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Einleitung 1

A Einleitung

Immer wieder treten weltweit - darunter auch in Deutschland - Infektionskrankheiten in
Nutztierbestanden auf, welche die Durchfiihrung intensiver Bekdmpfungsmalnahmen zur
Folge haben. Als Beispiel ist die Aviare Influenza (Klassische Gefliigelpest, Vogelgrippe) zu
nennen, welche durch Influenza-A-Viren ausgelést wird und fur die alle Gefliigelarten
empfanglich sind [FLI, 2005]. Die hochpathogene Virusvariante A(H5N1) ist seit 2003 fur
grolRere Krankheitsausbriiche auf der ganzen Welt verantwortlich. In Deutschland wurde
diese Variante erstmals Anfang April 2006 in einem Putenzuchtbetrieb bei Leipzig in
Sachsen nachgewiesen. Bei dem Ausbruch verendeten iber 700 Tiere; die restlichen rund
13.300 noch Ilebenden Puten, Hihner und Géanse des Betriebes wurden aus
Sicherheitsgriinden gekeult. Diese To6tungen erfolgten aufgrund strikter gesetzlicher
Vorgaben und sollten eine weitere rasante Ausbreitung des Virus verhindern. Zudem wurden
andere drastische MalRnahmen ergriffen. Einerseits wurden Sperrbezirke von 3 km und
Beobachtungsgebiete von 10 km um einen betroffenen Betrieb eingerichtet, andererseits
erteilte die EU z.B. Importverbote fur Gefligel und Geflugelprodukte sowie Federn. Des
Weiteren wurde ein vorsorgliches Monitoring bei Haus- und Wildgefliigel gestartet. Ebenso
fand anlasslich dieses Seuchenzuges eine Uberarbeitung der Gefliigelpest-Verordnung
(GeflPestV) statt, die seither zahlreiche Neuerungen zum Schutz gegen die Vogelgrippe
enthélt. Von besonderer tierschutzrechtlicher Relevanz ist hierbei die Aufstallungspflicht,
welche seit 2006 besteht und in der ,Verordnung zur Aufstallung des Gefliigels zum Schutz
vor der Klassischen Geflugelpest (Gefligel-Aufstallungsverordnung) vom 9. Mai 2006“
geregelt wird. Da der Eintrag von Viren in einen Gefligelbestand zumeist durch direkten oder
indirekten Kontakt zwischen Wildvogeln und Nutzgefligel erfolgt [WHO, 2006a], soll mit
dieser MaRnahme die Ubertragung der Avidaren Influenza von Wildtieren auf das
Nutzgefligel verhindert werden. Eine Aufstallung fihrt allerdings dazu, dass die Tiere auf
einem meist viel zu engen Raum in schlechter Stallluft und im Sommer bei viel zu hohen
Temperaturen gehalten werden, obwohl ausreichend Freiland- und Grinflachen zur
Verfligung stehen wirden, auf der eine artgerechte Haltung maglich wére. Insbesondere im
Sommer sind die Tiere extremem Hitzestress ausgesetzt. Diese beengte und oft artwidrige
Tierhaltung stresst die Tiere und schwacht das Immunsystem [BICKHARDT, 1992; GROSS
& SIEGEL, 1983], was wiederum die Entstehung und Ausbreitung von Krankheiten innerhalb
eines Bestandes beglnstigt. Zudem ist die Aufstallungspflicht nicht mit den Grundséatzen
sowie den gesetzlichen Grundlagen der 6kologischen Tierhaltung [Verordnung (EG) Nr.
1804/1999] vereinbar und stellt auch unter anderem aus rechtlichen Grinden ein grof3es
Problem dar. Deshalb ist es erforderlich, dem Tierhalter tierschutzkonforme Alternativen zur

Verfligung zu stellen.
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Das Ziel dieser Arbeit war es daher, unter Feldbedingungen zu prifen, ob eine speziell
gestaltete Voliere, die den unmittelbaren Kontakt zwischen Wildvogeln und Nutzgefligel
verhindert, im Vergleich zur Freilandhaltung, einen ausreichenden Infektionsschutz bietet
und somit wieder eine tiergerechte Haltung ermdglicht. Eine objektive Einschétzung des
bestehenden Infektionsrisikos sollte anhand einer vergleichenden Erfassung des Eintrags
organischen Materials avidren Ursprungs erfolgen. Begleitend dazu wurde, in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biologische Sicherheitsforschung GmbH (Halle), sowie
dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg,
ein Parallelversuch mit Sentinelherden durchgefiihrt. Dieser diente ebenfalls der
Uberpriifung der Infektionssicherheit anhand bakteriologischer und virologischer
Untersuchungen. Die zusatzliche Erfassung von Legeleistung und Verlustraten beider
Gehegeformen sollte Rickschliisse auf Tiergesundheit und Schutz vor Raubtieren und

Greifvogeln ermdglichen.
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B Literatur

1 Bestandszahlen und Gefltigelhaltung in Deutschland

Nach Angaben des Statistischen Bundesamtes schliipften im Jahr 2010 in Deutschland
insgesamt rund 662,9 Mio. Hihnerkiken, 0,9 Mio. Gansekiken, 24,1 Mio. Entenkiken und
46,3 Mio. TruthUhner- und Perlhthnerkiken. Von den 662,9 Mio. Hiihnerkiiken gehdrten ca.
613,5 Mio. den Mastrassen an, die Ubrigen 49,4 Mio. Kiken z&hlten zu den Legerassen,
wobei davon wiederum 5,4 Mio. Tiere fir die Zucht und Vermehrung bestimmt waren. Es gab
1139 Legehennen-haltende Betriebe, auf die ca. 36,7 Mio. Legehennen kamen, wobei hier
nur Betriebe mit 3000 und mehr Hennenhaltungsplatzen bertcksichtigt wurden. Die Anzahl
der Betriebe mit Kafighaltung ist innerhalb der letzten 10 Jahre von 1144 mit 35,6 Mio.
Legehennen auf 155 mit rund 6,7 Mio. Tieren beachtlich gesunken [DESTATIS, 2011].
Dieser Trend ist auf das Verbot der konventionellen Kéafighaltung fir Legehennen, welches
seit dem 1. Januar 2012 europaweit besteht und durch die Richtlinie 1999/74/EG 1999
erlassen wurde, zurtlickzufuhren. In Deutschland wurde dieses Verbot durch die ,Erste
Verordnung zur Anderung der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung vom 28. Februar
2002 (BGBI. Jahrgang 2002 Teil 1 Nr. 16)" umgesetzt und untersagt die konventionelle
Kafighaltung sogar schon seit dem 1. Januar 2007. Im Gegensatz zur EU, in der
ausgestaltete Kafige noch erlaubt sind, ist in Deutschland die Haltung von Legehennen in
dieser Form bereits seit 2010 verboten. Seitdem erfolgt die Legehennenhaltung nur noch in
Kleingruppenhaltungen, welche ebenfalls der Kafighaltung zugeordnet wird, in Boden- und
Freilandhaltung  sowie nach  Richtlinien  ©6kologischer  Verbadnde. Auch die
Kleingruppenhaltung soll in Deutschland verboten werden und infolgedessen sind die
bestehenden Regelungen der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung zur
Kleingruppenhaltung seit dem 1. April 2012 nicht mehr anzuwenden. Da sich bisher Bund
und Lander allerdings nicht iber die zeitlich befristete Ubergangsregelung fiir bestehende
Anlagen einigen konnten, liegt die Regelung bei den Landern selbst [BMELV, 2012]. Infolge
dieser Entwicklungen gewinnen alternative Haltungssysteme fir Legehennen stark an
Bedeutung. So ist insbesondere in der Bodenhaltung ein sprunghafter Anstieg von 604
Betrieben mit rund 8,7 Mio. Legehennen im Jahr 2008 auf 783 Betriebe mit ca. 23,0 Mio.
Tieren im Jahr 2010 zu verzeichnen. Auch nahmen die Anzahl der in Freilandhaltung
gehaltenen Hennen sowie der Tierbestand in der 6kologischen Erzeugung zu [DESTATIS,
2011]. In Abbildung 1 wird die Struktur der Legehennenbetriebe im Jahr 2010 verdeutlicht.
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Haltungsformen bei Legehennen 2010

okologische
Erzeugung Kafighaltung
Freilandhaltung 6% 18%

13%

Bodenhaltung
63%

Abbildung 1: Struktur der Legehennenpléatze in Deutschland 2010 [DESTATIS, 2011]

2 Okologische Geflugelhaltung

Da tiergerechte Haltung von Nutztieren fur den Verbraucher ein immer wichtigeres
Entscheidungskriterium fur den Kauf eines Produktes ist und diese mit ©kologischer
Erzeugung assoziiert wird, gewinnt die Tierhaltung im 6kologischen Landbau weiterhin an
Bedeutung [OPPERMANN et al., 2009]. Die 6kologische Gefligelhaltung wird seit August
1999 durch die EG-Verordnung 1804/1999 fur die Lander der Europaischen Union einheitlich
geregelt und gibt den gesetzlichen Mindeststandard vor [SCHUHMACHER, 2001]. So ist
Geflugel unter anderem mindestens wéhrend eines Drittels der Lebenszeit freier Zugang zu
Auslaufflaichen zu gewahren. Weiterhin sind die Auslaufe so zu gestalten, dass ausreichend
Schutzvorrichtungen wie Baume, Straucher oder Unterstande, genigend Tranken und
Futterstellen, Raufutter sowie Scharrmaterial vorhanden sind und Uberwiegend
Pflanzenbewuchs aufweisen. Wassergefligel muss ein standiger Zugang zu einem
fieBenden Gewasser, einem Teich oder einem See moglich sein. Auch ist die
Hochstbesatzdichte je Stall- und Auslauflaiche geregelt. So gilt fir Legehennen ein
Hochstbesatz von 6 Tieren pro m? Stallflache. Die Auslaufflache hingegen betragt 4 m2 pro
Tier [Verordnung (EG) Nr. 1804/1999]. Die verbandsinternen Anforderungen regionaler
Okoanbauverbande, wie Biokreis e.V., Bioland e.V. und Demeter e.V. liegen zum Teil auch
Uber dem EU-Standard [BLE, 2011].
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3 Melde- und anzeigepflichtige Infektionskrankheiten bei
Geflugel

Tierkrankheiten, die auf Haustiere und Sifwasserfische (bertragen werden konnen,
unterliegen der Meldepflicht und werden in der ,Verordnung ber meldepflichtige
Tierkrankheiten in der Fassung der Bekanntmachung vom 11. Februar 2011 (BGBI. I S.
252), die durch Artikel 2 der Verordnung vom 19. Juli 2011 (BGBI. | S. 1403) geé&ndert
worden ist, aufgelistet und jeweils dem aktuellen Infektionsgeschehen angepasst. Beim
Ausbruch einer solchen Tierkrankheit werden keine staatlichen MalRBhahmen ergriffen. Die
TKrMeldpflV ist insbesondere fur solche Infektionskrankheiten erlassen worden, welche fir
die Praxis bedeutsam werden kénnen und gut diagnostizierbar sind [www.bmelv.de]. Die
Meldepflicht dient also vor allem dem Uberblick tiber das Auftreten der in der TKrMeldpflV
gelisteten Infektionskrankheiten, wodurch ein  frlihzeitiger Einsatz  geeigneter
BekampfungsmalRnahmen gewahrleistet werden kann [BMELV, 2011a]. Derzeit gelten
folgende Krankheiten bei Gefligel als meldepflichtig: Campylobakteriose, Chlamydiose,
Infektiose Bursitis (Gumboro-Krankheit) bei Puten und Hihnern, Infektiose Laryngotracheitis
des Geflugels (ILT) bei Huhnern, Listeriose, Mareksche-Krankheit bei Hiuhnern,
niedrigpathogene aviare Influenza bei Wildvogeln, Salmonellose, Tuberkulose und
Vogelpocken [TKrMeldpflV; BMELV, 2011a].

Im Gegensatz zur meldepflichtigen Tierkrankheit, die nur bei Auftreten der Krankheit oder
derer Erreger gemeldet wird, ist bei anzeigepflichtigen Tierseuchen bereits der Verdacht zu
melden. Dies soll die frihzeitige Erkennung von Seuchenausbriichen und deren Tilgung
garantieren und dadurch die Weiterverbreitung der Tiersuche verhindern [BMELV, 2011b].
Das Vorkommen einer anzeigepflichtigen Tierseuche zieht zum Schutz der Tierbestande,
aber auch zum Schutz der menschlichen Gesundheit sowie vor volkswirtschaftlichen
Schaden, die Durchfiihrung staatlicher MalBhahmen nach sich [BMELV, 2011b]. In der
Lverordnung Uber anzeigepflichtige Tierseuchen in der Fassung der Bekanntmachung vom
19. Juli 2011 (BGBI. | S. 1404)" werden alle anzeigepflichtigen Tierseuchen aufgelistet. Fur
Geflugel relevant sind Infektionen mit dem West-Nil-Virus, die Newcastle Disease, die
niedrigpathogene aviare Influenza bei einem gehaltenen Vogel und die Gefligelpest
[TierSeuchAnzV]. Diese gelten aufl3erdem als Zoonosen [www.oie.de; WANG et al., 2008].

Das West-Nil-Virus gehort zur Familie der Flaviviridae und besitzt ein sehr breites
Wirtsspektrum. Es repliziert sich in Vogeln, Reptilien, Amphibien, Saugetieren, Moskitos und
Zecken. Das hauptsichliche Virusreservoir stellen allerdings Wildvégel dar. Moskitos
Uibertragen das Virus auf andere Vogel, aber auch auf Menschen und Pferde [OIE, 2012]. Im

Suden Deutschlands bergen verdnderte Klimabedingungen und das Vorhandensein des


http://de.wikipedia.org/wiki/Marek-Krankheit
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Hauptvektors, der Stechmiicke, die Gefahr, dass das Virus nicht nur eingetragen wird
sondern sich auch anschlieRend verbreitet [ZIEGLER et al., 2011]. Mit Ausnahme eines
Ausbruches bei Wildvogeln in Osterreich im September 2008, wurde das West-Nil-Virus in
Europa bei Geflugel noch nicht nachgewiesen. Ein aktives Uberwachungsprogramm des FLI
im Jahr 2009 in Deutschland zeigte, dass untersuchte Proben von Standvdgeln und
Wirtschaftsgefligel in Freilandhaltung weder Antikbrper gegen das West-Nil-Virus noch
spezifische Nukleinsduren aufwiesen, wohingegen in Proben von Zugvogeln spezifische
Antikorper nachweisbar waren [ZIEGLER et al., 2011].

Der Erreger der Newcastle Disease (atypische Geflligelpest) ist das Newcastle-Disease-
Virus, auch als APMV-1 bezeichnet, und wird der Familie der Paramyxoviridae zugeordnet
[ICTVdB MANAGEMENT, 2006b]. Wildvogel und wilde Wasservogel gelten als
Virusreservoir [LINDH et al., 2008]. In ungeimpften Bestdnden verlauft die Erkrankung
perakut mit einer Mortalitat von bis zu 100 % und ist daher weltweit eine der bedeutendsten
Infektionskrankheiten des Gefllgels, welche auRerdem zu grof3en Verlusten in der
Gefliigelwirtschaft fiihren kann [GRUND & KUBLBOCK, 2011]. Uber ein Drittel der knapp
180 bei der O.LE. gelisteten Lander meldeten im Jahr 2010 Ausbriiche von Newcastle
Disease [www.oie.de]. Durch Eradikationsprogramme und Einfihrung der Impfpflicht far
Huhner und Puten, welche von der GroRe des Bestands unabhangig ist und EU-weit durch
die Richtlinie 92/66/EWG des Rates vom 14. Juli 1992 geregelt wird, konnte diese
Tierseuche in Deutschland stark eingedammt werden [GRUND & KUBLBOCK, 2011].

Die aktuellste und derzeit sowohl fur die menschliche Gesundheit als auch fir die
Geflugelindustrie weltweit bedeutendste anzeigepflichtige Tierseuche ist die Aviare
Influenza. Aus diesem Grund wird im Folgenden auf diese Infektionskrankheit naher
eingegangen.

4 Aviare Influenza

Aviare Influenza (Vogelgrippe, Klassische Gefligelpest) wird durch Influenza-A-Viren
ausgelost. Diese Krankheit wurde erstmals 1878 durch den lItaliener Perroncito beschrieben,
welcher rund um Turin ein Krankheitsgeschehen mit hoher Herdenmortalitat bei Hihnern,
aber auch bei anderem Geflligel beobachtete [PERRONCITO, 1878]. Cenatti und Savonuzii
gelang 1901 der Nachweis, dass fur diese Krankheit ein Erreger, der einen bakterien- und
hefedichten Keramikfilter passieren kann, also ein ultrafiltrierbares Agens, verantwortlich ist
[ALEXANDER & BROWN, 2009; CENTANNI & SAVONUZZI, 1901; KRUGER et al., 2000],
welches aber erst 1955 als Influenza-A-Virus charakterisiert wurde [SCHAFER, 1955]. Seit

seiner Entdeckung verursachten Ausbriche der Aviaren Influenza immer wieder enorme
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Verluste in der Geflugelhaltung [ALEXANDER & BROWN, 2009]. So wurden weltweit seit
2003 aufgrund von ,highly pathogenic avian influenza“ (HPAI) Ausbriichen pro Jahr hunderte
Millionen von Huhnern sowie anderes Zuchtgefligel getdtet und unschadlich beseitigt [ALI,
2010]. Alleine in China fuhrten solche Seuchenziige zwischen 2004 und 2009 zur Keulung
von 36 Mrd. Hihnern [MU et al., 2011]. Auch in den Niederlanden grassierte im Jahr 2003
eine durch den Subtyp H7N7 hervorgerufene HPAI-Epidemie, welche das Merzen von
30 Mio. Tieren innerhalb von nur zwei Monaten nach sich zog [STEGEMAN et al., 2004]. Im
gleichen Jahr verursachte ein HPAI-Ausbruch in Belgien die Tétung von nahezu 2,3 Mio.
Vogeln und dadurch rund 30 Mio. Euro an direkten Kosten, welche zumeist aus den
Vernichtungskosten und den Entschadigungen fir die betroffenen Hoéfe bestanden. Der
gesamte wirtschaftliche Schaden, der sich aus direkten Kosten, Folgekosten und
Marktschaden zusammensetzt, wird hingegen auf mehr als das doppelte geschéatzt. Als
Grund hierfir gilt unter anderem das Transportverbot, das die Auslieferung von Bruteiern
sowie Eintagskiken aus den Briitereien verhinderte. Infolgedessen wurden diese
unschadlich beseitigt. Schlachtereien waren wegen der mangelnden Belieferung nicht
ausgelastet und mussten ebenfalls Umsatzeinbuf3en hinnehmen. Auch die Produktion der
Futtermittelanbieter ~ sank  aufgrund dieses  Seuchenzuges um die  Halfte
[VANDENDRIESSCHE et al., 2010].

4.1 Atiologie

Influenza-A-Viren gehéren ebenso wie Influenza-B-Viren, Influenza-C-Viren, Thogoto- und
Isaviren zur Familie der Orthomyxoviridae (griechisch: ,orthos* = gerade, richtig; ,myxa“ =
Schleim) [MODROW, 2003]. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der Vertreter dieser Virusfamilie.

Tabelle 1: Ubersicht der Orthomyxoviridae nach MODROW et al. [2003] mit Modifikationen

Genus Vertreter RNA-Segmente  Wirtsspektrum

Influenzavirus A Influenza A Virus 8 Vertebraten (v.a. Mensch, Schwein, Pferd, Marderartige,
Meeressauger, Vogel)

Influenzavirus B Influenza B Virus 8 Vertebraten (Mensch, Robbe)

Influenzavirus C Influenza C Virus 7 Vertebraten (Mensch, Schwein)

Thogotovirus Thogotovirus 6 Vertebraten (Rinder, Schafe, Ziegen, Nagetiere),
Arthopoden (Zecken)

Dhorivirus 7 Vertebraten (Rinder, Schafe, Ziegen, Nagetiere),

Arthopoden (Zecken)

Isavirus Infectious Salmon 8 Vertebraten (Fische)

Anemia Virus

Antigene Unterschiede im Nukleoprotein (NP) und Matrixprotein (M1) von Influenzaviren

erlauben eine Klassifizierung in Typ A, B oder C.
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Influenza-A-Viren sind behdllite Viren, die ein einstrangiges und segmentiertes
Ribonukleinsdauregenom mit negativer Polaritat (-ssRNA) aufweisen [WERNER & KALETA,
2005]. Sie sind pleomorph, also sehr unterschiedlich in GroRe und Form, und zeigen sich in
spharischer oder filamenttser Gestalt. Ihr Durchmesser betragt 80-120 nm, und ihre Lange
variiert von 200-300 nm [ICTVdB MANAGEMENT, 2006a; WEBSTER et al., 1978]. Das
komplette Genom besteht aus 13.600 Nukleotiden und ist grof3tenteils sequenziert. Die
5-Enden der einzelnen Segmente besitzen eine konservierte Region und sind komplementar
zu den 3'-Enden. Dadurch bilden sich in diesen Bereichen Doppelstrange aus, woraus sich
eine quasizirkulare Form der RNA ergibt. Die molekulare Masse (M,) eines Viruspartikels
betragt 250 x 10°, die spezifische Dichte 1,2 g/cm3 [ICTVdB MANAGEMENT, 2006a]. Die
8 RNA-Segmente kodieren fur 10 bis 11 Virusproteine: die Polymeraseproteine (PB1, PB2,
PA, PB1-F2), das Nukleokapsidprotein (NP), HA, NA, die Matrixproteine (M1, M2) und die
Nichtstrukturproteine (NS1, NS2/NEP) [THOMAS & NOPPENBERGER, 2007]. Das PB1-F2
Protein ist zwar in fast allen humanen Influenza-A-lsolaten vorhanden, fehlt aber bei vielen
Virusisolaten vom Tier [CHEN et al., 2001; ZELL et al., 2007].

