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Sehr geehrte Frau Vorsitzende,

beigefiigten Bericht der Bundesregierung iiber die aktuelle Situation der Gefliigelpest und

Ergebnisse des Monitorings bei Wildvogeln in den letzten zwdlf Monaten in Deutschland und

dem angrenzenden Ausland erhalten Sie mit der Bitte um Kenntnisnahme und Weiterleitung
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Mit freundlichen Griiien




Bericht der Bundesregierung
Uber die aktuelle Situation der Vogelgrippe und Ergebnisse des M onitorings
bei Wildvogeln in den letzten zwdlf M onaten in Deutschland
und im angrenzenden Ausland

— Stand 29. August 2007 —

1. Hausgefltigel

Im Zusammenhang mit dem Gefllgelpestgeschenen im mitteldeutschen Raum bei
Hausgefligel und Wildvogeln ist am 06.07.2007 in einer Hobbyhaltung in Thiringen hoch
pathogene aviare Influenza (HPAI) vom Subtyp H5N1 festgestellt worden. Die dort
eingerichteten  Restriktionszonen  waren  nach  Abschluss der  vorgesehenen
Umgebungsuntersuchungen am 14.08.2007 aufgehoben worden.

Am 25.08.2007 wurde durch das FriedrichLoeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fir
Tiergesundheit (FLI) as Nationales Referenzlaboratorium fur Al der Nachweis von H5N1-
Virus in seiner hochpathogenen Form in einem Entenmastbetrieb mit 169.857 Tieren in
Wachenroth, Landkreis ErlangenHo6chstadt, Bayern bestétigt (siehe Anlage 1). Es handelt
sich um einen zur Wichmann-Gruppe gehdrenden Betrieb, auf dessen Gelande sich auch ein
zugel assener Gefluigel schlachtbetrieb befindet.

Nationale Malinahmen

Unmittelbar nach der Bestétigung von HPAI H5N1 in Wachenroth wurden ein Sperrbezirk
(Radius 3 km) und ein Beobachtungsgebiet (Radius 10 km) festgelegt, in denen der Transport
von Gefligel und Gefliigel erzeugnissen verboten bzw. nur unter Auflagen mdglich ist (Zone
A). Am 26.08.2007 wurde der gesamte Bestand (165.857 Tiere) vorbeugend getétet. 4000
Enten waren bereits verendet.

Zusétzlich wurde gemald den Vorgaben der Entscheidung 2006/415/EG unter Berticksich
tigung der geographischen und epidemiologischen Gegebenheiten eine Pufferzone (Zone B)
mit einem Radius von ca. 13 km eingerichtet. Es wurden epidemiologische Ermittlungen zu
Lieferungen von lebenden Tieren seit dem 30.7.07 zur Ermittlung der Kontakte und
Transportwege aus dem Betrieb in andere Betriecbe mit Iebendem Geflligel sowie des
Warenverkehrs im genannten Zeitraum angestellt. Alle identifizierten Kontaktbestdnde
wurden klinisch und labordiagnostisch untersucht — bisher vorliegende Untersu
chungsergebnisse sind sémtlich negativ.

Im epidemiologisch relevanten Zeitraum gelieferte Chargen von Geflugelfleisch wurden aus
dem Handel genommen und die entsprechenden Riickstellproben auf Al untersucht. Fur die
noch im Betrieb befindlichen Chargen wurde eine Auslieferungssperre verhangt.
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2. Wildvogel und andereTiere

Nachdem in der 2. Hélfte des letzten Jahres in Deutschland nur bel einem Wildvogel hoch
pathogene avidre Influenza (HPAI) Subtyp HS5N1 festgestellt wurde (Feststellung am
03.08.2006), trat nun erneut HPAI H5N1 bei Wildvogeln auf.

Zwischen dem 24.06.2007 und dem 27.08.2007 wurde bei 327 Wildvogeln (Schwane, Ganse,
Schwarzhal staucher, Haubentaucher) das Vorliegen von HPAI H5N1 durch das FLI bestétigt.
Bel diesen Fallen handelt es sich um folgende Geschehen:

- zwei benachbarte Stadtseen in Nirnberg (Bundesland Bayern) (16 Félle),

- @n Seein Frohburg, Landkreis Leipziger Land (Bundesland Sachsen an der Grenze zum
Bundesland Thiringen) sowie im benachbarten Windischleuba, Landkreis Altenburger
Land (Bundesland Thiringen) (6 Fale),

- en Stausee in Badra, Kyffhauserkreis (Bundesland Thiringen) und Kelbra, Kreis
Mansfeld-Slidharz (Bundesland Sachsent Anhalt) (290 Félle),

- in Ebeleben, Kyffhauserkreis (2 Falle) und Auleben, Kreis Nordhausen (9 Félle)
(Bundesland Thiringen),

- in Torgau, Landkreis TorgauOschatz (Bundesland Sachsen, in Néhe zum Bundesland
Brandenburg) (1 Fall),

- in Machern, Muldentalkreis (Bundesland Sachsen) (1 Fall),

- ein Stausee nahe Minchen (Bundesland Bayern) (3 Félle).

Eine epidemiologische Risikobewertung der Situation in Deutschland ist auf der Homepage
des FLI http://www.fli.bund.de verfigbar. Aufgrund der letzten HPAI-Falle bei Wildvogeln
wird das Risiko der Ubertragung von H5N1 von Wildvogeln auf Hausgefliigel als hoch
eingeschétzt. Die Veterinarbehtrden haben umgehend reagiert und die Ausweisung von
Risikozonen fir einzelne Gebiete sowie die Einhaltung von Biosi cherheitsmal3nahmen durch
die Geflugelhalter im Land Uberprift.

Nationale Malihahmen

Es wurden unverziiglich die im européischen Gemeinschaftsrecht vorgesehenen Mal3nahmen
ergriffen. Die zustandigen Veterindrbehtrden haben unverziglich nach Feststellung der Félle
gema? der Entscheidung 2006/563/EG der Europdaischen Kommission umfassende
Mal3nahmen ergriffen.

Um die Fundorte der toten Wildvdgel wurde jeweils ein Sperrbezirk (Radius 3 km) einge-
richtet. Hier gilt ein Verbringungsverbot fur Gefligel und -erzeugnisse. Weiterhin gibt es
Desinfektionsvorgaben fir GeflUgelbetriebe, eine Aufstockung von Wildbestanden ist
verboten und ein Jagdverbot fur Federwild wurde ausgesprochen. Hunde und Katzen dirfen
fur 21 Tage nicht frel herumlaufen.
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Zusétzlich wurde in allen betroffenen Gebieten auf der Grundlage einer Risikoanalyse ein
Beobachtungsgebiet (Radius 10 km) eingerichtet, in dem das Geflligel aufzustallen ist sowie
Verbringungsbeschrénkungen unterliegt. Die Aufstockung von Wildbestdnden ist hier
ebenfalls verboten.

Die Jagd auf Federwild ist nur mit Genehmigung der zustandigen Behdrden erlaubt.

Des Weiteren erfolgt im Auftrag der zustandigen Behorden eine tégliche Sammlung von
verendeten V dgeln sowie deren Untersuchung auf HPAL.

Die Burger werden durch Informationstafeln in den betroffenen Gebieten tber die Situation
sowie die Verhatensweisen z.B. beim Auffinden toter Tiere informiert.

3. Bekampfungsmalinahmen im Gesetzes- und Verordnungsbereich

Die die Gefligel pest betreffenden Mal3nahmen bel Gefliigel und Wildvégeln sind in
Umsetzung von EU-Recht (insbesondere Gefliigel pest-Richtlinie 2005/94/EG sowie EU-
Entscheidungen in Bezug auf Biosicherheitsmal3nahmen) derzeit auf finf Rechtsvorschriften
verteilt. Anmerkung: Der Entwurf der Neufassung der Geflligel pest-Verordnung ist dem
Bundesrat fir eine Verabschiedung am 12.10.2007 zugeleitet worden. Mit der Neufassung der
Geflugel pestverordnung werden die im folgenden genannten finf Rechtsverordnungen in
einer Vorschrift zusammengefasst.

Geflligel pest-Verordnung

Mit der Gefllgel pest-V erordnung wurden die Richtlinien des Rates 92/40/EWG
(Geflugelpest) und 92/66/EWG (Newcastle-Kranheit - ND) in nationales Recht
umgesetzt. Die Verordnung ist die Grundlage fur ale Al (hochpathogenes und
niedrigpathogenes aviéres Influenzavirus) und ND betreffenden Ausbrtiche (fir
hochpathogenenes aviares Influenzavirus: Definition Verdacht, Seuchenfeststellung,
Mal3nahmen bei Verdacht bzw. Seuchenfeststellung; Totungsanordnung, Einrichtung von
Sperrbezirk und Beobachtungsgebiet, Kontaktbetriebe, Aufhebung der angeordneten
Mal3nahmen; Impfung, Mal3nahmen in Schlachthéfen und Grenzkontrollstellen;
Mal3nahmen bei niedrig pathoger aviarer Influenza in Vogelhaltungen).

