeitraum bei —80 °C

aufbewabhrt.

3.1.2 Bruteier

Spezifiziert-pathogen-freie-(SPF)-Eier (VALO, LohnmaTierzucht GmbH, Cuxhaven)
wurden nach 9-11-tagiger Bebritung zur Anzucht Vednehrung des AlV sowie flr
die Herstellung von primaren HEF-Kulturen verwend&ie wurden bis zum
Versuchsbeginn in einem Brutschrank mit eingebauféendung (Schumacher,
Grinberg) bei 37,5-38,0 °C und 50-60 % relativeitfieuchtigkeit inkubiert.

3.1.3 SPF-Huhner

Fur die Durchfihrung der Experimente wurden SPF#déiihn mehrfacher Hinsicht
bendtigt: (i) fur die Induktion einer Virdmie mitl¥; (ii) fur den Nachweis von Beginn
und Grad, d. h. Virusgehalt je ml Blut, einer Viiam (iii) als Wirtstier fur die
Aufnahme von virushaltigem Blut durch die RVM; (iflir den Nachweis einer
Virusubertragung durch den Biss von virushaltig&fivR (v) fur die Reproduktion des
klinischen Bildes und der pathologisch-anatomisciendnderungen wie sie fur die

Klassische Gefliigelpest typisch sind.

® Entschliisselung des Einbuchstabencodes fiir Amimes&aProlin-Glutamin-Arginin-Arginin-Lysin-
Lysin-Arginin-SpaltstelleGlycin-Leucin-Phenylalanin
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Unter epidemiologischen Gesichtspunkten ist diedDainer Viramie bedeutsam, da
lange Viramiephasen die Wahrscheinlichkeit einerusaufnahme beim Blutsaugen
durch die RVM erhdhen und dadurch auch die Chamuer &/irusiibertragung vom

Huhn zur RVM zu einem zweiten AlV-naiven Huhn veéifgert wird.

Es wurden weil3fiedrige spezifiziert-pathogen-frgg€F)-Huhner (VALO, Lohmann-
Tierzucht GmbH, Cuxhaven) verwendet, die zum Zeikpudes Versuchsbeginns
definitionsgemald sowohl frei von nachweisbarem Al¥ auch frei von Antikérpern
gegen AlV waren. Die Huhner hatten bei der Eingtalein Alter von 6 bis 8 Wochen.
Im Verlauf der Untersuchungen nahm ihr Alter zuswedoch fir die Experimente
ohne Bedeutung ist, da Huhner jeglichen Alters cheimalen empfanglich fur
Infektionen mit AIV sind. Bis zum jeweiligen Verdugbeginn wurden die Hihner in
isolierter Bodenhaltung gehalten. Fir die Dauer Id&ktionsversuche wurden sie in
Isolatoren verbracht (Abbildung 2). Futter und uegswasser wurde ihnen stets ad
libitum gereicht. Alle Futtermittel wurden vom Rfgilsen Waren-Zentrum Rhein-Main

eG bezogen.

Nach 8§ 8 (1) des Tierschutzgesetzes in der Fasgomg18. Mai 2006 (BGBI I, S.
1207) ist die Durchfuhrung dieser Versuche mit Hithngenehmigungspflichtig. Die
Genehmigung wurde vom Regierungsprasidium Giel3ér glem Geschaftszeichen V
54 —-19 ¢ 20 -15 (1) GI 18/9 Nr. 2/2008 erteilt.

7B

(o .
e 7 ~

e h\ . e 5
Abbildung 2: Huhnerhaltung in Gruppen in Bodenhaltung auf Tiefdreu aus

Kurzstron mit Hobelspanen (links) und wahrend der Eperimente im
Infektionsstall in Isolatoren (rechts) der KVRAF
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3.1.4 Rote Vogelmilben

Die verwendeten RVM wurden in dem Betrieb L. Klitig#er in Grol3seelheim
(Legehennen in Bodenhaltung) gesammelt und in eiR&mtikgefald in die KVRAF
transportiert. Dort angekommen wurden die Milben die zwei Versuchsboxen
eingesetzt (Abbildung 5 und 6). Die SpeziesdiagraeeRVM erfolgte nach den im
Literaturteil (2.1.1) beschriebenen morphologiscMarkmalen. Es konnte eine in sich

homogene Milbenpopulation vorgefunden werden, dssehlie3lich aus RVM bestand.

3.1.5 Haltung und Vermehrung der Roten Vogelmilben in Beldltnissen

Zur Haltung und Vermehrung der RVM und fir die Expente wurden zwei
Milbenboxen aus 1 cm starken MDF-Plaftgebaut. Als Vorbild diente eine Fotografie
der Milbenzuchtkésten aus dem Institut fur Parbsgie der Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover (BHER 1998). Die selbst neu gefertigten Boxen besal3en
groRere Dimensionen als das Vorbild, um den eirigese Hihnern mehr
Bewegungsfreiheit und mehr Luftzufuhr zu bietene Boxen wurden nach ihrer
Fertigstellung mit ca. 1000 vitalen RVM je Box kefelt. Die Milben vermehrten sich
deutlich nach jeder Blutmahlzeit. Jeden Tag wureiaige RVM entnommen und unter
einem umgekehrten Mikroskop (Leitz, Wetzlar) bettat Dabei wurden alle
Entwicklungsstadien (Eier, Larven, Protonymphentofiymphen und adulte Milben)
und abgestoRene Exuvien nachgewiesen. Die Vermgénate der RVM wurde

aufgrund ihrer Grol3e und Beweglichkeit nicht erfass

MafRe der Milbenboxen: Hohe: 40 cm
Lange: auf3en 50 cm, innen 48 cm
Tiefe: aufRen 32 cm, innen 30 cm

Der Deckel der Box besitzt eine mit Kaninchendraferschlossene Luft- und
Licht6ffnung von 18 x 30 cm. Die Seitenwande dexk Bmd doppelwandig konstruiert,
zwischen ihnen blieb ein Spalt von ca. 1 mm frae Dneren Seitenplatten besitzen

zwolf Bohrungen mit einem Durchmesser von 3 cm, dem RVM den Rlckzug

" Bei der mitteldichten Holzfaserplatte oder auch MBlatte (nedium density fiberboard) handelt es sich
um einen gebrauchlichen Holzfaserwerkstoff. WeitBmguterungen unter http://www.sign-lang.uni-
hamburg.de/Tlex/Lemmata/L4/L426.htm
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zwischen die doppelten Seitenwéande zu ermoglicbandie aul3eren Seitenplatten |
mit zwei Flugelschrauben gehalten werden und siittels eines Griffs abheben lass

kénnen diese Verstecke \ aul3en geotffnet werden (Abbildung 3 ukiobildunc 4).

L /

L 50

Abbildung 3: Konstruktionszeichnung der Milbenboxen
Ansicht einer Milbenbox von vorne, mit getffneteradRel (Mafldangaben in ¢
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Abbildung 4: Konstruktionszeichnung der Seitenteile und des Deelts

A: Ansicht des aul3eren Seitenteils mit FlligelschraulpenGrif

B: Ansicht des inneren Seitenteils mit 12 Bohrun

C: Ansicht des Deckels von oben neiner Licht- bzw. Luftéffnung, die mi
Kaninchendraht verschlossen ist (MaRangaben ii
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In die Milbenbox wurde eine griine Kunststoffmatiegelegt, durch die deKot der
Huhner getreten werden konnte und die den Milben als zlishes Versteck dient
(Abbildung 5). Das Trinkwassergefal3, das dem Huwhder Box zur Verfligung stan
war aus Keramik gefertigt und hatte einen Durcheressn 8 cm. Es wurde in ein

Ecke der Box positioniert, damit das eingesetzte Hegnicht umwerfen konn

Die Milbenbox stand zum Schutz vor Feuchtigkeit emem weil3en Stapelkast
(Enders, Reiskirchen) mit den Innenmalf3en 60 x 4@ gm und den Aul3enmal3en 6
45 x 13 cm Der Stpelkasten befand sich in einem nach oben offeneatts aus
Plexiglas (Abbildung 6). Dieser war ca. 5 cm hocht mWasser gefullt, der
herkdbmmliches Spulmittel zur Beseitigung der Oldetilenspannung zugesetzt war,
ein Entweichen der Vogelmilben zu hindern. Der Isolator hatte die Innenmal3e 1.
58 x 58 cm und die Aul3enmal3e 120 x 60 x 60 cm. &uafd der Versuche konn
festgestellt werden, dass die als Versteckmoglittdedachten doppelten Wande \

den RVM kaum genutzt wurden. Vielmehr safRen Milben auf den Maschen d

Lichtéffnung.

Abbildung 5: Milbenbox im Stapelkaster (links). Milbenbox mit Stapelkastenim
Isolator (rechts).
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3.1.6 Zellkulturmedien, Reagenzien und Geréte
Die verwendeten Zellkulturmedien, Reagenzien undenen Gerate sind mit ihren

jeweiligen Bezugsquellen im Anhang | aufgelistet.

3.2 Methoden

3.2.1 Ablauf der durchgefiihrten Versuche

3.2.1.1 Vorversuch - Induktion einer Viramie und Reproduktn der Klassischen
Geflugelpest durch Influenzavirus A/turkey/Ontarié”?32/1966 (H5N9)

Ziel dieses Vorversuches ist es eine Virdmie miV Atu induzieren, um eine
Virusaufnahme durch die RVM zu ermdglichen. Wichtigaktoren fur das Gelingen
der Aufnahme von viramischen Blut durch die RVMdskenntnisse Uber den Beginn
und Grad einer Viramie im Huhn, also den Virusgehal ml Blut, und Uber die

Entwicklung der klinischen Symptomatik und der pédlgisch-anatomischen
Veranderungen nach Infektion mit diesem AIV fur @eurteilung der erfolgreichen
Infektion bei der Haltung der Hihner in Isolator@ie Dauer einer Virdmie und der
Virusgehalt sind bedeutsam, da lange ViramiephatienWahrscheinlichkeit einer
Virusaufnahme beim Blutsaugen durch die RVM erhoiarRerdem wird dadurch die
Chance einer Virusubertragung vom Huhn zur RVM maacinem zweiten AlV-naiven
Huhn vergroRRert. Zur Reisolierung des AlIV aus da&fVRund den Huhnern werden
folgende Eigenschaften des AIV ermittelt: Bestimguder EIDR, der Ham-

agglutinationstiter und der Antikérperentwicklumg Serum infizierter Hihner mittels
Hamagglutinations-Hemmungstests. Die Ausbildung®inytopathischen Effektes in

inokulierten HEF-Kulturen dient zur Reisolierungdurur Titration des AlV.

3.2.1.1.1 Isolierung und Reisolierung des Influenza A-Virus

Zum Nachweis einer Viramie im experimentell infizen Huhn und zum Nachweis des
AlV in den RVM wurden priméare Zellkulturen (HEF) dn9-11 Tage bebrtete
embryonierte HUhnereier verwendet. Zur quantitatikerfassung der Virusgehalte
wurden die kulturinfektiose Dosis (KIRyml in HEF-Kulturen bzw. die embryo-

infektiose (EIR¢ml) Dosis und die embryoletale Dosis (ElBnl) errechnet.
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AulRerdem wurden die jeweiligen HA-Titer in lodes AIV in den Amnioallantois-
flissigkeiten (AAF) aus inokulierten Huhnereierrstoimmt (OIE,2004).

3.2.1.1.2 Charakterisierung der Virulenz des AlV in vivo

Zur Feststellung einer geeigneten Virusdosis zwetgung einer Virdmie fur die
nachfolgenden Infektionsversuche erfolgte eine @Wtarisierung des AIV in vivo.
Zum einen sollte sich durch die Injektion des Alvieeausreichend starke Viramie im
infizierten Huhn entwickeln, um spater den RVM diefnahme von viramischen Blut
zu ermoglichen. Zum anderen musste der Verlauf \deiimie in den infizierten
Huhnern untersucht werden, um abschatzen zu konmehcher Zeitpunkt am
gunstigsten ist, um die RVM zu den infizierten H&8mzu setzen. Die minimale bzw.
die letale Infektionsdosis wurden bestimmt, um Zestellen, welchen Virushalt eine
bestimmte Anzahl AlV-haltige RVM haben muissen, uen dinem AlV-naiven Huhn
eine Infektion bzw. eine fatale Infektion mit AlMuszuldsen. Aulerdem wurde so die

erfolgte Infektion mit AIV verifiziert.

Zur Induktion der Viramie wurden jeweils funf SPk#sher mit dem Influenzavirus
Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) in neun verscleiedn Verdinnungsstufen
(10%-10° der Stammvirussuspension intravends zur Bestingmdes intravendsen
Pathogenitatsindex (IVPI) infiziert (OIR004). Die Stammvirussuspension wurde mit
PBS (Phosphat-gepufferte Salzldsung) verdinnt @wbrd 0,5 ml je Huhn intravends
injiziert. Die HUhner wurden taglich tGber einen tZaum von vierzehn Tagen klinisch
beobachtet und beprobt. Die Probenentnahmen undudatigefiihrten Untersuchungen

sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Charakterisierung des AIV in vivo. Probenentnahmen und
-untersuchungen

in vivo = Tag 1-14 p.i.

Hu_hn Proben Einzel-Indikator- oo Ziel

(n=5) proben system

in Vivo Huhn Klinische Bestimmung des
Symptomatik IVPI

Viramienachweis,

Blut Erythrozyten Brutei HA-Titer Titerbestimmung

Titration . Virdmienachweis,

HEF ZPE [ Titer Titerbestimmung

HEF ZPE Viramienachweis

Leukozyten  HEF ZPE Viramienachweis

Plasma HEF ZPE Virdmienachweis
Sammelkot HEF ZPE Virusausscheidung
Rachentupfer HEF ZPE Virusausscheidung
Kloakentupfer HEF ZPE Virusausscheidung
Huhn Organe HEF ZPE Virus-Reisolierung
post mortem Brutei HA-Titer ~ Virus-Reisolierung,

Virustiter
Bakterien- Ausschluss von
BU . o
kolonien Begleitkeimen

3.2.1.2 Experiment | - Nachweis der AlV-Aufnahme durch diroten Vogelmilben
Zum Nachweis der Aufnahme von AIV durch die RVM wden sieben mit
Influenzavirus A/turkey/Ontario/7732/1966 (H5N9jimerte Hihner zu ca. 1000 RVM
in eine Milbenbox (A und B) gesetzt, um den Milksie Aufnahme von virushaltigem
Blut zu ermoglichen. Das Experiment | gliedert siohvier Versuche auf (I/1-4), die
nacheinander durchgefuhrt wurden. Der Versuchsaidain Tabelle 6 dargestellt. In
Experiment I/1 wurde nur ein Huhn eingesetzt (Bgx wéhrend in den Experimenten

I/2-4 je zwei Hihner (Box A, B) eingesetzt wurden.
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Die viramischen Huhner wurden aufgrund der Ergedmnigsus dem Vorversuch am
ersten Tag p.i. zu den Vogelmilben gesetzt. Naatsdizen von je einem mit AlV
infiziertem Huhn (Virusdosis £6/0,1 ml) am ersten Tag p.i. in zwei Boxen (A und B)
mit RVM bzw. einem Huhn in die Box A bei Experimeit, hatten die Milben 24
Stunden lang die Gelegenheit zum Blutsaugen. Areddhd wurden die Milben aus
dem Gefieder entfernt und die Hihner zurick inlsidatoren gebracht, wo sie bis zum
Versuchsende wie im Vorversuch beobachtet und suntbt wurden. Von den
eingesetzten RVM wurden nun taglich ca. 50 Stiiakogenen, um aufgenommenes
Virus mittels Inokulation in Bruteiern und HEF-Kufen nachweisen zu konnen. Die
Milbenboxen wurden im Anschluss an jeden Versuch @& °C fur zwei Stunden

autoklaviert und geséaubert.

Zur Uberwachung des Infektionsverlaufs bei den Hiihnwurden ebenfalls taglich
Proben (heparinisiertes Blut, Rachen- und Kloakgfety Kot) genommen. Wie im
Vorversuch wurden gestorbene und nach Ablauf desw¢bls getdtete Hihner seziert
und Organe steril entnommen, um die Infektion miY &u verifizieren. Bakterielle
Begleitinfektionen wurden mittels einer bakteriakmpen Untersuchung von Organ-
abstrichen ausgeschlossen. Es wurden von jedem Hbktriche von Herz, Leber,
Milz und Niere und zusatzlich Abstriche von Orgamem makroskopisch erkennbaren
pathologischen Verdnderungen untersucht. Von ahleskroskopisch veranderten
Huhnerorganen wurden zusétzlich histologische $&hnind immunhistochemische
Farbungen angefertigt, um die pathologischen Veramiyen beurteilen zu kénnen und
um far die immunhistochemischen Farbungen der RVMsitvkontrollen zur

Beurteilung der Farbungen zu erhalten.
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Tabelle 6: Experiment | - Nachweis der AlV-Aufnahme durch Roe Vogelmilben.
Probenentnahmen und -untersuchungen

! heparinisiertes Vollblut, Rachen- und Kloakentupféscher Kot
2 Es wurden jeweils 50 RVM zur weiteren Untersuchanthommen

MaflRnahmen
Tag
SPF-HUhner (n = 2) Rote Vogelmilben
Probenentnahme
0 Infektion mit AlV NuIIprobeﬁ
1 Probenentnahme Blutsaugen der Milben an mit
Einsetzen in Milbenbox A, B AlV infizierten HUhnern
Probenentnahme
2 Behandlung gegen Milben Milbenentnahme
Zuruicksetzen in Isolator
3-13 Probenentnahrhe Milbenentnahnte
Probenentnahme
14 Diagnostische Totung Milbenentnahme
Sektion
Organentnahme
3.2.1.3 Experiment Il - Bestimmung der Ubertragung von Al\Vdurch Rote

Vogelmilben auf Hihner
Experiment Il gliedert sich ebenfalls in vier Verhe auf, die nacheinander
durchgefuhrt wurden. Der Versuchsablauf ist det¢aillin Tabelle 7 dargestellt und

wurde dreimal wiederholt.

Zur Bestimmung der Ubertragbarkeit von AIV durcle VM auf AlV-naive Hihner
wurden in Experiment Il acht Hihner mit AlV infiztein Kontakt mit RVM gebracht
und nach 24 Stunden wieder entfernt. Drei Tage dach Blutsaugen der RVM wurde
in Box A und B je ein AlV-naives Huhn hinzugeset2ies wurde dreimal wiederholt.
Somit kamen in den Experimenten II/1-4 insgesarht ee. mit AlV infizierte und acht
AlV-naive Huhner zum Einsatz. Nach 24 Stunden wardBe Huhner aus den
Milbenboxen enthommen und gegen RVM behandelt. v8ieden anschlieRend in
getrennte Isolatoren verbracht, um eine moglichenrw auch unwahrscheinliche

Ansteckung untereinander zu vermeiden. Die HUhnerden jeweils Uber 14 Tage
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taglich beprobt und am Ende dieses Zeitraums salosergetdtet. Nach der
anschlieBenden Sektion wurde aus enthommenen Qrgaine Virusreisolierung in
HEF-Kultur und Bruteiern versucht. Die Organe wurd@munhistochemisch auf AlV
untersucht. Bei Entwicklung eines ZPE in Zellkulagter nach 7-tagiger Inkubation der
inokulierten Bruteier wurde eine elektronenmikrgsisgche Untersuchung des
Zellkulturiberstandes bzw. der AAF und ein HA-Tdst AAF angeschlossen. AlV-

(H5)-spezifische Antikdrperbildung wurde mittels HATest nachgewiesen.

Auch in Experiment Il wurden aus jeder Milbenbogligh ca. 50 RVM entnommen,
um beim Blutsaugen aufgenommenes Virus mittels utadlon in Bruteier und HEF-
Kulturen nachweisen und die mdgliche Persistenz ABs in der RVM zeitlich

verfolgen zu kénnen.

Die Milbenboxen waren vor dem Einsetzen der AlVweai Hihner gereinigt worden,
soweit dies moglich war, ohne die Milben zu besde Insgesamt wurde darauf
geachtet, dass die Boxen sauber und trocken warerAnschluss an die jeweilige

Versuchswiederholung wurden die Milbenboxen beti@%utoklaviert und gereinigt.
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Tabelle 7: Experiment 1l - Nachweis der Ubertragung von AIV durch Rote
Vogelmilben auf Huhner

! heparinisiertes Vollblut, Rachen- und Kloakentupfascher Kot
2 Es wurden jeweils 50 RVM zur weiteren Untersuchanthommen

-]

T Malnahmen
a
J SPF-Huhner (n = 2) Rote Vogelmilben  SPF-Huhner (n = 2)
Probenentnahme
0 Infektion mit AIV Nullprobert B
Probenentnahme
1 Einsetzen in Milbenbox Blutsaugen -
A, B
Probenentnahme
2 Behandlung gegen Milben | Milbenentnahne -
Zuriicksetzen in Isolator
3 Probenentnahme Milbenentnahnte -
Probenentnahme
Blutsaugen : R
4 Probenentnahme Milbenentnahnie EKSStzen in Milbenbox
Probenentnahme
5 Probenentnahme Milbenentnahnfe Behandlung gegen Milbe
Zuriicksetzen in Isolator
6-13 Probenentnahme Milbenentnahnte| Probenentnahme
Probenentnahme
14 | Diagnostische Totung Milbenentnahnte| Probenentnahme
Sektion
Organentnahme
15-17 - Milbenentnahmz| Probenentnahme
Probenentnahme
18 _ Milbenentnahre Diagnostische Totung

Sektion

Organentnahme
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3.2.1.4 Experiment Ill - Bestimmung der Wirksamkeit von Neecedisarf135-1 auf
Rote Vogelmilben

Neopredisafi 135-1 wird laut EG-Sicherheitsdatenblatt als ctsetmés Desinfektions-

mittel zur Behandlung von Flachen und Geréaten sieigé. Neopredis&n135-1 enthalt

als Wirkstoff p-Chlor-m-Kresol (25-30 %) und zuddéfza Propan-1-ol (20-25 %) und

Propan-2-ol (10-15 %). Das Praparat besteht ags klaren Flissigkeit und ist gut mit

Wasser mischbar.

Zur Desinfektion von Stallflachen sollen nach Heltstangaben 400 ml/m?2
Desinfektionslésung verwendet werden. Dieses Volumverde umgerechnet auf die
Flache einer Glas-Petrischale von 38,5 cm2. Diagmlerden Einsatz von 1,5 ml
Desinfektionsmittellésung pro Petrischale. Der Vels fand bei Zimmer-temperatur
(ca. 20-22 °C) statt. Die Verdinnungen des Destidekmittels wurden mit ,Wasser
standardisierter Harte* (WSH) nach den VorgabenAlesschusses fur Desinfektion in
der Tierhaltung der Deutschen VeterinarmediziniacBesellschaft hergestellt (DVG,
2007).

Neun Verdinnungen des Neopredf$ai35-1 wurden mit WSH direkt vor
Versuchsbeginn frisch angesetzt und jeweils 1,5dmeser Verdinnungen pro einer
Petrischale verwendet: 0,025; 0,1; 0,25; 0,5; 2,0; 3,0; 4,0 und 5,0 %. Je eine dieser
Verdinnungen wurde in eine Petrischale pipettiartier funf tGbereinander liegende
Rundfilter lagen, die den gesamten Boden der Rbaile bedeckten. Durch die
Verwendung von handelsiblichem Filterpapier in fliagen wurde die Flussigkeit so
weit aufgesaugt, dass die RVM nicht ertrinken kenntsondern nur dem Einfluss des
Desinfektionsmittels ausgesetzt waren. Pro Petulschwurden 50 vitale RVM
eingesetzt. AnschlieRend wurde der Rand der Pealisenit einem |6sungsmittelfreien
LPrittstift“ abgedichtet, um sowohl ein Entweichdar RVM als auch ein Verdunsten
des Desinfektionsmittels zu verhindern. Die Vitdlider Milben wurde anhand ihrer
Beweglichkeit nach 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 ld mach 24 h unter einem Makroskop
(Auflichtmikroskop; 6,4-fache VergroRerung) kontmeit. Dieser Versuch wurde

insgesamt sechsmal wiederholt.
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3.2.2 Methoden zur Durchfihrung der Experimente
3.2.2.1 Probenentnahme von Huhnern und Probenaufarbeitung

3.2.2.1.1 Tupfer und Sammelkot

Tupferproben von Rachen und Kloake wurden alleizigrten HUhnern taglich mit
einem sterilen Wattetupfer entnommen, um die Ausisicing des Virus und damit eine
maogliche Kontamination der Milbenboxen verfolgenkiinnen. Zum gleichen Zweck
wurde taglich frischer Sammelkot aus den Isolat@emommen. Die Tupfer und die
Kotproben wurden in ein mit 3 ml Basal Medium Eagli Earle’schen Salzen (BME)
geflulltes Reagenzrohrchen gegeben. Das Medium elinthis Zusétze 5 % fetales
Kalberserum (FKS) und 0,1 % Enrofloxacin (BaytyilZur Uberfiihrung von moglichst
vielen Viruspartikeln in das Zellkulturmedium wurddie Proben mit mehreren kurzen
Ultraschallimpulsen (drei Pulse bei 60 %) behandett anschliel3end bei 1.200 x g fur
funf Minuten zentrifugiert, um Kotanteile und Zedlditus zu sedimentieren. Von allen
Proben wurden je 0,1 ml des Uberstandes zum Auferirauf Zellkulturen verwendet
(24-Lochplatten, Doppelansatz).