NA-Protein (Tetramer)

PB1-Protein S
TR
** NP-Protein
— einzelstrangige RNA
PA-Protein N 99

PB2-Protein

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Influenzavirus [MODROW et al., 2003]
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Weiterhin  werden Influenza-A-Viren anhand der Oberflachenantigene (Spikes)
Hamagglutinin (HA oder H) und Neuraminidase (NA oder N) in Subtypen unterteilt
[HORIMOTO & KAWAOKA, 2005]. Zum jetzigen Zeitpunkt sind 16 H-Subtypen (H1-H16) und
9 N-Subtypen (N1-N9) bekannt [FOUCHIER et al.,, 2005], die in vermutlich allen
Kombinationsmdglichkeiten vorkommen kdnnen [CAPUA et al., 2006].

HA stellt das Hauptoberflachenantigen dar, gegen das der Wirt neutralisierende Antikorper
bildet. Zudem ist es fur die Bindung des Virus an sialinsdurehaltige Rezeptoren der
Wirtszelle und dessen anschlieRende Fusion verantwortlich [SKEHEL & WILEY, 2000;
WEBSTER et al., 1992]. AuRerdem bindet es ebenfalls an Erythrozyten von Hihnern sowie
anderen Spezies und fuhrt so zur Agglutination. Diese Eigenschaft stellt die Basis wichtiger
diagnostischer Tests dar [WERNER & KALETA, 2005]. NA ist ebenfalls ein wichtiges
Oberflachenantigen. Es spaltet Sialinsaurereste von Glykoproteinen und Glykolipiden auf der
Wirtszelloberflache ab. Dies flhrt zur Freisetzung neu synthetisierter Virionen aus der Zelle,
in der sie gebildet wurden, und somit zu einer erleichterten Virusverbreitung [WEBSTER et
al., 1992].

Da Aviare Influenzaviren (AlV) grundsatzlich pathogen sind, sich aber stark in ihrer Virulenz
unterscheiden, kann zusatzlich eine Einteilung in zwei verschiedene Gruppen erfolgen: die
.low pathogenic avian influenza“ (LPAI) und die ,highly pathogenic avian influenza“ (HPAI).
Fir diese Unterschiede ist das HA verantwortlich, von welchem bei der Virusvermehrung
zuerst das Vorlauferprotein (HA,) gebildet wird [PASICK et al., 2005; WERNER & KALETA,
2005]. Damit HA an einer Zelle anhaften und diese infizieren kann, muss HA, durch
proteolytische Enzyme der Wirtszelle in zwei Untereinheiten gespalten werden. Unterbleibt
diese Spaltung, ist das Virus nicht infektios. Welche Enzyme angreifen kdnnen, ist von der
Aminosauresequenz der HA,-Spaltstelle abhangig [WERNER & KALETA, 2005]. So kann
HA, von LPAIV nur durch extrazellulare Proteasen gespalten werden, die von Zellen
sezerniert werden, welche den Respirations- und Verdauungstrakt auskleiden [PASICK et
al., 2005]. Dadurch entsteht im Wesentlichen lediglich eine lokale Infektion dieser Organe.
Bei HPAIV zeichnet sich die HA,-Spaltstelle durch mehrere basische Aminoséauren aus [VEY
et al.,, 1992; WERNER & KALETA, 2005]. Dies fuhrt zu einer Spaltbarkeit durch eine Familie
intrazellularer Proteasen, welche weitreichend im Gewebe verteilt sind [PASICK et al., 2005].
Somit ist eine Vermehrung in diversen Zellarten und Organen moglich, wodurch es zu einer
schweren generalisierten Infektion kommt [WERNER & KALETA, 2005]. Zu diesen
HPAI-Viren gehoren ausschliellich Viren mit den H-Subtypen H5 und H7, was nicht
gleichzeitig bedeutet, dass alle H5 und H7 Subtypen hoch virulent sind [PASICK et al., 2005;
PEREZ et al., 2012]. Niedrigpathogene Vertreter der H5 und H7 Stamme besitzen, im
Gegensatz zu HPAI-Viren, typischerweise nur zwei basische Aminosauren an der Spaltstelle
[SENNE et al., 1996; WOOD et al., 1993].
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Die Bezeichnung der Influenzaviren wird von der WHO-Fachkommission vorgegeben und
muss folgende Angaben der Erstisolierung beinhalten: Antigentyp (A, B oder C)/ Wirtsart/
geographischer Ursprung/ Referenznummer des Stammes/ Jahr der Isolierung (H- sowie
N-Subtyp) [ASSAAD et al., 1980]. So wird z.B. das Isolat, das von einem toten Singschwan
stammt, welcher im frihen Februar 2006 auf der Insel Rugen im sudwestlichen Teil der
Ostsee gefunden wurde, A/Swan/Germany/R65/06 (HS5N1) benannt [WEBER et al., 2007].

4.2 Genetische Variabilitat von Influenzaviren

Innerhalb der letzten 100 Jahre litt die Menschheit unter vier grof3en Influenzapandemien:
1918, 1957, 1968 und jungst 2009 [JIN & MOSSAD, 2005; MISHRA, 2011]. Ursache hierfir
war die Einschleppung eines neuen Virus entweder avidren oder porcinen Ursprungs bzw.
durch Reassortment verschiedener Influenzavirusstdmme in die Bevilkerung [MISHRA,
2011]. Auch der Vertreter HPAIV H5N1, der zuerst 1996 in Guandong, einer Provinz Chinas,
isoliert wurde, gab Anlass zur Sorge, das Potential zu besitzen, eine solch gravierende
Pandemie auszultsen. Entwickelt sich dieses Virus durch Antigendrift oder Antigenshift
weiter, kdnnte nicht nur die Speziesbarriere zur Infektion von Menschen (berwunden
sondern auch die Ubertragung von Mensch zu Mensch erméglicht werden [JIN & MOSSAD,
2005]. Ein so entstandenes ,Supervirus“ ware in seiner Antigenstruktur einzigartig. Dadurch
ware die Ubertragung, Infektion sowie Replikation in mehreren Wirtstieren moglich und

zugleich eine Resistenz gegen bekannte Viruzide denkbar [SAXENA et al., 2010].

Antigendrift
Der Begriff Antigendrift bezeichnet die geringflgigen, aber dafir haufigen Veranderungen

innerhalb eines Subtyps, welche auf Punktmutationen zurtickzufihren sind. Daflr
verantwortlich ist die RNA-abhangige RNA-Polymerase (Replicase). Diese besitzt eine
Fehlerrate von etwa 10° [MODROW, 2003] bis 10° Nukleotiden [MATROSOVICH et al.,
2006] beim Einbau der komplementaren Basen wahrend der Replikation. Zusétzlich fehlt der
viralen Polymerase bei allen RNA-Viren die Fahigkeit des Korrekturlesens der bereits
eingebauten Nukleotide (Proofreading) [POLAND et al., 2007; PROENCA-MODENA et al.,
2007]. Solche Punktmutationen ereignen sich hauptsachlich in den Genen, die fur HA und
NA kodieren [PROENCA-MODENA et al., 2007]. Dies kann bei bis zu 50 % der Félle zum
Austausch von Aminosauren und somit zu einer Variierung in der Sekundar- sowie
Tertiarstruktur der Proteine fiihren, wodurch sich ebenso die antigenetischen Eigenschaften
des Virus verandern kénnen [GALLAHER, 2009]. Die neue Struktur der Antigenoberflache
hat eine fehlende oder verminderte Kreuzreaktion mit Antikorpern, die bei friheren

Infektionen gebildet wurden und noch vorhanden sind, zur Folge. Daraus resultieren unter
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Umstanden Infektionen mit schweren Krankheitssymptomen [AL FARESS et al.; 2005]. Bei
aviaren Influenza-A-Virusstammen wird Antigendrift seltener beobachtet als bei humanen
Influenza-A-Virusstammen [MULLER, 2006]. Dies ist vermutlich auf den beschréankten
Selektionsdruck bei Vogeln zurtckzufihren [WEBSTER et al., 1982]. Ebenso scheint das HA
von Influenza-B-Viren solchen Veranderungen weniger stark unterworfen zu sein [MULLER,
2006].

Antigenshift
Antigenshift bezeichnet den Austausch eines oder mehrerer Gensegmente zwischen zwei

miteinander verwandten Viren, die simultan eine Wirtszelle infiziert haben (Reassortment).
Die Voraussetzung hierflr ist die Segmentierung des Virusgenoms. So kdnnen beim
Vermehrungsprozess die RNA-Segmente der beiden verschiedenen ,Eltern-“Viren neu
kombiniert werden, woraus Nachkommen gemischter Genotypen (Reassortanten) resultieren
[GALLAHER, 2009; MODROW et al., 2003; WERNER & KALETA, 2005]. Infizieren solche
Reassortanten einen Organismus, ist dieser fur die neuen Antigenstrukturen voll
empfanglich, da sein Immunsystem noch keine Antikérper dagegen besitzt [MULLER, 2006].
Antigenshift ist nicht nur innerhalb von Subtypen mdglich, sondern auch intersubtypisch.
Auch weltweit auftretende Pandemien kénnen die Folge dieses Reassortments sein. Ein
Beispiel dafir stellt das als Erreger der ,Schweinegrippe“ bekannte Influenzavirus H1IN1 dar,
das Anfang Marz 2009 in Nordamerika ausbrach und sich bis nach Europa ausbreitete.
H1N1 ist eine Reassortante von porcinen, aviaren und humanen Influenzaviren [GALLAHER,
2009]. Als Risikowirt (,mixing vessel“) fur das Antigenshift gilt das Schwein, da es neben den
porcinen auch fir avidre sowie humane Influenza-A-Subtypen empféanglich ist [HAMPSON &
MACKENZIE, 2006; MODROW et al., 2003].

4.3 Tenazitat von Influenzaviren

Die Tenazitat (lateinisch: ,tenacitas” = Hartndckigkeit) eines Krankheitserregers beschreibt
seine Widerstandsfahigkeit gegeniber Umwelteinflissen und somit den Erhalt seiner
Infektions- und Vermehrungsfahigkeit aul3erhalb seines natirlichen Habitats, also des
Wirtstiers. Temperatur, pH-Wert, UV-Strahlung, Feuchtigkeit bzw. Trockenheit, chemische
Zusammensetzung sowie Struktur der Umgebung sind Faktoren, welche die Tenazitat
beeinflussen. Sind Geschwindigkeit und Bedingungen der Virusinaktivierung bekannt,
kénnen Diagnostik und Maflinahmen zur Eindammung der Erregerausbreitung leichter
eingeleitet und durchgefiihrt werden [BOHM, 2002]. Aviare Influenza-A-Viren (AIV) besitzen
eine eher geringe Tenazitat [HAAS, 2009]. So lassen sie sich bei einer Temperatur von
56 °C fur drei Stunden bzw. bei 60 °C fur 30 min vollsténdig inaktivieren [O.l.LE, 2002].
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Eingefroren hingegen kann die Infektiositat Uber lange Zeitrdume erhalten bleiben [YILMAZ
& KALETA, 2004]. Liegt die Gefriertemperatur unterhalb von -50 °C, ist eine Konservierung
des Virus sogar auf unbeschréankte Zeit moglich [WERNER & HARDER, 2006a]. Niedrige
pH-Werte hingegen flhren zu einer Inaktivierung des Virus. Allerdings variiert der Grenzwert
des pH-Werts, bei dem die Infektiositat verloren geht und ist vom H-Subtyp des Virusstamms
abhéangig. Allgemein sind aber Virusstamme mit nichtgespaltenem HA stabiler
[SCHOLTISSEK, 1985]. Unterschiedliche Studien zeigten weiterhin, dass AIV Uber einen
langeren Zeitraum auch in Wasser infektios bleibt [ITO et al., 1995; STALLKNECHT et al.,
1990 a und b; WEBSTER et al., 1978], wobei es nach BROWN et al. [2009] bei einem leicht
alkalischen pH-Wert (7,4-8,2), Temperaturen unterhalb von 17 °C und frischem bis leicht
salzigen Wasser (0-20000 ppm) am stabilsten ist. Gefrorene Seen konservieren
Influenza-A-Viren lange Zeit [ZHANG et al., 2006]. Einen weiteren wichtigen Faktor fir die
Tenazitat stellt die Oberflache dar, auf der sich das Virus befindet. So zeigten
Untersuchungen von BEAN et al. [1982], dass Influenzaviren auf Handen innerhalb weniger
Minuten inaktiviert waren, wohingegen auf Plastik und Stahl 48 h spéater noch infektiose
Viren nachgewiesen werden konnten. Im Vergleich zu Stahloberflachen erfolgt auf
Kupferoberflachen eine Inaktivierung von Influenza-A-Viren wesentlich schneller [NOYCE et
al., 2007]. Ebenso verklrzen porése im Gegensatz zu nicht porésen Materialien die Dauer
der Infektiositat [TIWARI et al., 2006].

Zur Flachendesinfektion eignen sich laut Richtlinie des Bundesministeriums fir Erndhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz tGber Mittel und Verfahren fur die Durchflihrung der
Desinfektion bei anzeigepflichtigen Tierseuchen (Stand 2007) Formalin (35-37 %
Formaldehyd),  Peressigsaurelosung (15% oder 40%  Peressigsdure) und
Handelsdesinfektionsmittel, die in der ,Liste der nach den Richtlinien der DVG gepriften und
als wirksam befundenen Desinfektionsmittel fir die Tierhaltung (Handelspraparate)*
aufgefuhrt sind [BMELV, 2007].

4.4  Virusreservoir und Infektionswege am Beispiel AlV

Phylogenetische Studien haben gezeigt, dass Wasservogel, insbesondere Arten der
Ordnungen Anseriformes (vor allem Enten, Géanse und Schwéne) und Charadriiformes
(vorzugsweise Mowen, Schwalben und Watvogel) das grol3te natirliche Reservoir von
Influenza-A-Viren darstellen. Bei ihnen wurden alle Influenzasubtypen und ebenso die
meisten Kombinationen von HA und NA nachgewiesen. Diese Vogelarten sind, mit
Ausnahme der trockensten Regionen der Welt, global verbreitet. Infolgedessen besteht eine
nahezu weltweite Abdeckung mit Wirtsspezies fur Influenza-A-Viren. Die bei Wasservogeln

zumeist Klinisch inapparent verlaufende Infektion ist auf die beinahe perfekte Koexistenz der
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dort Gberdauernden Viren, welche ausschlie3lich Biotypen geringer Pathogenitat darstellen,
mit ihren Wirten zurickzufihren. Dies wird durch die effiziente Virusreplikation mit
ausbleibender Krankheit des Wirtstiers verdeutlicht [ALEXANDER, 2000; OLSEN et al.,
2006; WEBSTER et al., 1992]. Bei Vdgeln infizieren Influenzaviren vorzugsweise Zellen des
Gastrointestinaltrakts und werden in hohen Konzentrationen mit dem Kot [WEBSTER et al.,
1978], aber auch Uber Tranenflissigkeit, Speichel und Nasensekret [WERNER, 2006;
WERNER & KALETA, 2005; WHO, 2007] ausgeschieden. Eine Ubertragung auf andere
Wildvogel kann unter anderem auch durch die orale Aufnahme von kontaminiertem
Oberflachenwasser resultieren [WEBSTER et al.,, 1992]. Der Eintrag von Viren in einen
Gefligelbestand erfolgt zumeist durch direkten oder indirekten Kontakt zwischen Wildvogeln
und Hausgefliigel. Hier spielt vor allem die Freilandhaltung eine tragende Rolle, da Wildvogel
bei dieser Haltungsform tagsuiber jederzeit durch die offenen Stélle freien Zugang zu Futter-
und Trankeeinrichtungen der Nutztiere haben und diese moglicherweise mit
Krankheitserregern verunreinigen kénnen [WHO, 2006a]. Folglich besteht bei Gefligel mit
Freilandauslauf ein héheres Infektionsrisiko als in Stallhaltung [WERNER, 2006]. Wurde eine
empfangliche Geflligelart mit einem niedrigpathogenen Stamm infiziert, werden oft nur milde
Symptome hervorgerufen. Gelegentlich verlauft eine Infektion auch symptomlos. Nach einer
Adaptionsphase im Hausgefliigel kdnnen diese Viren schleichend einen leichten Abfall der
Legetatigkeit bei Legehennen sowie eine reduzierte Wachstumsrate bei Mastgefligel
verursachen [CAPUA & MUTINELLI, 2001]. Handelt es sich um die Subtypen H5 oder H7,
kann sich die urspriinglich niedrigpathogene Form durch spontane Mutation im HA-Gen zu
einem HPAIV entwickeln. Diese hochpathogenen Phanotypen konnen innerhalb der
Hausgefligelpopulationen, aber auch zuriick auf Wildvogel tbertragen werden. Dort rufen
sie Erkrankungen hervor, welche nach Wirtsart und -alter sowie Virusstamm zu variieren
scheinen [WERNER & HARDER, 2006a]. Solche Infektionen von Wildvogeln traten nur
sporadisch und zumeist lokal begrenzt auf [ALEXANDER, 2000], weshalb Wildvdgel bei der
Verbreitung von HPAIV eine epidemiologisch eher unwichtige Rolle einnahmen [SWAYNE &
SUAREZ, 2000]. Mit dem Auftreten des HPAIV H5N1 Typ Asia anderte sich allerdings die
Situation vermutlich grundlegend, da dieser Subtyp im Jahr 2005 fiir ein Massensterben von
wilden Wasservigeln am See Qinghai im Nordwesten Chinas verantwortlich war und sich
innerhalb kurzer Zeit anndhernd weltweit ausbreitete [CHEN et al., 2005]. Zusatzlich
steigerte HPAIV H5N1 seine Pathogenitat flr einige Saugetierarten, unter anderem fir
Katzen, Frettchen, Méause, Hunde und Menschen, und besitzt ferner die Fahigkeit, die
Speziesbarriere zu Uberwinden. Diese Tatsache war Grund zur Sorge vor einer moglichen
Pandemie [BENGIS et al., 2004; SONGSERM et al., 2006a und b; WEBSTER et al., 2006].
In Abbildung 3 werden die mdglichen Infektionswege der Avidren Influenza schematisch

dargestellt.
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Abbildung 3: Infektionswege der Aviaren Influenza nach PETER [2006] mit Modifikationen

4.5 Klinische Symptomatik

Die klinischen Symptome sind variabel und hédngen von der Virulenz, der Infektionsdosis,
Spezies, Alter und Geschlecht des betroffenen Vogels, gleichzeitig vorhandenen Krankheiten
sowie der Umgebung bzw. dem Haltungssystem ab [ELBERS, 2005; ENTSCHEIDUNG
2006/437/EG DER KOMMISSION; WERNER & KALETA, 2005]. Die Ausbreitung des Virus
innerhalb eines Bestands erfolgt in Mastgefligelstallen schneller als in Kafig- oder
Freilandhaltungen [ENTSCHEIDUNG 2006/437/EG DER KOMMISSION]. Dies liegt an der
hohen Besatzdichte empféanglicher Tiere und dem unweigerlich damit einhergehenden
intensiven direkten Kontakt untereinander [CONRATHS et al., 2005]. AufRerdem ist die
gleichzeitige Exposition einer Vielzahl an Individuen fur eine rapide Verbreitung des Virus
von grof3er Bedeutung [SIMS, 2008]. Der Erreger kann bei einer solchen Haltungsform
zudem mehrere Passagen im Hausgefligel durchlaufen, sich dadurch anpassen und seine
Pathogenitat gegebenenfalls steigern [CONRATHS et al., 2005].
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HPAI

Die hochpathogene Form der Avidren Influenza ist bei Hihnern und Puten durch eine

systemische Erkrankung mit plotzlichem Auftreten schwerer Symptome und einer
Mortalitatsrate von bis zu 100 % charakterisiert [SWAYNE & HALVERSON, 2008; SWAYNE
& SUAREZ, 2000]. Zu den Hauptsymptomen gehdren unter anderem eine reduzierte Futter-
und/oder Wasseraufnahme, Apathie und Bewegungslosigkeit, ein stumpfes oder struppiges
Federkleid, hohes Fieber, Atemnot, Niesen, Husten, Kopfédeme, Blauverfarbungen von Haut
und Schleimhauten, grunlicher Durchfall, Abnahme oder Aussetzen der Legeleistung sowie
zentralnervose Storungen [FLI, 2010a; KAADEN, 2002; ENTSCHEIDUNG 2006/437/EG
DER KOMMISSION; WERNER & KALETA, 2005]. Nicht selten wird bei Hiihnervogeln der
plétzliche Tod ohne vorheriges Auftreten klinischer Symptome beobachtet [FLI, 2010a].