Nutzgefl iigel -Gefl iigel pestschutzver or dnung

Mit der Nutzgefltigel- Geflligel pestschutzverordung werden bereits die sich aus der Richt-
linie 2005/94/EG ergebenden Mal3nahmen bei Feststellung von H5N1 bel Nutzgefligel
umgesetzt. Diese wurden wegen des floriden Geflligel pestgeschehens in Europa von der
Kommission mit den Entscheidungen 2006/415/EWG und 2006/416/EWG , vorgezogen®.
Mit der Entscheidung 2006/416/EWG werden im Wesentlichen die fir den betroffenen
Gefllgel haltenden Betrieb bel Feststellung von H5N1 geltenden Maldnahmen und mit
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der Entscheidung 2006/415/EWG die Mal3nahmen, die fir die Restriktionszonen gelten,
vorgezogen.

Wildvogel-Gefliigel pestschutzver or dnung

Die Wildvogel- Geflligel pestschutzverordnung dient der Umsetzung der Entscheidung
2006/563/EG, mit der Mal3nahmen bei Feststellung von H5N1 bel einem Wildvogel
implementiert wurden (die Geflugel pest-Richtlinie enthélt keine Maldregeln bei
Feststellung von H5N1 bei einem Wildvogel). Die Entscheidung/Verordnung sieht im
Wesentlichen Mal3nahmen im Sperrbezirk und im Beobachtungsgebiet vor
(Verbringungsverbote fir Nutzgefliigel und von ihnen stammenden Erzeugnissen), sieht
aber gleichzeitig auch die Méglichkeit vor angemessen zu reagieren, indem die Grofie
von Sperrbezirk und Beobachtungsgebiet sowohl in Bezug auf die Grofse s auch in
Bezug auf die Mal3nahmen variiert bzw. auf deren Einrichtung ganz verzichtet werden
kann.

Gefl ligel pestschutzver ordnung

Die Gefliigel pestschutzverordnung enthélt sog. ,, Biosicherheitmal3nahmen® und basiert
im Wesentlichen auf der Entscheidung 2005/731/EG (Verbot der Jagd mit Lockvdgeln
(mit Ausnahmen), Jagdaustibungsberechtigte haben gehauftes Auftreten kranker oder
verendeter Wildvogel anzuzeigen, Verbot der Fitterung und Trankung von Gefligel
aulRerhalb des Stalles, Reglementierung der Durchfiihrung von Geflligel ausstellungen,
Gefligelmérkten etc, Erméchtigung V6gel in Zoologischen Gérten zu impfen).

Geflugel-Aufstallungsverordnung

Die Geflugel-Aufstallungsverordnung sieht die grundsétzliche Aufstallung von Gefligel
in geschlossenen Stéllen oder unter einer Uberstehenden, nach oben gegen Eintrége
gesicherten dichten Abdeckung und einer gesicherten Seitenbegrenzung vor; Ausnahmen
sind moglich. Zudem sieht die Verordnung Untersuchungspflichten vor fir die Fale, in
denen Ausnahmen erteilt worden sind.

4. Weitere Malinahmen
I. Monitoring bel Wildvogeln
Im Jahre 2006 wurde das hochpathogene avidre Influenzavirus (HPAIV) des Subtyps HS5N1

in 344 Falen nachgewiesen. Insgesamt wurden 69.136 Proben von Wildvdgeln entnommen.

Von 13.979 im Zeitraum 01.01. und 22.08.2007 (Stichtag) entnommenen Proben wurde in
329 Féllen HPAIV H5N1 nachgewiesen. Details ergeben sich aus nachstehender Tabelle.
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davon in Vogeuntergruppen

Schwéa- Wild- Wwild- | Greif- Lappen | Wat- | An- ge-

ne* ganse’ | enten® | vogel' | Eulen | taucher® | vogef | dere | samt
Proben 1807 3328 2764 780 323 378 1275 | 3324 | 13979
anzahl
HPAIV 22 2 7 0 0 294 0 4 329
H5N1
positiv
(TSN)**

1) Schwane: u. a. Zwerg-, Sing-, Hockerschwane; 2) Wildganse: u. a. Grau-, Saat-, Blef3- Kanadagans;

3) Wildenten: u. a. Stock-, Krick-, Schnatterente; 4) Greifvégel: u. a. Mausebussard, Turmfalke, Sperber; 5)
Lappentaucher: u. a. Hauben- und Schwarzhal staucher 6) Watvégel: u. a. Lach-, Silber-, Sturmmdowe,
Schnepfenvogel ; *) Monitoringergebnisse fir den Monat August noch nicht vollsténdig verfligbar auf Grund der

Meldefristen; **) gemeldet als Falle im Tierseuchennachrichtensystem (TSN)

Dieo. g. Daten fir das Jahr 2007 entstammen der nationalen Wildvogel datenbank. VVon den
13.979 Proben sind 4.930 von toten und/oder erkrankten Tieren erhoben worden; die weiteren
9.049 wurden a's Kotproben oder von lebenden Tieren enthommen.

I1. Forschungs-Sofortprogramme-Influenza (FS)

Aufteilung der Mittel:

Die dem FSl zu Verfigung stehenden Mittel sind zu gleichen Tellen zwischen dem Friedrich
Loeffler-1nstitut, dem Robert-K och-Institut und dem Paul-EhrlichInstitut aufgeteilt. (FSI
wurde am 22.3.2006 von der Bundesregierung beschlossen.)

Stand des FS|

Der beigefligte Bericht des Friedrich-Loeffler-1nstituts (Anlage 2, Stand 05.07.2007) enthalt
Angaben zu den wissenschaftlichen Fragestellungen und dem erreichten Forschungsstand der
einzelnen Projekte im Rahmen des FSI.

Impfstudie
Hinsichtlich der Pilotstudie tber die DurchfUhrung einer Avidren Influenzavirus (AlV)

Subtyp H5 Feld-Impfstudie in drei Geflligelbestanden in Nordrhein-Westfalen (Stand:
30.07.2007) ist folgendes festzuhalten:

Nach Einholung aller erforderlichen Genehmigungen und Abschluss entsprechender Vertrége
konnte im November 2006 mit den Impfungen der Legehennen die Pilotstudie zum Einsatz
kommerziell erhdltlicher AIV H5-Impfstoffe gestartet werden. Die zu impfenden Legehennen,
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Géanse und Enten wurden mit zwei Impfungen im Abstand von 4 Wochen grundimmunisiert.
Ein Teil der Legehennen und Génse wurde nach Ablauf von sechs Monaten revakziniert. VVor
und in definierten Abstdnden nach den Impfungen wurden Blut- und Tupferproben von
geimpften und ungeimpften Tieren entnommen und serol ogisch sowie virologisch untersucht.
Bel nahezu allen bisher untersuchten Proben der geimpften Tiere konnte eine Reaktion auf die
Impfung anhand vorhandener Antikérper gegen den Impfstoff nachgewiesen werden.

Bis zum Berichtszeitpunkt wurden sieben der insgesamt zwolf im Projektzeitraum
vorgesehenen Belastungsversuche durchgefihrt. Bei den Legehennen zeigte sich nach
Abschluss der bisher drei durchgefihrten Belastungsversuche, dass eine einmalige Impfung
nicht ausreicht, um die Tiere vor einer Erkrankung durch HPAIV zu schiitzen. Nach der
zweiten Impfung sind die Tiere zwar vor Erkrankung geschiitzt, scheiden jedoch zum Tell
weiter Virus aus, das auf ungeimpfte Tiere tbertragen wird und zum Tode fihrt. Ganse sind
bereits nach einer Impfung vor klinischer Erkrankung geschiitzt, scheiden jedoch ebenfalls
weiter Virus aus, das nach den bisherigen Ergebnissen auf ungeimpfte Kontakttiere
Ubertragen werden kann. Geimpfte und auch ungeimpfte Enten erkrankten im bisher
durchgefiihrten Belastungsversuch nicht klinisch. Uber eine Virusausscheidung dieser Tiere
kann aufgrund laufender Untersuchungen bisher keine Aussage gemacht werden.

Die bisher erzielten Versuchsergebnisse bestitigen die Bedeutung einer Uberprifung des
Einsatzes inaktivierter H5-1mpfstoffe in konventionellen Gefltgel haltungen, da die erzielten
Ergebnisse teilweise von den unter Laborbedingungen gewonnenen Erkenntnissen abweichen.
Das gewéhlte Konzept der Uberpriifung sowohl der Ausscheidung von Virus al's auch der
mdglichen Ubertragung auf ungeimpfte Kontakttiere im Belastungsversuch hat sich bewahrt
und ermdglicht praxisrelevante Aussagen. Aus den noch folgenden im Projektplan
vorgesehenen Arbeiten werden weitere Erkenntnisse hinsichtlich des Effekts einer
Revakzinierung auf die Virusausscheidung im Belastungsversuch sowie zur Effektivitét der
Impfung im Einsatz bei Mastenten erwartet.
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Forschunags-Sofort-Programm Influenza

Influenzaviren sind als Krankheitserreger bei Tier und Mensch seit langem bekannt.
Wildvogel stellen ein naturliches Reservoir fur alle Influenzaviren dar, aus dem sporadisch
und unvorhersehbar Influenzaviren auf andere Wirte, so z.B. Nutzgefligel, oder auf
Saugetiere wie z.B. Schweine oder den Menschen, Ubergehen kdnnen. Erst in diesen
Spezies kann es dann zum Ausbruch von schwerwiegenden Erkrankungen kommen, die als
raumlich begrenzte Epidemien und umfassende Pandemien bedeutende Ausmale
annehmen konnen. Diese standige Bedrohung wurde in den letzten Wochen, Monaten und
Jahren durch die geographische Ausbreitung des Influenzavirustyps H5N1 von Siidostasien
bis nach Mitteleuropa und Afrika auch einer breiteren Offentlichkeit bewusst. Gleichzeitig
wurde deutlich, dass trotz jahrzehntelanger Forschung grofde Lucken bestehen hinsichtlich
der Biologie und C")kologie der Influenzaviren, ihrem krankmachenden Potential, der Zahl
moglicher Wirte sowie auch der Entwicklung von empfindlichen Schnelltesten zum Vor-Ort-
Nachweis der Viren und bei der Bereitstellung adaquater Impfstoffe fir Mensch und Tier.