3.2.2.1.2 Blut

Allen Hiuhnern wurde heparinisiertes Blut entnommen,den Beginn und den Verlauf
der durch die AlV-Infektion induzierten Viramie velgen zu koénnen. Eine erste
Blutentnahme als Negativkontrolle erfolgte kurz \d@r Infektion und die weiteren
Blutentnahmen dann alle 24 Stunden p.i. jeweilS\iechsel aus den Venen des rechten
bzw. linken Flugels (Venae ulnaris) der Huhner. &twW ml Blut wurde in
heparinisierten Rohrchen aufgefangen und zur Duisdimang vorsichtig geschwenkt.
Zur Trennung der einzelnen Komponenten des Huhmeblwurde eine Ficoll-1so-
Paque-Gradientenzentrifugation (Buffy Coat-Sepamtdurch-gefuhrt (Byum, 1964).
Das Blut wurde auf ca. 1 ml Ficoll-Iso-Paque im gs&rohrchen vorsichtig
aufgeschichtet, fir 15 min bei 2.880 x g zentriéugi Die einzelnen Fraktionen waren
nach der Zentrifugation von oben nach unten gebtdticn: Blutplasma, Leukozyten,
Ficoll-lso-Paque, Erythrozyten. Das Plasma wurdet miner Eppendorfpipette
vorsichtig abgenommen und in ein separates Rohrigberfuhrt. Als ndchste Fraktion
wurde die dinne Schicht der Leukozyten gewonnemuih® ml Dulbecco’s-Phosphat-
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Puffer in einem frischen Reagenzglas gewascherfolgte eine Zentrifugation fur 5
min bei 300 x g. Die sedimentierten Leukozyten vemrdnach Entfernung des
Uberstandes in 1 ml PBS resuspendiert. Nach Entfigrales Ficoll-Iso-Paques wurden
die verbliebenen Erythrozyten ebenfalls in PBS gevan und in 1 ml PBS

resuspendiert.

Es wurde versucht, das Virus auf zweierlei Art des1 Hiihnerblut zu reisolieren. Zum
einen wurden die drei Fraktionen des heparinisieN®llbluts separat auf HEF-
Kulturen aufgebracht (je 0,1 ml in 24-Lochplatten Doppelansatz). Da sich die
Zellkulturen in den 24-Lochplatten, die mit der trpzyten-Fraktion beimpft worden
waren, mikroskopisch nicht auf die Entwicklung a&néPE beurteilen liel3en, wurde
nach drei Tagen der Uberstand abgenommen und i r&ulLochplatten mit
konfluenten HEF-Kulturen dberfuhrt. Au3erdem wumdie Erythrozyten-Fraktion in
96-Lochplatten auf konfluenten HEF-Kulturen tittieum den Titer des an den
Erythrozyten haftenden Virus zu bestimmen. Zum esewurden embryonierte
Huhnereier mit 0,1 ml der Erythrozyten-Fraktionkobert.

Bei diagnostischer Tétung der Huhner wurde eingugularis eroffnet und das Blut
ohne Antikoagulanz zur Antikdrperbestimmung aufggtn und abzentrifugiert, um

die zellularen Bestandteile abzutrennen.

3.2.2.1.3 Sektionen und Organproben

Am Versuchsende oder nach vorherigem Verenden wualle Hihner seziert. Die
Sektionen wurden wie beilESMANN et al. (2005) beschrieben durchgefihrt und
pathologische Verénderungen protokolliert. Im Veflaler Sektionen wurden von
jedem Huhn steril Organproben (Herz, Leber, Ni&tdz, Lunge, Enddarm, Pankreas,
Grol3hirn, Drisenmagen und Legedarm/ Hoden) entnami@eva ein Gramm grol3e
Teile der Proben wurden in BME Uberfihrt und eildéraschallbehandlung (drei Pulse
bei 60 %) unterzogen, um die Organteile zu homajem@n und das Virus aus den
Zellen freizusetzen. In der anschlieBenden Zemgation bei 1.200 x g fur 10 min
wurde Zelldetritus aus dem Uberstand weitgehenf@ert Vom gereinigten Uberstand

wurden je 0,1 ml in zwei Locher auf 24-Lochplattater in Bruteier verimpft, um AlV
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zu reisolieren. Herz, Leber, Milz und Nieren wurdenséatzlich bakteriologisch
untersucht, um eventuell vorhandene Begleitkeimehnaveisen (siehe 3.2.2.13.1).

Veranderte Organe wurden histopathologisch untatsuc

3.2.2.2 Probenentnahmen von Roten Vogelmilben

Zum Nachweis der Virusaufnahme durch die RVM wurdsowohl wahrend
Experiment | als auch wahrend Experiment 1l tagteh50 blutgefillte Milben aus den
Milbenboxen entnommen. Diese waren an Hand dernrdbes schwarzlichen
Verfarbung ihres Korpers, die durch das durchsamea aufgenommene Huhnerblut
verursacht wird, leicht zu erkennen. Im Gegensatidind ntichterne Milben graulich-
weill gefarbt. Abgesehen von der Farbung ist eindeAmg der Bewegungsaktivitat
nicht wahrnehmbar. Ein Gréf3enunterschied zwischéchternen und blutgefillten

RVM ist mit bloRem Auge kaum erkennbar.

3.2.2.3 AuRerliche Desinfektion der Roten Vogelmilben

Mittels einer &uf3erlichen Desinfektion der RVM wgirdine oberflachliche, dul3ere
Kontamination der Milben mit dem AIV durch Kontaktit infektiosen Sekreten oder
Ausscheidungen der infizierten Huhner beseitigt. viisde eine Halfte der jeweils
entnommenen 50 RVM desinfiziert und die andere teldlfcht. Dies zum Ziel nur mit
dem Saugakt aufgenommenes Blut im Inneren der R\@dhruweisen und eine

auRRerliche Kontamination der Milben mit dem Testsiauszuschliel3en.

Zur aulRerlichen Desinfektion der RVMEMAN et al, 1982) wurded %iges Formalin
verdinnt in Aqua dest. verwendet. Die Vogelmilbemrden zweimal mit 5 ml NaCl-
Lésung gewaschen und dann 5 ml 4 %igem Formalirsiglben Minuten ausgesetzt.
Nach vorsichtiger Entfernung des Formalins mit eif@pette wurden sie erneut
zweimal mit 5 ml NaCl-Lésung gewaschen. Der groldé der RVM Uberlebte diese
Desinfektion, was an den fortbestehenden Beweguedeennbar war. AnschlieRend
wurden die RVM in einem Mdrser homogenisiert un@ s ml PBS aufgenommen. Die
Homogenisate wurden nun jeweils auf HEF-Kulturefgebracht (je 0,1 ml in zwei
Kavitaten von 24-Lochplatten) und in embryoniertéhHereier inokuliert (je 0,1 ml in

drei 9-11 Tage bebritete Bruteier). Zur Kontroller cerfolgreichen Desinfektion
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wurden nicht-homogenisierte Milben, die an denziefiten Hihnern Blut gesaugt
hatten, ebenfalls auf HEF-Kulturen aufgebrachteiisvickelte sich kein ZPE.

3.2.2.4 Herstellung von priméaren Hihnerembryofibroblastenkuren

Primédre HEF-Kulturen wurden aus 10-tagigen SPF-ldigmbryonen nach der bei
SCHAT und RJIRCHASE (1989) beschriebenen Methode einmal wdchentliaigdstellt.
Beim Anzuchtmedium handelte es sich um BME mit $B& unter Zusatz von 5 % L-
Glutamin und 7,5 % HEPES-Puffer. Das Erhaltungsomadenthielt zusatzlich 0,1 %
Enrofloxacin (Baytrif). Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. DiebSu
kultivierung von HEF-Kulturen mittels Trypsin-Versé 6sung erfolgte ebenfalls nach
der Methode nachG®AT und RIRCHASE (1989). HEF-Kulturen wurden bei 37 °C in

feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare im Brutschréméraeus, Hanau) inkubiert.

3.2.2.5 Vermehrung der Virusstammsuspension in SPF-Brutaier

Zur Herstellung der Virusstammsuspension wurden Ml des Isolats in die
Allantoish6hle von zehn 9-11 Tage bebriteten SPRAdieiern inokulier(SWAYNE et
al., 2008). Jeden folgenden Tag wurde mit der Sleimge die Vitalitdt der Embryonen
gepruft. Nach Absterben der Embryonen bzw. am erelitag p.i. wurden die AAF
geerntet, zentrifugiert und gepoolt. Anschlieliendde der Virustiter mittels HA-Test

festgestellt und die Suspension bei 4 °C aufbewahrt

3.2.2.6 Bestimmung des Virusgehalts der Virusstammsuspensio

Zur Bestimmung der EI§ und der ELR, im Vorversuch wurden jeweils funf Bruteier
pro Verdiinnungsstufe (f010°) verwendet. Die Eier wurden im Abstand von 12
Stunden geschiert und der Absterbezeitpunkt prdlieko Nach dem Absterben der
Embryonen oder nach Ablauf von sieben Tagen Inkobatvurden die AAF geerntet
und die Hamagglutinationstiter mittels HA-Test gesdtellt. Die EIRy und die ELRg
wurden mit Hilfe der Formel von PBARMAN und KARBER (MAYR et al, 1977)

errechnet.
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3.2.2.7 Virus-Reisolierung in embryonierten SPF-Bruteiern

Es wurden 0,1 ml der jeweiligen Proben (ErythroayteMilbenhomogenisate,
homogenisierte Organproben) in die Allantoishohbe ye drei 9-11 Tage bebrteten
SPF-Huhnereiern inokuliefSwWAYNE et al., 2008). Bei den Milbenhomogenisaten
wurden jeweils drei embryonierte SPF-Huhnereier mHidbmogenisat von nicht
desinfizierten Milben und drei mit Homogenisat vaesinfizierten Milben inokuliert.

Die beimpften SPF-Bruteier wurden jeden Tag di@Nét der Embryonen gepruft.

3.2.2.8 Virus-Reisolierung in HEF-Kulturen

Alle Tupferproben aus Pharynx und Kloake der HUhrar Sammelkot und die
einzelnen Blutbestandteile wurden auf ausgewachs&teKulturen im Doppelansatz
in 24-Lochplatten aufgebracht und taglich auf digvicklung eines ZPE mittels eines
umgekehrten Mikroskops kontrolliert und die Zellkutiberstdnde nach sieben Tagen
einmal passagiert. Ein Mediumwechsel mit Erhaltamggium erfolgte alle zwei Tage.
Beim Aufbringen von 0,1 ml des Milbenhomogenisatd BIEF-Kulturen wurden
jeweils zwei Ansatze ohne und mit vorangegangenesiribektion der Milben
angefertigt (Abschnitt 3.2.2.3).

3.2.2.9 Bestimmung des Virusgehalts der Blutfraktionen undder Roten
Vogelmilben

Die Virustitrationen wurden im Mikrotiterverfahrem subkultivierten HEF-Kulturen in
96-Lochplatten nach StandardarbeitsmethoderU@ER 2002) durchgefiihrt. Die
Virustiter wurden bestimmt fir die Erythrozyten-eukozyten- und Plasma-Fraktion
der Huhner. Da 1 ml aus der Flugelvene entnommeéregsarinisiertes Vollblut
verwendet wurde, beziehen sich die aus den Titraticerrechneten Kig-Werte stets
auf die aus 1 ml heparinisiertem Blut gewonnenesktionen. Die Auftrennung des
Blutes in seine einzelnen Fraktionen ist unter Abgt 3.2.2.1.2 beschrieben.

Fur die Titrationen wurden jeweils die Verdunnungten 10'-10® angefertigt. Dafiir
wurden von der jeweiligen Probe 0,2 ml abgenommed mit 1,8 ml BME 1:10
verdunnt. Von dieser Verdinnung wurden wiederummd,Zntnommen und in 1,8 ml

BME 1:10 Uberfithrt, usw. bis zu einer Verdinnung vio®. Von den einzelnen
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Probenverdinnungen wurden jeweils 0,1 ml auf 9@iptatten mit subkultivierten
HEF-Kulturen pipettiert. Fur jede Probe wurden filfdvitdten genutzt (Funffach-
Ansatz). Die Zellkulturen wurden bis zu sieben Tpgetaglich mit einem umgekehrten

Mikroskop auf Entwicklung eines ZPEs kontrolliertcdudas Ergebnis protokolliert.

Mit den Milbenhomogenisaten wurde ebenfalls eindéralion versucht, um den
durchschnittlichen Virusgehalt der RVM festzustelleEs wurden von den
Milbenhomogenisaten ebenfalls die Verdiinnungsstuféh10® nach der gleichen
Verfahrensweise angefertigt. Von den einzelnen é&rebrdiinnungen wurden jeweils
0,1 ml auf 96-Lochplatten mit subkultivierten HERHKuren pipettiert. Fur jede Probe
wurden funf Kavitaten genutzt (Funffach-Ansatz).eDZellkulturen wurden bis zu
sieben Tage p.i. taglich mit einem umgekehrten bdkop auf Entwicklung eines ZPEs

kontrolliert und die Ergebnisse protokolliert.

3.2.2.10Virustiterbestimmungen und statistische Auswertung

Zur Charakterisierung des AlV in vitro in Zell- uriglkultur undin vivo in Hihnern
wurden verschiedene quantitative Pathogenitatskteaistika bestimmt (lNSONet al,
1963; VILLEGAS, 1998). Die Berechnung der Titer erfolgte nach derntel von
SPEARMAN und KARBER (zitiert ausMAYR et al, 1977). Die statistische Auswertung
aller Ergebnisse einschlieBlich der Berechnungemd&wdankenswerter Weise mit
Unterstitzung von Herrn ADir. Dr. K. Failing durafghrt. Es wurden der RUSAL-
WaLLIs-Test, die Berechnung des Rangkorrelationskoeffteie nach SeaARMAN und
eine explorative, zwei-faktorielle Varianzanalysét messwertwiederholung auf die

gesammelten Daten angewendetx(x, 1993).
3.2.2.11ldentifizierung der Virusreisolate

3.2.2.11.1 Hamagglutinationstest

Der Hamagglutinationstest (HA-Test) wurde nach debeitsvorschrift 3 b zur
Diagnosestellung AIV im Manual der OIE (OIEQ04) mit 1 %iger Huhnererythro-
zytensuspension durchgefihrt. Die Mikrotiterplatbeih U-formigen Boden wurden fur
60 min bei 4 °C im Kuhischrank inkubiert und die HA&er in Schragstellung der
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Platten abgelesen. Dabei entsprach der HA-Titerhdehsten Verdinnungsstufe des
Testvirus, bei der noch eine vollstandige Hamaguatibn eintrat.

3.2.2.11.2 Hamagglutinations-Hemmungstest

Der Hamagglutinations-Hemmungstest (HAH-Test) wwetenfalls nach den Angaben
im Manual der OIE (OIE2004) durchgefuhrt (Arbeitsanweisung 3 b). DiesestT
wurde mit den geernteten HA-positiven AAF der inidetien Bruteier und den
Blutseren der nach Versuchsende getdteten Huhmehgkfihrt. Als Positivkontrolle
diente ein in SPF-Huhnern hergestelltes polyklanaatiserum gegen ein AIV des
Subtyps H5N9 (Stammsammlung KVRAF 05/03, JLU Gigf3&is Negativkontrollen
wurden ein ebenfalls polyklonales H7N1-Serum auf-BBhnern (Stammsammlung
KVRAF, Coca-Stamm 1979, JLU Giel3en) und ein Ansatz mit PBS an Stelle von
Serum verwendet. Das Testvirus wurde auf 4 HA-Btehedurch Verdiinnen mit PBS
eingestellt. Die 96er-Lochplatten mit den Serumuardingen und dem Testvirus
wurden fur 30 min bei Zimmertemperatur inkubiertadd der Zugabe von 1 %iger
Huhnererythrozytensuspension folgte eine weitekebation fir 60 min bei 4 °C. Die
Platten wurden in Schragstellung abgelesen. Sind/-spezifische Antikorper
vorhanden, bleibt die Agglutination aus. Nicht agiglierte Erythrozyten sedimentieren
und bilden einen Tropfen, der bei Schragstellung Rlatte verlauft. Der HAH-Titer
eines Serums ist der Wert der hochsten Serumveuodignn bei der die
Hamagglutination noch vollstandig gehemmt wurdee Bipezifitditsgrenze wird bei

einem Titer von 2angesetzt (OIE2004).

3.2.2.11.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Mehrere Uberstande aus inokulierten Zellkulturschéih mit ausgedehntem ZPE
wurden in 25 ml Zellkulturflaschen vermehrt und maNegativkontrastierung mit
2 %iger Phosphorwolframsaure elektronenmikroskdépisaf das Vorhandensein von
Viruspartikeln mit Orthomyxovirusmorphologie gepriEbenso wurden mehrere AAF
mit einem HA-Titer tiber 2elektronenmikroskopisch untersucht. Herrn Dr. Wrhse
Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten deere der JLU Giel3en, danke ich fur
diese Arbeiten.
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3.2.2.11.4 Polymerasekettenreaktionen

Mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde thiétpob es sich bei den Reisolaten
aus den Milbenhomogenisaten um das eingesetzte uehdavirus
Alturkey/Ontario/7732/1966 mit dem Subtyp H5N9 halhdDie Untersuchung der
Proben wurde von Herrn Dr. Prof. T. Harder im FrielatLoeffler-Institut, Greifswald,
durchgefuhrt. Im Einzelnen wurden folgende moleiit@dogischen Untersuchungen
durchgefuhrt: jeweils eine Real Time Reverse Traptkse-PCR zur Detektion des M-
Gensegments (nachP&CKMAN et al.,, 2002, modifiziert), des H5-Gensegments l{nac
SPACKMAN et al., 2002, modifiziert), des N1-Gensegments\yiakiung FLI), des H7-
Gensegments (Entwicklung FLI), des HA 2-H(#Ps et al.,, 2004) und des NA-
Gensegments (Entwicklung FLI). AuBerdem wurden Highdinationshemmungsteste

mit Antiseren gegen alle HA-Subtypen 1-16 durchbgfi

3.2.2.12Bestimmung des Intravendsen Pathogenitatsindex

Die Bestimmung des intravendsen Pathogenitatsifd#X) wurde mit 45 Hihnern im
Alter von 7 Lebenswochen durchgefuhrt. Abweichermh \der Originalvorschrift
wurden mit den Verdiinnungsstufen400? je funf Hihner mit 0,1 ml der jeweiligen
Virussuspension in die V. ulnaris infiziert. Die khier wurden p.i. taglich 10 Tage lang
klinisch beobachtet und ihre Symptomatik anhancereilRaktorskala bewertet. Der
Befund ,schwer erkrankt* schliel3t im Gegensatz etkiankt” eine ZNS-Symptomatik
mit ein. Die Berechnung des IVPI erfolgte nach dagaben im Manual der OIE (OIE,
2004). Der IVPI eines AIV wird nach der Europaistch®ichtlinie 2005/94/EG
folgendermal3en beurteilt: Es handelt sich um eiAINPwenn der IVPI tUber 1,2 liegt.

3.2.2.13Weitere Untersuchungen der Organe sezierter Hihner

3.2.2.13.1 Bakteriologische Untersuchung der Hihnerorgane

Zum Ausschluss von bakteriellen Infektionen wuréenz, Leber, Milz und Niere aller
Huhner bakteriologisch untersucht REGER 2002). Zusatzlich wurden pathologisch
veranderte Organe kulturell Gberprift. Die stentr@mmenen Organe wurden kurz

abgeflammt, angeschnitten und sowohl auf einer fBiiiagar-Platte als auch auf einer
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fir Enterobacteriaceae selektiven BBiEatte ausgestrichen. Diese Medien wurden fiir
zwei Tage bei 37 °C bebritet. Die festen Nahrmedierden taglich auf das Wachstum
von Kolonien Uberprift. Die entstandenen Kolonierurden mit Hilfe von
bakteriologischen Standardmethoden bestimmat_fHet al., 1994).

3.2.2.13.2 Histopathologische Untersuchung von Organproben audihnern

Die bei den Sektionen entnommenen OrganprobenHllener wurden nach Fixierung,
Einbettung, Schnitt und Farbung nach Standardmethain Institut flir Veterinar-
Pathologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3energucht. Die Paraffinschnitte aus
den Huhnerorganen wurden mit Hamatoxylin-Eosin (H&g)l Perjodsaure/ Schiffsches
Reagenz/ Hamalaun nachAMER (Periodic-acid-Schiff-reaction, PAS) gefarbt und

anschlie3end unter einem Mikroskop untersucht wuutbilt.

3.2.2.13.3 HE- und PAS-Farbung von Roten Vogelmilben

Taglich wurden ca. 15 Vogelmilben zur feingeweldichUntersuchung in Formalin

eingelegt und anschlieBend in Paraffin eingebetemn diesen Paraffinbléckchen

wurden Schnitte angefertigt, die ebenfalls mittels oder PAS gefarbt wurden. Diese
Schnitte wurden zur Orientierung angefertigt, um @rgane der RVM im Hinblick auf

die immunhistochemische Farbung identifizieren daren. Aul3erdem konnte so eine
Vorstellung Uber die Verteilung des aufgenommenarieB in den Milben gewonnen

werden.

3.2.2.13.4 Immunhistochemische Farbung von Roten Vogelmilben nd
Huhnerorganen

Immunhistochemisch sollte AIV-Antigen im Kérper deVM identifiziert und seine

Expressionsorte lokalisiert werden. Die histologet Préaparate der Hihnerorgane

wurden zum Vergleich der Reaktionen immunhistocksemimit AlV-spezifischen

Antikdrpern angefarbt. Im Experiment Il diente diedMethode, zuséatzlich zur

Virusisolation und Antikérperbestimmung, zur Detekt von AlIV-Antigen in den

naiven Huhnern, die in Kontakt mit AlV-haltigen RVi¢bracht wurden.

8 Brilliantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-Platte
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Es wurden zwei verschiedene immunhistochemische&vdigahren durchgefihrt: Zum
einen die Peroxidase-Anti-Peroxidase-(PAP)-Methdde der als Prim&rantikorper
Kaninchen Anti-Influenza und als Sekundarantikérehwein Anti-Kaninchen IgG
verwendet werden (€RNBERGERet al., 1970). Der Primarantikdrper richtet sigdgegn
das Ribonukleoprotein des ANMa{RNP). Diese Arbeiten wurden mit Herrn Dr. K.
Kohler, Institut fur Veterinar-Pathologie, JLU Gaf} durchgefiihrt und ausgewertet.

Als weitere Methode wurde die Avidin-Biotin-Peroask-Komplex-(ABC)-Methode
eingesetzt, bei der als Primarantikbrper ebenfalleen Kaninchen Anti-Influenza-
Antikdrper und als Sekundarantikorper ein ZiegeiAX@ninchen IgGl-Antikérper
benutzt werden (bU et al., 1981). Der im FLI auf Riems entwickeltenfarantikdrper
richtet sich gegen das Nukleoprotein (NP) des AV dpFLEISCH et al., 2006). Diese
Untersuchung wurde von Prof. Dr. J. Teifke im Frielg-Loeffler-Institut, Insel Riems,
durchgefuhrt. Die detaillierten Versuchs-protokdieider Methoden sind im Anhang

Il zu finden.

Mit der PAP-Methode wurden alle histologisch untefgen Hihnerorgane und
Vogelmilben bearbeitet. Die ABC-Methode wurde tesgg fir die Milben eines

Experiments und ein AlV-positives Huhn durchgefufiEkperiment I/2 Box A), um

festzustellen, ob dieses System moglicherweiseggetar fur diese Anwendung ist. Die
Beurteilung der immunhistologischen Farbungen gtéoliber den Nachweis eines
Farbniederschlages im bearbeiteten Gewebe: Beim-BASEm sind die Antigen-

Antikorper-Prazipitate durch 3,3'-DiaminobenzidD¥B) braun gefarbt. Bei der ABC-

Methode sind die Niederschlage durch die Verwendwng 3-Amino-9-Ethylcarbazol

(AEC) rot gefarbt.