LPAI

Die ,low pathogenic avian influenza® (LPAI) besitzt bei hoher Morbiditdt meist nur eine
geringe Mortalitat WERNER & KALETA, 2005] und zeichnet sich durch eine lokale Infektion
des Respirations- und Verdauungstrakts mit milden klinischen Symptomen wie gestortes
Allgemeinbefinden, Zyanosen von Kamm und Kehllappen, gestraubtes Gefieder,
vorubergehenden Abfall der Legeleistung, verringerte Futter- und Wasseraufnahme,
Gewichtsverlust sowie Mattigkeit aus [CAPUA & MUTINELLI, 2001; SWAYNE &
HALVERSON, 2008; WERNER & KALETA, 2005]. Ungunstige Umweltbedingungen oder
andere Infektionen kénnen die klinischen Symptome verstarken [SWAYNE & HALVERSON,
2008].

Differentialdiagnostik

Tritt plotzlich eine schwere Allgemeinerkrankung mit hoher Morbiditat sowie Mortalitat auf,
muss immer an Aviare Influenza gedacht werden. Da Krankheitsverlauf und
Organveranderungen der Newcastle Disease ahneln, ist diese mittels virologischer
Untersuchungen auszuschlie3en. Weiterhin sind Geflligelcholera und andere septikédmische
Erkrankungen, Entenpest, akute Infektiose Laryngotracheitis, bakterielle Entziindungen der
Kamme und Kehllappen sowie akute Vergiftungen differentialdiagnostisch abzuklaren
[WERNER & HARDER, 2006a; WERNER & KALETA, 2005].
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4.6 Diagnostik

Liegt der Verdacht der Aviaren Influenza vor, werden die Proben gemal der Angaben des
EU-Handbuchs zur Diagnose der Aviaren Influenza entnommen, transportiert, im Labor
analysiert und der Befund ausgewertet. Diese MalRhahme stellt sicher, dass der Nachweis
der Avidren Influenza EU-weit nach einheitlichen Methoden erfolgt [ENTSCHEIDUNG
2006/437/EG DER KOMMISSION].

Der Nachweis von AlV kann direkt oder indirekt erfolgen. Fir den direkten Nachweis von AlV
existieren grundsatzlich zwei Verfahren, die Klassische und die Molekulare Methode, welche
der Feststellung des Influenza-A-Virus dienen und bei Bestéatigung desselben dieses weiter

spezifizieren und pathotypisieren.

Bei der Klassischen Methode wird zunadchst das Virus in einem embryonierten Hihnerei
isoliert. Dafir wird das zu untersuchende Probenmaterial speziell aufbereitet und in die
Allantoishéhle von 8 bis 10 Tage vorbebriiteten Huhnereiern, welche aus spezifiziert
pathogenfreien (SPF) Herden stammen sollten, beimpft. Nach Bebrutung der Eier bei 37 °C
werden die Allantois- sowie die Amnionflissigkeiten auf Hamagglutination untersucht. Erfolgt
eine  Hamagglutination, ist eine Kontamination auszuschlieBen [FLI, 2010a;
ENTSCHEIDUNG 2006/437/EG DER KOMMISSION]. Abbildung 4 zeigt einen 15 Tage alten
Embryonen aus einem unbehandelten Hihnerei im Vergleich zu einem Embryonen aus
einem mit AV H3N8 beimpften Hiuhnerei. Der Embryo aus dem mit AV H3N8 beimpften
Huhnerei ist deutlich schlechter entwickelt als der Embryo des unbehandelten Hihnereis.

a) b) H’b\\% M, QC,!,:\
2.+

- 5

Abbildung 4: 15 Tage alte Embryonen a) Negativkontrolle; b) Positivkontrolle mit AIV H3N8
[FISCHER; 2010; IBS]
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Hamagglutinierende Isolate werden, um die H-Subtypen zu charakterisieren, einem
Hamagglutinationshemmungstest unterzogen. Dieser Test beruht auf der Fahigkeit der
Influenza-A-Viren, Erythrozyten zu agglutinieren [FLI, 2010a; ENTSCHEIDUNG
2006/437/EG DER KOMMISSION]. Die Bestimmung des N-Subtyps kann analog mit einem
Neuraminidasehemmtest bestimmt werden [AYMARD, 2003]. Fur Angaben der Virulenz von
Influenza-A-Viren wird mittels Tierversuch der intravendse Pathogenitatsindex (IVPI)
ermittelt. Influenzaviren mit einem Index von tber 1,2 sind unabhéangig von ihrem Subtyp als
HPAIV einzustufen [ENTSCHEIDUNG 2006/437/EG DER KOMMISSION].

Fur die Virusanzucht und die H-Subtypisierung werden 3-6 Tage bendtigt, wobei in diesem
Zeitraum nur der Verdacht auf HPAI besteht. Nach 14 Tagen kann die Pathogenitat beurteilt
werden, wodurch der Verdacht bestatigt wird. Der Ausschluss von AlV ist sogar erst nach 21
Tagen moglich [FLI, 2010a]. Zudem ist die Virusisolierung im embryonierten Hihnerei
kostspielig und erfordert eine vorausschauende Planung, da die Embryonen 9-11 Tage vor
Nutzung inkubiert werden missen [SPACKMAN et al., 2008].

Eine weitere Mdglichkeit der AlV Isolierung und Vermehrung besteht in der Anwendung von
Zellkulturen. Gegenwartig erreichen Zellkulturen zur Isolierung von Influenzaviren allerdings
nicht dieselbe hohe Sensitivitat, die bei der Anwendung von embryonierten Hihnereieren
besteht. Aus diesem Grund ist diese Methode nicht als Standardmethode zu empfehlen
[BEER et al., 2006; CLAVIJO et al., 2002; FLI, 2010a; MORESCO et al., 2009].

Mit Hilfe der molekularen Methode, der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Polymerase Chain
Reaction) kann eine Infektion mit HPAIV schneller nachgewiesen bzw. ausgeschlossen
werden als mit der klassischen Methode. Auch die molekulare Methode folgt beim Nachweis
Aviarer Influenza einem Stufenprinzip. So wird zuerst, um die Anwesenheit von Influenza-A
spezifischer RNA zu Uberprifen, eine Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) durchgefihrt,
welche ein Fragment des Matrixproteingens amplifiziert [FLI, 2010a]. Fallt der Nachweis von
Influenza-A-RNA positiv aus, werden weitere RT-PCRs durchgefiihrt, welche dem
subtypspezifischen Nachweis von H5 und H7 dienen. Diese Untersuchungen basieren auf
einer Amplifizierung von definierten Fragmenten des jeweiligen HA-Gens und detektieren
somit anzeigepflichtige AlVs [DYBKAER et al., 2004; FLI, 2010a; SPACKMAN et al., 2002].
Wurde der Subtyp H5 bzw. H7 nachgewiesen, kann durch Sequenzierung des
Genabschnitts, der fir die Spaltstelle des HA kodiert, die erwartungsgeméafRe Pathogenitat
des Virus bestimmt werden. Befinden sich an der Spaltstelle mehrere basische
Aminosauren, wird das Virus als HPAIV eingestuft WERNER & KALETA, 2005].

Mit Hilfe einer generischen RT-PCR, die auf einer konservierten Region des HA2-Gens

basiert, und anschliel3ender Sequenzanalyse ist auRerdem eine schnelle Identifizierung aller
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H-Subtypen von Influenza-A-Viren moglich [PHIPPS et al., 2004]. Weiterhin existieren fir
alle bisher bekannten 9 N-Subtypen von Influenza-A-Viren subtypspezifische RT-PCRs
[FEREIDOUNI et al., 2009]. Dies ermoglicht eine vollstandige Charakterisierung innerhalb
weniger Tage. Eine Ausschlussdiagnose, also ein negatives Ergebnis des Nachweises des
Matrixproteingens, kann sogar, im Gegensatz zur klassischen Methode, innerhalb eines
einzigen Arbeitstages erfolgen [FLI, 2010a].

Der indirekte Nachweis von AIV erfolgt anhand serologischer Untersuchungen. Dabei
werden mit Hilfe von ELISA Tests spezifische Antikérper nachgewiesen, die gegen die
Nukleoprotein- bzw. Matrix-Antigene gebildet wurden [FLI, 2010a, VAHLENKAMP et al.,
2008]. Findet hierbei eine positive Reaktion statt, werden die Antikbrper mittels
Hamagglutinationshemmungstest (HAH-Test) subtypisiert [FLI, 2010a; GIESE et al., 2008;
LESCHNIK et al., 2007].

Weitere mdgliche Untersuchungsmethoden sind der Immundoppeldiffusions-Test, der
Hamagglutinationstest, der Agar-Gel-Prazipitations-Test sowie der Virusneutralisationstest
[ENTSCHEIDUNG 2006/437/EG DER KOMMISSION; VAHLENKAMP et al., 2008; WERNER
& KALETA, 2005].

4.7 Tierseuchenrechtliche Aspekte

Wie bereits in Kapitel B 4 beschrieben, kann die Gefliigelpest zu enormen wirtschaftlichen
Verlusten in der Geflugelindustrie fihren und ist deshalb eine nach dem Tierseuchengesetz
sowie dem Terrestrial Animal Health Code 2010 des Internationalen Tierseuchenamtes
(Office International des Epizooties/O.1.E) anzeigepflichtige Infektionskrankheit. Aus diesem
Grund ist bei bestehendem Verdacht auf Gefligelpest der zustandige Amtstierarzt zu
informieren. Wird der Ausbruch der Gefligelpest amtlich bestétigt, erfolgt in fast allen
Landern weltweit die Bek&dmpfung mit Hilfe staatlich angeordneter MaRnahmen [WERNER &
HARDER, 2006]. In Deutschland wird in der ,Verordnung zum Schutz gegen die
Geflugelpest (Gefligelpestverordnung) vom 18. Oktober 2007 (BGBI. | S. 2348), die zuletzt
durch Artikel 1 der Verordnung vom 18. Dezember 2009 (BGBI. | S. 3939) geandert wurde”,
die Bekampfung der Aviaren Influenza geregelt. Diese dient auRerdem der Umsetzung der
Richtlinie 2005/94/EG des Rates vom 20. Dezember 2005. Laut Gefliigelpestverordnung
wird die Gefligelpest wie folgt definiert: ,Geflligelpest liegt vor, wenn a) hochpathogenes
aviares Influenza-A-Virus der Subtypen H5 oder H7, das fiir multiple basische Aminosauren
im Spaltbereich des Hamagglutininmolekiils kodiert, durch Virus-, Antigen- oder
Genomnachweis (virologische Untersuchung) oder b) andere als in Buchstabe a genannte
Influenzaviren mit einem intravendsen Pathogenitatsindex von mehr als 1,2 in sechs Wochen

alten Huhnern durch virologische Untersuchung (hochpathogenes aviares Influenzavirus) bei



Literatur 19

einem gehaltenen Vogel oder hochpathogenes aviares Influenza-A-Virus des Subtyps H5N1
bei einem Wildvogel durch eine virologische Untersuchung nachgewiesen worden ist.“ Da
Heilversuche verboten sind, werden die Tiere des betroffenen Betriebs getttet und
unschadlich beseitigt. Diese MalRnahme soll den Erreger schnellstméglich tilgen. Weiterhin
werden Stalle, Einrichtungsgegenstande, Geratschaften sowie Fahrzeuge, die flr den
Transport getoteter oder verendeter Vogel genutzt wurden, fachgerecht gereinigt und
desinfiziert. AufRRerdem werden um den Ausbruch der Seuche Schutz- und
Uberwachungszonen eingerichtet, innerhalb derer der Verkehr von Menschen, Tieren und
Produkten gesperrt oder eingeschrankt ist. Schutzimpfungen gegen Gefllgelpest sind
ebenso wie Heilversuche generell verboten. Allerdings kdénnen durch die zusténdige
Behdrde, nach einer Zustimmung der Kommission der Europaischen Gemeinschaft,
Ausnahmen erteilt werden. Dazu gehdren z.B. Impfungen in Zoos, amtlich zugelassenen
Einrichtungen, Institutionen oder Zentren, aber auch zur Arterhaltung oder zur Erhaltung

seltener Rassen.

4.8 Epidemiologie

In den letzten Jahren unterlag die Epidemiologie der Aviaren Influenza einer grundlegenden
Veranderung [ALEXANDER, 2007], was sich unter anderem in einer verklrzten Frequenz
der HPAI-Ausbriiche zeigt. So fanden von 1959 bis 1995, also innerhalb von 37 Jahren, 14
HPAI-Ausbriiche statt. Dies entspricht einer Haufigkeit von einem Ausbruch alle 2,64 Jahre.
In den 13 Jahren von 1996 bis 2008 wurde das Auftreten von HPAIV hingegen 11 Mal
berichtet, wodurch sich eine Erhéhung der Frequenz auf einen HPAI-Ausbruch alle 1,18
Jahre ergibt [ALEXANDER & BROWN, 2009]. Ebenso steigerte sich die Zahl des betroffen
Geflugels pro HPAI-Ausbruch. Diese zwei Phanomene begriinden sich zum einen in einer
gréReren Bekanntheit der Aviaren Influenza und ihrer besseren Diagnosemaoglichkeiten, der
Erfolglosigkeit, die Infektionen in Gefligel zu kontrollieren und auszumerzen, der
fortlaufenden Entwicklung und Industrialisierung der Gefliigelhaltung weltweit sowie der
freieren Berichterstattungen und Untersuchungen der Krankheit. Zum anderen koénnen
Abweichungen der Flugrouten von Wildvogeln auf Grund klimatischer Veranderungen fir
diesen Trend verantwortlich sein [ALEXANDER, 2007].

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der seit 1959 dokumentierten HPAI-Erstausbriiche bei

Geflugel.
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Tabelle 2: Berichtete HPAI-Erstausbriiche bei Gefligel seit 1959 modifiziert nach ALEXANDER
& BROWN [2009] und RODRIGUEZ-LECOMPTE et al. [2011]

HPAIV Subtyp Geschétzte Zahl betroffenen Gefliigels
1 Alchicken/Scotland/59 H5N1 1 kleiner Betrieb
2 Alturkey/England/63 H7N3 29.000
3 Alturkey/Ontario/7732/66 H5N9 8.000
4 Alchicken/Victoria/76 H7N7 58.000
5 Al/chicken/Germany/79 H7N7 600.000 Huhner, 80 Génse
6  Alturkey/England/199/79 H7N7 9.000
7  Alchicken/Pennsylvania/1370/83 H5N2 17.000.000
8 Alturkey/lreland/1378/83 H5N8 307.000, davon 270.000 Enten
9  Al/chicken/Victoria/85 H7N7 240.000
10 Afturkey/England/50-92/91 H5N1 8.000
11  A/chicken/Victoria/1/92 H7N3 18.000
12  Alchicken/Queensland/667-6/94 H7N3 22.000
13  A/chicken/Mexico/8623-607/94 H5N2 unbekannt — Millionen?
14  Alchicken/Pakistan/447/94 H7N3 > 6.000.000
15 A/goose/Guandong/96 H5N1 unbekannt — mehrere hundert Millionen
Alchicken/Hong Kong/97
Alchicken/Eurasia and Africa/2003-2006
16  Alchicken/NSW/97 H7N4 310.000
17  Alchicken/Italy/330/97 H5N2 8.000
18  Alturkey/Italy/99 H7N1 13.732.912
19  AJchicken/Chile/2002 H7N3 634.000
20 Alchicken/Netherlands/2003 H7N7 > 28.000.000
21 Alchicken/Texas/2004 H5N2 6.608
22  Alchicken/Canada-BC/2004 H7N3 >17.000.000
23  Alostrich/S. Africa/2004 H5N2 > 30.000
24 Alchicken/N. Korea/2005 H7N7 219.000
25  Alturkey/England/2007 H5N1 160.000
26  Alchicken/Canada/2007 H7N3 540
27  Alchicken/England/2008 H7N7 15.000
28  Alchicken/Spain/2009 H7N7 30.000

4.8.1 Situation weltweit

In Sutdostasien wurde 1997 erstmals ein HPAIV des Subtyps H5N1 detektiert. Dieses hat
sich, beginnend im Dezember 2003, zunachst erheblich im gesamten sidostasiatischen
Raum ausgebreitet und sorgte dort fir Al-Ausbriiche, die ein bis zu diesem Zeitpunkt
unerreichtes Ausmaf} annahmen. Siudkorea, Vietnam, Japan, Thailand, Kambodscha, Laos,
Indonesien, China und Malaysia gehérten zu den zuerst betroffenen Landern [WERNER,
2005]. Im Fruhjahr 2005 fuhrte das HPAIV H5N1 am See Qinghai in China zu einem
Massensterben von wilden Wasservogeln [CHEN et al.,, 2005]. Trotz gravierender
Malnahmen die weitere Ausbreitung des Virus zu verhindern, fand es sich im Verlauf des
Sommers und Herbstes 2005 auch in westlicher gelegenen Regionen, also in der Mongolei,
in Kasachstan sowie im Siden Russlands [UNGER et al., 2007]. Ende 2005 erreichte das
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Virus die Schwarzmeerregion sowie, mit der Tirkei, Rumanien, Kroatien und der
ukrainischen Halbinsel Krim, Europa [HARDER et al., 2006]. Sowohl in Indonesien als auch
in Agypten gilt bei Gefliigel die Infektion mit HPAIV H5N1 als endemisch [METTENLEITER,
2011]. Gegen Ende Winter und Anfang Fruhling 2006 wurden der O.l.E HPAI-Geschehen
von zahlreichen européischen Landern (Bulgarien, Griechenland, Italien, Slowenien,
Osterreich, Deutschland, Bosnien-Herzigowina, Frankreich, Ungarn, Slowakei, Schweiz,
Serbien-Montenegro, Polen, Danemark und Schweden) gemeldet [TEIFKE et al., 2007;
WHO, 2006b]. Seit 2003 berichteten weltweit inzwischen 63 Lander den Ausbruch von
HPAIV H5N1 in Haugefligel und/oder Wildvogeln (http://www.oie.int). Alleine von Januar bis
Marz 2011 fanden bereits insgesamt 153 Ausbriiche in 12 Landern (Bangladesch,
Kambodscha, Agypten, Hong Kong, Indonesien, Japan, Myanmar, Korea, Indien, Vietnam,
Westjordanland und Israel) statt. Indessen kam es im Zeitraum zwischen November 2003
und Marz 2011 nur in 16 Landern zu 539 bestatigten Fallen von H5N1 beim Menschen,
wobei davon 318 todlich endeten. Dies entspricht einer Letalitat von 58,9 % [FAO, 2011].
Dies zeigt, dass die Wahrscheinlichkeit, sich mit HPAIV H5N1 zu infizieren, gering ist. Erfolgt
allerdings eine Infektion mit HPAIV H5N1, verlauft die Erkrankung sehr stark.