Unter der Federfihrung der Ressortforschungsinstitute des Bundes werden im Rahmen
eines Sofortprogramms (Forschungs-Sofort-Programm Influenza [FSI]) wesentliche
Wissenslucken geschlossen werden. Die auf veterinarmedizinische Fragestellungen
fokussierte Projekte werden vom Friedrich-Loeffler-Instituts  (FLI) bearbeitet und
konzentrieren sich auf die Bereiche (i) Diagnostik, (ii) Impfstoffentwicklung, (iii) Epidemiologie
und (iv) Pathogenese. Zielrichtung ist, die Verbreitung des Virus in der Wildvogelpopulation
zu beobachten und einen Eintrag in das Nutzgefligel zu verhindern, um so eine Exposition
des Menschen in Deutschland weitestgehend zu reduzieren. Die Laufzeit der Projekte
betragt im Regelfall 3 Jahre.

Kurzbericht der Projektziele und der bisher erreichten Ergebnisse

(Stand: 05.07.2007)

1 Diagnostik
1.1 Moderne molekulare Diagnostikmethoden

Far den schnellen Nachweis von Infektionen mit AIV (speziell HPAI H5N1) und zur
feindiagnostischen Charakterisierung sind moderne molekulardiagnostische Methoden
unerlasslich. Die real-time PCR-Technik, die derzeit bereits in groBem Umfang am FLI
Anwendung findet, hat entscheidende Vorteile in der Routinediagnostik. Fir die weitere
schnelle und umfassende Charakterisierung von Virusisolaten sind der Einsatz und die
Weiterentwicklung zusatzlicher molekulardiagnostischer Methoden jedoch unerlasslich.

1.1.1 Entwicklung und Einsatz der DNA-Chip-Technologie fir eine umfassende
Influenzavirus-Diagnostik

Projektleiter: Dr. Bernd Hoffmann, PD. Dr. Martin Beer
Laufzeit: 3 Jahre

Fir die ad hoc-Analytik der verschiedenen AlV-Isolate bietet sich besonders die DNA-Chip-
Technologie an, da hier parallele Analysen einer Vielzahl von verschiedenen
Genomabschnitten mdglich sind. In der veterinarmedizinischen Influenzadiagnostik sollen
DNA-Chip-Systeme in folgenden Bereichen entwickelt und eingesetzt werden:



a) ldentifizierung von Influenza A-Viren

b) Charakterisierung von HA- und NA-Subtypen.

c) Molekulare Charakterisierung von Isolaten eines aktuellen Seuchengeschehens

d) Anwendung der DNA-Chip-Technologie zur Analyse von Virulenzmarkern.

e) Parallele differenzialdiagnostische Abklarung von weiteren, veterindrmedizinisch
bedeutsamen Pathogenen.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Vergleichende Analyse von mehr als 2000 HA- und mehr als 3000 NA-
Sequenzen

- Erstellung von sog. Konsensussequenzen sowie Ableitung von Primern und
Sonden

- Erstellung einer Primer und Sonden-Datenbank mit mehr als 240 Eintragen

- Anlegen eines Stamm-Panels (82 AlV-Stamme unterschiedlicher Ha- und NA-
Subtypen) zur Validierung der PCRs und DNA-Chips

- Etablierung von zwei unterschiedlichen DNA-Chip-Systemen

- Entwicklung von verschiedenen multiplex PCR-Systemen flr die Amplifikation
von HA- und NA-Genabschnitten aller Subtypen (16x HA und 9xNA)

- Entwicklung und Prifung von ersten Prototyp-DNA-Chips fur die
Identifizierung und Subtypisierung von Influenza-A-Viren (HA-Chip und NA-
Chip)

- Analyse aktueller Isolate mit den ersten Prototyp-DNA-Chips

1.1.2 Ultraschnelle Ad-Hoc-Pathotypisierung und Charakterisierung von AIlV-
Gesamtgenomen

Projektleiter: Dr. Bernd Hoffmann, PD Dr. Martin Beer, Dr. Axel Karger
Laufzeit: 3 Jahre

AlV-Isolate werden nicht nur verschiedenen Subtypen, sondern auch zwei Pathotypen
(niedrig pathogen = LPAI; hoch pathogen = HPAI) zugeordnet. Diese Unterscheidung ist fur
weitere Malinahmen relevant, da nur HPAI-Viren Gefligelpest auslésen konnen und nur die
HPAI H5N1 humanpathogenes Potential aufweist. Fur AIV ist dabei insbesondere die
Spaltstelle des Hamagglutinins entscheidend. Hierzu ist eine Sequenzanalyse des
Spaltstellenbereiches notwendig. Fir die Analyse anderer Genomabschnitte (z.B. einzelne
Aminosaureaustausche, phylogenetische Untersuchungen im Rahmen einer molekularen
Epidemiologie), aber auch Interspezies-Transmission, sind zudem schnelle Vergleiche von
Gesamtgenomsequenzen unerlasslich. Derzeit sind jedoch sowohl die
Spaltstellensequenzierung (1 bis 3 Tage) als auch die Gesamtgenomsequenzierung (7 bis
28 Tage) sehr zeitaufwandig und arbeitsintensiv. Auf Basis der folgenden Techniken soll
daher ein vollstandiges neues System zur Feincharakterisierung aufgebaut werden, das
zudem die DNA-Chip-Technologie sinnvoll erganzt:

a) DNS-Sequenzierung mit ultrahohem Durchsatz (ultra-high-throughput DNA
sequencing) mit Hilfe der neuen Technik des Genome Sequencer 20 (Roche). Pro
Woche kann so ein Durchsatz von etwa 20 AlV-Genomen erreicht werden.

b) Fur die ultraschnelle Bestmmung der Sequenz der HA-Spaltstelle sollen neue
Analysetechniken fur die Nukleinsaure- und Proteinbestimmung eingesetzt werden.
Hierdurch kénnen Spaltstellensequenzen innerhalb von Stunden exakt analysiert und
AlV-Isolate pathotypisiert werden.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):



- Inbetriebnahme des Sequenziersystems ,Genome Sequenzer 20“ (Fa. Roche)

- Positive Validierung des Verfahrens und erfolgreiche Sequenzierung erster
klonierter viraler Volllangengenome mit hoher Abdeckung

- Entwicklung eines Verfahrens zur direkten Sequenzierung von Virusgenomen
aus Probenmaterial: cDNA-Synthese und représentative Amplifikation viraler
Sequenzabschnitte

- Erste Validierungslaufe mit direkter Virusgenom-Sequenzierung

1.2 Optimierung der konventionellen AlV-Diagnostik
1.2.1 AlV-Nachweise: Biochip-Detektion, HAH, Antigen-Schnelltest

Projektleiter: PD Dr. Timm Harder
Laufzeit: 3 Jahre

Konventionelle Diagnostikmethoden sind als Referenzmethoden bei der Entwicklung neuer
Diagnostikverfahren unerlasslich.

Die Subtypisierung von Virusisolaten mittels Hamagglutinations- und Neuraminidase-
Hemmungstest erfordern eine maoglichst breite Palette monospezifischer Antiseren von
jedem H- und N-Subtyp, die laufend aktualisiert werden muss. Das ist auch die
Voraussetzung fur gezielte Untersuchungen zur Antigenvariation, die in Zukunft beim Einsatz
von Impfstoffen an Bedeutung gewinnen werden.