3.2.2.13.5 Kontrollen der immunhistochemischen Farbungen

Zur Auswertung wurden bei jedem Farbedurchgang eRwsitiv- und eine

Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Positivkontrolleesite der Uberpriifung der korrekten
Verarbeitung der Probe. Als Positivkontrolle dientenmunhistochemisch gefarbte
histologische Préparate der AlV-infizierten Huhn&urch die Anfertigung dieser

Schnitte war es maoglich, die Antigen-Antikorper-Bpitate in den Innenstrukturen der
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RVM besser zu erkennen und zu beurteilen. Zur Ndgattrolle dieser Schnitte
wurden Organe eines AlV-naiven SPF-Huhns verwend®sd die histologischen
Organpraparate immunhistochemisch gegen AlV gefékld Labor-Positivkontrolle
diente jeweils ein bekannt positives Gewebe. Digdtigkontrollen stellten die jeweils
parallel mit dem Kontrollserum inkubierten Folgesitte dar. Bei diesen Praparaten
wurde jeweils auf den Primarantikérper verzichtetd uKaninchen-Kontrollseren
eingesetzt. AuRerdem wurden um etwaige unspezédighdungen der Antikorper zu
verhindern, die Gewebeschnitte fir 10 min mit Sdhe«Kontrollserum (PAP-
Methode) bzw. Ziegen-Kontrollserum (ABC-Methode)bipekt und dieses danach
vorsichtig wieder entfernt. Als Negativkontrolleiirfdie Farbungen der Vogelmilben

wurden nichterne sowie blutgefullte, aber AlV-negaRVM verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuch - Induktion einer Viramie und Reproduktion der Klassischen
Geflugelpest durch InfluenzavirusA/turkey/Ontario/7732/1966 (H5N9

4.1.1Eigenschaften desinfluenzavirus A/turkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) in
vitro
Das AIV erwies sich als zytopatho(. Es flihrte bereits 2- Tage p.i. zu eine
Abkugelung und Schrumpfung der infizierten Zellin HEFKulturen, die mit
Vakuolisierung und Pyknose der Zellkerne einhergmgnd in einer Zelllyse endet
(Abbildung 6. Bei der nicl-infizierten Zelkontrolle blieb der Zellrasen geschloss
der Uberwiegend aus spindelférmigen Fibroblastestanel. Durch Titration de
Virusstammsuspension in Mikrotiterplatten konntetelé ZPE-Bildung finf Tage p.i

eine KIDs¢/ml von 102 errechnet werde

Abbildung 6: Zytopathischer Effekt in HEF-Kulturen durch Influenzavirus
Alturkey /Ontario/7732/1966 (H5N9

Links: ZPE durch AIV zwei Tage p.i.. Rechts: Nicifizierte Kontrolle. Beide
Kulturen nicht geféarbt, 1(-fache VergroRerung.

Der embryoletale Dosis (Elsg) von 10"/ml der Virusstammsuspension wurde n
der Formel von 8EARMAN und KARBER (zit. von MAYR et al, 1977 bestimmt. Im
Gegensatz zum Nachweis von hamagglutinierendem sViru den A/F aller
abgestorbenen Embryor wurde in keiner AAF der Uberlebenden Embryo
hamagglutinierendes Virus nachgewiesen. SomitiésEtDs, von 10 /ml identisch mit
der ELD;¢/ml.
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4.1.2 Eigenschaften des Influenzavirus A/turkey/Ontario/732/1966 (H5N9) in

Vivo

4.1.2.1 Nachweis einer Viramie durch AIV

Eine Viramie konnte mittels Virusreisolierungen ales Erythrozytenfraktion fir alle
funf eingesetzten Hiihner bei den Verdiunnungsstafgh10’nachgewiesen werden.
Einzige Ausnahme war ein Huhn ohne Virdmie in dewppe, die mit einer

Virusverdiinnung von Idinfiziert wurde.

4.1.2.1.1 Nachweis der Virdmie in Blutfraktionen mit HEF-Kult uren

Die Virusnachweise erfolgten nach Verimpfung derzelnen Blutfraktionen auf HEF-
Kulturen mittels der Ausbildung des typischen ZPEnhand der Ergebnisse der
Erythrozytenfraktion wird der chronologische Abladér VirAmie und der Todesfalle
der Huhner nach Infektion mit dem AIV in Abhéngigkeron der jeweiligen

eingesetzten Virusdosis dargestellt (Tabelle 8).

Abbildung 8 zeigt den zeitlichen Verlauf der quatit bestimmten Viramie ohne
Berucksichtigung der Virusdosis und den Anstieg Tedesfélle. Bereits 24 Stunden
p.i. war bei 21 der 45 infizierten HUhner ein Vimashweis mittels Erythrozyten in
HEF-Kultur méglich. Am 2. Tag p.i. stieg die Anzalér positiven Hihner auf 22 an
und am 3. Tag p.i. auf 33. Am 4. Tag p.i. sankZhél der virAmischen Huhner auf 27
(7 Huhner gestorben), bei einem Huhn konnte absram 4. Tag p.i. eine Viramie
festgestellt werden. Deshalb wurde AIV bei insges8rh von 45 Hihnern aus der
Erythrozytenfraktion mittels HEF-Kultur reisolierAn den folgenden Tagen war die

Viramie weiter rucklaufig (Abbildung 7 bzw. Tabebg.
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Tabelle 8: Chronologischer Verlauf der AlV-Nachweise aus Enyirozyten in HEF-
Kulturen in Abhangigkeit von der Virusdosis

Verd. = Verdinnung; 5 Huhner je Verdinnungsstufe

Virusdosis/ Huhn Zahl viramischer Hiuhner an Tagen pi.
Verdlnnun ELDs je
lom) I verd. (Eigjg 01 2] 3] 4] 5 6 7| 8
1 6,7 0 5 5 5 4 4 0 0 0
2 5,7 0 4 5 5 2 0 0 0 0
3 4,7 0 3 4 4 3 0 0 0 0
4 3,7 0 3 5 5 4 1 0 0 0
5 2,7 0 4 5 5 4 3 2 0 0
6 1,7 0 0 5 5 5 2 1 0 0
7 0,7 0 2 1 4 5 3 0 0 0
8 0,07 0 0 0 0 0 0 0 0 Q
9 0,007 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Zahl viramischer Huhner / Tag  ( 21 30 33 27 |13 |3 00
Zahl der Todesfalle / Tag 0 d 0 0 b 10 2 0 0
Zahl Uberlebender Hihner / Tagl5 | 45| 45| 45 36 26 24 24 24

45 an der AlV-Infektion
40 - gestorbene Hiihner
35 - ® HUhner mit AlV-positiven
5 30 - Erythrozyten
c
£ 25 1
L 20 -
<
g 15 1
£ 10 -
5 .
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tage p.i.

Abbildung 7: Virusreisolierung aus Erythrozyten der AlV-infizierten Hihner
mittels HEF-Kultur und zeitlicher Verlauf der Todesfélle
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Die Ergebnisse der Virusreisolierung aus Leukozytemtsprechen weitgehend
denjenigen der Erythrozyten-Fraktion (Tabelle @)dér Leukozyten-Fraktion liel3 sich
bei 20 von 45 Huhnern 1 Tag p.i. AIV nachweisen, anTag p.i. bei 22 und nach
3 Tagen p.i. in hoéchster Auspragung bei 30 HihnBamach fiel die Nachweiszahl
wieder ab, am 4. Tag p.i. auf 23 Nachweise, amub.1&8 und am 6. Tag auf vier
Nachweise. Danach konnte kein Virus mehr reisolieverden. Aus den

Virusverdiinnungen THund 10° konnte nie Virus reisoliert werden (Tabelle 9)eDi
Virusreisolierung aus dem Blutplasma der infiziertélihner gelang bei nur wenigen

Huhnern im Zeitraum von einem bis funf Tagen f.alfelle 9).

Tabelle 9: Chronologischer Verlauf der AlIV-Nachweise aus Enfrozyten,
Leukozyten und Plasma in HEF-Kulturen ohne Berlicksthtigung der einzelnen
Virusverdiinnungen

Anzahl AlV-Nachweise aus 45 Hihnern an Tagen p.i.
Blutfraktion

0 1 2 3 4 5 6 7 8| 9-11

Erythrozyten 0 21 30 33 27 13 3 @ 0 D
Leukozyten 0 20 22 30 23 13 4 ( 0 D
Plasma 0 1 3 6 4 6 @ 0 D D
Todesfalle 0 0 0 0 g 10 Z ( 0 D

Mittels einer Titration der Blutfraktionen auf HB&ulturen wurden nur die
Virusgehalte in der Erythrozyten-Fraktion je Huhmagtitativ bestimmt. In Tabelle 10
sind die einzelnen Ergebnisse dieser Titrationefgeduhrt. Bei Titrationen der
Leukozyten- und Plasma-Fraktion konnten keine Wi@s ermittelt werden. Bei
einigen Proben der Erythrozyten-Fraktion entwicke#ich nach Verimpfung der
unverdinnten Probe ein ZPE, es konnten aber keamaugn Virustiter bestimmt
werden. Diese Proben sind mit einem Plus gekenmzeicHEF-Kulturen beimpft nach
dem 5. Tag p.i. entwickelten keinen ZPE mehr. InrlAMd der Viramie stieg der
Virustiter zunachst drei Tage p.i. auf ein Maximam und fiel dann schnell ab. Die

KID s¢/ml-Titer beziehen sich auf 1 ml heparinisiertediMat.
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Tabelle _10: Titrationen der Erythrozyten-Fraktion auf HEF-Kult ur, Titer als
KID s¢/ml (logio) bezogen auf 1 ml heparinisiertes Vollblut

— = kein Nachweis, + = ZPE, keine Titration moégli6hHihner je Verdlinnungsstufe

Verdinnungs- KID s¢/ml (logio) in HEF-Kulturen an Tagen p.i.
stufe AlV
(10G10) 1 2 3 4 5 6 7| 811
21 | 47 | 57 + + - - -
4,5 3,3 3,3 3,9 3,1 - - -
1 75 | 49 + + + - - -
73 | 47 + + + - - -
67 | 45 + - - - - -
+ + 6,5 - - - - -
+ + + 6,5 - - - -
2 + + 7.9 - - - - -
+ + 5,7 - - - - -
- + 51 4,1 - - - -
+ + + 5,7 - - - -
3 - + 49 | 65 - - - -
+ + 5,5 - - - - -
+ + 43 | 49 - - - -

3,5 3.9 4,5 - - - -
53 4,3 3,5 2,7 - - -

4 + 3,5 3,5 3,5 - - - -
+ 4,3 55 - - - - -
+ 3,5 3,5 3,9 - - - -
- 3,7 5,3 - - - - -
+ 3,5 4,7 + 2,9 + - -
5 + 4,1 3,5 + - - - -
+ 3,7 4.5 + 3,9 + - -
+ 4,3 4,3 + 2,9 - - -
- + 3,3 3,1 - - - -
- + 4,7 55 - - - -
6 - + + 3,1 3,7 + - -
— + + 2,7 - - — —
- + + 3,1 + - - -
+ - - 2,7 + - - -
- - 2,7 1,6 5,9 - - -
7 + - 3,5 2,7 - - - -
- + 2,9 2,9 2,5 - - -

- - 2,7 + - - - -




ERGEBNISSE 65

4.1.2.1.2 Nachweis der Viramie mit Eikulturen

Pro Erythrozytenfraktion eines Huhnes einer Verdingsstufe wurden drei Bruteier
inokuliert. Mit aus diesen Bruteiern gewonnenen AAWrden HA-Tests zur
Verifikation der erfolgten Infektion durchgefihille Absterbezeiten der Embryonen
lagen in den ersten 24-48 Stunden nach der Inoknlaflle AAF aus abgestorbenen
Embryonen enthielten hamagglutinierendes Virus. dgag enthielten nicht-
abgestorbene Embryonen keine HA-positive AAF. Digtem Virusnachweise mittels
Eikultur gelangen 1 Tag p.i. und erreichten 4 Tage ein Maximum (Tabelle 11).
Danach fielen die Reisolierungen ab, aber es koAhebis zum 10. Tag p.i. vereinzelt

nachgewiesen werden.

Tabelle 11: Quantitative Bestimmung des AlV-Gehalts der Erythiozyten mittels
HA in AAF an Tagen nach der Infektion der Hihner

Einsatz von 3 Eiern pro Erythrozytenprobe = 15 Heo Virusverdinnungsstufe,
n.d. — nicht durchgefuhrt

Virusver- HA-Titer (log ») der AAF in Tagen p.i.
dinnungsstufe
(logi0) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 n.d. nd.|nd.|nd.{nd.|nd.|nd.|nd.|nd.|nd.|nd.|n.d.
2 0 71|51 7 6| - | - | - | - -1-1-
3 0| 42| 48 51 53 - | - | | —=-|-1|-| -
4 0| 48| 49 4,7 42 22 ( ( 0 D D 0
5 0| 44| 6,3 46 54 54 28 0 D D 0 0
6 0 0| 23 47 58 4 0 Qg 06 O D
7 0|21 13 46 47 2,1 0 06 D 0 0
8 0 0 0 0 o 09 06 OF 05 0 05 DO
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
X 0| 32/ 35 44 45 21 06 01 02 01 01 |O

Beim Vergleich der beiden Virusnachweisverfahrenrkgestgestellt werden, dass mit
beiden Methoden viramische Hihner detektiert weldamen. Der Nachweiszeitraum
des AIV mittels embryonierter Hihnereier war abeégr vlage langer als mit der

Virusreisolierung mittels HEF-Kulturen.
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Die Hiihner entwickelten nach Inokulation mit dechsten Virusdosis (ELE = 167
innerhalb von 24 Stunden eine Viramie. Deshalb enrah Experiment | und 1l die
Huhner ebenfalls mit dieser Virusdosis i. v. ina&ri] wo gesichert war, dass die RVM

hochgradig AlV-haltiges Blut aufnehmen konnten.

4.1.2.2 Ausscheidung und Nachweis des AlV in HEF-Kulturen

Die Ausscheidung des AIV der Huhner wurde nur duvGtusreisolierung in HEF-
Kulturen verfolgt. Die Reisolation des AlV aus Tagsroben von Rachen und Kloake
gelang wesentlich haufiger als aus Sammelkotproben.chronologische Verlauf der
Nachweise aus den einzelnen Probenarten ist TabgHe dargestellt: Aus
Rachentupfern wurde AIV am 1. Tag p.i. bei 5 von 45 Hihnern isdl Am 2. Tag
stieg die Anzahl der Nachweise auf 29 und erreigit&aximum am 3. Tag p.i. mit 32
AlV-Nachweisen. Danach fiel die Nachweisrate abVv Abnnte mittels Rachentupfern

bis zum 10. Tag p.i. bei einem Huhn festgestelitdes.

Mit Hilfe der Kloakentupfer konnte AIV am 1. Tag p.i. bei finf und am 2. Tag pei
20 von 45 Huhnern reisoliert werden. Am dritten dndrag fiel die Nachweisrate auf
16 (9 gestorben) und am 5. Tag p.i. auf 11 Reisa@ht(weitere 10 gestorben). Danach

wurde das Virus sporadisch bis zum 10. Tag p.ihgewiesen.

Aus Sammelkotproben konnte das AIV nur vereinzelt nachgewiesen werdgie.
Virusreisolierung aus den Tupfern folgt dem Verlaldr nachgewiesenen Viramie
(siehe 4.1.2.1).

Die Berechnung des Rangkorrelationskoeffizientethr@eEARMAN und dem KRUSAL-
WaLLIs-Test belegt, dass mit steigender Virusdosis diaebaler Virusausscheidung
im Mittel hoch signifikant zunimmt. Ebenso besttgig eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Messwertwiederholungen, dasdridbeste mittlere Virusnachweis

hoch signifikant von der injizierten Dosis abha(mt < 0,001).
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Tabelle 12: Chronologischer Verlauf der AlV-Nachweise aus Raokn, Kloake und
Sammelkot der Huhner in HEF-Kultur in Abhangigkeit von der Virusdosis an

Tagen p.i. (5 Huhner je Verdinnungsstufe)
Virusdosis/ Huhn Anzahl AIV_-Nachyvei._c,e aus den Propen in I-!EF-KuIturen
in Abhangigkeit von der Virusdosis

Probe | ver- |ELDsje

dinnung| Huhn 0|12 |3|4|5|6|7|8]9]|]1011
(logio) (logio)

Rachen 1 6,7 0|4|5|5|4|4|,0|]0]J0]0]|0]0O0
2 57 o|o0|5|5|2|0|0j]0|0O0|]O0O]|]O0O]|O
3 4,7 0|0 4/4|3|0|0j]0|0|]0O0]O0O]O
4 3,7 0|04 |5|4|2|2]3|0|]0]0]|O0
5 2,7 0|14, 5|4|3|2]2|0|]0]0]|0O0
6 1,7 o|0}4|4|5|3|]2|4|4]1|01|0
7 0,7 o|jo0}3|3|4(4|2]|2|2]1|1|0
8 0,07 o|ojof1j2(1|12j1240|0]|0]|0O0
9 o007 fO|O|lO|OjO|O]O|lO|]O]O|O0]O
> 0| 51293227179 |12|6 | 2|1 |0
Kloake 1 6,7 o0/2(5/3/3|1,0/0|010|0/0O0
2 57 0/|o0;3|3|]1|0|0]0|0|O0O]O0O]O
3 4,7 o,0(4,2,3/0,0|0|0|0|0/|0
4 3,7 o|12,4}3|]2(3]0]212|1j1|1/0
5 2,7 o0/,0(2|3|3|3|1|0|012|0/|0
6 1,7 0|2}211(2|1|]1]0|0|0]|O0]O
7 0,7 ojojojo0|2|2|12j110|2]|2]|0
8 0,07 ojojoj1{1y22|12|12|1|1,]0
9 o007 fO|O|lO|OjO|O]O|lO|]O]O|O0]O
> 0| 5|20|16|16|11| 4| 3| 2| 5|40
Kot 1 6,7 ojojoj0|0|lO0O|OjO|O|]O]O]|O
2 57 ojoj1,1,0|l0|0j]O0O|O0O|]O]O]O
3 4,7 o|o0oj1,0(2|0|0j0O0O|O0O|]O0O]O]O
4 3,7 ojojoj0|2|l0|0j0O0O|O0O|]O]|]O]|O
5 2,7 ojojo0o,0|0|lO0O|Oj]O0O|O|]O]O]|O
6 1,7 ojojo0o,0|0|lO0O|OjO0O|O|]O]O]O
7 0,7 ojojo0o,0|0|lO0O|OjO0O|O|]O]O]O
8 0,07 ojojo0o,0|0|lO0O|Oj]O0O|O|]O]O]|O
9 o007 flOjO|lO|OjO|O]O|lO]O]O|O0]O
Y o,0(2|1,2,0,0|0|010|0/|0
Todesfélle o,0(0|0|9|20/2|0|0|0|0/|0
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4.1.3 Befunde an Huhnern nach der experimentellen AlV-Inéktion

4.1.3.1 Klinische Symptomatik der Hihner nach Infektion maIlvV

Die Dauer der Inkubationszeiten war direkt abhangign der verwendeten
Infektionsdosis des AIV und schwankte zwischen Tagen. Der Krankheitsverlauf
war ebenfalls dosisabhangig. Er war bei hoher diosgs sehr kurz und endete fast
immer letal. Es kam aber zu keinen perakuten Tadlest Insgesamt zeigten 34 von 45
Hihnern nach Infektion mit AIV in den Verdinnungssh 10107 eine klinische
Erkrankung, die bei 21 Hihnern zum Tod fuhrte.

Die erkrankten HUhner zeigten zu Beginn Allgememptiome wie gestraubtes
Gefieder, sistierende Futter- und Wasseraufnahngeeume hochgradige Apathie. Im
Folgenden traten haufig Zyanosen der unbefiedeftut von Stdndern und
Kopfanhangen, teilweise auch Spitzennekrosen desé&s, auf. Ein starker grinlicher
Durchfall war bei allen erkrankten Hihnern festellsh. Kurz vor dem EXxitus zeigten
diese Huhner zum Teil zentralnervose Symptome wiaxidn und Tremor. Die

Entwicklung eines Kopfédems konnte nur bei 4 vorT#sen beobachtet werden. Bei 3
Tieren zeigte sich eine Tribung der Kornea. Bei 2i&riberlebenden Hihnern wurden
keine zentralnervosen Symptome festgestellt. Sigtare 2-3 Tage lang eine
hochgradige Apathie und Diarrhée, danach aber alratliche Besserung des

Allgemeinbefindens und begannen erneut mit dereFutind Wasseraufnahme.

4.1.3.1.1 Intravendser Pathogenitatsindex (IVPI)

Es wurde gemald der Methodik der OIE-Vorschrift ¢l von 2,3 flr das
Influenzavirus  Al/turkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) remhnet. Zusatzlich zur
geforderten Virusverdinnung von 1:10 zur Bestimmdag IVPI (OIE,2004) wurden
die Virusverdiinnungsstufen $10° verwendet. Die einzelnen Werte sind in Tabelle
13 enthalten. Bis zu einer Verdiinnung vor® iurde ein IVPI errechnet, der bei 1,3
oder hoher liegt. Mit weiter sinkender Virusdosigdvauch der IVPI-Wert kleiner
(Tabelle 13).
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Tabelle 13: Klinische Symptome nach AlV-Infektion von funf Huhnern je
Virusverdinnung und daraus errechnete IVPI-Werte

Virusverd. = Virusverdinnung (leg; f = IVPI-Faktor

Virusverd. Symptome/ ¢ Huhner an Tagen p.i. VP
Befunde 01123456789 10
gesund 0 55

1 erkrankt 1 41
schwer erkrankt 2 14(3|1
tot 3 2/4|5|5|5|5| 5 2,3
gesund 0 55
5 erkrankt 1 5
schwer erkrankt 2 51
tot 3 45/5|5|5(5| 5 2,4
gesund 0 55|5(1(1|1(1|1|1(1|1
3 erkrankt 1 y.
schwer erkrankt 2 2|3
tot 3 114|4\(4(4|4| 4 1,7
gesund 0 55|5 2| 2
4 erkrankt 1 43 3/13|3(1|1
schwer erkrankt 2 1/1|3
tot 3 112|2(2(2|2| 2 1,3
gesund 0 55(5 2| 2
5 erkrankt 1 42 21212
schwer erkrankt 2 1122
tot 3 1/3/3(3[3[|3|3 1,6
gesund 0 55|5|5 4| 4
6 erkrankt 1 5 414
schwer erkrankt 2 4 4
tot 3 1/1]1(11| 1 0,9
gesund 0 55/5(5 4| 4
7 erkrankt 1 5 414
schwer erkrankt 2 54
tot 3 1/11|1(1]1 0,9
gesund 0 55|5|5(|5|4|4|4|4|5| 5
8 erkrankt 1 11111
schwer erkrankt 2
tot 3 0,1
gesund 0 55|/5(5|5|5|5|5|5|5| 5
9 erkrankt 1
schwer erkrankt 2
tot 3 0,0
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4.1.3.1.2 Antikdrperbildung nach AlV-Infektion der Hihner

Die Blutseren von rekonvaleszenten Hihnern wurdervVarsuchsende (14 Tage p.i.)
mittels HAH-Test auf die Ausbildung AlV-spezifisah&ntikorper Uberpruft. Die Titer
sind in der Tabelle 14 aufgefiihrt. Die Hohe der ikgrpertiter wird kaum von der
eingesetzten Virusdosis (8-12 pgbeeinflusst. Bei den Hihnern, die mit den
niedrigsten Virusverdiinnungen Q02 infiziert worden waren, starben alle Tiere, und
es konnte kein Blut mehr gewonnen werden. EinelidbatSerokonversion zeigten bei
Versuchsende am 14. Tag p.i. die zwischenzeitlitiaakten Huhner, die mit den
Verdiinnungen 16107 infiziert wurden und die Infektion (iberlebten. Voen finf
Hiihnern, die mit 18 verdiinntem Virus infiziert wurden, konnte nur leéem Tier
eine Serokonversion nachgewiesen werden (Tabe)eFbiglich enthielt das Serum
von erkrankten Hithnern AIV-Antikérper. Die appligie Virusverdiinnung Idfihrte
zu keiner Erkrankung und eine Serokonversion blels. Huhner, die keine
Symptomatik entwickelten, wiesen spater auch kamgkorpertiter auf.