4.8.2 Situation in Deutschland

Seit dem Jahr 1979, in dem der Influenza-A-Subtyp H7N7 fir einen Ausbruch von Aviarer
Influenza in Deutschland verantwortlich war, wurde erst wieder am 08.05.2003 der Verdacht
auf Geflligelpest in einem Mastbestand in Nordrhein-Westfalen amtlich bestatigt. Hierbei
handelte es sich ebenfalls um den HPAIV-Subtyp H7N7, der kurz zuvor in den Niederlanden
255 Ausbriiche verursachte. Es erfolgte daraufhin unter anderem die unschadliche
Beseitigung aller Tiere des Seuchenbetriebes sowie des gesamten Gefllgels im Umkreis
von 1 km. Weitere MalRnahmen, wie Sperrzonen oder Transportverbote, wurden ergriffen
[WERNER, 2004]. Von Juni 2004 bis Januar 2005 wurden im Rahmen eines
Monitoringprogramms deutschlandweit 829 Besténde Uberwiegend serologisch auf die
AIV-Subtypen H5 und H7 untersucht. Dabei wurden in vier Gansebestdnden in
Nordrhein-Westfalen sowie in einer Gansehaltung in Niedersachsen Antikbrper gegen AlV
H5 bzw. AlV H7 festgestellt. Die Tiere dieser positiv getesteten Herden wurden vorbeugend
getotet [WERNER, 2005]. 2005 konnte trotz intensiver Al-Monitoringuntersuchungen (9.578
Wildvdgel sowie eine reprasentative Anzahl an Hausgefligel) kein HPAIV nachgewiesen
werden. LPAIV unterschiedlicher Subtypen, darunter auch H5N1, befanden sich allerdings
sowohl in der Wildvogelpopulation als auch in zwei Hausgefliigelbestanden [HARDER et al.,
2006]. Im Februar 2006 trat HPAIV H5N1 Asia zunachst bei wilden Wasservdgeln auf der

Insel Rigen auf. Von dort aus verbreitete sich das Virus entlang der Ostseekiiste bis hin zur
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Nordsee sowie nach Brandenburg und infizierte nunmehr auch ein gréReres Spektrum an
Vogelarten. Auch in Suddeutschland wurden Infektionen von HPAIV H5N1 bei Wildvdgeln
nachgewiesen, wobei diese sich vor allem am Bodensee und in Franken manifestierten.
Deutschlandweit konnten im Jahr 2006 344 Falle von HPAIV H5N1 bei Wildvbgeln und ein
Ausbruch in einem Hausgefligelbestand in Sachsen im April festgestellt werden. Zusatzlich
wurde das Virus bei Hauskatzen und einem Steinmarder detektiert [UNGER et al., 2007].
2007 erfolgte ein erneuter Nachweis von HPAIV H5N1 bei 326 Wildvogeln, wobei 325 davon
tot aufgefunden worden waren. Ein Grol3teil der infizierten Wildvogel befand sich an der
Talsperre Kelbra in Sachsen-Anhalt nahe der Grenze zu Thiringen. Auch bei sechs
Hausgefligelhaltungen kam es zu Ausbriichen Aviarer Influenza. Neben kleinen Bestanden
von 10 bis 32 Tieren mit Enten, Gansen und Huhnern in Thiringen sowie Brandenburg,
waren auch zwei grof3e Betriebe in Bayern mit ungefahr je 17.000 Mastenten betroffen, in
denen die Tiere entweder verendet sind oder gekeult wurden. Die Ausbriiche stehen
raumlich sowie zeitlich mit bei Wildvogeln vorkommenden Féllen in Verbindung [HARDER et
al., 2008; HARDER et al., 2009]. Ende 2008 trat ein erneuter Fall von HPAIV H5N1 in einem
Mischgefligelbetrieb in Sachsen auf, wobei sich insgesamt die Situation deutlich beruhigte.
Bei Wildvogeln konnte im gleichen Jahr kein HPAIV H5N1 nachgewiesen werden. Dagegen
wurden im Landkreis Cloppenburg in Niedersachsen aufgrund eines LPAIV
H5N3-Geschehens mit 34 amtlich festgestellten Ausbriichen bei Hausgefliigel ca. 610.000
Tiere getotet. Diese Mallhahme begriindete sich in dem Risiko, dass sich niedrigpathogene
Varianten des Subtyps H5 oder H7 durch Mutation zu hoch pathogenen Virusvarianten
entwickeln kénnen [HARDER & SCHOENE, 2010; SCHOENE et al., 2009]. Im Jahr 2009
kam es zu weiteren LPAI-Ausbrichen in Hausgefligel, unter anderem in
Nordrhein-Westfalen in einem Putenbetrieb, verursacht durch den Subtyp H7N7, sowie in
Tharingen in einem gemischten Wassergefligelbestand, ausgeltst durch den Subtyp H5N2.
Im Januar wurde HPAIV H5N1 einzig bei einer am Starnberger See erlegten Stockente
detektiert [HARDER & SCHOENE, 2010]. 2010 ging das LPAI-Geschehen weiter. So wurden
im November 17.000 Enten und Ganse in Mecklenburg-Vorpommern getétet. Grund hierflr
war die Angst, dass der in Routineuntersuchungen entdeckte LPAIV H5N2 in den
hochpathogenen Subtyp H5N1 mutiert (http://www.promedmail.org). Der jlngste
LPAI-Ausbruch ereignete sich in Nordrhein-Westfalen. Am 27.05.2011 wurde zunachst das
Vorliegen des Subtyps H7N7 in einem hihnerhaltenden Betrieb durch das Nationale
Referenzlabor fur Gefligelpest am FLI bestatigt. Weitere Betriebe waren betroffen. So sind
in zehn Stallungen 83 Tiere positiv auf H7N7 getestet und mehr als 100.000 Vdgel getotet
worden. Anfang Juni kam es auch in Baden-Wuttemberg und Bayern zu einem Ausbruch in
zwei Geflugelbetrieben. Beide hatten Kontakt zu einem der auf H7N7 positiv getesteten

Betriebe in Nordrhein-Westfalen. Ende Juni waren zudem Betriebe in Sachsen betroffen.
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Phylogenetische Untersuchungen des LPAIV haben eine enge Verwandtschaft mit Viren
ergeben, die im Marz 2011 fur einen Al-Ausbruch in den Niederlanden verantwortlich waren
bzw. im Juli 2010 im Zoo Hannover nachgewiesen wurden [http://www.animal-health-
online.de; http://www.oie.int; http://www.promedmail.org; FLI, 2011a]. Eine Infektion mit
HPAIV H5N1 bei Menschen konnte in Deutschland bisher nicht bestatigt werden [WHO,
2011].

5 Auswirkungen der Aviaren Influenza auf die

Gefligelhaltung

Das weltweite Auftreten der Aviaren Influenza zog einige gesetzliche Konsequenzen nach
sich. Darunter féallt auch die Aufstallungspflicht, welche in der Geflligelpest-Verordnung
vorgeschrieben, aber aus tierschutzrechtlichen Grinden kritisiert wird. Da die Betriebe
zumeist nicht auf eine dauerhafte Aufstallung ausgerichtet sind, kommt es durch den
Platzmangel zu einer eingeschrankten Bewegungsfreiheit der Tiere [SALZBORN, 2007].
Zudem besteht eine hohe Belastung durch Ammoniak und organischen Staub, welcher sich
im Allgemeinen aus Partikeln der Einstreu, des Futters, von Hihnerfedern sowie —kot
zusammensetzt und sowohl mit Bakterien und Pilzen als auch mit Endotoxinen behaftet ist
[DANUSER, 2000]. Das Fehlen von Klimareizen, Tageslicht und Bademdglichkeiten bei
Wassergefliigel sind weitere Faktoren, die zu extremem Stress sowie zu einer verminderten
Immunabwehr flihren. Die entstehenden hohen Besatzdichten beglinstigen zusatzlich die
Entwicklung und Ausbreitung von Krankheiten innerhalb eines Bestandes. Auch spontane
Mutationen von LPAIV zu HPAIV werden durch die beschleunigten Tierpassagen erleichtert
[SALZBORN, 2007]. In kleinen, extensiven Gefliigelhaltungen ist die Wahrscheinlichkeit
einer solchen Mutation wesentlich geringer [TURNER, 2004]. Infolge der Aufstallung kann es
auBerdem zu einer verminderten Legeleistung sowie zu Aggressivitdit und
Verhaltensstérungen der Tiere kommen [SALZBORN, 2007]. Im Hinblick auf die
Geflugelproduktion konnte ein negativer Zusammenhang zwischen dem Auftreten der
Aviaren Influenza und der Nachfrage an Geflugelfleisch festgestellt werden [BEACH &
ZHEN, 2009]. AuRerdem erleidet die 0Okologische Gefliigelproduktion durch die
Aufstallungspflicht, zuséatzlich zu den wirtschaftlichen Einbul3en, einen Imageverlust
[DAMME, 2006], auch wenn in der Verordnung (EG) Nr. 699/2006 festgesetzt wurde, dass
es ,den Erzeugern erlaubt werden muss, ihr Gefliigel ohne Verlust des 6kologischen Status
in Stallen zu halten, wenn zum Schutz der Gesundheit von Mensch und Tier auf der
Grundlage des Gemeinschaftsrechts Beschrénkungen, einschliel3lich tierseuchenrechtlicher
Beschrédnkungen, beschlossen werden, die dem Zugang von Gefligel zu Auslauf- oder
Weideflachen entgegenstehen®.


http://www.animal-health-online.de/
http://www.animal-health-online.de/
http://www.oie.int/
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C Material und Methoden

1 Material

1.1 Chemikalien

Chemikalie Art.-Nr. Hersteller

100 bp Ladder N3231L New England Biolabs GmbH
(Frankfurt am Main)

Borsaure A3581 AppliChem GmbH (Darmstadt)

Bromphenolblau (4 %ig) 1.08122 Merck KGaA (Darmstadt)

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) A-6284 AppliChem GmbH (Darmstadt)

Chloroform-lsoamylalkohl 24:1 C0549-1QT Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)

Dinatriumethylendiamintetraessigsaure 1.08454 Merck KGaA (Darmstadt)

(Na;EDTA)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NazHPO4 X2 Hzo)

Ethanol, 100 %ig

Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Flussigstickstoff

GenAgarose LE

Glycerin

Isopropanol, 100 %ig
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Lysozym (54.500 U/mg Protein)

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Proteinase K (30 U/mg Protein)
Salzsaure (HCI)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Ultra Pure'™ Glycogen

1.06580.1000

1.00983.2500
E-8751

E-4884

M3044.055
A3552
1.09634.2511
1.04873.0250
L-6876

1.06404.1000
L-4390
M3036.0500
0319

1.08382
10814-010

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)
Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)
Linde AG (Unterschlei3heim)

Genaxxon Biosience (Biberach)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)
Merck KGaA (Darmstadt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
Genaxxon Biosience (Biberach)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
InVitrogen GmbH (Karlsruhe)

1.2 Gebrauchslésungen

100 bp Ladder
100 bp Ladder

Gelladepuffer
Steriles, deionisiertes Wasser

CTAB-NaCl
CTAB (0,2 M)
NacCl (0,5 M)
Destilliertes Wasser

50 pl
50 pl

100 l

36,64 g
1,46 g

50 ml
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Ethidiumbromid (10 mg/l)
Ethidiumbromid lg
Steriles, destilliertes Wasser 100 ml

Gelladepuffer (GLB)

Gesattigte Bromphenolblauldsung 750 pl

Glycerin (40 %ig) 5000 pl

Nuklease-freies Wasser 4250 pl
NaCl

NacCl 1461 ¢

Destilliertes Wasser 50 ml

PBS-Puffer (pH 7.4)

Dinatriumhydrogenphosphat 1,44 ¢
NacCl 8 g
KCI 0,2 g
Kaliumdihydrogenphosphat 0,24 g
Steriles, destilliertes Wasser 11
SDS (10 %iq)
SDS 549
Destilliertes Wasser 50 mi
TBE-Puffer (0,5 %iq)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (0,9 M) 108 ¢
Borsaure (0,9 M) 55 ¢
Na,EDTA pH 8 (0,5 M) 40 ml
Steriles, destilliertes Wasser 11
TE-Puffer
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (10 mM) 121 g
EDTA (1 mM) 0,37 g
Steriles, destilliertes Wasser 11
1.3 Gebrauchsmaterialien
Gebrauchsmaterial Art.-Nr. Hersteller/Vertreiber
Attrappe Hahn/Huhn 680-A/679-B  Traumland der Figuren (Recklinghausen)
Kunstrasen getuftet 2154987 OBI (Freising)
Mahlgefal® (10 ml) und Edelstahlmahlkugeln 69985 Qiagen (Hilden)
Mérser 410-9113 VWR International GmbH (Darmstadt)
Pistill 410-9323 VWR International GmbH (Darmstadt)
Saugrohr 2863-1480 Karcher (Freising-Achering)
Saugschlauch 9012-0040 Kércher (Freising-Achering)
Schweiz Metall-Gebirgskraxe 54763-01-000 Raer (Hildesheim)
Spanngurt mit Klemmschnalle 55555-00-220 Raer (Hildesheim)
Turbobirste fir Nass-/Trockensauger 4130-1770 Kércher (Freising-Achering)
Wanne fir Lyophilisator 600.587.62 IKEA (Eching)

Zeltnagel offen 10000053409 doorout.com GmbH & Co.KG (Fulda)
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1.4 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Art.-Nr. Hersteller

Destilliertes Wasser Eigenproduktion

Filtertten fir Nass-/Trockensauger 6.904-263.0  Karcher (Freising-Achering)

GenElute™ PCR Clean-Up Kit NA1020 Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)

INSTANT Virus RNA Kit 845-KS- AJ Innuscreen (Jena)

4250050

INTYPE IC-RNA 05-901 Labor Diagnostik Leipzig (Leipzig)

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR 12239264001 Roche Applied Science (Mannheim)

Green |

LightCycler® Kapillaren 11909339001 Roche Applied Science (Mannheim)

LightCycler® TagMan® Master 4735536001 Roche Applied Science (Mannheim)

Nukleasefreies Wasser P119 Promega GmbH ( Mannheim)

PCRFast” Geflugel TG1009 Th.Geyer (Berlin)

PCR Master Mix M7505 Promega GmbH ( Mannheim)

peqGOLD TriFast'™ 30-2010 PeqLab Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

Pipetten-Filterspitzen (0,5-10 ul) 70.1115.410 Sarstedt AG & Co.KG (NUmbrecht)

Pipetten-Filterspitzen (10-100 ul) 70.762.412 Sarstedt AG & Co.KG (NUmbrecht)

Pipetten-Filterspitzen (100-1000 pl) 70.760.411 Sarstedt AG & Co.KG (Numbrecht)

PowerSoil™ DNA Isolation Kit 12888-50 MO BIO Laboratories, Inc. (Carlsbad,
USA

pUC19-Plasmid-DNA X911.1 Carl )Roth (Karlsruhe)

QlAamp® DNA Stool Mini Kit 51504 Qiagen (Hilden)

QlAamp® Viral RNA Mini Kit 52904 Qiagen (Hilden)

Reaktionsgefalie aus PP, PCR-clean (0,5 ml) 211-2163 VWR International GmbH (Darmstadt)

Reaktionsgefalie aus PP, PCR-clean (1,5 ml) 211-2164 VWR International GmbH (Darmstadt)

Reaktionsgefalie aus PP, PCR-clean (2,0 ml) 211-2165 VWR International GmbH (Darmstadt)

Reaktionsgefalie aus PP, steril (15 ml) 188271 Greiner Bio-One International AG
(Frickenhausen)

Reaktionsgefalie aus PP, steril (50 ml) 227261 Greiner Bio-One International AG
(Frickenhausen)

RNA PowerSoil™ Total RNA Isolation Kit 12866-25 MO BIO Laboratories, Inc. (Carlsbad,
USA

RNasefreies Wasser 129112 Qiag)en (Hilden)

Schuhilberziige CPP Grol3e S 113-1020 VWR International GmbH (Darmstadt)

Superscript™ |1l One-Step RT-PCR System 12574-026 Invitrogen (Karlsruhe)

with Platinum® Taq DNA Polymerase

1.5 Technische Geréate

Technisches Geréat

Typ-Bezeichnung

Hersteller/Vertreiber

Analysenwaage R200D
Analysenmihle A 10
Elektrophoresekammer 40-1214
Gefriertrocknungsanlage P12KS

Laborschwingmuhle

LightCycler® 1.x
Mikrowellenherd
Mikrozentrifuge Mini Spin®

TissueLyser Il

Sartorius AG (Gottingen)

Jahnke & Kunkel IKA® Labortechnik
(Staufen)

PeqLab Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

Dieter Piatkowski (Miinchen)
Qiagen (Hilden)

Roche Applied Science (Mannheim)
Bauknecht Hausgerate GmbH
(Stuttgart)

Eppendorf AG (Hamburg)
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Technisches Geréat

Typ-Bezeichnung

Hersteller/Vertreiber

Minizentrifuge
Nass-/Trockensauger

Spannungsgerat fir Agarosegele
Spectrophotometer NanoDrop

Sterilwerkbank Herasafe

Thermocycler
Thermomixer
Tischzentrifuge
UV-Gerat

Vortex Genie 2
Vortexadapter

Wasserbad

Sprout™, Nr. 552010
A 2701
EV 234

ND-1000/UV/VIS
HS 12

T 3000
Comfort
Galaxy 16 DH
983506

G560 E
13000-V1

Typ 1013

Biozym Scientific GmbH (Hess)
Karcher (Freising-Achering)

PeqLab Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

PeqLab Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

Kendro Laboratory Products GmbH
(Hanau)

Biometra GmbH (Goéttingen)
Eppendorf AG (Hamburg)

VWR International GmbH (Darmstadt)
ITF Labortechnik GmbH & Co.KG
(Wasserburg)

Scientific Industries (Bohemia, USA)
Mo Bio Laboratories, Inc. (Carlsbad,
USA)

Gesellschatft fur Labortechnik GmbH
(Burgwedel)




28

(101910 411 3apoylsN) Kundzjpwyas JayasiweulApowtayl (Do) NI s
HQWoO TOIGTON gl UoAjubisep

Material und Methoden

1.6 Primer und Sonden

ogg-v

[9002] "re 13 NNVINFH4OH ¥2/-€0/. [ T9/.SSN 99V 919 999 9L OYI IOV DOV-TXAJ IXAQ-T-d493
[9002] ‘Te 1 NNVINJHOH Gl€ ¥6/-€18 / T9/.9SN 09 1VO 219210 9VIO V1D 11D d-0Td494
[9002] "re 13 NNVINd4OH 9G¥-6EY / T9.5GN 91 002 YOV 929 99V 921 4-¢1d493
) ogd j — A
[2002] "12 30 NYINMOVdS usushxuren -V9 229 VvV D10 220 299 VOL-Iv4 Og8-Wvd VA
[z002] ‘e 18 NVINYMOVAS ezuanjju| v dAL usjre 910 LAL OVV D11 D1V OVV VWV 091 ASIT TIN-VAI
. ul uoifay 811aINIBSUOY —
[200z] Te 18 NVINMDVCS 921 99V 92I VVL 011 219 VO1 VOV 10JT IN-VAI

1V 11V 199 090 991 91V 109 909

uaquy auabla 022 6%722-892¢ / LET601 SYS LYY OV O9Y DLV OvD VLY S 6TONd-uaxaIyD
9G¥ VYV 19V 9V1
uaqly auablo ¥'18 /68T-8/8T / LET6071 DOV VOO 990 OLL YV VOL VOL 101 VOL 6TONd-WIS
D1V OVV VOL V2D 109 ¥OD D10 OVO
. _ i 909
[666T] e 19 YOVNNSLVIN 9'6S €GTGT-6LTGT / 26£2SX OVO LYY SVY OV SLY OVD VLY vy uadaIyd
. . Lee VYV VOL VOL 101 VOL
[666T] 'Ie 1 YOVYNNSLYIN v'zL 0667 T-£G61T / 2Z6£2SX SLY OV YL Y95 159 Y93 O1D IS wis
. j 099-099 -
uaqly auabla T'0L 86T-S.T / 9TE00X 119 195 195 191 995 99¥ 53L-Nvo *_\,_P|c_§mv_
uaqly auabla L'1S a 892-282 / 9TE00X OVVY OVO VYOI 910 D10 JVD VOV «d unesay
uaqly auabla G'/G T9T-¥¥T / 9TE00X VYV V2D 000 11D 210 9VD x4 unesay
. i A3l Syuej)
uaqly auabla ¥'6G 9Zv-Svv / L¥800C 19 V99 91V 99V 191 299 1VD + 5 UNeISIOPaY
1aqJy auabia ‘ bee - 10} SYuey
Elel\v] ! ¥'6G 9g2-,12 / L¥800C 91 109 191 191 21D 9VD VD + 5 UnRIoIapoY
uaqly auabla €'/G 8TE-/€€ / TTSLTX 19 1VI V99D 1VO WO 991099 A8l Y Unesayiapad
Waqly auabld €25 991 T6T-2LT / TIGLTX OLVOL 10D 11D 911 1009V 10}V unelaxiape-
1aqly auabla ¥'19 092 -6.2 / 9TE00X 29 129 929 VVO VOV 299 10D A8 uneIaNIapaS
Weqly auabld 0'T9 981 ZTT-¥6  / 9TE00X 2 101 000 OVD L1V 919 919 10} URIDM ISP
[da] uonisod / yuequag
zualsjey xx(D6) N1 aBug|uoNIdwy LOIeSIeN0T (€ €« .5) zuanbag aweN




Material und Methoden

29

1.7 Probenmaterial

1.7.1 Probenmaterial zur Testung des vogelspezifischen Genabschnitts

Um die Spezifitdt des gewdahlten vogelspezifischen Genabschnitts zu testen, wurden diverse

Proben tierischer Herkunft gesammelt.