Fir die serologische Untersuchung verschiedener Vogel- und Gefligelarten ist die
Entwicklung bzw. Prifung vorhandener ELISA-Tests (speziesunabhdngige kompetitive
ELISAs, H5- und H7-spezifische Tests) erforderlich. Daher sollen folgende Methoden
entwickelt bzw. validiert werden:

a) Bio-Chip mit monoklonalen Antikérpern als spezies-unabhangiges Detektionssystem
zum gleichzeitigen Nachweis von Antikdrpern verschiedener Spezifitat (HA, NA).

b) Validierung des Hamagglutinations-Hemmungstests (HAH) flr zahlreiche wichtige
Vogelarten (,Gold-Standardtest®) z.B. auch fur Wassergefligel und Wildvogel.

c) Schnellmethoden zum einfachen Nachweis von Influenzaantigen auf der Basis von
Immunoassays werden von zahlreichen Herstellern angeboten. Da sie in der Praxis
auf grolRes Interesse stolden, ist eine eingehende Prifung der Sensitivitat und
Spezifitat sowie die Erarbeitung von Kriterien bzw. Empfehlungen fir ihren Einsatz
erforderlich.

d) Sensitive molekulare Virusdiagnostik, die auch vor Ort in einem betroffenen Bestand
eingesetzt werden kann (on-site Diagnostik), kann die Reaktionszeiten zur Einleitung
tierseuchenrechtlicher Malknahmen zum Schutz vor der Gefllgelpest erheblich
verringern. Verschiedene Systeme dieser Art sind in Entwicklung und werden im
Rahmen dieses Projektes auf ihre Eignung geprift.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Auswahl geeigneter HPAIV-Stamme Quelle fir die Proteinexpression

- Auswahl geeigneter Biochip-Technologie

- Herstellung erster Expressionskontrukte fur die Subtypen H5 und H7

- Expression von H5 und H7 in verschiedenen Systeme (z. B. Baculovirus) und
Proteinreinigung

- Herstellung von Expressionskonstrukten mit zusatzlichen stabilisierenden
Chaperon-Bestandteilen



- Charakterisierung der Expressionskonstrukte fur die Anwendung im Biochip
- Evaluierung konfektionierter LAMP-Testkits (H5, H7) als on-site
Diagnostikverfahren

1.2.2 AlV-Nachweise: Sensitive rekombinante Zellkultursysteme

Projektleiter: PD Dr. Timm Harder
Laufzeit: 3 Jahre

Die Arbeit mit Influenzaviren wird wesentlich durch den Umstand erschwert, dass niedrig-
pathogene Subtypen sich nicht kontinuierlich in Zellkulturen vermehren lassen.
Virusisolierungen und Massenvermehrungen (Impfstoffproduktion) muissen weiterhin in
embryonierten Huhnereiern durchgefihrt werden, was teuer und zeitaufwandig ist. Um
Zellkulturen permissiv auch fur niedrig-pathogene Influenzaviren zu machen, mussen
zumindest drei Kriterien berucksichtigt werden:

a) die Produktion infektidser Nachkommenvirionen erfordert die endoproteolytische
Spaltung des Hamagglutinins

b) Expression von Sialinsaurerezeptoren verschiedener Typen (SIA alpha 2,3- oder SIA
alpha 2,6 Galbeta1-3(4) GLCNAcbeta1- bzw. SIA alpha 2,3 Galbeta1-3(4)-Neu5Gc)

c) Typ-l Interferone hemmen die Replikation von Influenzaviren effektiv.

Basierend auf der Zellkultursammlung des FLI soll die prinzipielle Permissivitat
verschiedener Zellkulturen von u.a. Schwein, Ente und Schwan geprift werden. Zellen mit
einer Basispermissivitat werden mittels Transfektion mit einer sezernierbaren trypsinergen
Protease versehen (z.B. human airway-specific protease, enteropeptidase, mast cell
tryptase). Nach einer Analyse der Sialorezeptoren der Zelllinie werden ggf. fehlende
Sialotransferase erganzt (etabliertes Verfahren der Fa. Glycotope, Berlin). Verfahren zur
endogenen Blockade der Interferonexpression werden zusatzlich gepruft (z.B. RNAi-
Technologie, Co-Expression von pestiviralem Npro).

Die resultierende(n) Zelllinien sollen in der Diagnostik (Virusanzucht, Neutralisationstests)
den Einsatz embryonierter Hihnereier ertbrigen.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Erstellen einer Liste der zu prifenden Zellkulturen

- Auswabhl erster Kulturen und in vitro Charakterisierung der Kulturen

- Prifen der Empfanglichkeit mit verschiedenen LPAIV-Stdmmen

- Auswahl geeigneter Zelllinien fiir die Herstellung rekombinanter Kulturen
- Konstruktion der ersten Expressionsvektoren

- Etablierung eines Reportersystems fir die Proteaseaktivititsmessung

- Auswahl von Verfahren fiir die Blockade der Interferonproduktion

1.3  Referenzmaterialien fur die Validierung und Qualitatssicherung der Diagnostik
der AIV

Projektleiter: Dr. C. Grund
Laufzeit: 3 Jahre

Sowohl fur die aktuelle Diagnostik als auch fur die Entwicklung und Validierung neuer
diagnostischer Methoden wird Referenzmaterial (Virusstamme, Virus-RNA, Antiseren)
bendtigt. Ebenso erfordern die unter epidemiologischen Gesichtspunkten durchzuflihrenden



Untersuchungen Uber die Herkunft, Veranderung und Verwandtschaftsbeziehungen von
Erregern definiertes Referenzmaterial.

Anzustreben ist eine analog der in der TSE-Forschungsplattform eingerichtete nationale
Probenbank. Diese Probenbank fur Aviare Influenza (Al) muss folgende Materialien
umfassen:

a) Virusstdmme
alle H5N1-Virusisolate von verschiedenen Vogel- und anderen Spezies aus Deutschland
und moglichst viele Isolate aus anderen Landern,
AlV-Referenzstamme und Isolate aller H und N-Subtypen, insbesondere der Subtypen
H5 und H7 aus Hausgefligel und Wildvégeln,

b) Seren
Hyperimmunseren und Infektionsseren von verschiedenen Tierarten gegen AIV H5N1
sowie gegen AlV aller H und N-Subtypen,
Positive und negative Feldseren von mdglichst vielen verschiedenen Vogel- und
Gefllgelarten

c) monoklonale Antikdrper, moglichst gegen alle H und N-Subtypen
d) Genom-Proben und umfangreiche Genomsequenzen
e) Organ- und Abstrichmaterial von infizierten Tieren.

Das Referenzmaterial wird im Rahmen der diagnostischen Tatigkeit des nationalen
Referenzlabors, beim Wildvogelmonitoring, durch gezielte Tierexperimente und durch
Austausch mit anderen Arbeitsgruppen gewonnen. Voraussetzung fir eine breite
erfolgreiche Nutzung ist die exakte Charakterisierung, Lagerung und Archivierung des
Referenzmaterials mit Hilfe eines Labor-Informations-Management-Systems (LIMS).

Bei Bedarf kann Material in Form von RNA-Genom, inaktivierten Antigenen,
replikationsfahigen Virusstammen und spezifischen Seren an andere Arbeitsgruppen oder
Einrichtungen abgegeben werden (Lagerhaltung, LIMS, Plattform zur Probenverteilung).

Sind in anderen Einrichtungen die veterinarhygienischen und sicherheitstechnischen
Voraussetzungen fur die Arbeit mit vermehrungsfahigen HP AlV nicht gegeben, kdnnen auch
bestimmte Fragestellungen in Kooperation im FLI bearbeitet werden, wie z.B. die Prifung
und Validierung von Nachweismethoden fir HPAIV.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Datensammlung zu vorhandenen Referenzstammen und Seren des FLI

- Auswahl geeigneter Stamme fur die Herstellung von Referenzmaterial (z. B.
H5, H7, H6, H2)

- Herstellung von Referenzmaterial in grof3erer Menge (z. B. mehr als 2 Liter
inaktivierte Virussuspension aus mehr als 1000 beimpften Huhnereiern), fir24
verschiedene AlV, insbesondere der Subtypen H5 und H7

- Immunisierung von versch. Spezies fur die Gewinnung von Anti-Seren

- Erste Antiseren aus immunisierten Hihner gegen AIV der Subtypen H5N1,
H6N2, H8N4, H1IN1, H14N5, H11N6 und H16N3

- Charakterisierung der jeweiligen Referenzvirus bzw Serumchargen

- Erstellen einer Datenbank- und Lagerstruktur fir Referenzmaterialien

14  Spezifische und sensitive Markerdiagnostik

14.1 Entwicklung einer DIVA-Diagnostik



Projektleiter: PD Dr. Martin Beer
Laufzeit: 3 Jahre

Zur Umsetzung eines DIVA (differentiating infected from vaccinated animals)-Impfkonzeptes
bedarf es neben dem markierten Impfstoff auch der Moglichkeiten, serologische Reaktionen
der Impflinge unter Ausnutzung des Markerprinzips detektieren zu kénnen. Bezlglich einer
Impfung gegen die Gefllgelpest sind drei Strategien denkbar:

a) Detektion Neuraminidase (NA)-spezifischer Antikdrper beim Einsatz von NA-disparaten,
inaktivierten Vollvirusimpfstoffen (z.B. Feldvirus H5N1, Impfstoff NSN9)

b) Detektion von NP- oder M2-spezifischen Antikdrpern beim Einsatz von Subunit-Vakzinen,
die keine NP-Proteine besitzen (z.B. rekombinante HA/NA-Proteine, Vektorvakzinen
[NDV, FPV], DNA/RNA-Vakzinen)

c) Detektion von NS-1-spezifischen Antikdrpern beim Einsatz von gereinigten Vollvirus-
oder Subunit-Vakzinen.

Beim Aufbau einer Markerdiagnostik beim Gefligel wirkt sich das grof3e Artenspektrum
problematisch aus. Dies wird noch verscharft, wenn auch Impfungen bei Zoovoégeln
berlcksichtigt werden. Daher ist geplant, bevorzugt Testformate zu entwickeln, die auf dem
Prinzip des kompetitiven ELISAs beruhen und damit eine artunabhangige
Antikdrperdetektion moglich machen.