Tabelle 14: Antikorpertiter in Blutseren von rekonvaleszentenHuihnern

*Anzahl der Hihner, von denen Serum fir diesen gestonnen werden konnte

Virusverdiinnung (-logg)

Parameter
1 2 3 4 5 6 7 8 9
n Hahner* 0 0 0 3 2 4 4 5 5
Virusdosis (logg) 6,7 57| 4,7 3,7 2,7 1,7 0,y 0,07 0,007
IVPI 2,3 2.4 1,7 1,3 1,6 0,9 0,9 o011 @
- - - 9 9
HAH-Titer der - - - 9 12
Uuberlebenden Hihner — - - 8 -

(log) - = | -

| 00 00 oo~
| © 00 o ™
cNeoNoNaNe
cNoNoNoNe)

4.1.3.1.3 Letale und infektiose Dosis der AlV-infizierten Himer

Die errechnete LB, bei der die Halfte aller infizierten Hilhner stembbetragt 107ml
bzw. 1¢%0,1 ml. Mittels des KusaL-WALLIs-Test wurde festgestellt, dass der mittlere
Todestag p.i. hoch signifikant abhangig von deiziejten Virusdosis ist (p = 0,0008).

Auch die Uberlebensrate der Hiihner hangt hoch fiigni von der verwendeten Dosis
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ab (5 =-0,708; p < 0,0001). Die Ypder Hihner liegt zwischen einer Virusdosis von
10"/ml und 187/ml. Bei der Dosis von T0/ml wurden noch samtliche Hihner
viramisch und wiesen Krankheits-anzeichen auf. &&i nachst geringeren Virusdosis
von 10" /ml bildete nur noch eines von fiinf Hilhnern sowaihk Viramie als auch eine

Symptomatik aus.

4.1.3.1.4 Minimale infektibse Dosis und Minimale letale Dosisder AlV-
infizierten Huhner

Als MID konnte ein Virustiter von T@/ml der Virusstammsuspension bei einem
errechneten IVPI von 0,9 festgestellt werden. Rwetspricht der Virusverdiinnung von
107, nach ihrer Injektion erkrankten noch alle Hiihrizie MLD betragt 13 bei einem
errechneten IVPI von 2,4 bzw. f0mit einem errechneten IVPI von 1,7, wenn
bertcksichtigt wird, dass in dieser Gruppe ein Huammutlich nicht infiziert wurde.
Die Krankheitsdauer verlangerte sich bei ZunahmeMiisverdinnung, gleichzeitig

nahm die Todesrate ab.

4.1.3.2 Pathologisch-anatomische Veranderungen der Huhner

Alle verwendeten 69 Hiuhner wurden pathologisch@amnétch untersucht. Von diesen
zeigten 19 keine &uRReren Krankheitsanzeichen undsemi kaum oder keine
pathologischen Verdnderungen auf. Das AlV fuhrtedes restlichen 50 Hihnern zu
folgenden pathologisch-anatomischen VeranderunpenaulReren Befunde bestanden
in nahezu allen Fallen (41 von 50) in Hamorrhagied Zyanosen der unbefiederten
Haut, besonders der Stander, des Kamms und delaldpbh, und manchmal auch der
restlichen Korperoberflache. Die Spitzen der Kanwneden haufig nekrotisch (29 von
50). Unabhangig vom Ausgang wurden RVM hin und wredm Gefieder, im
Osophagus und im Kropf gefunden. Einhergehend aritkinischen Symptomatik trat
eine starke Blutstauung in allen inneren Organdn(@n von 50). Auf den inneren
Organen und den serdsen Hauten wurden sehr hatieghten beobachtet (48 von 50).
Bei 18 von 50 Huhnern konnten eine Pankreatitis, rdit VergréRerung, Verfarbung
und herdférmigen Nekrosen einherging, festgestaditden. Aulerdem waren héaufig
eine Myokarditis und/ oder Perikarditis (insges&fitvon 50) und eine Enteritis (20

von 50) festzustellen. Veranderungen des Respisttiakts konnten nur in den
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Nasenmuscheln beobachtet werden: Sie waren freiRMM, aber sehr haufig stark
gerotet und mit wenig klarem Schleim bedeckt (44 $6). Die Milz war bei 12 von 50
Huhnern geschrumpft und wirkte schlaff, wies abareestarke Proliferation der
Milzfollikel auf. Insgesamt konnte bei finf Huhnereine Eidotterperitonitis
diagnostiziert werden. Zu Odemen, speziell im Béreles Kopfes, die in der Literatur
als haufiges Symptom angegeben werdema(@iE undHALVORSON, 2008), kam es nur

in vier Fallen.

4.1.3.3 Histopathologische Veranderungen der Hilhnerorgane

Als haufigste histopathologische Diagnose konnté 4@ von 69 Huhnern eine
hochgradige akute Blutstauung in Lungen, Milz, Lrellgankreas festgestellt werden.
Eine Pankreatitis wurde in sieben von 69 Fallenhgawiesen. Bei weiteren sieben
Huhnern wurde eine Milzhyperplasie (viermal folliice und dreimal pulpdse
Hyperplasie) und bei sechs Tieren eine geringgeadgemischtzellige Peri- und
Myokarditis mit Fibrinauflagerungen bestétigt. Bewei HuUhnern wurde eine

Pneumonie und bei einem ein Emphysem nachgewiesen.

4.1.3.4 Immunhistochemische Befunde in Hihnerorganen

Die AlV-Infektion konnte fiur alle i.v. infizierterHuhner in einem oder mehreren
Organen mit der PAP-Methode bestatigt werden. Egemaue Auswertung der
Organverteilung erfolgte nicht, da die Farbungen @eganschnitte in erster Linie als
Kontrolle zur Beurteilung der Farbungen der RVMndén (4.2.3.2). Die Reaktionen
der Detektionsantikérper (Primarantikorper Kanimchénti-Influenza (-RNP),
Sekundarantikdrper Schwein Anti-Kaninchen IgG) oeim Influenza A-Ribonukleo-
protein im Gewebe sind als spezifisch fir AIV zuriea, da sie im Gewebe des AlV-
naiven Huhns nicht auftraten. Die folgenden Abhigen zeigen beispielhaft
immunhistochemische AlV-spezifische Antigen-Antigér-Prazipitate in der Lunge,
im Pankreas und der Leber von AlV-infizierten HiumeBei der Antigen-Verteilung
im Gewebe fallt auf, dass sich die farbigen Niedeége bei beiden Nachweissystemen
in den Zellkernen des jeweiligen Gewebes befin@®a.Praparate in der Abbildung 8
sind mit der PAP-Methode bearbeitet worden. Diegjégsvmit einem Pfeil bezeichneten
braunlichen Verfarbungen stellen spezifische Reakin des Sekundarantikbrpers mit
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dem Primarantikgrer gegenAlV dar. AlV-Antigene konnten demnach mit die
Methode in den Geweben von A-infizierten Hihnern detektiert werde
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Abbildung 8: Immunhistochemische Farbung(PAP-Methode) der Organe eines
AlV-infizierten Huhnes

Rechts: AntigerAntikorper-Prazipitate in den Zellen eines Ausfihrungsgandes
Pankreas (Pfeil). Links: Antigen-AntikbrperPrazipitate im  Alveolarepithe
(Pneumozyten) und im Bindegewebe (Fibrozy oder im Interstitiur der Lunge
(Pfeil).

Abbildung 9zeigt exemplarisch die immunhistochemische Farkeingr Hihnerlebe
nach der ABQMethode. Bei diesem ¢AlV erkrankten Huhn wurde histologisch e
Hepatitis festgestellt. Die fur AIV charakterist®n rétlichen Antige-Antikorper-
Prazipitate sind in erster Linie in den Zellkerram Hepatozyten festzustell

Abbildung 9: Immunhistochemische Farbung Huhnerleber (AB(-Methode)

Histologischer Schnitt einer Huhnerleber nach immstochemischer Farbun
Charakteristische AntigeAntikOrperPrézipitate in einzelnen Hepatozy-Zellkernen
(Pfeile).
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4.1.3.5 Bakteriologische Untersuchungen der Hihnerorgane

Bei der bakteriologischen Kontrolluntersuchung @egane aller 69 Huhner nach Tod
oder am Versuchsende wurde ein geringgradiger aifgober Keimgehalt festgestellt.
So wurdenLactobacillus spp., Bacillus spp., Saphylococcus spp. undStreptococcus
spp. isoliert. Bei drei von 20 Hennen mit Eidoteonitis und bei acht von insgesamt
69 Huhnern konnt&scherichia (E.) coli gering- bis mittelgradig nachgewiesen werden.
Es wurden mehr Kolonien voi. coli festgestellt, wenn die Huhner Gber Nacht

gestorben waren und morgens tot aufgefunden wurden.

4.1.3.6 Virusreisolierung aus Organen der Huhner

Es wurde versucht, das AlIV aus den Organen der étuim reisolieren, um die nach
der Infektion mit AIV entstandene mittels Virusigslng aus Erythrozyten

nachgewiesene Viramie zusatzlich zu verifiziereas irus konnte bei allen insgesamt
37 an den Folgen der Infektion gestorbenen Tiereralien untersuchten Organen
sowohl mit Zell- als auch mit Eikultur nachgewiesemrden. Aus Organen von

rekonvaleszenten Hihnern konnte nach Tétung beswébsende (14 Tage p.i.) kein

Virus isoliert werden.

4.2 Experiment | - Nachweis des AlV in den Roten Vogelitben

Der besseren Ubersicht wegen sind die ErgebnigsalsfeAufnahme durch die RVM
aus Experiment | und Experiment Il in Tabelle 1Samamengefuhrt. Die Halfte der aus
den Milbenboxen taglich entnommenen Milben (25 &) wurde in den Versuchen
[I/2-4 aullerlich mit Formalin desinfiziert (Tabell&5). Alle Milben wurden
homogenisiert und auf HEF-Kulturen und in Bruteierimpft, um mdglicherweise aus

diesen Milben mit dem Huhnerblut aufgenommeness/iaisolieren zu konnen.

Alle in diesem Experiment mit AIV i.v. infizierteiUhner erkrankten schwer und
starben innerhalb von wenigen Tagen. Die Sektidoside und samtliche
anschlieBenden Untersuchungen ihrer Organe sired Aischnitt 4.1.3 zusammen mit
den Befunden der Huhner des Vorversuchs beschrieteerdie Befunde aller i.v.

infizierten HUhner einander entsprechen. Das ziektion eingesetzte AIV konnte
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sowohl aus von diesen Hihnern genommenen Racheak&htupfern als auch aus

ihrem Blut reisoliert werden.

4.2.1 Virusreisolierung aus Roten Vogelmilben mittels HEFKulturen

In Tabelle 15 ist die Reisolierung des AIV in HERiiren nach Inokulation mit

homogenisierten RVM dargestellt. Das AlV konnte desa RVM zwischen einem bis
zu funf Tagen post sugo (p.s.) nachgewiesen werbDabei konnten keine grol3en
Unterschiede zwischen den auf3erlich desinfizienteth den nicht-desinfizierten RVM

festgestellt werden. In nur einem Fall (11/2 Box kgnnte bei den desinfizierten RVM
kein AlV reisoliert werden. Nach dem 5. bis zum Tdg p.s. konnte kein AIV in HEF-

Kulturen mehr reisoliert werden. Eine Titration Zueststellung des Virustiters in den
homogenisierten RVM, um eventuell Ruckschlissewdarihen zu kdnnen, wie viele
RVM notig sind, um eine Infektion bei einem AlV-man Huhn auszulésen, wurde
ebenfalls durchgefiihrt. Ein deutlicher, AlV-typisehZPE wie in Abbildung 6

dargestellt, war aber nicht erkennbar.



76 ERGEBNISSE

Tabelle 15: AlV-Reisolierung aus Roten Vogelmilben nach dereBlutmahlzeit(en)
an AlV-infizierten Hihnern mittels HEF-Kultur

p.s. = post sugo (nach dem Saugen/ der Blutma)jlz&i bzw. BF = gleiche Probe wie
A bzw. B, aber dufRerlich mit Formalin desinfizieR&¢M

Exp. I/ Box Virusreisolierungen (HEF) aus RVM an Tagen p.s.
versuch 1] 2] 3] 4| 5] 6] 7] 8| o914
1 Al -+l =1 -1 =1-1 -] = -
- hier nur A durchgefuhrt
A + + + — — - — — —
1/2 B . " . - — — — — —
A + — — — — — — — —
I/3 B " ; - - — — — — —
A + — — — — — — — —
/4 B . - — ~ - ~ ~ ~ -
Exp. I/ Box Virusreisolierungen (HEF) aus RVM an Tagen p.s.
Versuch 1| 2] 3] 4] 5] 6] 7] 8| o914
A + + - + - - - - -
/1 B + + + + + — — — —
A + + — — — — — — -
AF! + + — — — - - - —
/2 B " " - - — — — — —
BF + + - — — - — - —
A + + + — — — — — —
AF! — - - - - — - - -
/3 B . ; - - — - — - —
BF + + + — — — — _ _
A + + — — — — — — -
AF! + + — — — - - - —
/4 B " " . - — - - - —
BF + + — — - - - - -

4.2.2 Virusreisolierung aus Roten Vogelmilben in embryonerten Hihnereiern
und HA-Test

Zunachst wurden Versuche zur Virusisolierung aushtnidesinfizierten RVM

durchgefuhrt (Versuche 1/1-4 und 11/1, Tabelle 1B)e mit Homogenisaten aus RVM

inokulierten Bruteier starben innerhalb der ers#éh Stunden nach Inokulation ab,

sofern die Inokulation zu einer Infektion fuhrte.lleA AAF aus Bruteiern mit

abgestorbenen Embryonen enthielten hamagglutirdesevirus. AAF von Bruteiern,

deren Embryonen nach Ablauf von sieben Tagen dHignung abgetttet wurden,
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wiesen keine HA-positiven AAF auf. Insgesamt wag tBolierung des AlIV aus den
RVM mittels embryonierter Hihnereier haufiger unbleti einen langeren Zeitraum
madglich als die Reisolierung mittels HEF-Kulturém héaufigsten konnte das Virus in
den ersten vier Tagen nach der Blutmahlzeit der R¥éMoliert werden und zwar mit
gemittelten Virustitern zwischen %810’. In drei Versuchswiederholungen (1/4, 11/1,
[I/4) konnte das AIV bis zum 9. bzw. 10. Tag pessoliert werden (Tabelle 16). Nach

dem 10. bis zum 14. Tag p.s. konnte kein AIV mebliert werden.

Die Halfte der Milben wurde in den Versuchen Il/2auf3erlich mit Formalin
desinfiziert (Tabelle 16). Auch in diesen Homogates liel3 sich AIV nachweisen, was
beweist, dass sich AIV im Korper der Milben befandhd es sich nicht um
Kontaminationen der &ul3erlichen Oberflache der éfilbandelt. Die Virustiter der mit
Formalin desinfizierten RVM unterscheiden sich hialesentlich von denen der nicht
desinfizierten RVM.

In ausgewahlten an das FLI eingesendeten HA-pesitAAF konnte mit der PCR das
zur Infektion der Huhner eingesetzte AIV auch inndReisolaten aus RVM
nachgewiesen werden. Bei elektronenmikroskopisddatersuchungen dieser AAF
wurden Partikel gefunden, die morphologisch denh@nryxoviridae entsprechen.
Demnach konnte AIV direkt aus RVM isoliert werdele zuvor an AlV-infizierten

Huhnern Blut gesaugt hatten.
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Tabelle _16: Virusreisolierungen aus Roten Vogelmilben nach den Blutmahl-
zeit(en) an AlV-infizierten Hihnern mittels embryonierter Hilhnereier

HA-Titer in log. — = Titer< 1

'Mittelwerte aus 5 embryonierten Eiern je Tag bzvwerBbryonierten Eiern je Tag ab
Versuch 1I/2.2AF bzw. BF = gleiche Probe wie A bzw. B, aber aliemit Formalin
desinfizierte RVM

Exp. I/ Box Tage nach der Blutmabhizeit an AlV infiziertem Huhn'
Versuch 1] 2] 3] 4| s| 6| 7/ 8 9 10 11-14
/1 A - —
- hier nur A durchgefuhrt
A - | -J10] -] -] -]-]1-1=-1- -
2 B - 110(06] - | - | -] -] -1]-1]- -
A - 124 - | - | -124] - | -] -] - -
3 B 1626 - | - | - | -] -] -1]-1 - -
va A 50(52|48| - | - ]02] - | - |12] - -
B 58|56|62| - | -]06] - | - ]12] - -
Exp. II/ Box Tage nach der Blutmahlzeit an AlV infiziertem Huhn'
Versuch 1| 2] 3] 4| 5| 6] 7| 8 9 10 11-14
Wi A 701628 - | - | - [48] - | - | - -
B 66|40]/26|12| - [28]46[28[08|18]| -
A 60/47|50| - | - | - | -| -] -] - -
W2 AF° 160/60/60] - | - | - | - | -] -] - -
B - 160634023 - | - | - | - | - -
BFF 6545703035 - | -|-|-| - -
A 7050 - |07 - | - | -| -] -] - -
AF 140(23| - | - | -| -] -|-1]-1- -
/3 B 67| - | - |53 - | -] -] -1]-1 - -
BFF |40(50| - | - | - | - | - | -] -] - -
A - - - - - - - - - - -
AF? -1o07| - | -1 -]1-]1-1=-1=-1- -
4 B 60/33| - | - | - | -] -|-1]1-1-+- -
BFF |60 - | - | -| -|-|-]-1]05]| - -

4.2.3 Histologische und immunhistochemische Studien an Ren Vogelmilben

4.2.3.1 Histologische Befunde von Roten Vogelmilben

Durch die histologischen Schnitte von RVM konnte derteilung des durch den
Saugakt aufgenommenen Blutes im Milbenkérper déetiesverden. Die kérperlichen

Veranderungen nach einer Blutaufnahme und deraiskbhliel3ende Blutabbau sind in
den Schnitten der RVM nachvollziehbar. Aufgrund Werteilung des Blutes ist davon
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auszugehen, dass sich der Darmsack der Milbe i#segesamte Abdomen erstreckt. Es
gelang einzelne Organe, wie die Mitteldarmdrise,Speicheldriise und den Darmtrakt
sowie Anteile des Reproduktionstrakts mit einemzki bestimmen. Weiterhin sind
Anschnitte der Mundwerkzeuge und der GliedmaRRehtlsae. Exemplarisch folgen
dazu die Abbildungen 10 und 11. Es konnten keindetdohiede zu Geweben
festgestellt werden, die von nichternen und blidgeh, AlV-naiven Milben
stammten. Deshalb ist davon auszugehen, dass dakattige Blut keine erkennbaren

histopathologischen Veranderungen bei den RVM gachte.

Ch &3

Abbildung 10: Histologische Schnitte zur Darstellung der Innenstikturen einer
Roten Vogelmilbe, 1. Tag p.s., HE-Farbung (links)PAS-Farbung (rechts)

Adulte RVM. Da = Darmanschnitte mit im Abbau befgnifen Erythrozyten, Ch =
AuBere Chitinhillle, Gldm = chitinése Anteile derigg@imaRen, Pp = Pedipalpus
(Sagittalebene), p.s. = post sugo.

Langsschnitt mit leicht gekippter Sagittalebeneseiblutgefilliten adulten RVM einen
Tag p.s.. Der Darmsack mit dem aufgesaugtem Bhkitremkt sich Uber das gesamte
Abdomen. Frisch aufgenommenes Blut erscheint inHtefarbung hellrot und in der
PAS-Farbung kraftig violett. Rechts ist zusatzlah Pedipalpus, ein lateraler Anteil
der Mundwerkzeuge, mit angeschnitten.
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Abbildung 11: Histologische Schnitte zur Darstellung der Innenstkturen einer
Roten Vogelmilbe, 5. Tag p.s., HE-Farbung (links)PAS-Farbung (rechts)

Adulte RVM mit Ei; Da = Darmabschnitte mit im Abbé&egriffenen dunkelbraun
gefarbten Erythrozyten, Md = Mitteldarmdrise, M =umdlwerkzeuge, Sd =
Speicheldrise (Frontalebene), p.s. = post sugo.

Langsschnitt durch adulte blutgefillte RVM finf Bagach der Blutaufnahme in
Frontalebene. Im Reproduktionstrakt ist ein Ei imbAdung zu differenzieren.
Weiterhin abgrenzbar sind Anschnitte der Mundweukge der Mitteldarmdrise, der
Speicheldrise und des Darmtrakts. In den Darmaitsshnist teilweise abgebautes
Blut zu sehen, welches sich in beiden Farbungewmnipoa darstellt.

4.2.3.2 Immunhistochemischer Nachweis von AlV in den Rot®iogelmilben

Durch die immunhistochemischen Farbungen wurdeRitasnukleoprotein des AlV im
Darmtrakt der RVM lokalisiert. Insgesamt konntenrdudie stérende Interaktion der
Detektionsantikorper der jeweiligen Methode mit démitin der Roten Vogelmilben
nur wenige immunhistochemisch gefarbte SchnitteAd¥rinfizierten RVM als positiv
bewertet werden. Exemplarisch fir Farbungen nactP4®-Methode sind die Schnitte
in der Abbildung 12 abgebildet. Schnitte, die natdr ABC-Methode bearbeitet
wurden, sind in den Abbildung 13 gezeigt.

Alle durchgefiihrten Negativkontrollen wiesen in dimischen Lokalisationen des
Virusantigens im Darmtrakt der RVM keine charaldgschen Farbreaktionen auf
(Abbildung 14). Eine unspezifische Anfarbung dieseewebe durch die Ubrigen
Reagenzien war somit ausgeschlossen. Bei VerwendangAP-Methode sind viele
braunliche Farbeartefakte festzustellen, die desaméen Schnitt leicht bréunlich

verfarbten. Aus diesem Grund wurden einige Schrutisatzlich nach der ABC-
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Methode gefarbt. Es konnte festgestellt werden,s daer in geringerem Mal
Farbeartefakte auftraten (Abbildul3).

Durch die geringe Grél3e des Objekts war es schyyigeeignete Ebenen der RVM 1
dem Schnitt zu treffen. Es wurden zwar einwenige Schnitte hergestellt, bei der
Anteile des Saugapparates der Milben getroffen alaer durch den stérenden Einfh
des Chitins konnte weder bestétigt noch ausgesdniowerden, dass im Saugapp
der RVM nach dem Saugakt noch AlV zurtickble
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Abbildung 12: Immunhistochemischer Nachweis (PA-Methode) von AlV-
Ribonukleoprotein im Verdauungstrakt und unspezifishe Anfarbung des Chitins
in einer Roten Vogelmilbe am 4. Tag p. (rechts) bzw. am 8. Tag p.s. (liks)

Rechts: Ausschnitt aus einem Frontalschnitt einer Roten éliomgbe: Braunliche
Antigen-AntikorperPrazipitate im Darisackder RVM, die aufgrund ihrer Lokalisatic
und Farbung als spezifisch fur AlV angesehen wekidigmen (Pfeile Links: RVM mit
Erythrozytenresten im Lumen des Darmtrakts, die eineehdlthte von bréaunliche
Antigen-AntikorperPrazipitaten aufweisen (Pfeile). Der Blutabbau wisiter vorar
geschritten (8. Tag p.s.). (Sagittalsch
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100 pm 1 N - 3 . 100 pm

Abbildung 13: Immunhistochemischer Nachweis (ABC-Methode) von AI-
Nukleoprotein und unspezifische Anfarbung des Chitis in einer Roten Vogelmilbe
am 3. Tag p.s. (rechts) bzw. am 6. Tag p.s. (links)

Rechts: Rétliche Antigen-Antikdrper-Prazipitate barmlumen der RVM, die aufgrund
ihrer Lokalisation und Farbung als spezifisch fulAangesehen werden kdnnen
(Schwarze Pfeile). Unspezifische Anfarbung desi@hi(Roter Pfeil). (Sagittalebene).