Material von Vogeln

In Zusammenarbeit mit der Klinik fir Vogel, Reptilien, Amphibien und Zierfische der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen in Oberschlei3heim und dem Tierpark Hellabrunn

in Miinchen konnten Federn, Kotproben oder Kloakentupfer folgender Vogelarten gewonnen

werden (Tabelle 3):

Tabelle 3: Liste der auf den vogelspezifischen Genabschnitt getesteten Vogelarten und
entnommenen Materials

Vogelart Wissenschaftlicher Name Ordnung Federn Kot/Kloakentupfer
Amsel Turdus merula Passeriformes + /
Blasshuhn Fulica atra Gruiformes / +
Brauner Sichler Plegadis falcinellus Ciconiiformes / +
Buntspecht Picoides major Piciformes + +
Elster Pica pica Passeriformes + +
Fasan Phasianus colchicus Galliformes + +
Grinfink Carduelis chloris Passeriformes + +
Hausrotschwanz Phoenicurus ochruros Passeriformes + /
Hockerschwan Cygnus olor Anseriformes / +
Hyazinthara Anodorhynchus hyacinthinus Psittaciformes + +
Kanadagans Branta canadensis Anseriformes / +
Kolkrabe Corvus corax Passeriformes + +
Kuhreiher Bubulcus ibis Ciconiiformes + +
Loffelente Anas clypeata Anseriformes / +
Mausebussard Buteo buteo Falconiformes + +
Monchsgrasmiicke Sylvia atricapilla Passeriformes + +
Nymphensittich Nymphicus hollandicus Psittaciformes + +
Rebhuhn Perdix perdix Galliformes + +
Ringeltaube Columba palumbus Columbiformes / +
Roter Sichler Eudocimus ruber Ciconiiformes / +
Rothalsgans Branta ruficollis Anseriformes / +
Sakerfalke Falco cherrug Falconiformes + +
Spatz/Haussperling Passer domesticus Passeriformes + /
Sperber Accipiter nisus Falconiformes + +
Star Sturnus vulgaris Passeriformes + +
Steinadler Aquila chrysaetos Falconiformes + +
Stockente Anas platyrhynchos Anseriformes / +
Sumpfohreule Asio flammeus Strigiformes + +
Turmfalke Falco tinnunculus Falconiformes + +
Waldkauz Strix aluco Strigiformes + +
Waldohreule Asio otus Strigiformes + +
Waldrapp Geronticus eremita Ciconiiformes + +
Wanderfalke Falco peregrinus Falconiformes + +
Wespenbussard Pernis apivorus Falconiformes + +
Wintergoldhéhnchen Regulus regulus Passeriformes + /
Witwenpfeifgans Dendrocygna viduata Anseriformes / +
W istenbussard Parabuteo unicinctus Falconiformes / +

+: vorhandenes Untersuchungsmaterial
/: kein Untersuchungsmaterial vorhanden
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Weiteres Probenmaterial

Zudem wurden die in Tabelle 4 aufgefihrten Kotproben von Reptilien sowie die
unterschiedlichen Probenmaterialien von Insekten und weiteren Tierarten untersucht.
Reptilien wurden deshalb in die Untersuchungen mit aufgenommen, da diese durch ihre sehr
nahe Verwandtschaft zu Végeln [NICKEL et al., 1992; SAWYER & KNAPP, 2003; STORCH
& WELSCH, 2005] moglicherweise falsch positive Ergebnisse erzeugen kdnnen, Insekten
und Regenwiirmer dagegen, weil sie auf den Versuchsflachen haufig vertreten waren. Die
von diesen Tieren gewonnenen Proben stammten gréf3tenteils aus der Auffangstation fur

Reptilien Miinchen e.V..

Tabelle 4: Liste weiterer auf den vogelspezifischen Genabschnitt getesteter Tierarten

Tierart Wissenschaftlicher Name
Abgottschlange Boa constrictor
Blauzungenskink Tiliqua scincoides

Gecko Gekkonidae

Gelbe Dionennatter Elaphe dione

Griechische Landschildkréte

Grine Wasseragame
Grlner Leguan
Hausmaus
Hauspferd

Hausratte
Hausschwein
Heimchen
Kdnigsnatter
Kdnigspython
Leopardgecko
Mauereidechse
Mittelmeergrille
Prarie-Strumpfbandnatter
Regenwurm
Ritteranolis
Rotkehlanolis
Stachelleguan
Steppenwaran
Teppichpython
Wanderheuschrecke

Testudo hermanni
Physignathus cocincinus
Iguana iguana

Mus musculus

Equus ferus caballus
Rattus rattus

Sus scrofa domestica
Acheta domesticus
Lampropeltis

Python regius
Eublepharis macularius
Podarcis muralis

Gryllus bimaculatus
Thamnophis radix
Lumbricida

Anolis equestris

Anolis carolinensis
Sceloporus

Varanus exanthematicus
Morelia spilota variegata
Locusta migratoria

1.7.2 Positivkontrollen

Als Positivkontrolle zur Testung des vogelspezifischen Genabschnitts dienten Federn von
Huhnern, die auf der Versuchsstation Viehhausen der Technischen Universitat Minchen
gehalten wurden. Dagegen diente ein RNA-Extrakt des Influenzavirus H8N4, das vom
Referenzlabor des Friedrich-Loffler-Instituts zur Verfiigung gestellt wurde, als Positivkontrolle

zum Nachweis von Influenza A mittels real-time RT-PCR.
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1.7.3 Feldproben

Die Feldproben wurden von den geschitzten sowie den ungeschitzten Arealen der funf
festgelegten Standorte (siehe Kapitel C 2.3.1) gewonnen. Hierbei kam das in Kapitel C 2.3.3

beschriebene Verfahren zum Einsatz.
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2 Methoden

2.1 Methodenentwicklung

2.1.1 Aufbereitung der Proben

Um eine hohe Reproduzierbarkeit zu gewdahrleisten, wurden verschiedene Methoden zur
Homogenisierung mit Hilfe von Staub aus einem Huhnerstall, der sowohl Federn als auch
Strohfasern enthielt, im 4x-Ansatz getestet. Dies erfolgte anhand eines Aliquots dieser Probe
im Originalzustand sowie weiteren Aliquots, welche mit Hilfe von Flissigstickstoff, einer
Schlagmihle und dem TissueLyser 1l der Firma Qiagen zerkleinert wurden. Eine
anschlielende  DNA-Extraktion mit nachfolgender real-time PCR mit einem
vogelspezifischen Genabschnitt als Zielsequenz zeigte das Resultat dieser

Aufbereitungsmethoden.

Flussigstickstoff

Nach der Uberfilhrung der Probe in eine Porzellanreibschale wurde Fliissigstickstoff
hinzugefiigt. Durch dessen extrem niedrige Temperatur von -196 °C gefriert das
Probenmaterial sehr schnell und macht es sprode. Dies erleichterte, sobald der

Flussigstickstoff vollstéandig verdampft war, das Zermorsern der Probe mit dem Pistill.

Schlagmiuhle
Das Prinzip der Schlagmuhle beruht auf dem Zertrimmern des Probenmaterials durch einen

Hartmetallschlager, der mit hoher Drehzahl rotiert. Dabei entsteht Warme. Ist diese zu hoch,
kann sich das, durch daraus resultierende Veradnderungen der Probe, negativ auf die
weiteren Untersuchungen auswirken. Um diesen Effekt mdglichst gering zu halten, wurde die

Probe 2 Mal im Abstand von 1 min fir 15 s gemabhlen.

TissuelLyser I
Der TissueLyser 1l ist eine Laborschwingmihle der Firma Qiagen. Fur diese

Homogenisierungsmethode wurde die Probe in ein geratespezifisches Mahlgefal? mit einem
Volumen von 10 ml gegeben. Zuséatzlich befand sich in diesem Gefal3 eine Edelstahlkugel,
welche durch Schwingungen des TissueLysers Il bei einer Frequenz von 30 Hz fur 30 s die

groben Bestandteile der Probe zu feinem Staub zerdrickte.

Fir die statistische Auswertung der Ergebnisse der Probenaufbereitung (crossing points der

real-time PCR mit der Zielsequenz des mitochondrialen Cytochrom b) wurde eine
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einfaktorielle Varianzanalyse mit dem fixen Faktor ,Probenaufbereitung® mit der
GLM-Prozedur von SAS (Vers. 9.2, SAS Institute Inc., Cary, USA) anhand des Tukey-Tests
durchgefuhrt. Gegenstand der Varianzanalyse waren signifikante Mittelwertunterschiede
zwischen den Probenaufbereitungen (nicht homogenisiert, Flissigstickstoff, Schlagmiihle,

TissueLyser Il). Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.

2.1.2 DNA-Extraktion

Zur Isolierung der DNA sowohl aus Federn als auch aus Vogelkot wurden drei verschiedene
Verfahren getestet, namlich der PowerSoil™ DNA Isolation Kit von MoBio Laboratories Inc.,
der QlAamp® DNA Stool Mini Kit der Firma Qiagen und die Cetyltrimethylammoniumbromid
(CTAB)-Extraktion nach KORTHALS et al. [2008a] mit Modifikationen.

Bei der Extraktion mit dem PowerSoil™ DNA Isolation Kit wurde ein Aligout der Probe in ein
bereitgestelltes Reaktionsgefald Uberfihrt, welches mit einer Pufferldsung und den
sogenannten ,beads” gefllt ist. Nach Zugabe einer lysierenden Ldsung erfolgt ein zehn-
minutiger Vortex-Schritt, der die mechanische und chemische Lysis der Zellen unterstitzt.
Die weiteren Arbeitsschritte bewirken eine Prazipitation organischer und nicht organischer
Substanzen, die Bindung der DNA an eine Silika-Membran, die Beseitigung von
Huminséuren und anderen Kontaminanten mit vor allem inhibitorischer Wirkung und die
anschliel3ende Freisetzung der aufgereinigten DNA von der Silika-Membran. Die genauen

Arbeitsschritte werden in Abbildung 5 beschrieben.

Die Praparation mit dem QIAamp® DNA Stool Mini Kit erfolgte nach dem Protokoll zur
Isolation von DNA aus Faeces fir humane DNA-Analysen. Im ersten Schritt werden die
Zellen mit einem Puffer lysiert. Die nachfolgende Zugabe einer testkiteigenen
InhibitEX-Tablette dient der Bindung von Kotbestandteilen, welche bei einer PCR inhibierend
wirken konnen. Die weiteren Arbeitsschritte bewirken einen Proteinverdau sowie die
Aufreinigung der DNA mit Hilfe der QIAamp® Mini Spin Column (Abbildung 6).

Das Prinzip der CTAB-Extraktion beruht auf einer chemischen und enzymatischen Lysis der
Zellen mit einer anschlielenden auf Chloroform-lsoamylalkohol basierenden DNA-Isolierung.
Die Aufarbeitung der DNA aus dem Huhnerstallstaub erfolgte nach dem Schema in
Abbildung 7.
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0,125 g Probe

vortexen

l + 60 pl Solution C1

vortexen mit Vortexandapter
10 min bei max. Geschwindigkeit

Zentrifugation 30 s, max. 10000 x g

Pellet verwerfen

Uberstand in ein neues
2 ml Collection Tube transferieren

l + 250 pl Solution C2
vortexen 5 s
Inkubation 5 min bei 4°C

Zentrifugation 1 min, 10000 x g

Pellet verwerfen bis zu 600 pl Uberstand in ein

Abbildung 5:

neues 2 ml Collection Tube transferieren
l + 200 pl Solution C3
vortexen 5 s
Inkubation 5 min bei 4°C
Zentrifugation 1 min, 10000 x g
Pellet verwerfen bis zu 750 pl Uberstand in ein
neues 2 ml Collection Tube transferieren
+ 15 pl Solution C4

vortexen 5 s

bis zu 675 pl auftpin Filter pipettieren
Zentrifugation 1 min, 10000 x g

Durchfluss verwerfen
weitere zweimal wiederholen

/ \ + 500 pl Solution C5

Durchfluss verwerfen Zentrifugation 30 s, 10000 x g

Durchfluss verwerfen Zentrifugation 1 min, 10000 x g
Spin Filter in ein neues 2 ml
Collection Tube transferieren
+ 100 pl Solution C6
Zentrifugation 30 s, 10000 x g

v

DNA

Extraktion der DNA mit dem PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories
Inc.) nach Herstellerangaben
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0,125 g Probe

auf Eis stellen
+ 1,6 ml Puffer ASL
1 min vortexen
Zentrifugation 1 min, 16000 x g
1,4 ml Uberstand in neues 2 ml ReaktionsgefaR transferieren
+ 1 InhibitEX Tablette

1 min vortexen
Inkubation 1 min bei Raumtemperatur
Zentrifugation 4,5 min, 16000 x g

Pellet verwerfen Uberstand in neues 1,5 ml GefaR transferieren
Zentrifugation 4,5 min, 16000 x g

25 pl Proteinase K in neues
2 ml Reaktionsgefal pipettieren

+ 600 pl Uberstand aus vorangegangenem Schritt
+ 600 pl Puffer AL

15 s vortexen
Inkubation 10 min bei 70°C

+ 600 pl Ethanol (96-100%)

vortexen
600 pl Lysat in QIAamp Spin Column transferieren
Zentrifugation 1,5 min, 16000 x g

Durchfluss verwerfen Transfer der QlAamp Spin Column
in neues 2 ml Sammelgefal

600 pl Lysat in QIAamp Spin Column transferieren
Zentrifugation 1,5 min, 16000 x g

Durchfluss verwerfen Transfer der QlIAamp Spin Column
in neues 2 ml Sammelgefal

600 pl Lysat in QIAamp Spin Column transferieren
Zentrifugation 1,5 min, 16000 x g

Durchfluss verwerfen Transfer der QlAamp Spin Column
in neues 2 ml Sammelgefan
+ 500 pl Puffer AW1
Zentrifugation 1,5 min, 16000 x g
Transfer der QlIAamp Spin Column Durchfluss verwerfen
in neues 2 ml Sammelgefar
l + 500 pl Puffer AW2
Zentrifugation 4,5 min, 16000 x g
Transfer der QlAamp Spin Column Durchfluss verwerfen
in neues 1,5 ml Sammelgefal
+ 200 pl Puffer AE

Inkubation 1 min bei Raumtemperatur
Zentrifugation 1,5 min, 16000 x g

DNA

Abbildung 6: Extraktion der DNA mit dem QIAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben
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0,125 g Probe

l + 1,5 ml PBS-Puffer

Schitteln 15 min, 350 rpm
Zentrifugation 10 min, 10000 x g *

Uberstand verwerfen Pellet
l + 500 ul TE-Puffer
Inkubation 20 min bei 80 °C
l + 25 pl Lysozym (20 mg/ml nukleasefreies H,O)
Inkubation 2 h bei 37 °C

+61,7 pl 10 % SDS
+ 12,2 pl Proteinase K (20 mg/ml nukleasefreies H,O)

leicht vortexen,
Inkubation 20 min bei 65 °C

+ 124,78 pl CTAB-NaCl
+ 89,85 pl 2,5M NaCl

vortexen,
Inkubation 10 min bei 65 °C

l + 750 pl Chloroform-lsoamylalkohol (24:1)
vortexen,
Zentrifugation 5 min, 13000 x g

Transfer von 600 ul Uberstand in ein 1,5 ml Reaktionsgefar

+ 2 ul Glycogen
+ 600 pl Isopropanol (100 %)

Zentrifugation 10 min, 16000 x g

Uberstand verwerfen Pellet
l + 600 pl Ethanol (70 %)
Zentrifugation 2 min, 16000 x g

Uberstand verwerfen Pellet

l + 30 pl nukleasefreies H,O

DNA

* ab hier nach Protokoll

Abbildung 7: Extraktion der DNA mit CTAB nach Korthals et al. [2008a] mit Modifikationen

2.1.3 Nachweis eines vogelspezifischen Genabschnitts mittels PCR

Um den avidren Eintrag quantitativ mittels real-time PCR mit dem LightCycler® zu
bestimmen, wurde eine Gensequenz herangezogen, die Uber das gesamte Vogelspektrum

verbreitet, aber bei keiner anderen taxonomischen Klasse vorhanden ist.
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2.1.3.1 Auswahl des Genabschnitts

Als vogelspezifisches Gen erschien das Federkeratingen als geeignet, da die Ausbildung
von Federn fir die Klasse Aves spezifisch ist [BRUSH, 1996; NICKEL et al., 1992]. Deshalb
wurden verschiedene Sequenzabschnitte des Federkeratingens vom Huhn mit Sequenzen
diverser Tierarten mit Hilfe der Programme BLAST der Gendatenbank von NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) und Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html)
verglichen. Dieser Schritt diente dazu, eine fur Vogel spezifische Sequenz zu finden und fur
diese geeignete Primer zu designen.

Weiterhin wurde ein Sequenzabschnitt des mitochondrialen Cytochrom b ebenfalls als fiir
maoglicherweise geeignet erachtet, da dieser bereits in einer Publikation von MATSUNAGA et
al. [1999] zur Identifikation der Fleischart Huhn gegen Rind, Schwein, Schaf, Ziege und Pferd

erfolgreich eingesetzt wurde.

2.1.3.2 Uberpriifung der Spezifitat

Um herauszufinden, ob sich die beiden gewéahlten Sequenzabschnitte, des Federkeratingens
oder des mitochondrialen Cytochrom b, als vogelspezifisch erweisen, wurde jeweils mit den
entsprechenden Primerpaaren und Temperaturprofilen eine real-time PCR mit dem
LightCycler® durchgefiihrt. Fir eine erste Abschatzung des Funktionierens der Methode
wurden Proben vom Huhn sowie der Saugetiere Pferd und Schwein untersucht. Die
Saugetiere wurden deshalb gewahlt, weil der Verwandtschaftsgrad zum Huhn sehr gering ist
und dadurch eine Amplifikation des gewdahlten Federkeratingensequenzabschnitts
unwahrscheinlich erschien. AnschlieRend erfolgte eine Ausweitung der Untersuchungen auf
in Tabelle 3 und Tabelle 4 aufgelistete Tierarten. Aufgrund der sehr nahen Verwandtschaft
von Reptilien und Vogeln [NICKEL et al., 1992; STORCH & WELSCH, 2005] und der damit
einhergehenden Wahrscheinlichkeit, falsch-positive Ergebnisse zu erzielen, wurden Proben
von Reptilien in die Untersuchungen mit einbezogen. Zusatzlich wurden Insekten,
Regenwlrmer und andere Tiere auf Vorkommen bzw. Abwesenheit dieses Genabschnitts

mittels real-time PCR getestet.

Federkeratingen

Zur Testung des Federkeratingens wurden die in Kapitel C 1.6 aufgeflhrten Primerpaare
eingesetzt. Die nachfolgenden Abbildungen (Abbildung 8, Abbildung 9 und Abbildung 10)
zeigen die Basensequenzen der in der PCR zu amplifizierenden DNA-Fragmente sowie die

Lage der jeweiligen Primer und Sonden.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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121

181

241

301

cttgtttttc
gaacaaaaag

tin A for
cttccttgat
cttccttgat
gaaggaacta

gggagaaggc
ccctctteccg

cactctggcc
gtgagaccgg

tggcattcac
accgtaagtg

9=
ggtgcctcct
ccacggagga

cttgggctac
gaacccgatg

atgcaataca
tacgttatgt
&gt

taggtctttc
atccagaaag

gcctgettct
cggacgaaga

ctctgctggce
gagacgaccg

tatccatctt
ataggtagaa
gtaggtagaa

tctatgtgta
agatacacat

ctctgcttgt
gagacgaaca

gttcttgggg
caagaacccc

gccagccatg
cggtcggtac

cggtcgg

Federkeratin A rev

gaacttgatg
cttgaactac

caatgtgttg
gttacacaac

atctgggggc
tagacccccg

cctcttctct
ggagaagaga

Federkera-

gagcctttg
tgagcctttg
actcggaaac

ggggagggtt
ccccteccaa

tgccaagcct
acggttcgga

gggtcagcag
cccagtcgtc

Abbildung 8: Sequenz des mit den Primern Federkeratin A for und Federkeratin A rev zu
amplifizierenden Federkeratingenabschnitts (X17511) sowie Lage der Primer
(tarkis)

181

241

301

361

421

agaccttggt
tctggaacca

tgtgaggtgt
acactccaca

ctcgccaagc
gagcggttcg

tggcaatcag
accgttagtc

ggtctactcc
ccagatgagg
&=

atgagccttg
tactcggaac

ggtgggagaa
ccaccctctt

ctctgtccct
gagacaggga

gccaccaggc
cggtggtccg

catcctacag
gtaggatgtc

ctccttgttg
gaggaacaac

ggcctttggce
ccggaaaccg

gctccgectg
cgaggcggac

tacttctcac
atgaagagtg

ccatgtcctg
ggtacaggac

Federkeratin C + flanks rev

Federkeratin C + flanks for

tgctcccacc
acgagggtgg

tgactctact
actgagatga

tccctgatcc
agggactagg

gcagcctgtg
cgtcggacac

cttcgatctg
gaagctagac

agctctgttc
tcgagacaag

ggtgattctg
ccactaagac

ccggectgtg
ggccggacac

cttttcttgt
gaaaagaaca

tgccgtccct
acggcaggga

tgcttgccag
acgaacggtc

gggatctggg
ccctagaccc

cctcctgtct
ggaggacaga

cctctctcca
ggagagaggt

gtggcccgac
caccgggctg

Abbildung 9:

Sequenz des mit den Primern Federkeratin C + flanks for und Federkeratin C +

flanks rev zu amplifizierenden Federkeratingenabschnitts (J00847) sowie Lage
der Primer (pink)
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Federkeratin for
gtggtga ttcagccctc tc=
61 gagccctgtg tgcgccagtg ccaggactcc cgggtggtga ttcagccctc tcccgtggtg
ctcgggacac acgcggtcac ggtcctgagg gcccaccact aagtcgggag agggcaccac

Keratin_F

cagctce ttcccecaga= tccage

121 gtcaccctgc cgggacccat cctcagctcc ttcccccaga acaccgctgt cggctccagce
cagtgggacg gccctgggta ggagtcgagg aagggggtct tgtggcgaca gccgaggtcg

Keratin_TM
acctctgctg ctgttggc
181 acctctgctg ctgttggcag tatcctcagc caggagggag ttcctatctc ctgtggtggc
tggagacgac gacaaccgtc ataggagtcg gtcctccctc aaggatagag gacaccaccg

241 tttggcatct ctggcctggg cagccgcttc tctggcagga ggtgtctgcec ctgctaa
aaaccgtaga gaccggaccc gtcggcgaag agaccgtcct ccacagacgg gacgatt
(= ¢ gtcggcgaag agaccgtcc
Federkeratin rev
&=

Keratin_R

Abbildung 10: Sequenz des mit den Primern Federkeratin for und Federkeratin rev (grin),
sowie dem Sondensystem, bestehend aus den Primern Keratin F und
Keratin_R (dunkelgrau) und der Sonde Keratin_. TM (hellgrau) zu
amplifizierenden Federkeratingenabschnitts (X00316) sowie Lage der Primer

Je nach Primerpaar variierte das Temperaturprofil der jeweiligen real-time PCR, wobei
insbesondere die Annealingtemperatur und —zeit, die Zyklenzahl sowie die
Magnesiumkonzentration optimiert bzw. angepasst wurden. Als Master Mix diente der
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | Kit der Firma Roche Applied Science. Fiir
jedes Primerpaar (Federkeratin for und Federkeratin rev, Federkeratin A for und Federkeratin
A rev, Federkeratin C + flanks for und Federkeratin C + flanks rev, Keratin_F und Keratin_R)
wurden unterschiedliche Magnesiumkonzentrationen getestet, wodurch sich das

Pipettierschema im Bezug auf MgCl, sowie H,O dementsprechend veranderte (Tabelle 5).