Voraussetzung zur Etablierung solcher Tests ist die Produktion immunogener rekombinanter
Proteine sowie die Herstellung kompetitierender monoklonaler Antikdrper gegen diese
Zielantigene. In der aufwandigen Validierungsphase sind hochspezifische und gut
dokumentierte Referenzseren sowie eine adaquate statistische Unterstitzung ebenso wie
die Erprobung unter Feldbedingungen erforderlich.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Auswahl von Proteinen fur die DIVA-Technologie (NP, NS1, NA)

- Auswahl geeigneter AlV-Donorstamme fir die Proteinexpression

- Expression von NS1, NP und N1 in verschiedenen Expressionssystemen
(Baculovirus, Sindbis Virus)

- Charakterisierung der rekombinanten Viren sowie der Expressionsprodukte

- Aufbau erster indirekter ELISA-Systeme mit den ausgewahlten
rekombinanten Proteinen

- Erstellen eines Serumpanels fiur die Prifung von DIVA-Tests (negative Seren,
Seren infizierter Tiere, Seren geimpfter Tiere, Seren geimpfter und dann
infizierter Tiere)

1.4.2 Herstellung monoklonaler Antikdrper zur serologischen Diagnostik

Projektleiter: Dr. Malte Dauber
Laufzeit: 3 Jahre

Die Influenzaviren werden serologisch in 16 antigene Subtypen des Oberflachenproteins
Hamagglutinin (HA +16) und 9 antigene Neuraminidasesubtypen (N1-N9) unterschieden.
Diese kdnnen neben den anderen sechs Segmenten des Influenzavirus frei reassortieren
und damit neue Viren generieren. Beim Gefllgel sind es bisher die Subtypen H5 und H7, die
zu hoch pathogenen Varianten mutieren kdnnen. Eine Unterscheidung der einzelnen HA-
spezifischen Antikdrper voneinander ist derzeit nur durch den Hamagglutinations-
Hemmungstest (HAH) mdglich. Der Test erfordert die standige Bereitstellung von



Gefllugelerythrozyten und entsprechenden spezifischen Antigenen (H1-16) und Antiseren
(anti-H1-16). Ziel des Projektes ist die Generierung von monoklonalen Antikérpern, die eine
serologische Zuordnung zum jeweiligen Subtyp mittels eines Spezies-unabhangigen ELISA-
Verfahrens ermoglicht. Dariber hinaus kénnen Subtypisierungen automatisiert werden und
so bei groflen Probenzahlen (z.B. Wildtiermonitoring) angewendet werden. Ein weiterer
wichtiger Aspekt ist auch die Bestimmung des Neuraminidase-Subtyps. Bisher erfolgt das
Prifen auf Neuraminidase-spezifische Antikdrper mit sehr aufwandigen Testen.

Es sollen ebenfalls monoklonale Antikdrper etabliert werden, die den jeweiligen Subtyp (N1-
N9) spezifisch erkennen. Diese Antikdrper sollen dann ebenfalls auf ihre Eignung in Spezies-
unabhangigen Tests untersucht werden. Diese NA-Antikdrper sollen auch auf ihre Eignung
fur den Einsatz in einer Markervakzine unter Nutzung der DIVA-Strategie untersucht werden.
Die generierten Antikorper sind ebenfalls Voraussetzung fir die Entwicklung eines BioChip.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Auswahl und Vermehrung geeigneter aviarer Influenzaviren fir die
Immunisierung von Mausen zur Generierung monoklonaler Antikdrper (H5N1,
H5N2, H5N3, H7N1, H5N6, H1N1)

- Herstellung, Reinigung und Konzentrierung von Virussuspensionen
(z. B.H5N1, H5N2, H5N3, H5N6, H7N1)

- Immunisierung von Mausen mit den ersten Viruspraparationen (3
verschiedene Gruppen)

- Erste Zellfusionen zur Generierung AlV-spezifischer monoklonaler Antikdrper
(Subtyp H5-immunisierter Mause)

2. Impfstoffentwicklung
2.1 Entwicklung viraler Vektorvakzinen/Markervakzinen

Projektleiter: Dr. Angela Romer-Oberdorfer, Dr. Jutta Veits
Laufzeit: 3 Jahre

Verfugbare inaktiverte Impfstoffe gegen Gefligelpest beim Nutzgefligel haben zahlreiche
Nachteile, u.a. die Notwendigkeit zur individuellen Applikation und das Fehlen eines
praktikablen Systems zur Differenzierung von infizierten und geimpften Tieren. Zur
Bekampfung der Infektidsen Laryngotracheitis (LT) und der “Newcastle Disease” (ND) des
Gefligels werden seit langem abgeschwachte ILT- bzw. ND-Lebendvirusimpfstoffe
eingesetzt, die fir eine Massenapplikation Uber Aerosol oder Trinkwasser geeignet sind. Zur
Nutzung als Geflugelpestimpfstoffe werden die Hamagglutinin- (und Neuraminidase-)Gene
verschiedener hoch pathogener aviarer Influenzaviren (HPAIV) an verschiedenen Stellen in
die Genome von ILTV und NDV inseriert und HUhner mit den erhaltenen H5 bzw. H7-
exprimierenden Virusmutanten immunisiert und belastungsinfiziert. Dartber hinaus erlauben
die Vektorvakzinen eine serologische Unterscheidung geimpfter und Influenzavirus-infizierter
Tiere (DIVA-Prinzip). Im Rahmen des Projekts werden auch in Zusammenarbeit mit anderen
wissenschaftlichen Einrichtungen (u.a. PEI) und Industrieunternehmen (u.a. Creatogen) neu
entwickelte bzw. in der Entwicklung befindliche Markerimpfstoffe gegen HPAIV vergleichend
mit den Eigenentwicklungen getestet. Das FLI ist derzeit die einzige Stelle in Deutschland,
wo entsprechende Belastungsinfektionen mit HPAIV H5N1 Asia in relevanten Zielspezies
(Huhn, Ente, Gans, Pute) durchgefuhrt werden kénnen.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):
- Es wurden ILTV-Rekombinanten generiert, die das AlV H5- bzw. das AIV N1-

Gen tragen
- Zurzeit wird die Fremdgenexpression dieser rekombinanten Viren gepruift.



- Weiterhin wird mittels reverser Genetik an der Insertion der AIV
Hamagglutinine H4, H6 bzw. H9 in das NDV-Genom gearbeitet

- NDV-Rekombinanten mit Insertion der AIV H5 bzw. N1-Gene in der
intergenen Region zwischen den NDV-F und —-HN Genen konnten bereits
generiert werden

- Weitere NDV-Rekombinanten mit Insertion der AV H5 bzw. AV N1-Gene in
alternativen NDV-Genomlokalisationen sind in Arbeit.

2.2 Pilotstudie zum Einsatz kommerziell erhaltlicher AV H5-Impfstoffe

Projektleiter: PD Dr. Timm Harder
Laufzeit: 2 Jahre

Derzeit sind inaktivierte H5-Vollvirusvakzinen die einzige kurzfristig zur Verfligung stehende
Maoglichkeit zur Prophylaxe gegen H5N1-Infektionen beim Hausgefligel. Diese Vakzinen
zeigen zwar im Experiment mit geringen Tierzahlen und bei Verwendung von SPF-Tieren
eine akzeptable Wirksamkeit gegen Belastungsinfektionen. Erfahrungen aus dem Feld (z.B.
Italien, Mexiko) lassen jedoch erhebliche Probleme beim Einsatz in groRen Tierbestanden
vermuten. Hierzu fehlen allerdings wissenschaftlich belegte Daten.

Fir eine umfassende Einschatzung der Wirksamkeit der vorhandenen, inaktivierten
Vollvirusvakzinen soll daher eine Pilotstudie in ausgewahlten Betrieben mit Enten, Gansen
und Huhnern durchgefihrt werden. Hierzu werden die Tiere unter Feldbedingungen
immunisiert und danach serologisch untersucht. Die Schutzwirkung wird anhand einer am
FLI durchgefuhrten Belastungsinfektion zufallig ausgewahlter Tiere Uberpruift.

Die Pilotstudie stellt die Basis fur eine weitere Bewertung der Impfung mit konventionellen
inaktivierten AlIV H5- und H7-Vakzinen dar. Diese Ergebnisse werden durch Untersuchungen
(Serologie und Virologie) an geimpften Zootieren (verschiedene Spezies, unterschiedliche
Zeitpunkte nach der Impfung) erganzt.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Auswahl geeigneter Bestande

- Auswahl des Impfstoffes (HSN1)

- Massenimmunisierung der Huhner, Enten und Ganse

- Analyse der Serokonversion und erste Testinfektionen mit H5SN1/Asia sind
abgeschlossen

- Vorlaufige Ergebnisse zeigen, dass eine einmalige Immunisierung nicht alle
Tiere klinisch vor HPAIV H5N1 schutzen konnte.

- Vorlaufige Ergebnisse zeigen, dass eine zweimalige Immunisierung guten
klinischen Schutz bietet, aber dennoch (z. B. im Versuch mit geimpften
Huhnern) Infektionsvirus vom Typ H5N1/Asia ausgeschieden und an naive
Kontaktiere weitergegeben wurde.