Links: Rote Antigen-Antikorper-Prazipitate im Dareiner RVM (Schwarze Pfeile).
(Gekippte Sagittalebene)
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Abbildung 14 : Kontrollfarbungen AlV-naiver Roter Vogelmilben

links: Kontrolle PAP-System (Sagittalschnitt); rexh Kontrolle ABC-Methode

(Frontalschnitt). Es sind jeweils keine fur AIV chhkteristischen Antigen-Antikérper-
Préazipitate erkennbar.
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4.3 Experiment Il - Ubertragung von AlV durch Rote Vogelmilben auf Hiihner

4.3.1 Befunde von intravends mit AlV infizierten Hihnern

Die acht Huhner, die intravends mit AlV infiziertuwden und als Infektionsquelle der
RVM dienten, starben innerhalb weniger Tage mit typischer Symptomatik. Die
Sektionsbefunde und samtliche weiterfihrenden Watdrungen ihrer Organe sind
unter Abschnitt 4.1.3 zusammen mit den Befunden ld&hner des Vorversuchs
beschrieben, da die Befunde aller i.v. infizierkéithner einander entsprechen. Das zur
Infektion eingesetzte AIV konnte sowohl aus vonsdie Hihnern genommenen

Rachen-/Kloakentupfern als auch aus ihrem Blubligid werden.

4.3.2 Virusreisolierung aus Roten Vogelmilben
Die Virusreisolierungen aus RVM mittels HEF- undeimbryonierten Hiihnereiern sind
mit den Virusreisolierungen aus RVM aus Experiméntunter Abschnitt 4.2

zusammengefasst.

4.3.3 Virusisolierung aus Huhnern nach Kontakt mit AlV-haltigen Roten
Vogelmilben

Von den acht Hihnern, die 24 Stunden mit AIV-ha&itidRVM in einem Isolator sal3en,
entwickelte nur ein Huhn Krankheitssymptome (Huhi@belle 17). Es zeigte ab dem
12. Tag nach Milbenkontakt die schon beschriebepmp®matik der Klassischen
Geflligelpest und starb an den Folgen der Infektiach weiteren zwei Tagen. Dieses
Huhn ist das einzige Tier, bei dem sich in HEF-Krén, die mit von ihm stammenden
Rachen- und Kloakentupfern sowie Blutproben beimptirden waren, ein ZPE
ausbildete (Tabelle 17). Der ZPE konnte in allenFH&ulturen, die mit Proben von
diesem Huhn beimpft worden waren, am 12.-14. Tagh rMilbenkontakt festgestellt

werden.

In der Sektion wurden eine hochgradige Hamostasallen Organen und eine
Pankreatitis festgestellt. Nach dem Tod des Hulumhte aus seinen Organen sowohl
mittels embryonierter Hihnereier als auch mittels=HKulturen AlV reisoliert werden.
Elektronenmikroskopisch wurden Viruspartikel gefand die morphologisch den

Orthomyxoviridae entsprechen. Die AAF der beimpft@ruteier wurde auf
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hamagglutinierendes Virus tiberpriift, und es korgite HA-Titer von 2 festgestellt
werden. Die restlichen sieben Hihner entwickelteind AlV-typischen Symptome und

es konnte kein AlV reisoliert werden.

Bei zwei der acht Huhner (Huhn 3 und 4; Tabelle wiyde immunhistochemisch
durch die PAP-Methode AlV-Antigen nachgewiesen. @esen zwei Hihnern konnten
in Niere und Pankreas charakteristische Farbniedigrge nachgewiesen werden. In
den Gewebsschnitten eines nicht infizierten Koititdins konnten keine

charakteristischen Niederschlage beobachtet werden.

Im Serum von vier der acht Hihner wurde ein gerindgfgH-Titer festgestellt (Hihner
1, 3, 4 und 6; Tabelle 17). Insgesamt konnte bei von acht Hiuhnern eine leichte
Serokonversion beobachtet werden und bei einemaebh Hihnern eine Erkrankung
durch AlIV. Die RVM konnte demnach AlV auf naive Hiér tUbertragen.

Die bakteriologische Untersuchung der Huhnerorgargab nur bei einem Huhn
Hinweise auf eine Infektion mit einem anderen pgémen Agens (Huhn 8; Tabelle 17).
Dieses Huhn entwickelte eine Eidotterperitonitise dlurch eineE. coli-Infektion
verursacht wurde. Bei diesem Tier konnte keine kimd@ mit AIV nachgewiesen
werden (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Nachweis der Ubertragung von AIV durch AlV-haltige Rote
Vogelmilben auf AlV-naive Hihner

0.b.B. = ohne besonderen Befund

Huhn Pathologische Virus- Antikorper- Immun-
Veranderungen | isolierung titer (logy) histochemie
1 0.b.B. negativ 3 negativ
Hamostase/ . . ;
2 Pankreatitis positiv <1 nicht durchgefihrt
3 0.b.B. negativ 2 positiv
4 0.b.B. negativ 2 positiv
5 Anamie negativ <1 negativ
6 0.b.B. negativ 3 negativ
7 Anamie negativ <1 negativ
Eidotter- : :
8 peritonitis negativ <1 negativ
4.4 Experiment Il - Wirksamkeitspriifung von Neopredisan® 135-1 auf die

Bewegungsaktivitdt von Roten Vogelmilben

Da die Bekdmpfung der RVM immer noch problematisthwurde in einem weiteren
Experiment gepriift, ob die RVM durch Neopredf$aB5-1, einem in Stéllen viel
verwendeten Desinfektionsmittel, abgetdtet werdénnken. Durch den Nachweis der
RVM als mechanischem Vektor des AIV gewinnt deregkd&npfung zusatzlich an
Bedeutung, zumal die Bekéampfung und Eradikation ¥ ebenfalls bisher nicht

Uberall erfolgreich war.

Die Ergebnisse der Wirksamkeitsbestimmung von Nedipai? 135-1 auf die RVM
sind in Tabelle 18 dargestellt. In sechs konsekutiWersuchsansatzen wurden je
Desinfektionsmittel-Konzentration 50 vitale, bewegsaktive, AlV-naive Vogelmilben
verwendet. Beurteilungskriterium fiir die Wirksantkeés Neopredis&h135-1 ist das
vollstandige, anhaltende Unterbleiben der Bewedteih im Vergleich zu

unbehandelten Kontrollen. Aufgrund der mikroskob&st Beurteilung der
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Bewegungsaktivitat der Milben zeigte sich, dass pvedisafi 135-1 schon bei einer
0,1 %igen Konzentration einen negativen Einflust die Vitalitat der RVM ausubt.

Nach einer Stunde Einwirkzeit bewegten sich 6 %Midyen nicht mehr und nach einer
weiteren Stunde waren 20 % immobil. Die restlict&h % zeigten die normale

Bewegungsaktivitat.

Bei der nachsthdheren Konzentration von 0,25 % Nebgaf? 135-1 reduzierte sich
die Mobilitat bei 10 % der Milben bereits nach eingertelstunde und bei weiteren
10 % nach weiteren 15 Minuten. Nach zwei Stundenwkkzeit zeigte nur noch die
Halfte der Vogelmilben Bewegungsaktivitat.

Die Konzentration von 0,5 % Neopredi§ah35-1 filhrte nach 15 Minuten zu einer
Reduktion der Zahl mobiler Milben um 10 % und nagakiteren 15 Minuten um 50 %.
Nach einer Stunde Einwirkzeit waren hier nur no®H2 der RVM vital, die aber nach

einer weiteren Stunde ebenfalls keine Bewegungstktmehr aufwiesen.

Eine Neopredisdh 135-1-Konzentration von 1 % bewirkte nach eineertél-stunde
eine Bewegungsreduktion um 20 % und nach 30 Minltennte keine vitale
Vogelmilbe mehr entdeckt werden.

Die 2 und 3 %ige Lésung des Desinfektionsmitteloptedisafi 135-1 totete 98 %

aller RVM innerhalb von 15 Minuten ab. Nach weiter&5 Minuten konnte keine

einzige bewegliche Milbe mehr beobachtet werdee. litiheren Konzentrationen von
4 und 5 % toteten sédmtliche RVM innerhalb von 15 len ab.

Um zu prifen, ob die unterbundene Laufaktivitat Meiben auf eine gegebenenfalls
nur voribergehenden ,Lahmung® der GliedmalRen ine@egrt des Wirkstoffs beruhte
oder ob das Neopredisanl35-1 eine tatsachliche Abtdétung ausloste, wurden
Petrischalen mit RVM und Neopredi§at35-1 fiir einen Tag bei Zimmertemperatur
aufbewahrt und nochmals mikroskopisch untersucle. Nachprifung ergab bei der
geringsten Konzentration des Praparats von 0,02%m8ter noch 100 % vitale Milben.
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Bei den anderen Konzentrationen von Neopredis85-1 kam es zu keinen weiteren

Bewegungsverlusten, aber auch zu keiner zuriickgekeBewegungsfahigkeit.

Es konnte somit gezeigt werden, dass Neoprelisab-1 selbst bei einer Verdiinnung
von 0,5 % schon alle Milben innerhalb von zwei Sem abtbtete. Mit steigender

Konzentration der Losungen nahm gleichzeitig diean der mobilen Vogelmilben ab.

In der Kontrolle, die nur mit reinem WSH befullt vde, bewegten sich nach einem
Beobachtungszeitraum von 24 Stunden noch 100 %idgesetzten Milben (Tabelle
18). Deutlich zu erkennen war, dass Milben, welsttenell Giber das mit Neopredi$an
135-1 getrankte Filterpapier liefen, um zum dedtdms-mittelfreien Deckel der
Petrischalen zu Klettern, dies nur bei niedrigemZ&mtrationen vollziehen konnten. Ab

einer Neopredis&h135-1-Konzentration von 1 % gelang den RVM dieugit“ nicht
mehr.

Tabelle 18:Effekt von Neopredisarf 135-1 auf die Vitalitat der Roten Vogelmilben

Arithmetische Mittelwerte aus sechs Wiederholungswehen. Insgesamt wurden je
Wirkstoffkonzentration 50 RVM verwendet.

Konzentration Prozent vitaler Milben nach
Neopredisarf 135-1
in % Omin | 15min| 30 min| 1h 2h 3h 24 h
0,025 100 100 100 100 100 100 100
0,1 100 100 100 94 80 80 80
0,25 100 90 80 80 50 50 50
0,5 100 90 50 20 0 — -
1 100 80 2 0 - - -
2 100 2 0 - - - -
3 100 2 0 - - - —
4 100 0 - - - - -
5 100 0 - - - - -
Kontrolle 100 100 100 100 100 100 100
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Studie war es zu klaren, ob dieeR&igelmilbe (RVM,Dermanyssus
gallinae) durch zwei- oder mehrfaches Blutsaugen Influede¥irus (AlV) von
viramischen auf nicht virAmische, AlV-empfanglicltihner Ubertragen kann und
dadurch entweder als mechanischer oder als biclogiisVektor in Betracht kommen
kann. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wureienzytopathogenes AlV, AlV-
empfangliche Hihner und zunachst AlV-freie RVM ausem Bestand mit Legehennen

sowie sensitive Virusnachweissysteme verwendet.

5.1 Die heutige Bedeutung der Aviaren Influenza

Ausbriiche der Aviaren Influenza (Al) sorgen immeeder flr grof3e Schlagzeilen in
den Medien. Seit Ende der 90er Jahre kam es wielledn Seuchenziigen der
Klassischen Gefliigelpest in mehreren asiatischémkanischen und europaischen
Landern (AEXANDER, 2007; BRowN, 2010). Dabei waren die Verbreitungswege der
Viren selten nachvollziehbar: Ein zunachst niedathpgenes und nachfolgend
hochpathogenes AIV vom Subtyp H7N1 verursachte 12990 in Oberitalien 413
Ausbriiche (@puA und MUTINELLI, 2001). Festgestellt wurden auch wiederholte Al-
Ausbriiche in denselben Betrieben, obwohl diese magiehfihrung der angeordneten
Mal3nahmen von den zustdndigen Behoérden zur Widdeleg freigegeben worden
waren. Insgesamt starben bzw. wurden 12,8 Mio. Mgl getbtet (EPuA und
MUTINELLI, 2001).

2003 verursachte ein hochpathogenes AIV vom SubiyN7 255 Ausbriche in den
Niederlanden, acht in Belgien und einen in Deutsnthl Der H7N7-Virus-Seuchenzug
fuhrte zum Tod bzw. zur Tétung von dber 25 Mio. Héim und Puten (EXANDER,

2007). Zudem wurden in den Niederlanden 89 Infeldiobei Menschen, von denen
eine fatal endete, diagnostiziert. Alle infiziertBersonen waren direkt in die Arbeiten

nach dem Gefliigelpestausbruch involvi®t JonG et al., 2009).
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Seit 1996 fuhrt der Seuchenzug eines urspringbcktiachen AIV des Subtyps H5N1
auf drei Kontinenten zu Gefligelpestausbrichen. Mamas breitete sich Uber die
Hongkonger Gefligelmarkte in ganz Asien aus uneustr westwarts bis nach Afrika
und Europa (X et al.,, 1999; s et al., 2005). Ungewdhnlich ist, dass nicht nur
Ausbriiche beim Nutzgefligel beobachtet wurden, sondsogar innerhalb von
Wildvogelpopulationen, insbesondere bei Wasservijgdie als Reservoir fur AlV
gelten und in aller Regel nicht erkrankenLEAANDER, 2000; NORMILE, 2005;
ALEXANDER, 2007). In Deutschland verursachte das H5N1-Vimuer freien Wildbahn
nur einzelne Todesfalle (662 Wildvogel, drei Katzesn Steinmarder). Es wurde
allerdings auch achtmal in Nutzgefliigelbestandexgmbstiziert (VEBER et al., 2007,
FLI, 2007, 2008, 2009). H5N1 wurde in Deutschlaag tktzte Mal im Marz 2009 aus
einer Wildente isoliert (FLI, 2009).

Von Dezember 2008 bis Januar 2009 wurden im Kréggenburg in Niedersachsen
35 Ausbriche eines NPAIV vom Subtyp H5N3 amtlicktdestellt. Betroffen waren in
erster Linie Putenbestande. 570.000 Tiere wurdeRatmmen der seuchenhygienischen
Mallnahmen getotet, um die Verbreitung des Viruszuelammen. Das letzte
Sperrgebiet wurde am 20.02.2009 aufgehobe&oyBy, 2009; FLI, 2009).

Die weltweit durchgefuhrten EradikationsmalRhahmemew demnach bislang wenig
erfolgreich und die Problematik wiederkehrender HRAusbriche und zirkulierender
NPAIV in Wildvogeln, besonders im Wassergeflugasteht weiterhin. Das Auftreten
von NPAIV mit den Subtypen H5 und H7 ist ebenfgtiekér, da sie potenziell
innerhalb von mehreren Passagen in hochgradig exgipfen Hihnern und Puten zu
HPAIV mutieren kdnnen (\WBSTER 1997; WEBSTER und HJULSE, 2004; AEXANDER,
2006; SVAYNE und HALVORSON, 2008). Die asiatischen AlV-Varianten besitzenctiur
ihre offenbar erhdhte Humanpathogenitat eine besen8edeutung und Brisanz. Im
Laufe der letzten Jahre bis zum 31. Januar 201@emr49 Erkrankungen und 262
Todesfédlle bei Menschen registriert. Alle diese sBeen hatten allerdings engen
Kontakt zu Gefligel (FAO, 2010). Auch verschiedé&aenivore Saugetiere erkrankten
nach Aufnahme von infiziertem Gefligelfleisch an @&EAWCHAROEN et al, 2004,
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KUIKEN et al, 2004; ®NGSERMet al, 2006; AMONSIN et al, 2007; RILKE, 2007; HIRY
et al, 2007; MARSCHALL und HARTMANN, 2008).

Ausloser der eigenen Untersuchungen waren die rteie immer wieder
aufflammenden Ausbriche von Al, die nach ordnunged®er Durchfihrung der
Reinigungs- und Desinfektionsmalinahmen auftratenie Dvorgeschriebenen
MalRnahmen beinhalten in Deutschland, dass Stallunger Wiederbelegung
mindestens 21 Tage leer stehen missen (GeflPestSch¥ Abs. 1, 2009). Die Rote
Vogelmilbe (RVM), die ein grol3es Problem in der koerziellen Gefliigelproduktion
darstellt, kann jedoch bis zu neun Monate im Stdlhe Blutsaugen am Wirtstier
Uberdauern (MRDENFORSet al, 1999b). Ihre Tilgung ist aul3erst schwierig, dassoh

in kleinste Ritzen und Spalten zurlckziehen kanm, sie mit Akariziden oder
Desinfektionsmitteln nicht erreicht wird EBuve, 1998;CHIRICO und TAUSON, 2002;
LIEBISCH und LIEBISCH, 2003). Die Virusverbreitung durch die RVM wurderdits fir
verschiedene andere Viren untersucht und teilwaissh bestatigt (BIFSTADT, 1949;
CHAMBERLAIN et al., 1957; 8irRiNoV et al., 1972; HBRICH, 1978; HFOFFMANN, 1987;
ARZEY, 1990; DURDEN et al., 1992; DRDEN et al., 1993). Die Vektorfunktion der RVM
fur AIV wurde Anfang des letzten Jahrhunderts numal, mit einer ungeeigneten
Methode von ENTANNI (1902) gepruft (siehe Abschnitt 2.2.3.2 bzw. 52k, dass
bisher zu dieser Fragestellung keine aussagekeiftigyntersuchungsergebnisse
vorlagen. Isoliert wurde ein AIV H5N1 des asiatsohTyps inzwischen aus einer
Schmeil3fliegen-Art (8~ABE et al., 2006, 2009) und aus MoskitosagBAazaN et al.,
2008). Die Vektorfunktion dieser Insekten wurde \d@mm Autoren vermutet, aber nicht

experimentell nachgewiesen.

Die Rolle der RVM in der Epidemiologie von AlV sw@lweiterhin untersucht werden,
da sie sehr haufig in Geflugelbestdnden anzutraeffennd eine grol3e wirtschaftliche
Bedeutung besitzt. Es erscheint durchaus vorstelttess nach einem Ausbruch von
HPAI in einem Geflligelbetrieb die vorgeschriebeinigungs- und Desinfektions-
maflinahmen zur Eliminierung des nicht sehr resestedtlV fluhrten, es aber nicht
gelang alle RVM abzutdten. Damit konnte diesem g&tasiten eine Bedeutung fur das

Auftreten von Neuinfektionen zukommen. In einemcheh Fall kdnnten die RVM,



DISKUSSION 91

falls sie zuvor beim Blutsaugen AlV aufgenommertdrgtdas Virus bei Neubelegung
des Stalles an gesunde Tiere (bertragen. Wahrendhgirtragung eines HPAIV durch
die RVM bei einem perakuten bis akuten Verlauf derkrankung eine eher
untergeordnete Rolle spielen dirfte, kdnnte diebMimoglicherweise beim Vorliegen
einer NPAIV-Infektion in einem Bestand die Passagéten in Hihnern erhéhen und
dadurch zur Vergro3erung der Mutationswahrscheikéd zum HPAIV beitragen.

5.2 Eignung des verwendeten AlV fir die Experimente mitRoten Vogelmilben

Zur Durchfiihrung der Ubertragungsversuche von AlMcd die RVM wurde ein
Influenzavirus mit der Bezeichnung A/turkey/Ontéric32/1966 (H5N9) ausgewahlt.
Dessen Eigenschaften wurde zunachst sowohl in glg@uch in vivo untersucht, um
seine Eignung fur die folgenden Versuche festzlastelWichtig fir die folgenden
Versuche waren dabei: a) die Auslosung einer ddgthi klinischen Symptomatik, um
die erfolgreiche Infektion der Hihner im Isolatokennen zu kdénnen, b) eine schwache
Transmissibilitat durch direkten Kontakt der Hihimeden Milbenboxen (ANRAYAN et
al., 1969a; AEXANDER et al., 1986), c) eine schnell p.i. eintretende antialtende
Viramie mit d) ausreichend hohen Virustitern, uniggaommenes Virus wieder aus
den Milben isolieren zu kénnen. Fur die Reisoligrudes eingesetzten Virus waren
folgende in vitro-Eigenschaften unabdingbar: a)iwehnrung im Brutei zu hohen E4p
und HA-Titern und b) deutlicher zytopathischer Effen HEF-Kulturen. Auf3erdem
sollte der Beginn, der Grad und die Dauer der Vieain Wirtstier festgestellt werden,
um den Versuchsablauf mit den RVM planen zu konnémd schlie3lich war die
Feststellung der geeigneten Infektionsdosis undstedsing der Minimaldosis fir die

Infektion der Huhner in den nachfolgenden Experiteenvichtig.

Bevor Versuche zur Ubertragung von AIV mittels RVAls dem experimentellen
Vektor beginnen konnten, musste grundsatzlich digewerden, ob und in welchem
Male die RVM AIV mit dem Blut aufnehmen und wie dandas Virus in den Milben
persistieren kann. Ein mdglichst hoher Virustiter Blut der infizierten Hihner war
wichtig, um bei der geringen Blutmenge, die je Magle aufgenommen werden

kann, eine bessere Aussicht auf Virus-isolierungehalten und die Aufnahme von
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AlV durch die Milben nachweisen zu kénnen. AuRerdeanden durch diese Analyse
die Infektion der Huhner durch AIV bestétigt undt meiteren Untersuchungen andere
Krankheitsursachen ausgeschlossen. Im Rahmen ldst darchgeflihrten Experimente
war es wichtig, infektioses und vermehrungsfahidésus nachzuweisen und zu
reisolieren. Deswegen wurde die PCR nur stichprek&e zur Uberprifung des
Virusgehalts durchgefihrt und dem Nachweis dessvimittels Zell- bzw. Eikultur und
nachfolgendem HA-Test der Vorzug gegeben. Die Veawsslierung mittels Eikultur
stellt den ,Goldstandard” dar, ist aber kostenistenund sehr material- und
zeitaufwandig, weswegen in der RoutinediagnostkRICR oft vorgezogen wird (OIE,
2004; Ly, 2006; SVAYNE und HALVORSON, 2008).

5.2.1 Untersuchung der Eigenschaften des AlV in vitro

Es wurden fur die Charakterisierung in vitro sowBhimarzellkulturen (HEF) als auch
embryonierte Huhnereier genutzt. Allgemein werdenbmyonierte Huhnereier als
Anzuchtmedium empfohlen, da AIV in diesem Milieuhsehohe Infektions- und
Hamagglutinationstiter bildet BSTERDAY et al, 1997; OIE,2004). Fur diese Studie
waren jedoch eine Vielzahl von Titrationen durclidwén, um die genauen Titer im
Blut zu bestimmen, und es sollte Uberpruft werdeh, die Zellkulturen als
gleichwertiges Anzuchtmedium zu verwenden sind. éegesetzte Virusstamm bildete
in HEF-Kulturen einen mikroskopisch deutlich erkkaren typischen zytopathischen
Effekt (NARAYAN et al., 1969a; MLHERBE und SRICKLAND-CHOMLEY, 1980;
ScHMITZ, 2007; SVAYNE und HALVORSON, 2008). Dies war die unabdingbare
Voraussetzung fur qualitative und quantitative ¥irachweise in Proben von Huhnern
und Milben. Mit der Sequenzierung des Virus konntder Subtyp
Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) ermittelt werdeder aufgrund der basischen
Aminosauren an der Spaltstelle seines Hamagglgtiails hochpathogen eingestuft
wurde. Zusatzlich wurden mittels Inokulation embmgster Huhnereier die
embryoletale Dosis (EL§/mI) und die embryoinfektiose Dosis (EidIml) bestimmt.
Als Folgerung ergab sich aus den Ergebnissen deitrim-Untersuchungen, dass mit

diesem AlV die eigenen Fragestellungen bearbeietian kdnnen.
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5.2.2 Untersuchung der Eigenschaften des AlV in vivo

Zusatzlich wurde das Influenzavirus Alturkey/Ondéfir32/1966 (H5N9)in vivo
mittels eines abgewandelten IVPI-Tests charakegtisium die Auspragungen der
ausgelosten Viramie und klinischen Symptomatikziestellen und um die geeignete
Virusdosis zu finden. Alle drei Blutfraktionen wwnal einzeln untersucht, und das
zellassoziierte AIV (®ATzL und KOHLER, 1968) wurde am haufigsten aus der
Erythrozyten- und Leukozytenfraktion isoliert. ANachweise aus dem Blutplasma
konnten nur vereinzelt erbracht werden und waremmudich auf eine bereits
begonnene Elution des AIV von den Erythrozyten addf auf eine unvollstandige
Trennung der einzelnen Fraktionen zurickzufihreer. Blutplasmaanteil ist folglich

nicht geeignet, um eine Viramie bzw. eine Infektioih AIV nachzuweisen.