Tabelle 5: Reaktionsansatz zum Nachweis des Federkeratingens mittels real-time PCR mit

SYBR Green |
Konzentration der volumen .[HI]

Komponenten StammISsung Endkonzentration Mg2+

2mM | 3mM | 4mM
SYBR Green | MasterMix* 10 x konzentriert 2,0
Primer forward 10 uM 1,0
Primer reverse 10 pM 1,0
MgCl, 25 mM 0,8 1,6 2,4
H.O 13,2 12,4 11,6
template DNA 2,0
Endvolumen 20,0

*FastStart Tag DNA-Polymerase, Reaktionspuffer, ANTP-Mix, SYBR Green | Farbstoff, 10 mM MgCl,
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Die Annealingtemperatur ist von der Basenabfolge der Primer abhéngig und wird etwa 5 °C
unter deren Schmelztemperatur [Ty] angesetzt. Entsprechend der Ty der verwendeten
Primer wurden die in Tabelle 6 aufgefiihrten Annealingtemperaturen getestet. Eine Erhéhung
dieser Temperatur in gleichmafigen Schritten von je 2 °C diente der Optimierung. Ebenso
empfahl es sich, aufgrund der differierenden Lénge der entstehenden Amplifikate, zwei
unterschiedliche Inkubationszeiten des Annealingschritts zu prifen. Das nachstehende

Temperaturprofil (Tabelle 6) traf fir alle vier Primerpaare zu.

Tabelle 6: Temperaturprofil am LightCycIer® zum Nachweis des Federkeratingens mit SYBR

Green |
Programm Zieltemperatur [°C] | Inkubationszeit [s] | Zyklen
Initiale Denaturierung 95 600
Denaturierung 95 10
Amplifikation | Annealing 583/55/57/59/61 5/10 40/45
Elongation 72 7
Segment 1 95 0
Schmelzkurve | Segment 2 65 15
Segment 3 95 0
Kihlphase 40 30

Fur den Nachweis des Federkeratingens mit Hilfe des in Zusammenarbeit mit TIB MOLBIOL
entwickelten Sondensystems, bestehend aus den Primern Keratin_F und Keratin_R, sowie
der mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM versehenen Sonde Keratin_TM, wurde als Master Mix
der LightCycler® TagMan® Master eingesetzt. Dieser ist speziell auf die Detektion des hier
gewahlten Sondensystems ausgelegt. Tabelle 7 zeigt die Zusammensetzung des

Reaktionsansatzes einer solchen real-time PCR.

Tabelle 7: Reaktionsansatz der real-time PCR zum Nachweis des Federkeratingens mit Sonde

Komponenten Konzentration der Stammlésung Volumen [pl]
Master Mix* 5 x konzentriert 4,0
Keratin_F 10 uM 1,0
Keratin_R 10 uM 1,0
Keratin_TM 10 uM 0,2
H,O 8,8
template DNA 50
Endvolumen 20,0

* FastStart Tag DNA-Polymerase, Reaktionspuffer, ANTP-Mix (mit dUTP statt dTTP), MgCl»

Das Temperaturprofil wurde nach den Empfehlungen der Firma Roche fiir den LightCycler®
TagMan® Master Kit eingestellt. Da aber die Annealingtemperatur von der Basenabfolge der
eingesetzten Primer abhangig ist, wurde weiterhin die optimale Temperatur mit Hilfe einer

Versuchsreihe diesbeziiglich ermittelt (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Temperaturprofil am LightCycIer® zum Nachweis des Federkeratingens mit Sonde

Programm Zieltemperatur [°C] | Inkubationszeit [s] | Zyklen
Initiale Denaturierung 95 600
Denaturierung 95 10
Amplifikation | Annealing 49/51/53/55/57 40 45
Elongation 72 1
Kihlphase 40 30

Mitochondriales Cytochrom b

Fur den Nachweis des mitochondrialen Cytochrom b fand der PCRFast Kit fur Geflligel der
Firma Th. Geyer Verwendung. Dazu wurden die Reaktionsansatze nach dem vom

Unternehmen empfohlenen Standardprotokoll hergestellt (Tabelle 9).

Tabelle 9: Reaktionsansatz der real-time PCR zum Nachweis des mitochondrialen Cyt b mit
SYBR Green |
Komponenten Konzentration der Stammlésung Volumen [pl]
SYBR Green | MasterMix* 10 x konzentriert 2,0
MgCl, 25 mM 12
H,O 6,8
template DNA 10,0
Endvolumen 20,0

*FastStart Tag DNA-Polymerase, Reaktionspuffer, dANTP-Mix, SYBR Green | Farbstoff, 10 mM MgCl,

Das Temperaturprofil wurde gemaf Qualitatszertifikat des Instituts fir Produktqualitat (IfP) mit
anschliel3ender Schmelzkurve eingestellt (Tabelle 10). Allerdings wurde die Anzahl der Zyklen
von 30 auf 40 erhoht, da die erwartete DNA-Menge des Untersuchungsmaterials geringer
einzuschatzen war als im Lebensmittelbereich, fur den der PCRFast Kit fur Geflugel

urspringlich entwickelt wurde.

Tabelle 10:  Temperaturprofil am LightCycIer® zum Nachweis des mitochondrialen Cyt b mit
SYBR Green |
Programm Zieltemperatur [°C] | Inkubationszeit [s] | Zyklen
Initiale Denaturierung 95 600
Denaturierung 95 10
Amplifikation i 40
pikaton | el 5 o
Segment 1 95 0
Schmelzkurve | Segment 2 65 15
Segment 3 95 0
Kihlphase 40 30
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Zur Uberpriifung des Reaktionsverlaufs wurden stets sowohl eine Positivkontrolle als auch

eine Negativkontrolle bei jedem Versuchsansatz mitgefuhrt.

Schmelzkurvenanalyse

Um das in der real-time PCR entstandene Amplifikat zu bestimmen, wurde nach 45 Zyklen
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Hierfir wurde die Temperatur stetig in einem
Intervall von 0,1 °C pro Sekunde beginnend bei 65 °C bis hoch zu 95 °C gesteigert, wobei
eine kontinuierliche Messung der Fluoreszenzintensitéat stattfand. Diese
Temperaturerhhung bewirkt das Aufschmelzen der komplementdren DNA-Strdnge in
Einzelstrdnge. Die Schmelztemperatur [Ty] hangt von der Basenzusammensetzung des
Amplifikationsprodukts ab und ist dadurch fiir jede doppelstrangige DNA spezifisch. Ty wird
als die Temperatur definiert, bei der 50 % der Ziel-DNA denaturiert ist und somit in
Einzelstrangen vorliegt. Sequenzen, die Uberwiegend GC-Basen aufweisen, schmelzen bei
einer hoheren Temperatur als AT-reiche Sequenzen. Durch die erste negative Ableitung der
Fluoreszenz zur Temperatur (-dF/dT vs T) kann ein Schmelzpeak erstellt werden, wobei der
Hohepunkt der Kurve der Schmelztemperatur entspricht. Dieser Peak wiederum erméglicht

die Verifizierung und Differenzierung unterschiedlicher Amplifikate.

Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden die in der real-time PCR entstandenen Fragmente
nach ihrer Grol3e elektrophoretisch aufgetrennt und mit fluoreszierenden Farbstoffen, z.B.
Ethidiumbromid [AAIJ & BORST, 1972; BORST, 2005], unter UV-Licht sichtbar gemacht
[THIEMAN & PALLADINO, 2007].

Zur Herstellung des 1 %igen Agarosegels wurde 1 g Agarose eingewogen, mit 100 ml
0,5 x TBE-Puffer aufgeschittet und im Mikrowellenherd aufgekocht, bis das Agarosepulver
vollstandig geldst vorlag. Nach kurzem Abkihlen erfolgte die Zugabe von 3,6 ml
Ethidiumbromid, welches sich zwischen die Basen der DNA einlagert (interkaliert) und durch
Anregung im UV-Licht sichtbar gemacht werden kann. Danach wurde das Gemisch zur
Auspolymerisierung in eine mit einem passenden Kamm praparierte Gelkammer gegossen
und anschlieRend in eine mit 0,5 x TBE-Puffer gefillte Laufkammer uberflhrt. 8 ul des
PCR-Produkts wurden mit 2 ul GLB versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Zusatzlich
erfolgte das Auftragen von 15 ul der 100 bp DNA-Leiter als GréRenstandard auf das Gel. Die
Auftrennung der DNA-Fragmente fand bei einer Spannung von 200V und 45-mintiger
Laufzeit statt.
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Sequenzierung

Auch wenn alle Wildvdgel zur taxonomischen Klasse der Vdgel gehoéren, unterscheiden sie
sich in einigen Abschnitten der DNA. Diese Sequenzdiversitat kann unter anderem zur
Identifizierung von Vogelarten herangezogen werden [HERBERT et al.,, 2004]. Um zu
Uberprifen, ob auch der gewahlte Sequenzabschnitt des mitochondrialen Cytochrom b
solchen Sequenzunterschieden unterliegt und dadurch zu zur Positivkontrolle abweichende
Schmelzkurven fihrt, wurde stichprobenweise DNA aus Proben von Wanderfalke,
M&ausebussard, Stockente, Turmfalke, Spatz, Kolkrabe sowie Amsel extrahiert, mittels
real-time PCR vervielfaltigt, auf das Agarosegel aufgetragen und nach dem Ende des Laufs
mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung der
Banden mittels QIlAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen (Abbildung 11). Die so
gewonnenen Produkte wurden zur Sequenzierung der Firma Sequiserve geschickt und
deren Ergebnisse anschliel3end mit der entsprechenden Sequenz des Huhns verglichen und

ausgewertet.

Ausschneiden der Bande aus Agarosegel mit sterilem Skalpell

Uberfithrung der gewogenen DNA-Bande in 2 ml ReaktionsgefaR = 1 Volumenansatz
l + 3 Volumenansatze QG-Puffer

Inkubation 10 min bei 50 °C
zwischenzeitliches vortexen

l + 1 Volumenansatz Isopropanol

vortexen
Séaule in das mitgelieferte Collection Tube stellen

Uberfiihrung der Probe auf Saule
Zentrifugation 1 min

Durchfluss verwerfen Sé&ule in Collection Tube zuriickstellen
l + 0,5 ml QG-Puffer
Zentrifugation 1 min
l + 0,75 m PE-Puffer

Zentrifugation 1 min

Durchfluss verwerfen Séaule in Collection Tube zuriickstellen
Zentrifugation 1 min, 10000 x g

Saule in neues 1,5 ml Reaktionsgefaf? stellen
+ 30 pl EB-Puffer

Inkubation 1 min bei Raumtemperatur
Zentrifugation 1 min

DNA-Isolat

Abbildung 11: Eluierung von Banden aus Agarosegelen mit dem QIAquick Gel Extraction Kit
nach Herstellerangaben
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2.1.3.3 Uberprufung der Sensitivitat

Die Sensitivitat wird durch die Wahrscheinlichkeit fur die richtig-positiven Ergebnisse
charakterisiert, also flir die entsprechend positive Klassifizierung eines Falls, der das
Kriterium, auf dessen Hinblick untersucht wird, erfillt [BENDER & LANGE, 2001,
GOLDHAMMER & HARTIG, 2008]. Im Bezug auf die vorliegende Arbeit bedeutet dies, dass
die Methode als umso sensitiver betrachtet werden kann, je mehr Vogelarten positiv auf den
untersuchten vogelspezifischen Sequenzabschnitt des mitochondrialen Cytochrom b getestet
werden. Zur Prifung der Sensitivitat dieses Sequenzabschnitts wurden deshalb Federn,

Kloakentupfer bzw. Kotproben verschiedener Vogelarten (Tabelle 3) untersucht.

2.1.3.4 Testung der Methodik an Feldproben

Um zu prifen, ob die entwickelte und validierte Methode ebenfalls bei den Feldproben
anwendbar ist, wurden beispielhaft 20 Proben, die am Standort Wang sowohl auf den
ungeschiitzten als auch auf den mit Netzen geschiitzten Flachen gewonnen wurden, mittels
real-time PCR untersucht. Die nachfolgend durchgefiihrte Agarosegelelektrophorese diente
der Uberprufung der Spezifitat des Amplifikats. Eine zusatzlich mitgefiihrte Positivkontrolle
zeigte das Funktionieren der real-time PCR.

Wie aber aus den Ergebnissen in Kapitel D1.5 hervorgeht, wurden in Umweltproben
unspezifische Produkte gebildet, welche zu falsch-positiven Ergebnissen fuhrten. Aus
diesem Grund wurde die Methode auf Endpunkt-PCR umgestellt. Dies verhindert zwar nicht
die Bildung dieser unspezifischen Produkte, allerdings ist es mdglich, sie aufgrund ihrer
abweichenden Produktlange und der daraus resultierenden unterschiedlichen Laufhdéhe im
Gel vom gesuchten Genabschnitt zu unterscheiden.

2.1.3.5 Endpunkt-PCR

Fur die Umstellung der real-time PCR auf eine Endpunkt-PCR zum Nachweis des
mitochondrialen Cytochrom b mussten die PCR-Bedingungen angepasst werden. Diese
beinhalteten die Annealingtemperatur und -dauer, die Anzahl der durchgefiihrten Zyklen
sowie die eingesetzte Menge an Template in die PCR-Reaktion. Wie aus Tabelle 11
hervorgeht, wurden zwei unterschiedliche Volumina beziglich der Menge an eingesetztem

Template getestet.



Material und Methoden 45

Tabelle 11: Reaktionsansatz der Endpunkt-PCR zum Nachweis des mitochondrialen
Cytochrom b

Komponenten Konzentration der Stammlésung Volumen [pl]
Promega Mix* 2 x konzentriert 12,50
Primer Sim 10 uM 1,25
Primer Chicken 10 uM 1,25
H,O 5,00/9,00
template DNA 5,00/1,00
Endvolumen 25,00

* Taq DNA-Polymerase (50 U/ml), Reaktionspuffer (pH 8,5), dNTP-Mix (je 400 uM), 3 mM MgCl,

Das Temperaturprofil wurde insbesondere bezliglich der Annealingtemperatur optimiert. Wie
Tabelle 12 zeigt, wurden Temperaturen von 55 °C, 60 °C und 65 °C geprtft. Ebenso wurde
die Endpunkt-PCR sowohl mit 30 als auch mit 50 Zyklen durchgefiihrt.

Tabelle 12: Temperaturprofil der Endpunkt-PCR zum Nachweis des mitochondrialen Cytochrom b

Programm Zieltemperatur [°C] Inkubationszeit [s] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 180
Denaturierung 95 30
Annealing 55/60/65 60 30/50
Elongation 72 60
Terminale Elongation 72 600

AnschlieRend erfolgte die Auswertung mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese.

2.1.3.6 Entwicklung der kompetitiven internen Amplifikationskontrolle

Bei der internen Amplifikationskontrolle (IAC) handelt es sich um ein in Lange und Anzahl an
Kopien definiertes DNA-Fragment, welches jeder Probe hinzugegeben und in demselben
Reaktionsgefal? wie die Ziel-DNA gleichzeitig mit dieser amplifiziert wird [HOORFAR et al.,
2004]. Die IAC dient dem Ausschluss von falsch-negativen Ergebnissen [PALLEN et al.,
1992], die durch PCR-inhibierende Matrixkomponenten, aber auch durch Fehlfunktion des
Thermocyclers, einen fehlerhaften PCR-Mix oder eine geringe Aktivitat der DNA-Polymerase
bedingt sein kénnen [RADSTROM et al., 2003]. Dies ist insofern von Bedeutung, da bekannt
ist, dass Bodenproben einige PCR-inhibierende Substanzen, vor allem Huminséuren
[TEBBE & VAHJEN, 1993] sowie Polysaccharide aus Pflanzen [DEMEKE & ADAMS, 1992],
enthalten. Im Gegensatz zur nicht-kompetitiven IAC, bei der zur Amplifikation der Ziel-DNA
und der IAC zwei verschiedene Primerpaare eingesetzt werden, wobei zwei unterschiedliche
PCR-Reaktionen unter denselben Bedingungen funktionieren mussen, wird bei der
kompetitiven IAC ein gemeinsames Primerpaar verwendet [HOORFAR et al., 2004;
SACHADYN & KUR, 1998].
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Die einfachste Vorgehensweise, eine kompetitive IAC herzustellen, besteht in der
Konstruktion von PCR-Produkten, welche in ihrer Lange differieren und infolgedessen durch
eine Agarosegelelektrophorese von der Ziel-DNA visuell leicht zu unterscheiden sind. Ein
Verfahren hierfir stellt die sogenannte ,composite primer technique® dar [HOORFAR et al.,
2004; SACHADYN & KUR, 1998; SIEBERT & LARRICK, 1992]. Die Primer, die hierbei
eingesetzt werden, besitzen am 5'-Ende lberh&dngende Enden, die mit den Primern der
diagnostischen Reaktion identisch sind, wohingegen die 3'-Enden zu einer vorher
festgelegten, zur Ziel-DNA heterologen DNA-Sequenz komplementar sind [HOORFAR et al.,
2004; SACHADYN & KUR, 1998]. Als Template fiir die IAC wurde, basierend auf der
Publikation von SACHADYN & KUR [1998], das Plasmid pUC19 von Escherichia coli
gewahlt. Unter Beriicksichtigung bestimmter Kriterien, unter anderem der Lange des
gewiinschten Amplifikats, wurde mit Hilfe des Programms Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) ein passendes Primerpaar fiir dieses Plasmid designt. Da
eine VergroéRerung eines DNA-Fragments im Bezug zum anderen theoretisch die Kinetik der
Reaktion in Richtung des kleineren DNA-Produkts lenkt, ist es ratsam, die IAC groR3er als die
Ziel-Sequenz zu wahlen [SACHADYN & KUR, 1998]. Zudem berichten ABDULMAWJOOD et
al. [2002], dass eine IAC-Grol3e von weniger als 500 bp die urspringliche Sensitivitat der
PCR nicht beeinflusst. Da die Ziel-Sequenz 227 bp betragt, wurde fur die in dieser Arbeit
verwendeten IAC eine Lange von 456 bp gewahlt. Abbildung 12 zeigt die komplette
Basensequenz der IAC sowie die Lage der zusammengesetzten Primer, wobei die blau
unterlegten Sequenzen jeweils die Primerabschnitte darstellen, die an das pUC19-Plasmid
binden. Die gelb unterlegten Sequenzen markieren dagegen die tUberhangenden Enden,
bestehend aus den diagnostischen Primern Sim und Chicken.


http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

Sim-

..aacatctcatcttgattg

atccagtcta
taggtcagat

cgcaacgttg
gcgttgcaac

tcattcagct
agtaagtcga

aaagcggtta
tttcgccaat

tcactcatgg
agtgagtacc

ttttctgtga
aaaagacact

agttgctctt
tcaacgagaa

ttaattgttg
aattaacaac

ttgccattgc
aacggtaacg

ccggttccca
ggccaagggt

gctccttegg
cgaggaagcc

ttatggcagc
aataccgtcg

ctggtgagta
gaccactcat

gcceggcegte
cgggccgceag

pUC19
ccgggaagct
ccgggaagct
ggcccttcga

tacaggcatc
atgtccgtag

acgatcaagg
tgctagttcc

tcctccgatce
aggaggctag

actgcataat
tgacgtatta

ctcaaccaag
gagttggttc

aatacgggat
ttatgcccta
& ta

agagtaa—)
agagtaagta
tctcattcat

gtggtgtcac
caccacagtg

cgagttacat
gctcaatgta

gttgtcagaa
caacagtctt

tctcttactg
agagaatgac

tcattctgag
agtaagactc

aataccgcgc
ttatggcgcg
ttatggcgcg

gttcgccagt
caagcggtca

gctcgtcgtt
cgagcagcaa

gatcccccat
ctagggggta

gtaagttggc
cattcaaccg

tcatgccatc
agtacggtag

aatagtgtat
ttatcacata

cacatagcag
gtgtatcgtc

taatagtttg
attatcaaac

tggtatggct
accataccga

gttgtgcaaa
caacacgttt

cgcagtgtta
gcgtcacaat

cgtaagatgc
gcattctacg

gcggcgaccyg
cgccgetggce

aactttaaaa
ttgaaatttt

gtgtatcggcggagtaa..
pUC19-Chicken

Abbildung 12: Sequenz der IAC und Lage der zusammengesetzten Primer
: Primer, die an die pUC19-Plasmid-DNA binden

Zur

Herstellung der

: Uberhangende, diagnostische Primer

IAC wurden zunachst 50 pg pUCL19-Plasmid-DNA in 500 pl

nukleasefreiem Wasser geltst. Diese diente in der darauf folgenden konventionellen PCR

als Template. Der restliche Mastermix wurde nach folgendem Pipettierschema (Tabelle 13)

hergestellt.