2.3 Entwicklung einer Subunit- und inaktivierten Vollvirus-Vakzine zur
Immunisierung von Katzen gegen eine Influenza H5N1-Infektion

Projektleiter: PD Dr. Dr. Thomas W. Vahlenkamp
Laufzeit: 1 Jahr

Katzen lassen sich mit HPAI H5N1 Asia infizieren. Ein Impfstoff soll hier insbesondere der
Minimierung des potentiellen Ubertragungsrisikos des Virus von Katzen auf den Menschen
dienen. In einem Pilotversuch soll die grundsatzliche Maoglichkeit einer Immunisierung von
Katzen gegen eine HS5N1-Infektion geprift werden. Hierfur werden zwei inaktivierte
Impfstoffe auf der Basis des aus einer rliganer Katze isolieten H5N1-Virus hergestellt und



auf ihre Wirksamkeit getestet. Drei Gruppen von je 5 Katzen (zwei Impfstoffpraparationen
[Subunit, Vollvirus] plus negative Kontrollgruppe) werden in die Wirksamkeitsprifung
einbezogen. Eine weitere Gruppe nicht immunisierter Katzen wird fir die
Ubertragungsexperimente benétigt. Nach zweimaliger Immunisierung im Abstand von je drei
Wochen wird die Wirksamkeit der Impfung durch Belastungsinfektion der Tiere mit dem
hochpathogenen aviaren H5N1-Virus getestet. Hierbei wird neben der Immunantwort und
klinischen Symptomen insbesondere die Virusausscheidung quantitativ ermittelt. DarGber
hinaus wird ebenfalls die Ubertragung der Infektion von immunisierten Katzen nach
Belastungsinfektion auf nicht infizierte Tiere untersucht.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Infektion von Katzen mit unterschiedlichen Virusmengen zur Festlegung der
Dosis fiir die Impfversuche

- Untersuchung von Blut-, Organ- und Tupferproben zur Bestimmung der
Ausscheidungswege und der Menge an ausgeschiedenem infektibsem Virus

- Infektion von Katzen durch unterschiedliche Applikation des Virus, um die
Empfanglichkeit der Tiere Uber den Gastrointestinaltrakt zu untersuchen

- Herstellung einer subtyp-spezifischen inaktivierten Vakzine

- Immunisierung von Katzen mit der inaktivierten subtyp-spezifischen Vakzine

- Messung der spezifischen Antikdrperantwort gegen das Impfvirus und das zur
Belastung zu verwendende HPAI H5N1 Virus.

3. Epidemiologie

3.1 Serologische Untersuchungen zur Empfanglichkeit von ausgewahlten
Vogelspezies und Saugetieren in naturlichen Ausbruchsgebieten der aviaren
Influenza H5N1-Infektion

Projektleiterin: Dr. Anja Globig
Laufzeit: 1 Jahr, Projekt abgeschlossen

Die Infektion von Wildvogeln mit dem HPAIV H5N1 in Europa bietet momentan eine
besondere Mdglichkeit, die Empfanglichkeit und Verbreitung des Erregers unter den
verschiedenen Vogel- und Saugetierspezies in den naturlichen Ausbruchsgebieten durch
gezielte serologische Felduntersuchungen zu untersuchen.

Neben Untersuchungen verschiedener Wild- und Wasservogelarten auf das Vorhandensein
von Antikérpern gegen das HPAIV H5N1 werden auch Saugetiere untersucht. Dies soll somit
auch  Aufschluss  Uber  mdgliche Ubertragungswege  geben  sowie eine
Expositionsabschatzung erlauben. Bei den Saugetieren werden insbesondere Blutproben
von Tierarten innerhalb der Felidae und Mustelidae (Katzen- und Marderartige) sowie
ausgewahlte Spezies (Fuchs, Wildschwein, Maus, Ratte) untersucht. Neben verschiedenen
Wasservogeln sollen in den Ausbruchsgebieten in Deutschland insbesondere Proben von
Aasfressern (Greif- und Rabenvogel) analysiert werden. Der Nachweis H5N1-spezifischer
Antikdrper erfolgt durch ein kompetitives ELISA-System, welches die speziesunabhangige
Detektion erméglicht. Die Seren sollen Eingang in eine zu errichtende Datenbank finden.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Etablierung von Fangmoglichkeiten von Wildvogeln auf der Insel Riigen

- Zusammenarbeit mit dem LALLF in Mecklenburg-Vorpommern

- Untersuchung von mehr als 2902 Proben von 92 Vogelarten sowie Proben
von 142 Katzen, 1 Steimarder und 4 Igeln



- Es wurden 10 Proben mit positiver AIV-PCR nachgewiesen. Ein AlV H5 Virus
wurde dabei nicht festgestellt. Die folgenden AIV konnten angezichtet
werden:H16N2, H13N8.

- Es wurden in insgesamt in 14 Proben von Méwen und Hdckerschwéanen AlV-
Antikdrper nachgewiesen

- Serologische Hinweise auf einen Kontakt mit AIV der Subtypen H5 konnten
fur das Serumprobenkontingent nicht gewonnen werden.

- keinerlei Hinweise, dass sich das hochpathogene aviare Influenzavirus HSN1
Asia in der Wildvogel- oder Saugetierpopulation auf Rlgen etabliert hat.

3.2 Erstellung einer Datenbank zur epidemiologischen Analyse des AIlV-
Geschehens in Wildvdgeln in Deutschland

Projektleiter: PD Dr. Franz J. Conraths
Laufzeit: Aufbau 3 Jahre, danach fortlaufend

Da sich die H5N1-Infektion bei Wildvogeln einer Beeinflussung durch den Menschen
weitgehend entzieht, kommt einem Monitoring in den Wildvogelpopulationen eine besondere
Bedeutung bei. Die dabei erhaltenen Daten missen bundesweit gesammelt und
epidemiologisch analysiert werden. Zu diesem Zweck ist eine Datenbank zu erstellen, in
welche fur jedes einzelne beprobte Tier die Tierart, Daum, Ort der Probennahme, Befunde
(positive und negative Testergebnisse) und Diagnosemethode eingehen. In die Beprobung
sind auch Tierarten einzubeziehen, die im Rahmen des reguldaren Monitoring nicht erfasst
werden (seltene Entenarten; Nutzung des so genannten ,Beifangs® von Wildvogeln in der
Kustenfischerei).

Der Verlauf der Ausbreitung und das betroffene Artenspektrum unter den Wildvégeln und
anderen betroffenen Tieren ist epidemiologisch zu untersuchen. Um zuverlassige
epidemiologische Kenngrofien (z.B. Schatzung von Pravalenz und Inzidenz) und potenzielle
Risikofaktoren analysieren zu konnen, mussen die Ergebnisse aller beprobten Tiere in einem
standardisierten Format in einer Datenbank dokumentiert werden. Die Daten werden dann
mathematisch-statistisch untersucht, das Verhalten der Infektion in Raum und Zeit ermittelt
und visualisiert (zum Beispiel durch Kartographie). Anhand der jeweiligen
Stichprobenumfange (Anzahl der beprobten Tiere pro Tierart) ist die Genauigkeit der
Schatzungen zu bestimmen. Mathematische Modelle, die helfen kénnen, des weiteren
Verlauf der Infektion bei Wildtieren zu prognostizieren, werden mit den Daten aus dem
Wildvogelmonitoring erstellt.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- In Deutschland wurde in Zusammenarbeit den Bundeslandern und
Ornithologen ein  Untersuchungsprogramm zum  Wildvogelmonitoring
beziglich des Auftretens aviarer Influenzaviren erstellt und die Beprobungs-
und Untersuchungsaufgaben auf die Lander verteilt

- Durchfihrung von Flachenmonitoring (Vogel verschiedener Arten,
insbesondere solche, die als besonders exponiert oder empféanglich fir aviare
Influenzaviren angesehen werden, um flachendeckend das geographische
Vorkommen avidrer Influenzaviren einschéatzen zu kdnnen) sowie
Punktmonitoring (Gebiete, in denen hochpathogene Influenzaviren
nachgewiesen worden sind, Beprobung eines breiten Artenspektrum, um die
Verbreitung unter einer Bandbreite von Wildvogel- Arten bewerten zu konnen

- Beprobung toter und erkrankter Tiere sowie klinisch gesunder Wildvogel

- Genaue ornithologische Klassifizierung und eine Georeferenzierung auf
Gemeindeebene



3.3 Beteiligung an internationalen Vorhaben zur Tierseuchenbekampfung (darunter
Wildtiermonitoring)

Projektleiter: Prof. Dr. Th. C. Mettenleiter
Laufzeit: Aufbau 3 Jahre, danach fortlaufend

Innerhalb weniger Monate hat sich HPAI H5N1 Uber Eurasien und bis nach Nord- und
Westafrika ausgebreitet. Es sind auch Lander betroffen, in denen Zugvogel, die in
Deutschland Uberwintern, ihre Brutgebiete haben oder Gberwintern. Darlber hinaus wurden
Infektionen in Landern nachgewiesen (vor allem auf dem afrikanischen Kontinent), in denen
Zugvogel Uberwintern, deren Brutgebiete in Deutschland liegen. Viele dieser Lander kénnen
aus eigener Kraft kein adaquates Wildvogelmonitoring unterhalten. Um hier Abhilfe zu
schaffen, soll in enger Kooperation mit internationalen Organisationen (FAO, OIE) eine
epidemiologische Task Force etabliert werden, die speziell fur Einsatze im internatinonalen
Rahmen geschult und ausgerustet wird.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Seit Februar ist internationale Einsatzgruppe einsatzbereit und bereits in
mehreren internationalen Einsétzen aktiv gewesen

- Durchfuihrung einer Trainings-MalRnahme zur Diagnostik der Aviéren Influenza
in Senegal fur Mediziner und Veterinare aus Nord- und Westafrika
durchgefiuhrt, in Zusammenarbeit mit ILRI-Nairobi und geférdert durch gtz.