Das AIV war bei i.v. infizierten HUhnern im Pharynm Mittel vier Tage langer
nachweisbar als im Blut. Es war in Tupferabstriches der Schnabelhdhle vom 1. bis
zum 10. Tag p.i. nachweisbar. Aus dem Sammelkatigteh kaum Virus-nachweise,
was die geringe Tenazitat des Virus nach Antrocgnbestatigt (Fez et al., 2002;
THRAENHART, 2002; SVAYNE und HALVORSON, 2008). Im frihen Stadium der
Erkrankung eignen sich Pharynxtupfer besser zugmisestellung als Kloakentupfer.
Die Ausscheidung uber die Kloake blieb Uber eir@amgéren Zeitraum bestehen und
erscheint deshalb fir den Virusnachweis in der Re&l@szenzphase zweckmaliger.
Grundsatzlich sollten sowohl Rachen- als auch Keéoakstriche untersucht werden, um
die Diagnose Al sicher zu stellen. Die Virusreisiola aus Rachen, Kloake und Kot
waren insofern fur die eigenen Untersuchungen ksdey da Grad und Dauer der
Virusausscheidung und damit die Kontamination detatoren und dadurch auch der
Oberflache der Milben durch Ausscheidungen der Hdit@inen direkten Einfluss auf

die Virusnachweise nehmen kdnnen.

HPAIV sind nicht wie NPAIV an die Enzyme des Verdags- und Respirationstrakts
gebunden, sondern sie replizieren in allen Orgates Korpers (AEXANDER, 2006;
ALEXANDER und QG\rpuA, 2008). Deswegen konnte AlV aus allen untersuctteganen
der gestorbenen Huhner isoliert werden. Die Reptikam gesamten Korper der Vogel

verursacht die Schadigung lebenswichtiger Organg Gewebe und fihrt so zur
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Symptomatik der klassischen GefligelpesttE®8ANDER und QapuaA, 2008). Als
Leitsymptome werden zentralnervfose Symptome, einssiwar Einbruch der
Legeleistung, eine allgemeine Depression mit Ellstg von Futter- und
Wasseraufnahme und eine starke Erhdhung der Tiesterangesehen fKETA und
WERNER, 2005; SvAYNE und HALVORSON, 2008). Die Inkubationszeit schwankte
zwischen ein bis funf Tagen. Die klinische Symptaknder AlV-infizierten Huhner
stellte sich in der erwarteten Weise und wie melwfa der Literatur beschrieben dar
(LANG et al., 1968bNARAYAN et al., 1969a; PEXANDER et al., 1986; WAYNE und
HALVORSON, 2008). Abweichend davon wurde die EntwicklungesitKopfodems sehr
selten beobachtet, das in der Literatur haufigchlsrakteristisch fur AlV-Infektionen
angesehen wird. Dagegen wurde regelmalig eine hemtilgg Diarrhde festgestellt
(LANG et al., 1968bNARAYAN et al., 1969a; PEXANDER et al., 1986; ®AYNE und
HALVORSON, 2008). Variationen durch unterschiedliche HA- ud4-Subtypen und
andere Faktoren wie etwa die betroffene Tierspezies die Eintrittspforte des Virus
sind durchaus bekannt. Die Symptomatik der Gefliggl wird grundsatzlich als sehr
vielfaltig und wenig spezifisch angeseherwfSNE und HiLVORSON, 2008). Eine
bakterielle Beteiligung ist nicht notig, um die s@hren Schaden der Organe und
Gewebe und die resultierenden Symptome hervorzur(@sAYNE und SIAREZ, 2000;
KALETA und WERNER 2005; SVAYNE und HALVORSON, 2008). Bei rekonvaleszenten
Huhnern konnten vorausgehend keine zentralnerv8yemptome festgestellt werden.
Nach zwei bis drei Tagen mit hochgradiger Apathie Wiarrh6e zeigten sie eine
deutliche Besserung des Allgemeinbefindens und rivesgaerneut mit der Futter- und
Wasseraufnahme. Rekonvaleszente Huhner wieserdeutéche Serokonversion auf,
die schon MRAYAN et al. (1969a) nach experimenteller Infektion ughnern mit
Influenzavirus Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) obachteten. Der Uber die
klinische Symptomatik der infizierten Hihner beilt¢elVPI wurde mit 2,3 als typisch
fur ein hochpathogenes AlV festgestellt (OIE, 20@is zu einer Verdinnungsstufe

von 10° konnte noch ein IVPI-Index nachgewiesen werdenjiter 1,2 lag.

Auf pathologisch-anatomischer und histologischeergb wurden entsprechend der
klinischen Symptomatik weitreichende hamorrhagischvel nekrotische L&sionen

gefunden. Generell kdbnnen bei einem akuten Veilkekrosen und Entzindungen in
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allen Organen gefunden werdenLEXANDER und G:puA, 2008). Am augenfalligsten
war hier eine starke Hyperamie in allen Organewr, sthon von NRAYAN et al.
(1969b) beschrieben wurde. Die hier festgestelBefunde gleichen weitestgehend
denen, die zuvor bei Untersuchungen zur Pathodenités Influenzavirus
Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) nachgewiesen \eerdtonnten (MRAYAN et al.,
1969b; Mo et al., 1997): Pankreas und Milz wiesen hier edenimehrfach multiple
fokale Nekrose- und Entzindungsherde auf und digviEklung einer Peri- und
Myokarditis wurde gleichfalls mehrfach festgestellGenerell sind auch die
pathologischen Veranderungen abhangig vom Virugstatier Spezies der betroffenen
Tiere, der Virusdosis und der jeweiligen Eintriftape (ALEXANDER und QGy\PUA, 2008;
SWAYNE und HiLVORSON, 2008). Am haufigsten und schwersten betroffen von
pathologischen Veranderungen sind naet®e und HALVORSON (2008) Gehirn,
Herz, Lunge, Pankreas und die Organe des Immumsgstei diesem AlV scheint die
Beteiligung des respiratorischen Systems von uatedneter Rolle zu sein, da hier nur
zweimal eine Pneumonie und einmal ein Emphysemgeaciesen wurden. ARAYAN

et al. (1969b) stellten nur eine Hyperamie der Kwmc fest, die hier ebenfalls
beobachtet wurde, und sonst keinerlei weitere pattmlogischen VeranderungenoM
et al. (1997) konnten dagegen bei infizierten Hihnéen ausnahmslos jedem
Organsystem Nekrosen und Entzindungsanzeichen epeleDer Vergleich der
Ergebnisse verschiedener Untersuchungen zu einstimingten AIV ist insofern oft
schwierig, da meist andere Virusdosen und untezdtibhe Infektionsrouten eingesetzt

wurden.

Die immunhistochemische Farbung der Hihnerorganedevials Bestéatigung der
erfolgten AlV-Infektion durchgefiihrt. Au3erdem diensie als Positivkontrolle zur
Beurteilung der immunhistochemischen Farbung deMRMWAIV-Antigen konnte in

samtlichen Organen der infizierten Hihner nachgesvieverden. Dies entspricht den
Ergebnissen von Ml et al (1997), die einen Vergleich der Pathogenitat \reestener

NPAIV und HPAIV durchfihrten. Sie stellten auRerdgst, dass sich die NPAIV nur
im Respirationstrakt replizierten, wahrend die HRAlies in allen KOrperorganen taten
(Mo et al, 1997). Diese Tatsache ist mittlerweile allgemamerkannt und belegt

(ALEXANDER, 2006; AEEXANDER und G\PUA, 2008; SVAYNE und HALVORSON, 2008).
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Aus dem Vorversuch konnte abgeleitet werden, dass dnfluenzavirus
Alturkey/Ontario/7732/1966 (H5N9) fur die folgendEmrperimente geeignet war. Zur
weiteren Bearbeitung der Fragestellung wurde als ojgtimale Zeitpunkt zur
Blutaufnahme der RVM an AlV-infizierten Hihnern denste Tag p.i. festgestellt. Als
bestmdgliche Virusdosis wurden ®10KIDs¢/0,1 mlfir die nachfolgenden Versuche
eingesetzt.

5.3 Nachweis der Aufnahme von AlV durch die Roten Vogehilben

Die nach dem Saugakt an den AlV-infizierten Hihnemtnommenen RVM wurden
sowohl unbehandelt als auch &ufR3erlich desinfiziart,zu verifizieren, dass AlV sich
im Inneren der Milbe befindet und nicht nur eind3é@iche Verunreinigung durch
Kontamination der Oberflache der RVM mit Huhnerkater Ex- bzw. Sekreten der
infizierten Huhner nachgewiesen wurde. Die Methodeh ZwmaAN et al. (1982) mit
4 %igem Formalin, die auch vomiKELLA (2007) und MLIENTE MORO et al. (2009)
erfolgreich angewendet wurde, ist hier als Desitddeismethode benutzt worden. Das
4 %ige Formalin totet die RVM in dieser Konzentatinur zu einem geringen Anteil
ab. Nach der Desinfektion waren noch ungefahr zZugitel der Milben vital. Zur
Kontrolle, dass sich das AIV nicht mehr auf der @Eehe der RVM, sondern nur in
ihrem Innern befand, wurden nicht homogenisiertelb®i auf HEF-Kulturen
aufgebracht. Sie verursachten in HEF-Kulturen nacRBerlicher Desinfektion keinen
ZPE, wahrend homogenisierte Milben einen solchevirk&en, d. h. dass sich das Virus
innerhalb der Milben befunden haben muss. Die AldNMNveisraten aus desinfizierten
Milbenhomogenisaten unterschieden sich nicht naidiae von nicht desinfizierten

Milbenhomogenisaten.

Folglich wurde belegt, dass die RVM zusammen mindBlut beim Saugakt an
viramischen Huhnern das AIV aufnehmen. AIV wurdes adilbenhomogenisaten
mittels HEF-Kulturen Gber funf Tage und mittels @ikiren Uber zehn Tage reisoliert.
Die zahlreichsten Virusnachweise und hochsten ¥itarswurden in den ersten drei
Tagen nach dem Saugakt erzielt. Die Virusreisatigraus RVM mittels HEF-Kulturen

blieb hinter der Virusisolierung mittels embryoner Hihnereiern zurlck. Dies
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bestatigt nochmals, dass embryonierte Huhnereiessdbe als Zellkulturen als
Anzuchtmedium fur AIV geeignet sind ABTERDAY et al., 1997; OIE2004; SVAYNE
und HALVORSON, 2008).

Zum weiteren Beweis der Aufnahme des AIV wurden BM¥M histologisch und
immunhistochemisch untersucht. Histologisch konmteneinzelnen Organsysteme der
RVM anhand von Beschreibungen in der Literaturapdegrenzt und definiert werden
(CHITwooD und LICHTENFELS 1972; GQRDINER und ROYNTON, 1997; lucius und
LoosFRANK, 1997). So konnten Anteile des Darmtraktes anlgardBeschreibungen
von CHITwWooD und LUCHTENFELS (1972) als solche angesprochen werden.
Aufgenommenes Blut wurde ausschliel3lich im Darnitrééstgestellt. Es blieb
vermutlich Virus im vorderen Verdauungstrakt zurialas die Ubertragung des Virus
durch Blutaufnahme an einem neuen, naiven Wirt mmlbgmachen kdnnte. Ferner
konnten Anteile der Mundwerkzeuge, der Mitteldarasdy, der Speicheldriise und der
inneren Geschlechtsorgane mit enthaltenem Ei angesgn werden (@Twoob und
LICHTENFELS, 1972; GRDINER und ROYNTON, 1997; lucius und LOOSFRANK, 1997).

In den Eiern der Milben konnte immunhistochemisemAIV-Nachweis erfolgen.

Die Anwendung immunhistochemischer Verfahren ighbr mit RVM noch nicht
publiziert worden. Die Herstellung von Schnittenrwgegen der geringen Korpergrolde
der Vogelmilben (ca. 0,5-1 mm) schwierig. Deshallusste der automatisierte
Einbettungsprozess von Geweben in Paraffinblockeger Hand durchgefiihrt werden.
Ein weit grol3eres Problem war das chitinhaltige dketett der RVM. Das Chitin ging
unspezifische Bindungen mit den Detektionsantikdren und fihrte so zu Stérungen
beim Nachweis von AlV. Diese Probleme traten zwsairon bei Experimenten mit dem
Fadenwurmrrichinella spiralis auf, dessen Exoskelett ebenfalls Chitin enth&trKE,
personliche Mitteilung). Es zeigte sich, dass bewandung der PAP-Methode viel
haufiger unspezifische Anfarbungen auftraten alisdee ABC-Methode. Es scheint
demnach als ware diese zur Verwendung bei immuwtiisiischen Farbungen von
RVM geeigneter. Dies sollte allerdings in weiter@nden Untersuchungen genauer
abgeklart werden. Die spezifischen AlV-Nachweiseemaimmer im Darmsack der

Milbe lokalisiert, wo sich auch der Hauptteil daggenommenen Blutes befand. Im
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Saugapparat der Milben konnte Virus nicht eindenéighgewiesen werden. Dieser Teil
der RVM enthalt zur Stabilisierung besonders vidiiti@, deswegen kann keine
Aussage dariber getroffen werden, ob Virus vorhander oder ob es sich um
unspezifische Bindungen des verwendeten Antikorpersdas Chitin handelte. Eine
Regurgitation wie bei Zecken erscheint moglich, deuaber nicht nachgewiesen. Das
gleiche gilt fur eine Migration des Virus zu denegheldrisen der Milben, wie sie bei
Zecken fur das FSME-Virus belegt istg&\, 2005). Abgesehen von den stdérenden
Einflissen des Chitins ist das Treffen einer gestigm Schnittebene, in welcher der
Saugapparat optimal angeschnitten ist, diffizil.nKlgar ist auch, dass AIV an den
Mundwerkzeugen der RVM nicht in fir einen Nachweiasreichender Menge
vorhanden ist. In den Gonaden und den Eiern der Rdhhte ebenfalls kein Virus
nachgewiesen werden. Dies kann an der aktuell fiertien Ebene liegen oder daran,
dass das Virus nicht dorthin gelangt ist. Eineikal¢ Ubertragung des Virus auf die
nachste Milbengeneration erscheint unwahrscheinliBei der Bearbeitung der
Paraffinbléckchen konnte festgestellt werden, dass den 15 eingelegten RVM bei
den Schnitten nicht alle erfasst werden, da sik sicdem 3 mm hohen Bléckchen
verteilen. Fur weiterfihrende Untersuchungen kdmmehr Milben verwendet werden
oder das ubliche Volumen des Paraffinblockchensitéreduziert werden.

Eine Vermehrung des AIV in der RVM konnte nichttégstellt werden. Bei einer
Replikation des Virus in der Vogelmilbe hatte derugnachweis weitaus langer als nur
Uber zehn Tage lang mdglich sein missen und dearsher héatte zumindest auf
gleichem Niveau bleiben oder sogar ansteigen mudsee Ursache fur die relativ
kurze Nachweisspanne koénnte sein, dass die Virugeneach Ablauf dieser Zeit zu
gering war und deshalb keine Isolierung mehr etéolgMit Fortschreiten der
enzymatischen Blutverdauung im Organismus der \fodfgén nahm wie erwartet die
Reisolierung des AIV ab. Es ist denkbar, dass Atvi den Verdauungsenzymen der
RVM beim Abbau des aufgenommenen Blutes zerstord.wiNach NsBeT und
BILLINGSLEY (2000) ist die RVM mit zahlreichen Verdauungsenepm wie
Glukosidasen, Aspartat-Proteinasen und Zystin-Rrasen ausgestattet, die sie zum
Abbau des aufgenommenen Blutes bendtigt, und dieedich auch in der Lage sind,

behillte Viruspartikel abzubauen. Ein weiterer Rurdt, dass AIV ausschlief3lich
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intrazellular replizieren. Dementsprechend sinddgeatlich abhangiger vom Wirtstier
und den vorhandenen Zelltypen inklusive ihrer Enaysstattung. Versuche anderer
Autoren Arthropodenzellen mit AIV zu infizieren urgdhs Virus so zu replizieren,
schlugen bisher fehl kb et al., 2008; 8eN et al., 2008; ©x und HOLLISTER, 2009;
KRAMMER und (RABHERR, 2010). In der Studie vonABBAZAN et al. (2008) wurde
nach Infektion einer Moskitozelllinie mit einer heh Dosis (MO 10) eines H5N1 24
Stunden p.i. dieses Virus wieder reisoliert. Dasahen die Autoren seine Replikation
als erwiesen an. Da aber keine Virustiter bestimvonden, kénnte es sich auch um die
Reisolation des eingesetzten Virus bzw. seiner RiN@deln. Das AIV konnte
vermutlich in den Zellen der RVM keinen produktiveermehrungszyklus
durchfuhren, da die in der RVM vorhandenen Zelltypat ihren jeweiligen Enzymen
ungeeignet waren. Weiterhin entsprechen sich damtifativ bestimmten Virusgehalte
des Huhnerbluts (Erythrozytenfraktion) und des imrdauungsapparat der RVM
enthaltenen Huhnerbluts, was ebenfalls einer Veusehrung in der RVM
widerspricht. Aufgrund dieser Ergebnisse ist dawawszugehen, dass sollte eine
Ubertragung des AIV durch die RVM stattfinden, sig als mechanischer und nicht als

biologischer Vektor fungiert.

5.4 Ubertragung von AIV durch die Roten Vogelmilben

Fur den Nachweis der Ubertragung des AlV mit RVMgesunde Hihner (Experiment
II) war es besonders wichtig, den giinstigsten Zaikp fir die zweite Blutmahlzeit der
AlV-infizierten Milben an den naiven Huhnern fedemen. Die Milben sollten wieder
LYAppetit* haben und das AlV sollte noch im Magendérakt der RVM vorhanden und
infektios sein. Nur unter diesen Voraussetzungegiie Ubertragung von AlV mittels
der RVM moglich. Es wurde ein Abstand von zwei Tragavischen den beiden den
Vogelmilben gestatteten Blutmahlzeiten gewéhltd@gaRVM in der Regel im Abstand
von ein bis drei Tagen Blut von ihren Wirtstierenframmt (KIRKwooD, 1963;

CHAUVE, 1998; LEBISCH und LEBISCH, 2003). Die Anwesenheit von infektiosem AlV
war im vorangegangenen Experiment | fir diesenr&igm in den Vogelmilben (bis zu

zehn Tagen nach der ersten Blutmahlzeit) beregtibgt worden.

° Multiplicity of infection (deutsch: Multiplizitat der Infektion). Eine MObw 1 entspricht dem
Verhdltnis von einem infektiésen Viruspartikel @&irie Wirtszelle.
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Es war nicht moglich, die Milbenboxen zwischen &esetzung durch ein infiziertes
Huhn, welches die Box durch Sekrete und Kot velnige, und dem Einsetzen des
naiven Huhns zu autoklavieren, da die RVM ebenfablgetttet worden waren. Ein
Umsetzen der Vogelmilben in eine saubere Box weltnpraktikabel, da die Milben
dabei grof3tenteils mechanisch zerstort worden wdaEeme unerwinschte indirekte
Kontaktinfektion der neu eingesetzten, AlV-naiveiihder konnte jedoch weitgehend
ausgeschlossen werden, indem darauf geachtet wuwaitky Kot und sonstige
Verunreinigungen aus der Box zu entfernen und dir BOglichst trocken zu halten.
Bis zur Neubesetzung der Box vergingen 48 Stundém, Wahrscheinlichkeit, zu
diesem Zeitpunkt noch aktives Virus in der Box widizden, ist sehr gering. AlV ist
nach THRAENHART (2002) auf Oberflachen nach Antrocknung innerhaetim vier
Stunden zu 90 % inaktiviert. Zusatzlich konnte endrorangegangenen Experimenten
AIV nur zu einem sehr geringen Prozentsatz aus idetrder Huhner isoliert werden.
Bei Trocknung des Kots verlor das Virus seine Itifedttat, da es nur im feuchten
Milieu relativ lange infektios bleibt (BEEXANDER, 2006; BROWN et al., 2007; SAYNE
und HaLVORSON, 2008).

NARAYAN et al. (1969a) und A&XANDER et al. (1986) stellten bei Experimenten zum
Entstehen von Kontaktinfektiondéest, dass Influenzavirus A/turkey/Ontario/7732/8.96
(H5N9) fur Huhner weitaus weniger ansteckend istfat Puten, vor allem Uber die
oronasale Route. MRAYAN et al. (1969a) infizierten ein achtwéchiges Hulnd lie3en
es in einer Gruppe von vier weiteren Hihnern undizwanzig Wochen alten Puten
frei laufen. Das infizierte Tier wurde einen Tag grank und starb innerhalb von sechs
Tagen. Die Puten erkrankten zwei Tage spater uathest kurze Zeit nach dem
infizierten Huhn. Die Kontakthiihner blieben geswmd zeigten keinerlei serologische
Reaktion bei der Uberprifung der Antikorpertitercme30 Tagen (ARAYAN et al,
1969a). Bei einem zweiten Versuch wurden insgegaviitf Kontakthiihner eingesetzt:
Von funf Huhnern, die erkrankten, starben zwei. Bieben restlichen Kontakthiihner
blieben gesund, bei zweien wurde eine Serokonversfestgestellt. Diese
Serokonversion war aber weitaus hoher als die esati Untersuchung festgestellte. In

einem weiteren Experiment wurden die Kontakttiareaanmen mit infizierten Hihnern
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in enge Kafige gesetzt, um die WahrscheinlichkigieeUbertragung von Tier zu Tier
zu erhohen. Alle infizierten HUhner starben, wéalreire Kontakttiere gesund blieben
(NARAYAN et al, 1969a). Die Diskrepanz der Kontakttransmissionsztven Hihnern
und Puten beruht nach der Ansicht der Autoren antétdchieden der Schleimhaute als
Eintrittspforte bei nattrlicher Infektion. Die Autn erklaren sich die Entstehung einer
unterschiedlichen Infektionsempfindlichkeit derden Spezies dadurch, dass auf dem
nordamerikanischen Kontinent die Gefligelhaltungitestgehend kommerzialisiert
wurde und sich die Produktionswege fur Puten untingii nicht Gberschneiden. So
konnte sich eventuell eine hohere Speziesaffimi&s Virus fur Puten entwickeln, da
dieses AIV anscheinend nur in Putenbestadnden mrkell(NARAYAN et al, 1969a).

Das Huhn, welches wéahrend des IVPI-Tests versebleniicht infiziert wurde, blieb
bis zu seiner T6tung in dem Isolator, wo die rekdn Huhner der Gruppe bis zu ihrem
Tod ebenfalls gehalten worden waren. Es stecktersaht per Kontaktinfektion an und
wies keine Serokonversion auf. In den Experimeni@m anderen Autoren, bei denen
sich Huhner per direkten Kontakt ansteckten, wieserweitaus hohere Antikorpertiter
(2% auf als die hier untersuchten Hiihner. Insgesascheint eine Kontaktinfektion der
naiven Huhner durch getrocknete Ausscheidungsmsteinfizierten Hihner in den

Milbenboxen im hdchsten Mal3e unwahrscheinlich.

AlV konnte auf funf von acht Hihnern mittels der R\Mibertragen werden. Ein Huhn
erkrankte an der Geflugelpest und bei vieren wide Serokonversion 14 Tage p.i.
festgestellt. Bei zwei dieser vier Hihner konntamsatzlich immunhistochemisch
nachgewiesenes AlV-Nukleoprotein in Nieren und Paak die erfolgte AlV-Infektion
bestatigen. Aus den Organen des erkrankten Huhnsntd&o das eingesetzte
Influenzavirus A/turkey/Ontario/7732/66 (H5N9) miert werden. Es wurde kein
weiteres pathogenes Agens festgestellt. Der begtntid-Titer der AAF lag bei 2
Die HAH-Titer im Blut der tGbrigen Huhner, 14 Tagach der Blutaufnahme der AlV-
infizierten Milben, lagen zwischen?2und 2 und unterschritten folglich die
Spezifitatsgrenze von*@ach den Angaben im Manual der OIE. Da aber das d&iu
SPF-Huhner am Tag der Infektion einen HAH-Titer Jog, < 1 aufwies, kann selbst

ein Anstieg auf 2 als eine spezifische Reaktion und damit positiweyéet werden.
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ALEXANDER (2004) halt unspezifische Reaktionen in Hihnerséiie sehr selten. Eine
unspezifische Agglutination tritt nachw&yNE und HALVORSON (2008) nur auf, wenn
Seren und Erythrozyten von verschiedenen Speziedefii HAH-Test benutzt werden.
Die fur diesen Test verwendeten Erythrozyten stanmion klinikseigenen SPF-
Huhnern. Eine systemische IgM-Antikorperbildung karach $AREZ und SHULTZE-
CHERRY (2000) schon funf Tage p.i. festgestellt werdea,dG-Bildung schlief3t sich
kurz danach an.v8YNE und HALVORSON (2008) halten eine Antikorper-Detektion ab
dem 7. Tag p.i. fiur moglich. Die SerokonversionHiihnern erfolgt sogar gegeniber
der in anderem Gefliigel am intensivstenAREz und SHULTZE-CHERRY, 2000). Eine
Ursache fur die niedrigen Antikorpertiter kbnntansedass nicht ausreichend AIV
Ubertragen wurde. Die RVM kénnten zu wenig AIV arigmmen und Ubertragen
haben oder die Menge der Milben insgesamt oderviiage der wieder hungrigen
Milben war zu gering, um eine starkere Reaktion tamunsystems der Huhner

auszulosen.