Tabelle 13: Reaktionsansatz zur Herstellung der IAC mittels konventioneller PCR

Komponenten Konzentration der Stammldésung Volumen [pl]
Promega Mix 2 x konzentriert 12,5
Primer Sim-pUC19 10 pM 1,0
Primer Chicken-pUC19 10 pM 1,0
H,O 9,5
pUC19-Plasmid-DNA 1,0
Endvolumen 25,0

Das Temperaturprofil wird in Tabelle 14 dargestellt. Unter Berlcksichtigung der von TIB

MOLBIOL angegebenen thermodynamischen Schmelzpunkte der zusammengesetzten

Primer wurde die Annealingtemperatur auf 79 °C festgesetzt. Diese ungewdhnlich hohe

Annealingtemperatur ist auf die sehr lange Sequenz der zusammengesetzten Primer

zuruckzufihren.
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Tabelle 14: Temperaturprofil zur Herstellung der IAC mittels konventioneller PCR

Programm Zieltemperatur [°C] Inkubationszeit [s] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 180

Denaturierung 95 60

Annealing 79 60 45
Elongation 72 180

Terminale Elongation 72 600

Um sicherzustellen, dass das Amplifikat der IAC die gewlinschte Gr6RR3e von 456 bp aufweist,
wurde ein Teil des PCR-Produkts mittels Agarosegelelektrophorese Uberprift. Anschliel3end
erfolgte die Aufreinigung des restlichen PCR-Produkts mit dem GenElute™ PCR Clean-Up
Kit von Sigma Aldrich Chemie GmbH mit nachfolgendem Protokoll nach Herstellerangaben
(Abbildung 13). Dieser Schritt diente der Entfernung von restlichen Primern und anderen
Verunreinigungen, welche bei einer weiteren PCR zur Bildung unspezifischer Fragmente

fuhren wirden.

GenElute Miniprep Binding Column

in Collection Tube einsetzen 1 Valumen PCR-Pradukt

l + 0,5 pl Column Preparation Solution
+ 5 Volumen Binding Solution
Zentrifugation 1 min, 12000 x g

Durchfluss verwerfen Zentrifugation 1 min, 16000 x g

/ \ +0,5 pl Wash Solution

Durchfluss verwerfen Zentrifugation 1 min, 16000 x g

/\

Durchfluss verwerfen Zentrifugation 2 min, 16000 x g

— T

Durchfluss verwerfen GenElute Miniprep Binding Column
in neues 2 ml Collection Tube transferieren

l + 50 pl Elution Solution

Inkubation 1 min bei Raumtemperatur

v

Zentrifugation 1 min, 6000 x g

v

Aufgereinigtes PCR-Produkt

Abbildung 13: Aufreinigung von PCR-Produkten mit dem GenElute™ PCR Clean-Up Kit

Aufgrund der Konkurrenz der zu amplifizierenden DNA-Fragmente um die Primer ist bei der
kompetitiven IAC die Konzentration der IAC selbst der wichtigste zu bericksichtigende
Parameter. Diese ist so zu wéhlen, dass sie die geringste reproduzierbare Menge an IAC
darstellt, wodurch gerade noch ein positives Signal erzeugt wird. Eine zu hohe
IAC-Konzentration fuhrt durch Abbau des Ziel-Signals zu falsch-negativen Ergebnissen
[HOORFAR et al.,, 2004]. Aus diesem Grund erfolgte nach der DNA-Aufreinigung die
Quantifizierung der DNA-Konzentration mit dem NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer.

Diese Messung ergab eine DNA-Konzentration der pUC19-DNA mit zusatzlich eingebauter
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Sequenz der diagnostischen Primer von 25,0 ng/ul. Die Ermittlung der optimalen
Konzentration der in die PCR einzusetzenden internen Amplifikationskontrolle erfolgte mittels
dezimaler Verdiinnungsreihe von 10 bis 10™*%. Tabelle 15 zeigt die Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes, Tabelle 16 das Temperaturprofil der durchgefiihrten konventionellen
PCR. Hierbei richtet sich die Annealingtemperatur erneut nach dem thermodynamischen
Schmelzpunkt der fur die weiteren Untersuchungen eingesetzten diagnostischen Primer Sim
und Chicken und liegt bei 65 °C.

Tabelle 15: Reaktionsansatz zur Ermittlung der optimalen IAC-Konzentration mittels
Endpunkt-PCR

Komponenten Konzentration der Stammlésung Volumen [pl]
Promega Mix 2 x konzentriert 12,50
Primer Sim 10 uM 1,25
Primer Chicken 10 uM 1,25
H,O 8,00
pUC19-Plasmid-DNA | 10%/10%/10°/10°%107/10%/20°10"/10"" /10" 1,00
template DNA 1,00
Endvolumen 25,00

Tabelle 16: Temperaturprofil zur Ermittlung der optimalen IAC-Konzentration mittels
Endpunkt-PCR

Programm Zieltemperatur [°C] | Inkubationszeit [s] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 180

Denaturierung 95 30

Annealing 65 60 50
Elongation 72 60

Terminale Elongation 72 600

Die Auswertung der PCR erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese.

Zusammenfassend wird in Abbildung 14 die Konstruktion der kompetitiven IAC schematisch

dargestellt.
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3‘-Enden: Sequenzen komplementar
zur pUC19 - DNA

/N

[=——= =]
5‘-Enden: Gberhangend, Sequenzen
identisch mit diagnostischen Primern

pUC19 Primer

diagnostische Primer

< — BB ] PCR mit zusammengesetzten
Primern und dem pUC19 Plasmid,
welches als Template dient

U 2. PCR-Produkt: gewahlter puC19
Sequenzabschnitt mit zusatzlich
eingebauter Sequenz der

@ diagnostischen Primer an den Enden

!
ﬂ

3. PCR mit diagnostischen Primern

=

Abbildung 14: Schema der Konstruktion der IAC mit der ,composite primer technique“ nach
SACHADYN & KUR [1998] mit Modifikationen

Bei der Auswertung ist zu beachten, dass aufgrund der Konkurrenz um die Primer bei
verhéltnismafig grolRerer Menge an Ziel-DNA eine Amplifikation der IAC mdglicherweise
unterbleibt. Ein solches Ergebnis ist dennoch als positiv zu werten. Erzielen sowohl die IAC
als auch die Ziel-DNA ein negatives Ergebnis, wird eine Inhibition der PCR vermutet,
weshalb das Ergebnis keine Giltigkeit besitzt [HOORFAR et al., 2004].

2.1.4 Nachweis von Influenzaviren

Der Nachweis von Influenza-A-Viren erfolgte mit Hilfe der real-time RT-PCR. Hierbei wird die
virale RNA zunachst durch das Enzym reverse Transkriptase, eine RNA-abhangige
DNA-Polymerase, in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben, da RNA nicht als Matrize
fur die Polymerase geeignet ist [KAWASAKI, 1989]. AnschlieRend erfolgt eine PCR, wobei
die im ersten Schritt entstandene cDNA als Matrize dient. Diese zwei Schritte kdnnen
entweder in einem Reaktionsgefald durchgefihrt werden (One-Tube-RT-PCR) oder rdumlich
wie auch zeitlich getrennt voneinander stattfinden (Two-step-RT-PCR) [WACKER &
GODARD, 2005]. Da dieser Test eine Nukleinsduresequenz des Virus nachweist, besteht die
Maoglichkeit eines direkten Erregernachweises auch dann, wenn das Virus selbst bereits

nicht mehr infektios ist.
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2.1.41 RNA-Extraktion
Fur die Isolierung der RNA aus den Bodenstaubproben wurden unterschiedliche Kits

I™ Total RNA Isolation Kit von MoBio Laboratories

getestet. Diese waren der RNA PowerSoi
Inc., der QlAamp® Viral RNA Mini Kit von Qiagen, der INSTANT Virus RNA Kit von
AJ Innuscreen sowie ein Fliissig-Fliissig-Verfahren mit dem peqGOLD TriFast™ von Peglab.
Vorbereitend wurden 150 mg Probenmaterial eingewogen, mit 3 ml sterilem PBS versetzt
und 30 min bei 350 rpm geschittelt. Um die Eignung der Kits fur diese Probenmatrix zu
Uberprifen, wurden die Proben vor dem Schitteln sowohl mit einem RNA-Extrakt des
Influenzavirus H8N4, zur Verfigung gestellt vom nationalen Referenzlabor fur Gefligelpest
(NRL fur Al), als auch mit der INTYPE IC-RNA [HOFFMANN et al., 2006], einer heterologen
Kontroll-RNA, die zur Amplifikationskontrolle oder als Positivkontrolle fiir die RNA-Extraktion
eingesetzt werden kann, artifiziell kontaminiert. Anschlie@end wurde die Probe 3 min bei
200 x g zentrifugiert und der Uberstand in die Extraktion, welche jeweils nach
Herstellerangaben erfolgte, eingesetzt. Zusatzlich wurden jeweils RNA und IC-RNA in

Abwesenheit der Staubprobe als Extraktionskontrolle mitgefthrt.

2.1.4.2 Real-time RT-PCR

Fiar den Nachweis von Influenza-A-RNA mittels real-time RT-PCR kam eine standardmafig
am Bayerischen Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) in
OberschleiRheim und vom Deutschen Nationalen Referenzlabor anerkannte Methode zum
Einsatz. Bei diesem Test wird das IVA-M1 System, basierend auf der Publikation von
SPACKMAN et al. [2002], angewandt, welches noch modifiziert und mit einem heterologen
internen Kontrollsystem kombiniert wurde. Fur diese Untersuchung wurde der

LightCycler® 480 eingesetzt.

Vor der Herstellung des Mastermixes wurden zwei verschiedene Primer-Sonden-Mixe
zusammenpipettiert, wobei der erste dem Nachweis der viralen RNA (Tabelle 17), der zweite

dem Nachweis der RNA der internen Kontrolle (Tabelle 18) diente.

Tabelle 17:  Primer-Sonden-Mix 1 (IVA-M1.1-Mix-FAM) zum Nachweis der viralen RNA mittels
real-time RT-PCR

Komponenten Konzentration der Stammlésung Volumen [pl]
Primer IVA-M_1for 100 uM 20,0
Primer IVA-m1.1rev 100 uM 20,0
Sonde IVA-M_1FAM-BHQ 100 pM 2,5
RNasefreies H,O 147,5
Endvolumen 200,0
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Tabelle 18: Primer-Sonden-Mix 2 (EGFP-Mix 6 (Limit5)) zum Nachweis der RNA der internen
Kontrolle mittels real-time RT-PCR

Komponenten Konzentration der Stammlésung Volumen [pl]
Primer EGFP-12-F 100 uM

Primer EGFP10-R 100 uM

Sonde EGFP-1-HEX 332 uM 0,75
RNasefreies H,O 189,25
Endvolumen 200,0

Tabelle 19 zeigt die genaue Zusammensetzung des fir den Nachweis der RNA von

Influenza-A-Viren eingesetzten Mastermixes.

Tabelle 19: Reaktionsansatz zum Nachweis der RNA von Influenza-A-Viren mittels real-time

RT-PCR

Komponenten Konzentration der Stammlésung Volumen [pl]
RNasefreies H,O 2,5
2x Reaction Mix* 2 x konzentriert 12,5
SuperscriptwI Il RT/PIatinum®Taq Mix 1,0
Primer-Sonden-Mix 1: 20
IVA-M1.1-Mix-FAM '
Primer-Sonden-Mix 2: 20
EGFP-Mix 6 (Limit5) '
Template RNA 5,0
Endvolumen 25,0

* Reaktionspuffer, ANTP-Mix (je 0,4 mM), 3,

2 mM MgSOg4

Das Temperaturprofil fur die real-time RT-PCR wurde wie folgt vom LGL in OberschleiRheim

Ubernommen (Tabelle 20).

Tabelle 20:  Temperaturprofil zum Nachweis der RNA von Influenza-A-Viren mittels real-time

RT-PCR
Programm Zieltemperatur [°C] | Inkubationszeit [s] Zyklen
Reverse Transkription 50 1800
Inaktivierung RT/Aktivierung Taq 94 120
Denaturierung 94 30
Annealing 57 30 42
Elongation 68 30
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2.2 Entwicklung und Prufung eines netzgeschutzten
Barrieresystems

Die Entwicklung und Prifung des netzgeschitzten Barrieresystems ubernahm die
Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft (LfL). Neben der Prifung von Materialien,
Konstruktionen, Betriebssicherheit, Optimierung fir den Praxiseinsatz im Allgemeinen sowie
der Bewertung von Investitions- und laufenden Kosten, war die Uberprifung der
Barrierewirkung auf Wildtiere bzw. Wildvogel von besonderer Bedeutung, da dadurch der
direkte Kontakt zwischen Nutzgefligel und Wildtieren verhindert und somit das
Infektionsrisiko fur das Nutzgefligel gesenkt werden sollte. Bereits beim Aufbau einer
Testvoliere, welche in erster Linie der Materialauswahl, dessen Erprobung sowie der Prifung
der statischen Eigenschaften diente, wurde die Barrierefunktion der speziell gestalteten
Voliere visuell begutachtet. Eine umfangreichere Prufung der Abwehrfunktion gegentber
Wildtieren wurde an einer mit den spater aufgebauten netzgeschutzten Arealen baugleichen

GroRvoliere mit betriebener Hihnerhaltung und einer GréR3e von 60 m x 60 m durchgeftihrt.

2.3 Dummyversuch

2.3.1 Wahl der Standorte

Bei der Wahl der Standorte wurde insbesondere darauf geachtet, dass sie moglichst viele
Wildvdgel, vor allem aber Wasservogel, die als Hauptreservoir der Aviaren Influenza gelten
[ALEXANDER, 2000; ALEXANDER & BROWN, 2009], in nachster Umgebung aufweisen.
Das Ziel war es, dadurch eine ,Worst-Case-Situation“ nachzustellen, da hierbei die
Ansteckung von Hausgefligel durch Wildtiere, insbesondere Wildvogel, am
wabhrscheinlichsten erfolgt. Ebenso stellte auch die Nahe zu gefligelhaltenden Betrieben ein
weiteres Kriterium dar, da dadurch die Frage des potentiellen Austrags an organischem
Vogelmaterial und somit zugleich die Gefahr der Krankheitstibertragung von Nutzgefliigel auf
Wildtiere geklart werden konnte. Die Notwendigkeit eines Stromanschlusses fir die
Probennahme wirkte zusatzlich auf die Wahl des Standorts ein. In Anbetracht dieser
Bedingungen wurden folgende Areale in Bayern ausgewahlt (Abbildung 15):
e Gelande von E.ON direkt am Ismaninger Speichersee: grofdtes Einzugsgebiet fir
Zugvogel in Bayern
e Gelande der Stadtwerke Minchen in Wang bei Moosburg an der Isar: liegt direkt am
Ausgleichsweiher, der zum Naturschutzgebiet Vogelfreistétte Mittlerer Isarstauseen
gehort. Dieses wiederum zahlt zu den wertvollsten Wasservogelschutzgebieten

Bayerns und weist somit eine hohe Vogeldichte auf
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o Klaranlage in Wang bei Moosburg an der Isar: ist ebenfalls in unmittelbarer Nahe
vom Ausgleichsweiher gelegen

e Versuchsgut Griinschwaige: von Baumen umrahmt, die stark von Sing-, aber auch
von Greifvogeln frequentiert werden

e Versuchsstation Viehhausen: bietet sowohl die Nahe zu einem Geflugelhalter als

auch Nahe zum Wald
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Abbildung 15: Standorte der Areale mit Hihnerattrappen

2.3.2 Aufbau der Areale

Nach Festlegen der Standorte fand die Préaparierung der Areale fir den Versuch statt. Hierzu
wurden zwei Felder mit jeweils 10 m x 10 m mdglichst nebeneinander bzw. mit gleichem
Abstand zu in der Nahe gelegenem Wald, zu StraRen, Wasserflachen oder &ahnlichen
gebietsabhangigen Charakteristika abgesteckt, so dass der Einfluss der Umgebung in
beiden Arealen nahezu identisch war. Der Aufbau der Volieren und der ungeschitzten
Freigehege erfolgte an allen Standorten durch die Bayerische Landesanstalt fur

Landwirtschaft.

Volieren

Fur den Aufbau der Volieren wurde zuerst das Areal genau abgemessen und mit Hilfe einer
Schnur abgesteckt. Fir den Untergrabschutz erfolgte das Ausheben eines Grabens von ca.
30 cm Breite und 50 cm Tiefe mit einem Kleinbagger entlang dieser Linie. Mittig dieses
Grabens entstanden mittels Erdbohrer an jeder Ecke, sowie im Abstand von 5 m zwischen
jedem einzelnen Eckpunkt, insgesamt 8 Lécher mit einem Durchmesser von 30 cm und einer
Tiefe von 100 cm. Diese Lécher erleichterten das Einbringen der 16 cm starken und 4 m

langen Rundhdlzer, welche spéter der Abspannung dienten. Die Rundhdlzer wurden exakt
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ausgerichtet und durch Zuschitten mit Erdresten bzw. Kies befestigt. Das Kirzen der
Rundhoélzer auf einer Hohe von 250 cm legte die Hohe des Barrieresystems fest. Fir die
Zaunflachen wurden 100 cm breite Zaunrollen aus Drahtgeflecht mit einer Lange von 25 m,
einer Maschenweite von 19 mm x 19 mm sowie einer Maschenstarke von 1,35 mm
verarbeitet. Das Anbringen des Zauns erfolgte entlang der Au3enseite der Rundhdlzer, am
oberen Ende beginnend, wodurch drei sich leicht Uberlappende Bahnen entstanden. Die
unterste Zaunbahn ragte ca. 50 cm in den zuvor ausgehobenen Graben und stellte somit
den Untergrabschutz des Barrieresystems dar. Um auch das Eindringen von Kleinnagern,
z.B. WihIimausen, in die Volieren zu verhindern, wurde im unteren Zaunbereich eine kleinere
Maschenweite von 0,9 mm x 0,9 mm sowie eine Maschenstarke von 1,05 mm verwendet.
Ein durch die sich Uberlappenden Zaunbahnen gezogener Spanndraht verknipfte diese
miteinander. Das ausgehobene Erdreich wurde anschlieBend wieder gleichmafig in den
Graben gefillt und verdichtet. Die Stabilisierung des Systems erfolgte mit Hilfe von
Stahlseilen, welche die Rundhdlzer in einer Héhe von 2 m nach auB3en hin abspannten.
Hierzu wurden die Stahlseile mit einer 8 mm starken Gewindestange und einer Ringmutter
am jeweiligen Rundholz fixiert und mittels Erdanker, die die Werkstatt des Instituts fir
Landtechnik und Tierhaltung der Bayerischen Landesanstalt fir Landwirtschaft in Freising
anfertigte, in einem Abstand von 100 cm und einem Winkel von ca. 45° im Boden befestigt.
Die Stahlseile der Eckpfeiler wurden mit je zwei Erdankern, die der anderen Pfeiler mit je
einem Erdanker fixiert. Ferner spannten weitere Stahlseile und Spannschldsser die
Rundholzer auf einer Hohe von 2,5 m untereinander ab. Das zusétzliche Anbringen eines
Schutznetzes auf das Barrieresystem sollte auch das Einfliegen von den kleinsten in
Deutschland vorkommenden Vogeln, dem Zaunkodnig sowie dem Goldhdhnchen mit einer
GroRRe von ca. 9,5 cm [www.nabu.de], verhindern. Hierfir wurde am auf3eren Rand eines
10,5mx10,5m groRen UV-beschichteten Schutznetzes mit einer Maschenweite von
2cmx2cm ein 4 mm starkes Stahlseil befestigt und Uber die Stahlseilkonstruktion der
Voliere gezogen, so dass es auf allen Seiten 40-50 cm Uberhing. Die Befestigung der
Uberhangenden Netzenden erfolgte mittels Schrauben und Spannschléssern an den
AuRenseiten der Voliere. Um zu verhindern, dass das Netz beim Uberziehen rei3t, wurden
zuvor die obere Kante des Zauns sowie alle weiteren kantigen Teile mit dehnbaren
Kunststoffrohren verkleidet. Fur den Voliereneingang wurde am Rand einer Seite eine
Offnung von ca. 100cm x 180 cm in den Zaundraht geschnitten, ohne dabei den
Untergrabschutz zu beschadigen. Mit Hilfe einer von innen an den Zaun angebrachten
Holzkonstruktion entstand eine Art ebenerdiger Turrahmen. In diesen wurde eine TUur mit
Eisenrahmen und Drahtgeflechtbespannung eingesetzt, welche im Rahmen dieses Projekts
speziell fur diese Anwendung entwickelt und angefertigt wurde. Das zusatzliche Montieren

kegelférmiger, aus Aluminium gefertigter Schutzhauben auf die Rundhélzer sollte das
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Absetzen von Vogeln und einen dadurch erhéhten Koteintrag verhindern. Zusatzlich sollten
sie aufgrund des Materials gegenuber einem eventuellen Blitzeinschlag gesichert sein. Des
Weiteren befanden sich auf einer Hohe von 210 cm zwei Elektrolitzen mit einem Abstand
zum Zaun von 5 cm bzw. 20 cm, die mit Hilfe von Isolatoren an der Auf3enseite der Voliere
angebracht und mit einer Batterie flr landwirtschaftliche Zwecke betrieben wurden. Damit
sollte verhindert werden, dass Raubtiere wie Fiichse und Marder am Zaun hochklettern und
von oben in das Barrieresystem eindringen. Nach ACHILLES et al. [2002] sind ein
eingegrabener Zaun sowie Elektrozdune ein sinnvoller und wirksamer Schutz gegen
Bodenrauber. Abbildung 16 zeigt die Skizze einer Voliere aus zwei verschiedenen

Blickwinkeln.