- In Zusammenarbeit mit CIRAD-Frankreich und RVC-Grolbritannien ist ein
FAO-Projekt in Vorbereitung, welches die Risikofaktoren der Aviéren Influenza
in betroffenen afrikanischen Landern untersuchen soll. Im Rahmen der
Vorbereitung sind zwei Experten nach Kairo, Agypten und Montpellier,
Frankreich gereist.

- Zurzeit halten sich zwei weitere Mitglieder der Gruppe in Ghana auf, um
Trainingsmaflnahmen zur Diagnostik, Uberwachung und Bekampfung der Al
durchzufuhren. Die gtz finanziert auch diese MalRnahme.

- Weitere Einsatze zur Weiterbildung im Rahmen der Vogelgrippe-Bekampfung
sind in Zusammenarbeit mit gtz in Burkina Faso, Togo, Madagaskar und
Mauritius im Gespréch.

3.4  Erstellung von Datenbanken zum serologischen Monitoring bei Wildvdgeln

Projektleiter: PD Dr. Franz J. Conraths
Laufzeit: 2 Jahre

Bisher wurde HPAI H5N1 nur bei toten Tieren in Deutschland gefunden. Befunde aus Asien
zeigen jedoch, dass lebende Tiere (z.B. bestimmte Entenarten, Feldsperlinge) das Virus
beherbergen kénnen. Bei lebenden Schwanen, die in Kroatien untersucht wurden, ergaben
sich Hinweise auf das Vorhandensein von Antikdrpern gegen H5N1-Virus. Das Vorkommen
von lebenden, seropositiven Tieren muss als Hinweis darauf gewertet werden, dass sich das
Virus in der Wildvogelpopulation etabliert und die Infektion nicht bei allen betroffenen Tieren
letal verlauft.

Es ist daher erforderlich, das Wildvogelmonitoring auf serologische Untersuchungen von
toten, kranken und dem Anschein nach gesunden Vogeln auszudehnen, um eine Etablierung
der Infektion in Teilen der Wildvogelpopulation (ggf. in bestimmten Arten, z.B. Entenvogeln)
frihzeitig erkennen zu kdnnen. Voraussetzung fur die Durchflhrung des serologischen
Monitorings ist das Vorhandensein validierter serologischer Tests. Die Validierung muss mit
Hilfe von geeignetem Referenzmaterial erfolgen, das durch experimentelle Infektionen



hergestellt wird oder im Rahmen des Wildvogelmonitorings gesammelt wird. Geeignete
Probenbanken (inklusive einer Datenbank mit exakter Dokumentation) sind zu erstellen.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Erstellung einer zentrale Wildvogelmonitoring-Datenbank fir die Eingabe und
erweiterte Auswertung der erhobenen Daten. Die Datenbank ist seit dem 01.
Dezember 2006 im Routinebetrieb.

- Neue umfangreiche Analysemoglichkeiten durch die Tatsache nicht nur
positive Befunde beriicksichtigt werden, sondern auch die enorme Anzahl an
negativen beprobten Tieren (z.B. Stichprobenbeurteilung in Zeit und Raum,
Pravalenzschatzungen)

- Den Nutzern in den Veterinar- und Untersuchungsédmtern werden online
Auswertungsmoglichkeiten in Form von Tabellen, Diagrammen und Karten
bereitgestellt

Tabelle: Anzahl untersuchter Wildvégel im Monitoring 2007 (Stand 04.07.2007)

davon in Untergruppen davon
positiv
gesamt Wild- Wild- Greif- Wat- (HPAI-
in 2007 | Schwane' ganse® enten® vogel' Eulen Tauben vogel® | H5N1)
9643 1446 2812 1743 387 169 74 1087 15*

1) Schwane: u.a. Zwerg-, Sing-, Hockerschwéne; 2) Wildganse: u.a. Grau-, Saat-, Ble3- Kanadagans;
3) Wildenten: u.a. Stock-, Krick-, Schnatterente; 4) Greifvogel: u.a. Mausebussard, Turmfalke,
Sperber; 5) Watvogel: u.a. Lach-, Silber-, Sturmmoéwe, Schnepfenvigel; *gemeldet im
Tierseuchennachrichtensystem

- Die nationale Wildvogeldatenbank umfasst Daten aus allen Bundeslandern,
darunter befinden sich alle bisherigen Ausbruchsgebiete.

- 1762 Proben wurden im Jahre 2007 bisher von toten und erkrankten Tieren
untersucht. 7608 Proben wurden im aktiven Teil der Uberwachung als
Kotproben oder als Proben von lebenden Tieren gezogen. Bisher wurden 171
unterschiedliche Vogelarten untersucht.

3.5 Monitoring mit Indikatortieren in Gebieten mit hoher Wasservogeldichte

Projektleiterin: Anja Globig
Laufzeit: 3 Jahre

In Gebieten, in denen sich wahrend Fruhjahrs-, aber vor allem wahrend des Herbstzuges
viele wilde Wasservogel sammeln, werden Indikatoranlagen eingerichtet. Diese wurden in
der Vorpommerschen Boddenlandschaft (Insel Koos), am Bodensee ,Drehscheibe” des
Vogelzugs; Radolfzell) und am Felchower See (Uckermark) errichtet.

Die Anlagen sind so zu gestalten, dass die Indikatortiere in Kontakt mit Wildvégeln kommen.
Als Indikatortiere fungieren handzahme Stockenten oder Krickenten (gestutzte Fligel) aus
Aufzuchtstationen, die in regelmalligen Abstanden beprobt werden (Tupfer und
Blutentnahme). Die Tiere werden im Freiland unter kontrollieten Bedingungen (groles
Gehege mit Einflugsmdglichkeit fur Wildvogel) gefuttert, beobachtet und in das Vorkommen
von wilden Wasservogeln in ihrer Nahe zahlenmafdig und unter exakter Artbestimmung
regelmafig protokolliert. Nach Mdglichkeit werden wilde Wasservogel in der Nahe der
Anlage eingefangen und beringt bzw. nach Ringen kontrolliert, um eine Aussage Uber deren
Herkunft zu treffen.



Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Auswahl geeigneter Standorte

- Errichtung von drei Sentinelanlagen (Mecklenburg-Vorpommern,
Brandenburg, Baden-Wirttemberg) mit flugunféahigen Wildenten

- 14 tagige Beprobung sowie Analyse der Proben

- Erste Virusnachweise (PCR, Virusisolierung) fur LPAIV (auch H5) in den
Anlagen in Brandenburg und Mecklenburg-Vorpommern

- Einige Proben in der Virusisolierung AlV- und APMV positiv

- Nachweis der AlV-Serokonversion bei den Sentineltieren in Brandenburg und
Mecklenburg-Vorpommern

- Keine AlV-Nachweise bei den Sentineltieren in Baden-Wirttemberg

- Sentinelanlagen haben sich bisher als Detektionssysteme bewdahrt

- Erste Studien zum Verlauf der LPAIV-Infektionen in den Sentinelanlagen

3.6 Untersuchungen zur molekularen Epidemiologie in der Wildvogelpopulation

Projektleiterin: Elke Starick
Laufzeit: 3 Jahre

Influenzaviren sind genetisch nicht stabil. Unter dem Selektionsdruck, der sich in einer
Wirtspopulation unter anderem durch deren Zusammensetzung (Spektrum der betroffenen
Wirtsarten) und durch Umweltfaktoren (z.B. Klima, Temperatur) ergibt, muss mit einer
raschen genetischen Anpassung des Virus gerechnet werden. Daten aus Asien zeigen, dass
sich in HS5N1-infizierten Wildvogelpopulationen genetische Veranderungen vollziehen.
Derartige Vorgange sind auch in Deutschland zu erwarten. Molekularbiologische
Untersuchungen, die Veranderungen des Virus aufdecken, sind dringend erforderlich, um
Anpassungsvorgange des Virus an die spezifischen Verhaltnisse in Mitteleuropa zu
erkennen und um Hinweise auf den Ablauf von Infektketten in den Wildvogel-/
Wildtierpopulationen zu erhalten.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Etablierung von Methoden zur schnellen Analyse von AlV-Genomen

- Volllangensequenzierung mehrer H5N1-Isolate aus dem Jahr 2006 (siehe
Weber at al.,JGV, 2007)

- Sequenzierung kompletter HA- und NA-Sequenzen von HS5NI1-Stdmmen
(n = 26) aus verschiedenen Spezies und Lokalisationen in Deutschland

- Phylogenetische Feinanalyse der Sequenzdaten

- Definition von zwei H5N1-Clustern in Deutschland (Nord- und Sud-Klauster;
Publikation in Vorbereitung)

- Sequenzanalyse der Stdmme der neuen HS5N1-Ausbriche 2007 (siehe
Promed-Mail) und Definition eines dritten H5SN1-Clusters in Deutschland

- Sammlung von Wildvogelproben aus verschiedenen L&ndern zur
vergleichenden Analyse

4. Pathogenese

4.1 Untersuchungen zur Empféanglichkeit von ausgewahlten Vogelspezies und
Saugetieren fur das in Deutschland isolierte HPAIV H5N1

Projektleiter: Prof. Dr. Th. C. Mettenleiter, PD Dr. Martin Beer
Laufzeit: 3 Jahre



Das in Deutschland bei Wildvogeln aufgetretene HPAIV H5N1 zeichnet sich durch einen
breiten Spezies-Tropismus aus. Unter experimentellen als auch naturlichen Bedingungen
werden beispielsweise von infizierten Katzen Virusmengen ausgeschieden, die fir die
Ubertragung der Infektion auf nicht infizierte Kontakttiere ausreichen. Dies wurde bisher bei
anderen Influenzaviren nicht beobachtet.