Die Anzahl der RVM darf allerdings eine kritischeeMye nicht tGberschreiten, da das
Huhn sonst an den Folgen des Milbenbefalls, alseirzgr Andmie, sterben wirde. Dies
war bei den zwei letzten Hiihnern, die in diesems\Weh eingesetzt wurden, nahezu der
Fall. Ihr Blut wies aber trotz der starken Befdbske keine Anzeichen einer erfolgten
Serokonversion auf. Eine Infektion der Hihner dudaéh orale Aufnahme von RVM
durch die Huhner ist als sehr unwahrscheinlich sezan, da die orale Infektionsdosis
ungleich héher sein musste und sowohl Milben athalas in ihnen enthaltene behillte
Virus durch die Verdauungsenzyme des Magen-Darrkté&sader Huhner abgebaut

werden.

Bisher wurde die Ubertragung von AIV durch einenthopoden noch nicht
hinreichend untersucht und folglich auch nichtdestellt. Nur ENnTANNI (1902) stellte

Untersuchungen zur Ubertragung von AIV mit der RN Er verwendete nur relativ
geringe Mengen Vogelmilben (30-100 Stiick) und mer Hihner mit ihm unbekannten
Immunstatus und konnte eine Ubertragung von Al\tdutie RVM nicht nachweisen.
SAWABE et al. (2006) konnten nach einem H5N1-AusbruchdamsSchmeildfliegen des

Bestandes das Virus reisolieren. Sie halten diegEliftir einen mechanischen Vektor,
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stellten aber keine weiteren Unter-suchungen zsedieThema an. Ebenfalls ein HSN1
wurde aus blutgefillten Moskitoweibchen isoliert.s Ewurden aber keine
Ubertragungsnachweise oder -versuche angestelfte@AN et al., 2008). Die RVM
stand in der Vergangenheit schon haufiger im Vdrjacerschiedene Viren durch
vorangegangene Aufnahme viramischen Blutes ausneingzierten Vogel verbreiten
zu konnen. Die Transmission des Geflugelpockenvituch Biss konnte 1936 von
BRoODY (zit. von YUNKER, 1973) und nochmals vonH&INOV et al (1972) belegt
werden. SIRINOV et al setzten zwanzig RVM, die an mit Vogelpockenvinmi§zierten
Huhnern Blut aufgenommen hatten, auf Federfollégeel Unterschenkel von acht 50
Tage alten Huhnerkiken. Sechs Tage spater konntesee Kiken bzw. weitere drei
Tage spater bei einem weiteren Kiken eine Schwelter Follikel und der gesamten
Unterhaut beobachtet werden. Auf3erdem entwickelssm eine katarrhalische
Konjunktivitis. Bei den erkrankten Tieren konntesd&ogelpockenvirus kulturell
nachgewiesen werden. Ebenfalls per Biss durch di®l Roll nach HLBRICH (1978)
und HOFFMANN (1987) das avidre Leukosevirus auf Huhner Ubestragverden.
DURDEN et al (1993) und ®AMBERLAIN et al (1957) konnten eine mechanische
Ubertragung fur die Togaviren, die EEE und WEE @sesh konnen, auf Hihner
nachweisen (Abschnitt 2.1.6.2, Tabelle 2). Fur @liExperimente wurden zwei Tage
alte Huhnerkuken verwendet, die jeweils ungefalfr Zi@ushaltigen Milben ausgesetzt
wurden. Bei jeweils einem bzw. zwei Kiken von zegingesetzten naiven Tieren

konnte eine Infektion mit Togavirus nachgewiesendes.

Insgesamt erscheint es jedoch, als ware die RVIWaealdor fiir die Transmission von
Bakterien geeigneter als fir die von Viren, daviarmal eine Ubertragung eines Virus
(inklusive dieser Untersuchung insgesamt 24 Stydiend elfmal (insgesamt ebenfalls
24 Studien) die Transmission von Bakterienspeziashgewiesen werden konnte
(Abschnitt 2.1.6.1). Dieser Umstand konnte damigrbedet werden, dass die
Vermehrung von Viren im Gegensatz zu der von Bakteausschliel3lich intrazellular
erfolgt. Dementsprechend ist die Virusreplikatiautlich abhangig vom Wirtstier und
viel komplexer (RLLE und MAYR, 2002) (Abschnitt 5.3).

Ein weiterer moglicher Transmissionsweg ist die ifhagung des AIV nicht mittels des

Saugaktes, sondern durch die orale Aufnahme vonhiNigen RVM durch ein von
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ihnen befallenes Huhn. Der Befall durch die Milbegrursacht eine Steigerung der
Gefiederpflege und dabei werden haufig RVM von ddilhnern abgeschluckt
(KILPINEN et al., 2005). In der Sektion betroffener Hihnerden die RVM dann vor

allem in der Schnabelhdhle und im Kropf festgestalind aber auch im restlichen
Magendarmtrakt aufzufinden @BECK, 1992; $HMASCHKE undRIBBECK, 1997). Auch

in selbst durchgefiihrten Sektionen konnten RVM én dyenannten Lokalisationen
nachgewiesen werden. Die orale Aufnahme von RVMleeiGefiederpflege und damit

auch die AlV-Ubertragung erscheinen deshalb eblsnfabglich.

Den Ergebnissen dieser experimentellen Untersuctzuhgige konnte die RVM als
mechanischer Vektor das AIV von viramischen aufveaHuUhner Ubertragen. Die
biologische Ubertragung, bei welcher der Kranklegiesger innerhalb des Arthropoden-
organismus infektios bleibt und sich vermehrt, lneim Blutsaugen ein gesundes Tier
infizieren kann, wurde hier ausgeschlossen, daN#mhweiszeitraum des infektiosen
Virus in der RVM zu kurz blieb. Der Virusgehalt dBtutes wurde vermutlich durch
den enzymatischen Abbau im Darm der RVM innerhatiger Tage vermindert. Bei
einer Virusvermehrung hatte der Virusgehalt stal@lben, wenn nicht sogar ansteigen

mussen.

Ein biologischer Vektor ist ein echter Wirt einegg, in dem eine Virusreplikation
stattfindet (ENTER, 2006). Ein bekanntes Beispiel daflr ist die Zebtagles ricinus,
die das FSME-Virus, ein Arbovirus, das sich in 8eeicheldrise der Zecke vermehrt,
Ubertragt (HRUSFIELD, 1986; MARTIN et al, 1987; lasT, 1988; GERN, 2005). Die
biologische Ubertragung ist epidemiologisch wesemtlbedeutsamer, da Viren
vermehrt und so schneller verbreitet werden konBan.einem akuten Ausbruch von
HPAI ist die direkte Ubertragung von Vogel zu Vogsicherlich ziigiger. Die
allgemeine epidemiologische Bedeutung der RVM @ils mechanischer Vektor ist nur
schwer einschatzbar. Sie kdnnte bei der unerkanregeoreitung von NPAIV innerhalb
eines Geflugelbestandes eine wichtige Rolle spieBmim gegenwartigen Stand der
Forschung ist noch nicht aufgeklart, welche Faktodee Mutation von NPAIV zu
HPAIV provozieren kdnnen (AEXANDER und QapuA, 2008). Es ist aber allgemein

bekannt, dass AIV durch eine hohe Mutationsrateegegkeichnet sind, die durch die
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fehlende Proofreading-Aktivitat der RNA-abhangig@NA-Polymerase begriindet ist.
Dadurch werden mit hoherer Wahrscheinlichkeit nfalsche Nukleotide in das Genom
eingebaut (MDROW et al., 2010). Deshalb ist es vorstellbar, dasshdwiederholte
Passagen in den Hiuhnern durch erneute Blutaufndlem@VM die Wahrscheinlichkeit
einer Mutation von NPAIV gesteigert wird. Es kanone Auftreten von Punkt-
mutationen in den Oberflachenproteinen HA und NAmkwen und, da die
Wahrscheinlichkeit der Infektion einer Zelle mit ewleicht unterschiedlichen
Influenzaviren durch den kurzen Zeitraum erhohdwauch zum Entstehen von neuen
Subtypen (MDROW et al., 2010). Diese Problematik ist bei mehrfacRassagen in
Huhnern oder Puten bekannt AlcTA et al, 2005; AEEXANDER, 2006). In der
Vergangenheit konnten sich mehrfach H5- und H7-NPWHRhrend der Zirkulation in
Huhnerbestanden zu HPAIV wandelnA@A und MUTINELLI, 2001). Aus diesem
Grund wurden diese Subtypen ebenfalls in die Ladgte International Animal Health
Codes aufgenommen (OIE, 2009). Diese Richtlinidtsten Werkzeug fur Veterinar-
behdrden, Epidemiologen und fir diejenigen dar, dieh im Rahmen des
internationalen Handels mit dem Im- und Export Véeren und tierischen Produkten
beschéftigen, um Hygienestandards zu erhalten binzurichten (OIE, 2009). Ebenso
vorstellbar ist es, dass die RVM bei einem Ausbruch HPAIV in einem mit RVM
befallenen Gefligelbestand zur schnelleren Veunmgitdes Virus innerhalb dieses

Gebaudes beitragt.

Im Anschluss an einen Geflugelpest-Ausbruch misgen Stallungen nach den
durchgefuhrten Reinigungs- und Desinfektionsmal3ma@hmach Gefligelpest-
Verordnung (GeflPestSchV, § 45 (1), 2009) fur msidas 21 Tage leer stehen. Fur
eine erfolgreiche Eradikation des Virus muss geleigiet sein, dass die Mal3hahmen
korrekt durchgefuhrt werden. RVM ziehen sich inli8tagen weit in Ritzen und Spalten
zurtick, wo sie nicht erreicht werden konnem4GvE, 1998; GiIRICO und TAUSON,
2002; LEBISCH und LIEBISCH, 2003; $ARAGANO et al., 2009). Die RVM kann lange
Zeit ohne erneute Blutaufnahme Uberdauern und demach auch wieder
reproduzieren. In der Literatur sind Hungerperiotd&1zu neun Monate beschrieben.
Ein Zeitraum von nur 21 Tagen kann problemlos vbnen uUberstanden werden

(BUCHER, 1998; NDRDENFORS et al., 1999b). Eine Transmission von AIV wére
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demnach maoglich, wenn nach 21 Tagen Leerstand bebé&satz des Stalls sich noch
infektioses Virus in den Milben befinden wirde. OErgebnissen dieser Arbeit zufolge
konnte infektioses AIV nur fir zehn Tage nach diitBahlzeit an infizierten Hihnern
aus den RVM reisoliert werden. Damit ist die Ursaction wiederkehrenden
Ausbriichen in bestimmten Stallungen, wie zum Beldpei dem Ausbruch von H7N1
in Italien 1999/2000, wahrscheinlich auf anderetfagsquellen zurtickzufuhren.

5.5 Wirksamkeitsnachweis von Neopredisafi 135-1 auf die Roten Vogelmilben

Die oben erwahnte mogliche Rolle der RVM macht &ieche nach alternativen
Praparaten zur Tilgung der Milben in Gefligelbed&imn noch dringender ESDON,
1968; SHMASCHKE undRIBBECK, 1997; &ENCEK, 2003; LEBISCH und LIEBISCH, 2003;
THEKISOE et al., 2003; @y, 2004; BOGDANOVA, 2005; O'@NNOR et al., 2005;
FORONDA, 2006; $ARAGANO et al., 2009). Ein starker Befall des Geflligels der
RVM &uRert sich vor allem durch Anamie, Kachexiedurine reduzierte
Futteraufnahme. Dies fuhrt durch Stress zu einemmbrdch der Ei- und
Fleischproduktion und einer verminderten Resistegegentber Infektionen
(KIRKWOOD, 1967a, 1968; HPE und RBBECK, 1982; ATELL und ARENDS 1990;
HOGLUND et al, 1995; MMELMANN et al., 1996; SHMASCHKE und RBBECK, 1997,
WoJcik et al, 2000; KLPINEN et al, 2005; KowALskI und KoL, 2009). Die dadurch
und durch die Ausgaben fir BekampfungsmalRnahmemrsamhten wirtschaftlichen
Verluste konnen immense Grol3enordnungen annehmea. @&efligelindustrie
verzeichnete z. B. in den Nieder-landen durch Vimgbenbefall einen Verlust von
etwa 11 Millionen Euro pro JahrnvAN DER SLuis, 2009). Abgesehen von ihrer
okonomischen Bedeutung ist belegt, dass die RVM \&&tor fir verschiedene
bakterielle und virale Krankheitserreger dienenrkaand ein Befall nicht nur die
erwahnte Symptomatik, sondern auch weitere Erknagdém verursachen kann
(DURDEN et al, 1992; GiIRICO et al., 2003; EKERT et al, 2005; VALIENTE MORO et al,
2005, 2006, 2007a, 2007b, 2009). Aus diesen geear@tinden wird der Bekampfung
der RVM grol3e Bedeutung beigemessen. Aber ihreuidgaus den Stallen ist immer
noch ein ungeldstes Problem: Die Huhner verbleid@ufig wahrend der Malinahmen

im Stall, und es ergeben sich Riickstandsproblerheeni Hihnereiern. Darlber hinaus
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entwickelten die RVM teilweise gegen die bisherwamndeten akariziden Wirkstoffe
Resistenzen und die Praparate entfalten in dereFelge ungentigende Wirksamkeit
(GENCHI et al, 1984; £ZMAN und ZLEZNY, 1985; BEUGNET et al, 1997; ZMAN, 1987,
1988; RECHTER und AXTELL, 1991; NORDENFORSet al, 2001; LEBISCH und LIEBISCH,
1999/2000, 2003; IBDES et al, 2005). AulRerdem werden durch die weitere
Entwicklung des Verbraucher- und Umweltschutzes @ammehr Pestizide vom Markt
genommen, was die Bekdmpfungsmdglichkeiten nochiewainschrankt (GAuve,
1998;CHIRICO und TAUSON, 2002; LEBISCH und LiEBISCH, 2003). Zusétzlich gestaltete
sich die Tilgung der RVM im Stall insofern schwaggrida sie sich tief in Ritzen und
Spalten zurtickziehen kann. Dort kbnnen Desinfektattel oder Akarizide selbst bei
Einsatz von Aerosolen nicht hingelangerc8AscHKE und RBBECK, 1997; GHAUVE,
1998; ARKLE et al., 2004). Deswegen wird intensiv nach Altéxmegan zur Bekampfung
der RVM gesucht (BAFFORD et al., 2006; MURER et al., 2009, BRTLEY et al., 2009,
GEORGE et al., 2008, 2009a, 2009b, 2009c, 2010ers, 2009; TAvAssoLl et al.,
2008).

Neopredisafi 135-1 (Menno Chemie-Vertrieb GmbH) wird als Braitd-
desinfektionsmittel gegen verschiedene Endoparesddien, wie Wurmeier,
Kokzidien und Kryptosporidien, eingesetzt I@vke und HIEPE, 1998; DAUGSCHIES et
al., 2002;JoAcHIM et al., 2003 STRABERG und DAUGSCHIES 2007;NAJDROWSKI et al.,
2007; SHAHIDUZZAMAN et al., 2010; Gutachten Anhang 1l). Seine Wirksamkeit ist
ebenfalls nachgewiesen gegen Clostridien, Mykobigkteund Prionen (Gutachten
Anhang Il). Die viruzide Wirkung der Gebrauchslogurei 2 %iger Konzentration nach
zwei Stunden Einwirkzeit ist fur alle behllten ®fr wie z. B. AIV belegt (DVG,
2006b). Neopredis&nl35-1 ist von der Deutschen VeterinarmedizinisdBerellschaft
in der 12. Desinfektions-mittelliste der DVG flredTierhaltung gelistet und tragt das
Gutezeichen der Deutschen Landwirtschafts-Geselts¢pLG) (DVG, 2006b). Der
enthaltene Wirkstoff 4-Chlor-m-Kresol ist nach d&@ECD-Testrichtlinien 301 C
biologisch gut abbaubar (zu 90 %) und darf im kelegStall (bei sachgemalier
Anwendung) eingesetzt werden. Durch das substieui€hlor-Atom ist 4-Chlor-m-
Kresol funfmal starker bakterizid wirksam als m-Bok aber gleichzeitig wesentlich
geringer schadlich fur die UmweltKEY und LOscHER 2007). Durch die kombinierte
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Anwendung von Antiparasitika und anschlieBendens#tinvon Neopredis&n135-1
soll die erneute Aufnahme von bereits ausgeschead®auerstadien in das Wirtstier
verhindert werden (DVG, 2006b; Herstellerangabenhaky Il). Anhand dieser
beschriebenen Eigenschaften erschien dieses Praplarageeigneter Kandidat zur

Testung seiner Wirkung gegen die RVM.

Neopredisafi 135-1 zeigte in den eigenen Untersuchungen gegerdén RVM eine
Wirkung bereits ab einer Konzentration von 0,1 %l tiitete bei einer Konzentration
von 0,5 % nach zwei Stunden Einwirkzeit 100 % d¥iVRab. LIEBISCH und LIEBISCH
(2003) fuhrten ebenfalls Untersuchungen mit 4-Chlor-m-iéteslem Wirkstoff von
Neopredisafi 135-1, unter dem Praparatenamen Interkokaskirch und kamen zu
dem Schluss, dass diese Substanz eine gute Wirkganekm Einsatz gegen die RVM
besitzt. HEPE et al (2009) berichteten auf dem 10. Hohenheimer SendearDVG,
dass Neopredisdn135-1 im Feldversuch bei 2 und 4 %iger Konzerirateine
100 %ige Wirksamkeit gegentber allen Stadien deMRXigte. Die Schwierigkeit bei
der Bekdmpfung dieser liegt nachHADVE (1998) vor allem in der praktischen
Anwendung der Desinfektionsmittel. Er definiert ddeale Desinfektionsmittel als
einen fur Arthropoden selektiv pathogenen Stoff,idealle Spalten und Risse eindringt
und so lange auf Oberflachen aktiv bleibt, bis dR¥M aus ihren Verstecken

herausgekommen und getétet sind.

Da Neopredisah 135-1 sich in diesen Versuchen als wirksam erwies auch im
belegten Stall angewendet werden darf, ist dieseduRt als geeignet zur Bekampfung
der RVM zu betrachten. Eine Ausmerzung der RVM imem betroffenen
Geflugelbestand ist nach der Ansicht voraGveE (1998) und ARKLE et al (2004) nur
in Kombination mit moderner Gefligelhaltung ohnerdfeckmdoglichkeiten fur die
Milben moglich, da Desinfektionsmittel oft nicht shiauf den Grund von Ritzen
vordringen. Dieser Ansicht sind auclerHASCHKE und RBBECK (1997), die bei der
Anwendung von Desinfektionsmitteln eine geringetiRalgrofe von 40-50 pm mit
einem Druck von 540 kPa fur wesentlich halterIR&co und Tauson (2002) schlugen
die Anwendung von akariziden Substanzen in Fallear, vdie an den

Aggregationsplatzen der RVM aufgestellt werdenesollDer Vorteil dieser Methode
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ist, dass weder das Gefligel noch die Eier mit @amgesetzten Substanzen in
Berihrung kommen. Oberstes Ziel sollte nacha@e (1998) und ATELL und
ARENDS (1990) insgesamt eine Optimierung des Managemeeis, die eine
konsequente Durchfihrung des All-in-all-out-Veriaig mit abschlieRender
Desinfektion, regelmafige trockene und nasse Rewgen, die Quarantdne des
zugekauften Gefligels und das strikte Verhinderm \Autritt jeglicher Wildtiere
beinhaltet (Abschnitt 2.1.7). M. und KOENRAADT (2009) und ML et al. (2009)
entwickelten zusammen mit einem Expertenteam eiheckliste angelehnt an das
HACCP-(Hazard Analysis and Critical Control Poirg)nzept zur Verhinderung der
Einschleppung und Verbreitung der RVM in Gefligstbeden. Sie wurde von
hollandischen und britischen Gefligelhaltern evaatuind fir praktikabel und nitzlich
befunden. Sie konnte folglich flir Betriebe mit Mgamentproblemen hilfreich sein
(MuL und KOENRAADT, 2009; MuL et al.,2009).Zur abschlieRenden Beurteilung der
Wirksamkeit vonNeopredisafi 135-1 gegen die RVM sollte sich in einer weiteren
Untersuchung die Prufung in praxi anschlieRen, di& d¢rgebnisse eines

Laborexperimentes nicht mit den Verhaltnissen infiiigelstall zu vergleichen sind.
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6 Zusammenfassung

Die Rote Vogelmilbe (RVMDermanyssus gallinae bE GEER, 1778), ist der haufigste
und bedeutendste Ektoparasit beim Nutzgefliigel.di2aRVM bis zu neun Monate
ohne erneute Blutaufnahme in Ritzen der Stallgebauxerdauern kann und oft nicht
durch Akarizid- und Desinfektionsmaflinahmen erreightden kann, kbénnte sie eine
Rolle bei der Verbreitung von aviarem Influenza Auvé (AlV) spielen.

Ziel dieser Untersuchung war es festzustellendielRVM beim Blutsaugen an
experimentell mit Influenzavirus Alturkey/Ontari@32/1966 (H5N9) infizierten,
viramischen Huhnern dieses Virus aufnimmt und rimiem zweiten Saugakt an AlV-
naive Huhner Ubertragen kann und somit als Vekior AV in Frage kommt. Zu
diesem Zweck wurden Hihner mit dem AIV infiziert durGrad und Dauer der
eintretenden Viramie durch Virusreisolierungen idhHerembryofibroblasten-(HEF)-
und Eikulturen nachgewiesen. Die RVM hatten Gelbgénin einem Zeitraum von 24
Stunden von diesen virdmischen Hihnern Blut aufreghrAus den blutgefillten RVM
konnte das Virus mittels HEF-Kulturen noch 5 Tagemdem Saugakt und mittels
Eikultur noch 10 Tage nach dem Saugakt nachgewiesgden. In einem zweiten
Experiment konnten die AlV-haltigen RVM aus demtemsExperiment nochmals Blut
saugen, diesmal an gesunden, AlV-naiven Hihnenesailer acht Hihner erkrankte an
aviarer Influenza. Das Virus konnte aus den Orgatieses Huhns isoliert werden.
Mittels Hamagglutinationshemmungstest konnte ei@®i&nversion bei vier von acht
dieser Huhner festgestellt werden. Somit kommtRIMM eine Rolle als mechanischer
Vektor bei der Verbreitung von AlV zu.

Auf Grund der erfolgten Ubertragung des AIV dudib RVM von virdmischen
auf AlV-empfangliche Huhner ist die gezielte Bekdomyg dieses Ektoparasiten auch
aus der Sicht der Epidemiologie des AlV besondedebtsam. Die Tilgung der RVM
in Geflugelhaltungen ist durch die bereits dokuneste Akarizid-Resistenz und wegen
der legalen Beschrankungen bei der Anwendung voariaklen immer schwieriger
geworden. Aus diesem Grund wurde in vitro das chkeha@ Desinfektionsmittel
Neopredisafi135-1 (Wirkstoff 4-Chlor-m-Kresol) auf die Wirksaeik gegen die RVM
untersucht. Neopredisari35-1tétet die RVM schon bei 0,5 %iger Konzentration des
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Wirkstoffs in wassriger Losung nach 2-stindiger viirkzeit bei Raumtemperatur
sicher ab.
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7 Summary

The poultry red mite, Dermanyssus gallina®e GEER, 1778, an experimentally

confirmed mechanical vector for avian influenza A wrus

The Poultry Red Mite (PRMDermanyssus gallinae DE GEER, 1778, is the most
common and most important ectoparasite in poufiigce it can outlast in crevices in
the barn for nine months without blood meal and wanhbe reached in each case by
disinfectants, it may play a role in the spreadwén influenza (Al).