Um mehr Einsicht Uber die Mechanismen der Virusvermehrung, Zelltropismus,
Virusausscheidung, Inkubationsperiode etc. zu gewinnen, sind experimentelle Infektionen
notwendig. Da der klinische Verlauf der HSN1-Infektion bei den unterschiedlichen Spezies
zwischen asymptomatischer Infektion, milden respiratorischen Erscheinungen und schwerer
systemischer Krankheit mit 100% Mortalitat variiert, sind detaillierte Untersuchungen fir die
einzelnen ausgewahlten Spezies notwendig. Innerhalb des Wirtschaftsgefligels werden
Untersuchungen insbesondere bei Huhn, Hausente, Hausgans und Pute durchgefiihrt.
Entsprechend ihrer Verfugbarkeit werden ebenfalls Infektionen bei ausgewahlten Singvogeln
durchgefuhrt. Innerhalb der Saugetiere werden experimentelle Infektionen bei ausgewahlten,
fur die Virusverbreitung bzw. Ubertragung auf den Menschen méglicherweise besonders
relevanten Tierspezies durchgefuhrt, darunter Katzen und Hunde.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Auswahl und Charaktersierung geeigneter H5N1-Stamme (HPAI
A/cat/germany/R606/06 fir Untersuchungen an Sdaugetieren und HPAI
A/swan/germany/R65/06 fur Untersuchungen an Végeln

- Infektionsversuch mit geimpften und ungeimpften Falken

- Infektionsversuch (intranasal und intratracheal) mit Rindern

- Infektionsversuch mit Puten (Bestimmung der minimalen Infektionsdosis)

- Infektionsversuch mit Hunden

4.2 Untersuchungen zur Pathogenese des hamorrhagischen Syndroms und zum
Organtropismus von hochvirulenten H5N1-Isolaten in unterschiedlichen
Spezies

Projektleiter: Prof. Dr. Jens P. Teifke
Laufzeit: 3 Jahre

Der klinische Verlauf aviarer Influenzavirusinfektionen im Hausgeflligel variiert zwischen
asymptomatischer Infektion, milden respiratorischen Erscheinungen und schwerer
systemischer Krankheit mit 100% Mortalitdt, die sich als hamorrhagische Diathese mit
Schock aufRert. HPAIV besitzen auch einen ausgepragten Endotheliotropismus, wobei auch
die betroffene Tierart berlicksichtigt werden muss.

H5N1 stimuliert die Produktion von TNF-alpha und anderer proinflammatorischer Zytokine
und Chemokine in humanen Monozyten und Makrophagen stimuliert. Untersuchungen dieser
Art sind bislang beim Gefligel nicht durchgefuhrt worden. Unsere bisherigen Studien
ergaben, dass H7N7 oder H5N1 im Huhn auch zu einer ausgedehnten Infektion von
Endothelzellen in allen Organen flhrten, die schwerwiegende Krankheitsverlaufe zur Folge
hatten. Im Unterschied dazu war nach Infektion von Tauben mit H5N1 lediglich ein
prominenter Neurotropismus des Virus nachzuweisen. Die Grunde hierfur sind bislang vollig
unbekannt.

Ausgehend von den Beobachtungen beim aktuellen Seuchengeschehen kann der fulminante
Krankheitsverlauf bei Schwanen sowohl durch den Neuro- als auch Endotheliotropismus
erklart werden, wahrend beim infizierten Sduger (Katze) offenbar der Pneumotropismus im
Vordergrund steht. Diese Einzelbeobachtungen muissen in unterschiedlichen Vogelspezies
(Huhn, Ente, Gans, Schwan) und Saugetierarten (Hausschwein, Wildschwein, Fuchs, Ratte,
Maus, Frettchen) Uberprift werden, wobei auch Nichtvertebraten wie Anneliden oder
Arthropoden als Vektoren berucksichtigt werden sollen.



Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Weitere pathologische Etablierung unterschiedlicher Infektionsmuster an
natdrlich und experimentell infizierten Vogelspezies

- Praparation von ausgewahlten Geweben zur Bestimmung der Viruslast sowie
der Zytokin- und Chemokinantwort

- Kollektivierung von  Zell-Linien  fir die  Etablierung geeigneter
Zellkulturuntersuchungen in-vitro

4.3 Untersuchungen zur Induktion der unspezifischen wund spezifischen
Immunantwort nach H5N1-Influenzavirus-Infektion

Projektleiter: Prof. Dr. Lothar Stitz
Laufzeit: 3 Jahre

Virusinfektionen fUhren zur Induktion einer frihzeitigen unspezifischen zellularen
Abwehrreaktion durch NK-Zellen und einer darauf folgenden spezifischen Immunantwort
durch T-Zellen. Ziel dieses Projektes ist die Charakterisierung der Immunantwort nach
Infektion mit H5N1-Influenzaviren, um durch eine spezifische Stimulation des Immunsystems
eine Beschleunigung der antiviralen Immunantwort und damit eine Reduktion des Virustiters
in der Lunge oder gar eine Elimination des Virus erreichen zu kénnen.

Hierzu soll in ausgewahlten Tiermodellen die Kinetik und Spezifitat der antiviralen zellularen
Immunreaktion nach Isolierung der entsprechenden Effektorzellen aus der Lunge oder aus
dem Blut untersucht werden. Dabei werden virale Peptide identifiziert, gegen die eine solche
Abwehrreaktion induziert wird sowie das Spektrum der lokal synthetisierten Zytokine und
Antikorper analysiert. Durch Einsatz verschiedener Stimulantien des Immunsystems, wie
etwa Interferon, wird untersucht, ob nach einer H5N1-Infektion durch frihzeitige Induktion
der Immunantwort die Infektion beeinflusst werden kann.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

- Etablierung eines Tiermodells (Maus) zur Charakterisierung der zellularen
Immunantwort

- Adaptierung und Charakterisierung von relevanten Influenzavirusisolaten

- Erste Analysen der Entziindungsreaktion in der Lunge, wobei besonderer
Wert auf den Nachweis von inflammatorischen und pro-inflammatorischen
lokal synthetisierten Zytokinen gelegt wurde

- Untersuchung verschiedener Methoden zur Generierung von Aerosolen um
eine moglichst natirliche Exposition zu gewahrleisten

4.4  Untersuchungen zum Virulenzpotential von Influenzaviren

Projektleiter: Dr. Jurgen Stech
Laufzeit: 3 Jahre

Die Virulenz von Influenzaviren wird nicht allein von einem \ralen Protein oder einem
Genomsegment bestimmt. In Vogeln (hier hauptsachlich Wassergefliigel) vermehren sich
Influenzaviren aller Subtypen (HA1-HA16). Die meisten dieser Influenzaviren sind fur das
Huhnergefligel niedrig pathogen (IpAlV) und verursachen lediglich leichte
Organveranderungen. AusschlieRlich Viren der Subtypen H5 und H7 kénnen hochpathogene
Varianten (HPAIV) ausbilden, die die klassische Gefligelpest mit schweren klinischen
Symptomen verursachen. Warum ausschlief3lich Vertreter dieser Subtypen dazu in der Lage
sind, ist unbekannt. Durch Serienpassagen kann eine Virulenzsteigerung durch Mutation an
der Spaltstelle des Hamagglutinins erfolgen. Diese ermdglicht es dann, dass das Virus sich



im gesamten Tierkdrper vermehren kann und damit die schweren klinischen Symptome

hervorruft.

Ziel der Untersuchungen ist es zu klaren, ob auch HA anderer Subtypen in der Lage sind,
diese Eigenschaft zu erwerben. Dazu soll das von uns etablierte reverse genetische System
fur Influenzaviren genutzt werden. Dazu sollen HA anderer Subtypen (HA3, HA4, HA6, HA9)
mittels gerichteter Veranderung der Spaltstelle verandert werden. Die so gentechnisch
mutierten Gene sollen dann zur Generierung von rekombinanten Influenzaviren (auch mit
Neuraminidasen unterschiedlich virulenter Influenzaviren) genutzt werden, die ausschliel3lich
im Tierversuch auf ihre Virulenz hin untersucht werden.

Bisherige Ergebnisse aus dem Projekt (Stand: 05.07.2007):

Klonierung aller vorgesehenen Hamagglutininsubtypen (HA3, HA4, HAG6, HA9)
Bestéatigung der Spaltstellensequenz durch Sequenzierung

Far den Serotyp H3 konnten bereits drei verschiedene rekombinante Viren
hergestellt werden (unverdnderte Wildtyp sowie zwei verschiedene
Spaltstellenmutanten)

Bei der experimentellen Infektion von Huhnern zeigte sich, dass die H3-Viren
mit den ausgewahlten polybasischen Spaltstellen nicht starker virulent waren
als der Wildtyp.
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