The purpose of this study was to investigate,hg PRM is ingesting avian
influenza A virus (AIV) during a blood meal on expeentally infected and
subsequently viremic chickens. And whether it isgtlole for it to transmit AIV to
healthy chickens and therefore serve as a vectoAld. For this aim chicken were
infected in an initial experiment with AIV and tlodserved viremia was confirmed by
virus reisolation in chicken embryo fibroblast cuétis (CEF) and egg cultures. The
PRM could feed on the viremic chicken for 24 houdtrsvas possible to reisolate AlV
from blood filled mites in CEF for 5 days and inlaryonated eggs for 10 days after the
blood meal. In a second experiment the PRM fronfiteeexperiment could feed again
on healthy, AlV-naive chickens. Using the hemagdgaiion-inhibition-test a
seroconversion was detected in four of eight cmsk®ne of eight chickens developed
signs and lesions of avian influenza. Virus couddi$olated from the organs of this
chicken. Therefore, the PRM acts as a mechaniceovdor AlV. Based on the
confirmed transmission of AlV by the PRM from virenmto AlIV-susceptible chickens,
the systematic control of this ectoparasite is viemportant from the view of AlV
epidemiology.

Elimination of the PRM in layer farms is gettingcreasingly difficult due to the
documented resistance to acaricides and the leg#iations of their use under field
conditions. For these reasons the chemical digifécdNeopredisah135-1 (active
component 4-chlor-m-kresol) was tested in vitro fer efficacy against the PRM.
Neopredisafi 135-1 is lethal for the PRM by direct exposure t®.8 % aqueous

solution for 2 hours at room temperature.
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Anhang I: Reagenzien und Geréate

I.I. Zellkulturmedien, Puffer und Reagenzien
[.II. Puffer

Dulbecco’s Phosphate Buffer (DPB)

8,00 g/l NaCl VWR, Darmstadt
0,40 g/l KCI VWR, Darmstadt
1,15 g/l NgHPQ, VWR, Darmstadt
0,20 g/l KHPOy VWR, Darmstadt

gelodst in A. dest.. Der Puffer wurde steril filttie portioniert und bei Zimmer-
temperatur aufbewabhrt.

HEPES-Puffer (Hydroxyethyl-Piperazinyl-Ethansulfonsiure)
238,3 g HEPES in 1000 ml A. dest. geldst, filtriert
und bei 4 °C gelagert. Serva, Heidelberg

PBS (Phosphate buffered saline)
PBS-Tabletten (1 Tablette/500 ml A. dest.) Gibaaiskey, Grol3britannien

111 Zusatze zu den Zellkulturmedien

Enrofloxacin

Baytril® 2,5 %ige Injektionslésung Bayer Vital GmbH,
Leverkusen
FKS (Foetal Bovine Serum-Gold) PAA Laboratories GmbH,

Pasching, Osterreich

Gentamicin-L6sung
1 g Gentamicinsulfat (663 U/mg) Seromed, Biochr8er]in
in 20 ml A. dest. gelost und bei 4 °C gelagert.

L-Glutamin-Lésung
29,25 g L-Glutamin reinst Serva, Heidelberg
in 1000 ml A. dest. geldst und bei —20 °C gelagert.

Tryptose-Phosphat-Briihe (TPB)
29,5 g TPB-Pulver Difco, Michigan, USA
in 1000 ml A. dest. geldst und bei 4 °C gelagert.

Trypsin-Stammlésung
4,0 g/l Trypsin (1:250) Difco, Michigan, USA
10,0 g/l D(+)-Glucose-Monohydrat
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gelést in zehnfach konzentriertem DPB. Die Losungde steril filtriert, portioniert
und bei —20 °C gelagert. Fur die Herstellung derbr@echslosung wurde die
Stammlosung 1:10 mit A. dest. verdinnt.

Trypsin-Versen (TV)

3,5 g/l Trypsin (1:250) Difco, Michigan, USA
0,2 g/l EDTA-Na Serva, Heidelberg

1,0 g/l D(+)-Glucose-Monohydrat VWR, Darmstadt
0,5 ml/l Phenolrotlésung (1g/l) VWR, Darmstadt

geldst in DPB. Die Lésung wurde mit 1 N NaOH auf pP3 eingestellt, steril filtriert,
portioniert und bei —20 °C gelagert.
[.LIII. Zellkulturmedien

Basal Medium Eagle (BME) mit Earle’schen Salzen
500 ml BME EARLE Instamed 10-fach konzentriert $eeol, Biochrom, Berlin

500 ml Tryptose-Phosphat-Brihe (TPB) Difco, Mia@mgUSA

5 ml Gentamicin-Losung Seromed, Biochrom, Berlin
2,5 ml Candio-Hermal (Nystatffi Hermal, Heidelberg

75 ml HEPES-Puffer Serva, Heidelberg

50 ml L-Glutamin Serva, Heidelberg

Alle Komponenten wurden in A. dest. gelost und InM NaOH (VWR, Darmstadt) auf
pH 7,5 eingestellt.

LLIV. Herstellung einer 1 %igen Erythrozytensuspension

Diese Suspension wird fir die Durchfihrung des Highainationstests (HA-Test) und
des Hamagglutinations-Hemmungstests (HAH-Test) tigno

Es werden dafir 2 ml Natriumzitratiosung pro 8 miihiHerblut in ein steriles
Zentrifugenrohrchen vorgelegt. Die Blutgewinnungn\klinikseigenen SPF-Huhnern
erfolgt durch Punktion der V. ulnaris des rechteierolinken Fligels. Das Zitratblut
wird im Anschluss 5 min bei 2.880 x g zentrifugiellun kann das Plasma und der
Leukozytensaum mit einer Pipette abgenommen weilienverbliebenen Erythrozyten
werden mit ca. 5 ml physiologischer NaCl-Losungrgbkichtet, vorsichtig geschittelt
und anschlieRend wieder zentrifugiert. Der Uberstaird mit einer Pipette abgesaugt
und dieser Waschvorgang insgesamt dreimal durchgefDie Erythrozyten werden
nun mit physiologischer NaCl-Lésung im Verhaltnisl@ vermischt und im
Kahischrank fir langstens 7 Tage aufbewahrt. Diér@gchslosung wird stets frisch
vor den Tests durch 1:10 Verdinnung der 10 %igegthEozyten-Suspension
hergestellt.

38 g/l Natriumzitrat-2-hydrat Merck, Darmstadt
in Aqua dest. geldst und autoklaviert.
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[L.I.V. Lésungen und Puffer fur die immunhistochemischen FRébungen

PAP-Methode:
Tris-buffered-saline (TBS, pH 7,6)
Stammldsung (10x):

60,57 g Tris (hydryxymethyl)-aminomethane Sigmaridh Chemie, Seelze
610 ml Aqua bidest.
390 ml 1 N HCI Merck, Darmstadt

Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI eingestellt.
Gebrauchslésung:
100 ml Stammlésung
900 ml 0,8%iges NaCl in Aqua bidest. Merck, Daads
Die Gebrauchslosung hatte einen pH-Wert von 7,8.

Imidazol/HCI-Puffer 0,1 M (pH 7,1)

6,81 g Imidazol Sigma-Aldrich Chemie, Seelze
Aqua bidest. ad 1000 ml.

Zugeben von 500 ml 0,1 M HCI. Der pH-Wert wurde it M HCI eingestellt. LOsung
ca. 1 Woche haltbar.

3,3 -Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Dihydrat-Los ungen (DAB)

DAB Sigma-Aldrich Chemie, Seelze
Imidazol Sigma-Aldrich Chemie, Seelze

HCI 1 M/I Merck, Darmstadt

H.0; E. Hilburg GmbH & Co KG, Sundern

100 mg DAB in 200 ml 0,1 ml M Imidazol/HCI-PuffepKl 7,1) I6sen und mischen
(Magnetruhrer). Filtrieren und unmittelbar vor Galeh 70 pl 30 %igesJ, zugeben.

Kardasewitch
200 ml 25 %ige Ammoniaklésung Carl Roth GmbHKC&., Karlsruhe
mit 800 ml 70 %igem Ethanol ansetzen. Stockm@lemie, Dillenburg

Papanicolaous Gebrauchslosung
Papanicolaous Hamatoxylin 1b Merck, Darmstadt
und Aqua dest. im Verhaltnis 1:10 mischen undiditen.

Antikorper
Schwein Anti Kan IgG (Art.Nr. ZO 196) DakoCytotiman, Hamburg
PAP Kan (Art.Nr. ZO 113) DakoCytomation, Hamipur

Neg. K Rabbit Immunglobulin Fraction (Art.Nr. X0986 DakoCytomation, Hamburg

Bovine Serum Albumin (Art.Nr. 001-00016) Dianova GmbH, Hamburg
(IgG- und Protease-free)
Titrisol 1 m/I HCI (Art.Nr. 1.09970) Merck, Darmstadt

Perhydrol 30 % (Art.Nr. 1.07210) Merck, Darmstadt
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Schweineserum(Art.Nr. 0750) PAA

ABC-Methode:

Aquatex Merck, Darmstadt

ABC: Vectastain Elite ABC Kit Vector, Burlingame
Sekundarer Antikorper: goat anti-rabbit IgG1 Vector, Burlingame
AEC: 3-Amino-9-ethylcarbazole Dako, CarpintefTa

DAKO AEC substrate-chromogen System

Citrat-Puffer
10 mM, pH 6,0) 2,1 g Citrat Monohydrat, 900 ml Aqiest., zum Einstellen des pH 2
M NaOH (max. 25 ml)

TBS

Tris-buffered saline (0,1 M Tris base, 0,9 % Nag&H, 7,6) 10 x TBS. pH 7,6, 60,57 g
Tris(hydroxymehtyl)-aminomethan, 80,0 g NaCl. Ag#f in 500 ml Aqua dest., zum
Einstellen des pH HCI (max. 35 ml), auffullen aGbD0® ml mit Aqua dest.

[.I.VI. Sonstige Reagentien

AKH Spiritus AVG Chemie GmbH, Berlin
Ethanol 94 %ig, verdinnt mit A. dest. auf 70 %ig

Ficoll-PaqueTM PLUS Amersham Biosciences AB,
Isotone Losung, Dichte: 1,077. Uppsala, Schweden
Formalin 37 %ig (Formaldehyd-Hydrat) VWR, Leuven, Belgien

IH Intermitox © Propoxur Interhygiene, Cuxhaven
Paraffin dickflussig VWR, Darmstadt

Methanol rein Schmidt-Chemikalien

GmbH, Dillenburg

Neopredisarf 135-1(Ch.-B.:05008) Menno-Chemie GmbH,
(25 g 4-Chlor-m-Kresol / 100 g) Norderstedt
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I.1I. Verbrauchsmaterialien und Geréate
LILI. Verbrauchsmaterialien

Glasgerate

Reagenzglasdilyp Assistent)
Pipetten

Glas-Petri-Schalen (80 x 15 mm)

Kryoréhrchen

Mikrotiterplatten
PS, 96er System V-Form

Probengefal3Blutentnahme
1,3 ml LH, 35 I.E. Heparin/ml Blut

RotilaboR-Rundfilter (70 mm)

Tesa-Stick® ohne Losungsmittel (20 g)

Zellkulturgefalie
Gewebekulturschalen 35 mm
Gewebekulturschalen 94 mm
Zellkulturflaschen (175 cm?)

24-Loch-Multiwellplatten (Flachboden)

96-Loch-Multiwellplatten (Flachboden)

Karl Hecht AG, Sondheim
Karl Hecht AG, Sondheim
Schott Glas, gain

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

nerbe plus, Winsen/Luhe

Sarstedt, Nurnbrecht

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Beiersdorf AG, Hamburg

Alle:
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, Ostietr

Beide:
Falcon / Bat, Dickinson,
Heidelberg

LILIL Verbrauchsmaterialien immunhistologische Farbung

Plastikklvetten Typ 1013
Eukitt®

Coverplates"
Superfrost*/Plus-Objekttrager
L1111 Gerate
Automatische Pipetten
Pipettman, 25 pl

Eppendorf Pipette 100-250 pl
Eppendorf Pipette 200-500 pl

Gesellschaft flr Labortekh
GmbH (GfL), Burgwedel
I. Hecht, Kiel-Hasse

Live Science International,
Frankfurt am Main
Menzel-Glaser, Bisahweig

Gilson Abimed, Langenfeld
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hargbur
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Brutmaschinen
Vorbrutmaschine (ca. 700 Eier, mit Wendung)
Brutmaschine (ca. 500 Eier, ohne Wendung)

Digitalkamera
Canon Power Shot G5

Elektrapetten
Impact, 1250 pl
Impact Il, 250 pl
Cellmate Il

Inkubator
Modell B 5060 EK-CQ

Isolatoren
Lichtmikroskope
Diavert

Modell 62057
WILD M3B mit KL 1500 electronic

Ruttler
IKA-Vibrax-VRR

Schierlampe

Sterile Werkbénke
Microflow Biological Safety Cabinet

Safeflow 1,2

Tissue Te€

Ultraschallsonde

CO Branson Sonifier Cell Disruptor B15

Vortex-Schttler

Schelmeg Griinberg
Schuara@rinberg

Whatman, Géttingen

Matrix, Wehrheim
Matrix, Wehrheim
Matrix, Wehrheim

Heraeus Instruments, Hanau
Stenglin Metall + Plastik, Radolfzell
Leitz, Wetzlar

Carl Zeiss, Oberkochen
Leitz, Wetzlar

Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau

Karl Blohm, Apparatebau, Hamburg

Nunc, Wiesbade
Nunc, Wiesbaden

Sakura Finetek Germany
GmbH, Heppenheim

Branson Sonic Power,
Danbury, USA
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Anhang Il: Ausziige aus dem Prospekt Neopredis&nl 35-1

Das einzige Breitbanddesinfektionsmittel mit paenter Wirkformel gegen
ausgeschiedene Endoparasiten: Wurmeier, Kokzidigyptosporidien. Auch wirksam
gegen Clostridien, TBC und Prionen. Tragt das itken der Deutschen
Landwirtschafts-Gesellschaft (DLG)

Hersteller: MENNO Chemie-Vertrieb GmbH
Langer Kamp 104; D-22850 Norderstedt
Postfach: 3310; D-22826 Norderstedt

Tel.: 040-529 06 67-0 « Fax: 040-529 06 67 66
e-mail: info@menno.de / Internet: www.menno.de

Wirksam gegen:

- Wurmeier Ascaris suum) 2%-2h
- Wurmeier Heterakis spp.)™® 2%-2h
- Kokzidien (sospora suis) © 2%-1h
- Kokzidien Eimeriatenella) ° 3%-4h
- Kryptosporidien® 3%-1h
- Clostridien™ 4%-1h
-TBC™ 4%-3hbzw.6%-2h
- Bakterien, Pilze und Virel? 2%-2h
- Prionen (Stamm 263K} 2%-%h

*A Von der Deutschen Veterindrmedizinischen Gesbiift e. V. (DVG) in der 12.
Desinfektionsmittelliste fir die Tierhaltung geéist Stand Mai 2003. Wirksamkeit:
Antiparasitare Wirkung gegen Wurmeier: 2%-2h, Kdien: 4%-2h, Tuberkulozidie:
4%-3h bzw. 6%-2h.

*B Gutachten, Institut fir Parasitologie und ZoagVeterinarmedizinische Universitat
Wien, Prof. Dr. A. Joachim, vom 21.09.04. Ergelugs in vivo-Versuche: 2 %/ 2 h.

*C Gutachten, Institut fur Parasitologie, Stiftumgerarztliche Hochschule Hannover, Dr.
A. Daugschies, vom 03.06.99. Ergebnis der in Wtessuche: 2 %/ 1 h, Wirksamkeit
96,96 % Lysis.

*D Gutachten, Institut fir Parasitologie, Stiftuiigerarztliche Hochschule Hannover, Dr.
A. Daugschies, vom 14.07.98. Ergebnis der Tiengrsu3 %/ 4 h, Wirksamkeit 98,92
% Lysis.

*E Gutachten Institut flr Parasitologie, Humbadldttiversitat zu Berlin, Prof. Dr. Dr. h.c.
Th. Hiepe, Dr. D. Mielke, vom 02.11.98, Ergebnig de vitro-Versuche: 3 %/ 1 h,
Wirksamkeit 94,9 % Lysis.
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*E Gutachten Staatliches Veterindr- und Lebengtittersuchungsamt Potsdam, Dr.
Kdhler, 22.02.99. Ergebnis des in vitro Versuchist gut gereinigten Flachen kann
mit einer sicheren Abtotung der Sporen \@n perfringens bereits nach einstindiger
Einwirkungszeit von 4 % Neopredisah35-1 gerechnet werden.

*G Numéro d'autorisation: 2040282 AMM n° 206003%omologué par le Ministere de
I’Agriculture et de la Peche, Paris Cedex 15, Fea23.05.06. Bactericide, 0,75 % - 5
min.; Fongicide 0,5 % - 15 min.; Virucide 4 % - 8in.

*H Publikation: Infection control and hospital dpmiology, July 2006, Vol. 27, no. 7,
DVM C. Riemer, RESULTS [...] Incubation with Neoprsan 135-1 at a concentration
of 2 % led to a complete loss of proteinase K-tastsmaterial. [..] When a final
concentration of 2 % Neopredisan 135-1 was usede mf the hamsters showed
clinical signs of a scrapie infection.

Angaben zum Wirkstoff Preventol CMK (4-Chlor-m-Kresol)

- Biologische Abbaubarkeit: ist biologisch gut @) abbaubar nach OECD-Test
guidelines 301 C
- Akute Toxizitat: LDy oral, Ratte: 2.500 mg/kg Ratte. kP dermal, Ratte:

> 500 mg/kg, 7d Exposition; bei dieser Dosis keBymptome. LIy inhalativ,
Ratte: > 0,7 mg/l, 4 h Exposition; bei dieser Ddsge Symptome
- Registrierungen/Zulassungen:
- Preventol CMK (4-Chlor-m-Kresol) ist in der Léstder zugelassenen
Konservierungsstoffe aufgefiihrt: 11. Kosmetik-Verming Stand 88) Anhang
VI, Teil 1; mit der maximalen Dosierung von 0,2 %duder Einschrankung
.verboten in Erzeugnissen, die mit SchleimhauteBeaniihrung kommen.*
- In den USA ist 4-Chlor-m-Kresol und/oder dess@&matriumsalz als
Konservierungsstoff fir Produkte im Kontakt mit leslsmitteln durch die Food
and Drug Administration zugelassen.
- Auch im belegten Stall — bei sachgemal3er Anwendugigsetzbar
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Anhang Ill: Protokolle der immunhistochemischen Farmungen

Immunhistochemie Protokoll — Kaninchen Anti Influenza (a-RNP) PAP
Institut fir Veterinar-Pathologie, JLU Giel3en

1. 2-3 um Schnitte aufziehen auf Superfrost*/plus ®ijager und Lufttrocknen bei

Raumtemperatur
2. Entparaffinieren und rehydrieren wie folgt:
Xylol-Ersatz 1 3 min
Xylol-Ersatz 2 3 min
Xylol-Ersatz 3 3 min
Isopropanol 1 3 min
Isopropanol 2 3 min
Ethanol 3 min
80 % Ethanol 3 min

3. Inaktivierung der endogenen Peroxidase in Meth@eahst) mit frisch zugesetztem
0,5 % KO, (Perhydrof 30 % HO, p.a.) fiir 30 min bei Raum-temperatur

4. Spilen der Schnitte in TBS (pH 7,8)

5. Aufbringen der Objekttrager auf Coverpldtéaund Einfihrung der Coverplafés
in die Halterung

6. Inkubation mit 20 % Schweineserum in TBS (tris buéd saline)

7. Auftragen des Priméarantikorpers Kaninchen Anti-AY46000 in TBS mit 20 %
Schweineserum) oder von Kontrollkaninchenserum 0006 Negativ-
kontrollschnitte); Inkubation 12-18 h bei 4 °C; when der Schnitte durch
Einbringen von 2ml TBS in das Coverpl8fe

8. Auftragen des Sekundéarantikérpers Schwein anti#@men 1gG. (1:100 in TBS mit
20 % Schweineserum); Inkubation der Schnitte furnd6 bei Raumtemperatur;
Spiilen der Schnitte durch Einbringen von 2 ml TB8as Coverplaf&

9. Auftragen des Kaninchen-PAP (1:100 in TBS mit 1 %AB(Bovines Serum-

albumin)) far 30 min bei Raumtemperatur; Spulen 8ehnitte durch Einbringen
von 2 ml TBS in das Coverpldté

10.Inkubation der Schnitte unter stdndigem Ruhren @#agihrer) in einer Kivette
mit 0,05 % 3,3"-Diaminobenzidin-tetrahydrochloridAB) mit 0,1 M Imidazol /
HCI-Puffer (pH 7,08) und 0,01 %8, (30 %ig) fur 10 min bei Raumtemperatur

11.Waschen 3 x 5 minin TBS und 1 x flr 3 min in Aqlest.

12.Inkubation der Schnitte fir 5 min bei Raumtemperatu Kardasewitch (1-5 %
NH,OH in 70 %igem Ethanol) zur Entfernung von Form@ilgment und
anschlieiendes Waschen fur 10 min in Aqua dest.

13. Gegenfarben mit Papanicolaous Hamatoxylin (1:1Adgna dest.) fur etwa 20 s und
blauen der Schnitte fur 5 min in Leitungswassemnnal mit A. dest. spilen



ANHANG 147

14.Dehydrieren der Schnitte in der aufsteigenden Adkaihe je 3 min und
zweimaliges Kléren in Roti-Hist8!

15.Eindecken mit Eukitt oder im Automaten (TissueMecdafiir Objekttrager
umsetzen in Xylol

Labortechnisches Protokoll fur Immunhistochemie gegn Avidres Influenza A-
Virus-Antikorper (Angele Breithaupt und Jens P. Teike, FLI, Insel Riems)

1. Entwachsung, Rehydration und Inaktivierung der @dogenen Peroxidasen

- Xylol: 3 min x 2

- 1-Propanol 100 % (n-Propanol): 3 min x 2

- 1-Propanol 96 %: 3 min x 1

- Methanol (90 %), BD, (3 %): 10 min (9 ml Methanol 100 % mit 1 mbL®Gb
30 %) 1 x

- 1-Propanol 80%: 3 min x 1

- 1-Propanol 70%: 3 min x 1

- 1-Propanol 50%: 3 min x 1

- Aqua dest. 3 min

2. Antigen-Gewinnung mit Citrat-Puffer
- Die Objekttrager werden in einen Plastik-Objelgarhalter, geftllt mit 10 mM

Citrat-Puffer gestellt und missen vollstandig neit Bufferlosung bedeckt sein.
- Die Halter werden fir 10 min in einer Mikrowellgs kurz vorm Kochen
gestellt. Sollten die Objekttrager nicht mehr valiglig mit Puffer bedeckt sein,
muss er aufgefillt werden.
- Die Objekttrager werden bei Raumtemperatur ablgiekind anschlieRend mit
TBS gespdlt.

3. Hemmung von unspezifischen Farbereaktionen mitiégenserum
- Die Objekttrager werden auf horizontale Objekjm@Ablagen gelegt und mit

Ziegenserum (100 %, ca. 100 pl pro Gewebeschniit) 30 min bei
Raumtemperatur in einer Feuchtkammer bedeckt.
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Immunhistochemische Farbung
Das Ziegenserum wird entfernt (hier nicht mit T8&ilen)

Zusatz des primaren Antikorpers (Kaninchen ArB}N1:1000 verdinnt mit
TBS. Inkubation fir 60 min bei Raumtemperatur ini¢rekammer

3x Spulen mit TBS fur 3 min

Zusatz des sekundaren Antikorpers (Ziege Antiidemen), 1:200 verdinnt in
TBS. Inkubation flr 60 min bei Raumtemperatur ini¢kekammer.

in der Zwischenzeit (30 min vor Gebrauch) Hetstey des Avidin-Biotin-
Komplexes: 7ul Avidin + 7 pl Biotin in 1 ml TBS, Pipettenspitze zwischen
durch wechseln!

3x Spulen mit TBS fur 3 min

Zusatz des Avidin-Biotin-Komplexes. InkubationrfiB0 min bei Raum-
temperatur in Feuchtkammer

3x Spulen mit TBS fur 3 min

Zusatz von AEC Substrat, die Entwicklung der kad evtl. unter dem
Mikroskop verfolgen (3-10 min).

Zum Stoppen der Reaktion die Objekttrager in étatiit Aqua dest. umsetzen.
Die Objekttrager mit Hamatoxylin gegenfarben2imin

Spulen unter Leitungswasser fur 10 min mit 2x ¥éawechsel

Spulen in Aqua dest.

Versiegeln der Objekttrager mit wasserhaltigem dMen (Aquatex) und
Deckglaschen
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