Abbildung 16: Skizze der Voliere a) Ansicht von schrag oben; b) Ansicht von schrédg unten
[STUTZLEIN; 2008; LfL]

Ungeschitztes Freigehege

Um das ungeschitzte Freigehe abzugrenzen, wurde ein Elektrozaun mit einer Maschenweite
von ca. 15 cm x 15 cm verwendet. In diesen waren Befestigungsstabe eingewebt, welche
der Verankerung im Boden dienten. Die Hohe des Zauns betrug 90 cm. Um eine gewisse
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Stabilitat des Freigeheges zu gewahrleisten, wurde der Elektrozaun an allen vier Ecken

mittels 4 mm dicken Stahlseilen abgespannt und mit Holzpféhlen im Boden befestigt.

Nach Abschluss der Bauarbeiten, die auf dem Areal bei E.ON Anfang Dezember 2008, auf
dem Versuchsgut Viehhausen Mitte Méarz 2009, auf dem Gelande der Stadtwerke Minchen
Ende Juli 2009 und auf dem Areal bei dem Klarwerk in Wang sowie am Versuchsgut
Griunschwaige Mitte Juli 2009 abgeschlossen waren, wurden beide Areale mit getuftetem
Kunstrasen vollstandig ausgelegt und mit Hilfe von Zeltnageln im Boden verankert. Diese
MalRnahme gewahrleistete eine saubere und fur die Probennahme geeignete Oberflache.
Um moglichst realistische Bedingungen nachzuahmen, aber dennoch nur das von aul3en
eingetragene organische Material aviaren Ursprungs zu erfassen, erfolgte anschlieBend das
Aufstellen von Hihnerattrappen auf den Versuchsflachen. Auf jedem Areal standen
schlie3lich 24 Huhner sowie 1 Hahn. Die Anzahl von 25 Tieren pro Areal mit einer Flache
von 100 m2, wurde aufgrund der EG-Verordnung 1804/99 vom 19.7.1999 gewahlt, welche
eine Auslaufflache von 4 m2 pro Tier vorschreibt. Abbildung 17 zeigt exemplarisch sowohl ein
geschutztes als auch ein ungeschitztes Areal auf dem Versuchsgut Grinschwaige nach

deren Fertigstellung.

ey

Abbildung 17: Geschitztes und ungeschitztes Areal auf dem Versuchsgut Griinschwaige

Die Probennahme auf dem Areal bei E.ON erfolgte vom 11.12.2008 bis 29.06.2010. In
diesem Zeitraum war es mdglich, die Flachen 46 Mal abzusaugen, woraus sich eine
Gesamtprobenzahl von 92 ergab. Die Versuchsflachen auf dem Gelande der Stadtwerke
Minchen wurden vom 30.07.2009 bis 01.07.2010 26 Mal beprobt, wodurch insgesamt 52
Proben zur Untersuchung vorlagen. Der Beprobungszeitraum auf dem Areal bei dem
Klarwerk in Wang erstreckte sich vom 27.07.2009 bis 01.07.2010. Innerhalb dieser 11
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Monate wurden insgesamt 74 Proben gewonnen. Die Fertigstellung der Versuchsflachen auf
dem Versuchsgut Griinschwaige erfolgte so, dass die Probennahme am 23.07.2009
beginnen konnte. Am 11.05.2010 fand die letzte Saugung statt. Nach diesem Zeitpunkt war
es nicht mehr moglich, weitere Beprobungen durchzufihren, da eine auf der angrenzenden
Wiese gehaltene Rinderherde den Elektrozaun durchbrochen und das ungeschitzte
Versuchsfeld zerstort hat. Dadurch wurde es so stark mit Erde und Rinderkot kontaminiert,
dass es fur weitere Probennahmen nicht mehr verwendbar war. Innerhalb des gesamten
Beprobungszeitraums konnten je Flache 26 Proben gewonnen werden. Die Probennahme
der Flachen auf dem Versuchsgut Viehhausen begann am 31.03.2009. Die letzte Beprobung
dieses Areals fand am 29.06.2010 statt. Innerhalb dieses Zeitraums wurden beide Flachen
an 42 Tagen abgesaugt. Insgesamt konnten so von allen Flachen 354 Proben gewonnen

werden.

2.3.3 Probennahme

Die Probennahme erfolgte mit dem Nass-/Trockensauger A2701 der Firma Kéarcher. Dieser
besaR mehrere Sets an Schlauchen und passenden Turbobirsten, wobei ein Set nur fur
jeweils ein Areal verwendet wurde. Diese MalRhahme verhinderte eine Verschleppung von
Material von einem Gehege in ein anderes. Zusatzlich unterstitzte das Einsetzen einer
neuen Filtertite fur jede Probennahme die Vermeidung der Materialverschleppung. Der
Nass-/Trockensauger wurde auf einer Metall-Gebirgskraxe mit Spanngurten befestigt und
auf den Rucken geschnallt. Diese Vorkehrung verhinderte einen unerwiinschten Eintrag
durch den Kontakt des Nass-/Trockensaugers mit dem Erdboden. Vor Betreten der
Versuchsflachen angezogene Einwegiberziehschuhe dienten gleichfalls der Verhinderung
des Eintrags durch an den Schuhen haftende Partikel. Es wurde in einer Ecke mit dem
Absaugen begonnen und anschlielend das Areal maanderformig mit gleichméaRiger
Geschwindigkeit abgeschritten. Auf jeder Versuchsflache lagen 5 Kunstrasenbahnen a 2 m
Breite aus. Die Dauer der Probennahme jeder Bahn wurde auf 5 min festgesetzt, woraus
eine Gesamtprobennahmezeit von 25 min pro Areal resultierte. Die so gewonnenen Proben
dienten der nachfolgenden Untersuchung auf das Vorkommen der vogelspezifischen

Gensequenz des mitochondrialen Cytochrom b.

2.3.4 Lyophilisierung und Homogenisierung der Proben

Um eine einheitliche Probenmatrix zu erhalten und die Probenmenge in Bezug auf die
Beprobungsflache und somit die auf die Flachen eingetragenen avidren Partikel miteinander

vergleichen zu kénnen, wurde das mit Hilfe des Nass-/Trockensaugers gewonnene Material
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gefriergetrocknet und anschlieRend mit einer Schlagmuhle 2x im Abstand von einer Minute
fur 15s gemahlen. Dieser Schritt diente einerseits der Zerkleinerung, andererseits der

Erzeugung einer maglichst homogenen Probe.

2.3.5 Nachweis des vogelspezifischen mitochondrialen Cytochrom
b-Genabschnitts

2.3.5.1 DNA-Extraktion

Die Isolierung der DNA erfolgte mit dem PowerSoil™ DNA Isolation Kit von MoBio
Laboratories Inc., wie bereits in Kapitel C 2.1.2 beschrieben.

2.3.5.2 Endpunkt-PCR

Der Nachweis des vogelspezifischen mitochondrialen Cytochrom b erfolgte anhand der
bereits von MATSUNAGA et al. [1999] publizierten Primer Sim und Chicken. Abbildung 18
zeigt die komplette Basensequenz dieses Genabschnitts sowie die Lage der verwendeten
Hierbei markieren die welche sich zur

Primer. rot unterlegten Basen diejenigen,

urspriinglichen Sequenz unterscheiden.

Sim
gacctccc
tcgacctccc

cttgatgaaa—

agcliccatcg@l aacatctc
14941 aactccctaa agcgccatc@g aacatctc cttgatgaaa tttcggctcc

15001

15061

15121

ttgagggatt

ctattagcag
gataatcgtc

acagcagaca
tgtcgtctgt

ggctgactca
ccgactgagt

agctggaggg

tctgcctcat
agacggagta

catccctagc
gtagggatcg

tccggaatct
aggccttaga

tcggggtagg

gacccaaatc
ctgggtttag

cttctcctcc
gaagaggagg

ccacgcaaac
ggtgcgtttg

ttgtagagac

ctcaccggcc
gagtggccgg

gtagcccaca
catcgggtgt

ggcgcectcat
ccgcggagta

gaactacttt

tactactagc
atgatgatcg

cttgccggaa
gaacggcctt

tcttcttcat
agaagaagta

aaagccgagg

catgcactac
gtacgtgatg

cgtacaatac
gcatgttatg

ctgtatcttc
gacatagaag

¢=gcggagta agaagaagta gacatagaa

Chicken

Abbildung 18: Lage und Basensequenz der Primer Sim und Chicken (gelb) auf dem

mitochondrialen Cytochrom b (X52392). Rot unterlegte Basen markieren
diejenigen, welche sich zur urspringlichen Sequez unterscheiden.

Da bei dem zu untersuchenden Probenmaterial eine PCR-Inhibition denkbar ist, erfolgte der
Nachweis des mitochondrialen Cytochrom b mit einer zusatzlichen IAC. Diese wurde wie in
Kapitel C 2.1.3.6 beschrieben hergestellt. Als Master Mix diente der PCR Master Mix von
Promega GmbH. Aufgrund der Ergebnisse aus den Vorversuchen setzte sich der

Reaktionsansatz einer Endpunkt-PCR wie folgt zusammen (Tabelle 21):
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Tabelle 21: Reaktionsansatz zum Nachweis des mitochondrialen Cyt b mit IAC mittels
Endpunkt-PCR

Komponenten Konzentration der Stammlésung Volumen [pl]
Promega Mix 2 x konzentriert 12,50
Primer Sim 10 uM 1,25
Primer Chicken 10 uM 1,25
H,O 8,00
pUC19-Plasmid-DNA 107 1,00
template DNA 1,00
Endvolumen 25,00

Weiterhin wurde folgendes Temperaturprofil fir den Nachweis des mitochondrialen

Cytochrom b mit gleichzeitiger Amplifikation der IAC gewahlt (Tabelle 22).

Tabelle 22: Temperaturprofil zum Nachweis des mitochondrialen Cyt b mit IAC mittels
Endpunkt-PCR

Programm Zieltemperatur [°C] | Inkubationszeit [s] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 180

Denaturierung 95 30

Annealing 65 60 50
Elongation 72 60

Terminale Elongation 72 600

Bei jedem Reaktionsansatz wurde zuséatzlich eine Negativkontrolle mitgefiihrt, d. h. anstelle

der Template-DNA wurde nukleasefreies H,O eingesetzt.

2.3.5.3 Agarosegelelektrophorese
Die Visualisierung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese, wie in
Kapitel C 2.1.3.2 beschrieben.

2.3.5.4 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der in diesem Forschungsprojekt gewonnenen Ergebnisse

erfolgte mit Hilfe des y2-Unabhangigkeitstests.
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2.4 Sentinelversuch

Parallel zur Erfassung des Eintrags organischen Materials avidren Ursprungs wurde, in
Zusammenarbeit mit dem Institut flr Biologische Sicherheitsforschung GmbH (IBS) (Halle)
sowie dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg (MLU), bei identischem Versuchsaufbau ein Praxistest mit Sentinelherden
zur Uberpriifung der Infektionssicherheit durchgefiihrt. Die Sentinelherden bestanden aus
gegen Newcastle Disease geimpften SPF-Hiuhnern der Lohmann Tierzucht GmbH
(Cuxhaven, Deutschland). Zusatzliche Parameter wie Legeleistung sowie Tierverluste

wurden miterfasst.

2.4.1 Wahl der Standorte

Die Standorte wurden anhand verschiedener Kriterien ausgewahlt. So sollten diese
Standorte unter anderem in Gebieten liegen, welche ein erhéhtes Risiko fir Aviare Influenza
aufweisen. Grund hierfir war, ebenso wie bei den Arealen mit den Huhnerattrappen, die
Erh6hung des Infektionsdrucks und dadurch die Imitierung einer ,Worst-Case-Situation®.
Weiterhin war die Versorgung der Sentinelhihner durch gefligelhaltende und 6kologisch
wirtschaftende  Betriebe abzusichern. Weitere Parameter, wie Geldnde- und
Bodenbeschaffenheit, Nahe zu Waldern, Seen und Gebauden, ausreichend grol3e Abstéande
zu Baumen sowie genigend grof3e Flachen, um die netzgeschitzten sowie die
ungeschitzten Gehege, zur Vermeidung einer Erregeriibertragung untereinander, mit einem
Abstand von mindestens 50 m voneinander aufzustellen, waren fir die Standortwahl von
Bedeutung. Unter Berlicksichtigung der eben genannten Bedingungen wurden folgende
Standorte innerhalb Deutschlands ausgewahlt (Abbildung 19):

e Geflugelhof Halder in HoRRkirch (Baden-Wirttemberg)

e Gut Weyern bei Diren (Nordrhein-Westfalen)

e Laeisenhof in Ferschweiler (Rheinland-Pfalz)

e Versuchsstation Viehhausen (Bayern)

e Wasserndorf bei Kitzingen (Bayern)
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Abbildung 19: Standorte der Areale mit Sentinelhiihnern (griine Punkte)

2.4.2 Aufbau der Sentinelanlagen

Auch der Aufbau der Volieren und der ungeschutzten Freigehege fiir die Sentinelhiihner fand
an allen Standorten durch die Bayerische Landesanstalt flr Landwirtschaft statt.

Volieren

Der Aufbau der Volieren fir die Sentineltiere erfolgte wie bereits in Kapitel C 2.3.2
beschrieben, mit Ausnahme des Volierenzugangs. Da die Volieren nach Abschluss der
Bauarbeiten einzig Uber die Stalleinheit betreten werden durften, wurden bereits beim
Aufbau provisorische Offnungen vorgesehen, welche den spéateren Anschluss mit der

Stalleinheit ermoglichten.

Ungeschiitztes Freigehege

Das ungeschitzte Freigehege bestand aus einem 1 m hohen Elektrozaun, der mit einer
Weidezaunbatterie betrieben wurde, und einem zuséatzlichen, oberhalb des Elektrozauns
angebrachten, ebenso 1 m hohen, groBmaschigen Drahtgeflecht. Dieses wurde mit Hilfe von

Rundhélzern an jeder Ecke aufgebaut. Mehrere Abspannungen sicherten den Zaun
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zusatzlich ab. Insgesamt betrug so die Hohe der Einzaunung 2 m. Um eine gewisse Stabilitat
der Freigehege zu erzielen, wurden diese an allen vier Ecken mittels 4 mm dicker Stahlseile
abgespannt und mit Holzpféahlen im Boden verankert. Auch hier wurden bereits beim Aufbau

provisorische Offnungen fur den Anbau der Stalleinheit berticksichtigt.

Stalleinheit

Die Stalleinheiten, die nach Absprache aller beteiligten Projektpartner (TU Munchen, LfL, IBS
und MLU) von der Bayerischen Landesanstalt fir Landwirtschaft geplant und entwickelt
wurden, sollten so gestaltet werden, dass sie sowohl den fiir dieses Projekt notigen
hygienischen als auch den baulichen sowie haltungsbedingten Anforderungen entsprachen.
Aus diesem Grund bestand eine Stalleinheit aus dem eigentlichen Huhnerstall und einer
Hygieneschleuse. Insgesamt umfassten die AulBenmal3e einer Stalleinheit eine Breite von
4,20 m und eine Tiefe von 2,20 m. Davon nahm die Hygieneschleuse einen Bereich von
1,50 m x 2,20 m ein. Einteilung und Inventar der Hygieneschleuse werden in Abbildung 20
und Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der Hygieneschleuse [STUTZLEIN & WEIL; 2008; LfL]
(1) Desinfektionsmatte; (2) Mistschieber; (3) Spender fuir Handedesinfektionsmittel;
(4) Doppelhaken im ,Unrein‘-Bereich; (5) Abfallbehalter; (6) Regalboden im ,Unrein‘-Bereich;
(7) Hocker; (8) Doppelhaken im ,Rein‘-Bereich; (9) Regalboden im ,Rein‘-Bereich
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Abbildung 21: Hygieneschleuse a) unreiner Bereich; b) und c) reiner Bereich [STUTZLEIN &
WEIL 2009; LfL]

Die Ausfuhrung der Stalleinheiten mit Schragdach erfolgte in Holzbauweise. Weiterhin
wurden Fenster, ein Schlupfloch, durch das die Tiere ins Freigehege gelangen konnten, eine
Sitzvorrichtung mit integrierter Kotgrube, sogenannte ,Fallnester” fur die Eiablage und eine
solarbetriebene Lichtanlage in der Planung berlcksichtigt. Zudem verfligten die
Stalleinheiten Uber drei Turen. Eine der Tiren diente dem Zugang in das Stallsystem, welche
Uber den unreinen Bereich der Hygieneschleuse erfolgte. Die beiden anderen Turen fluhrten
vom reinen Bereich der Hygieneschleuse entweder in den Huhnerstall oder in das
angrenzend eingezaunte Freigehege. Der Bau der so geplanten Stalleinheiten erfolgte
anhand der Konstruktions- und Bauzeichnungen der LfL (Abbildung 22) durch einen
Zimmereibetrieb, der anschlieBend auch an allen Standorten fir den Aufbau der Stalle

verantwortlich war.

Vor dem Aufbau der Stalleinheiten durch die Zimmerei an den jeweiligen Standorten wurden
von der LfL Fundamente fir die Stalle angelegt. Hierfir wurden an der Stelle, an der die
Stalleinheit aufgebaut werden sollte, an acht Punkten ca. 60 cm tiefe und 50 cm x 50 cm
breite Locher fur das Punktfundament mit Hilfe eines Kleinbaggers ausgehoben.
AnschlieBend erfolgten das Fullen dieser Locher mit Stein-Splitt und das Abdecken
derselben mit Betonplatten. Nach dem Aufstellen der Stalleinheiten wurden diese in das
jeweilige netzgeschiitzte bzw. ungeschitzte System integriert. Am netzgeschitzten System
wurde, ebenso wie bei den Arealen mit den Hihnerattrappen, eine zusatzliche elektrische
Barrieremal3nahme mittels Elektrolitzen um die Stalleinheit herum angebracht.
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Abbildung 22: Konstruktions- und Bauplan der Stalleinheiten [LfL; 2008]
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Um den Hihnern, wie es in der Richtlinie 1999/74/EG vorgeschrieben wird, einen
zusatzlichen Schutz, insbesondere vor Raubvigeln, zu gewahrleisten, wurde in beiden
Gehegesystemen von ortsansdssigen Schreinereien ein Unterschlupf errichtet. Dieser
befand sich jeweils in der vom Stall am weitesten entfernten Ecke und bestand aus vier
Holzpfosten, welche durch Einschlagen in den Boden befestigt wurden, und einer Holzplatte
mit einer GréRe von 1 m2 Abbildung 23 zeigt exemplarisch sowohl ein netzgeschiitztes

(Volierenhaltung) als auch ein ungeschitztes Gehege.

Abbildung 23: a) Volierenhaltung; b) ungeschiitztes Gehege [STUTZLEIN & WEIL; 2009; LfL]

2.4.3 Entwicklung eines speziellen Hygieneprotokolls

Um das Risiko einer anthropogenen Einschleppung von Infektionserregern zu minimieren,
wurden die Stalle mit einer Hygieneschleuse ausgestattet. Nur Uber diese war das Betreten
der Stélle sowie der Auslaufe mdglich. Zusatzlich war folgendes Hygieneprotokoll bei jedem
Betreten der Stallanlage einzuhalten:
Einschleusen

¢ Desinfektionsmatte benutzen (geflllt mit dem Desinfektionsmittel Calgonit sterizid P6)

o Hande desinfizieren (mit Sterillium)

o Gehegefremde Schuhe ausziehen

e Einmaloverall anziehen (dabei jeglichen Kontakt zu Wanden, Gegenstanden oder

Boden im unreinen Bereich vermeiden)

e Wechsel in den reinen Bereich; dabei gehegeeigene Schuhe anziehen
Ausschleusen (erfolgte in umgekehrter Reihenfolge)

¢ Gehegeeigene Schuhe ausziehen und dabei in den unreinen Bereich wechseln

e Einmaloverall ausziehen

o Gehegefremde Schuhe anziehen
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Um ein Einschleppen von Erregern durch Geratschaften zu vermeiden, wurden alle im
Innenbereich verwendeten Gerate vor der Nutzung desinfiziert. Auch das Futter und die

Einstreu wurden gut verschlossen und somit méglichst sicher vor Nagern gelagert.

2.4.4 Einstallung der Tiere

Vor der Einstallung der Sentineltiere, die an den Standorten Diren, Viehhausen und
Wasserndorf am 2. April 2009, in Ferschweiler sowie in HoRRkirch am 16. Juni 2009 erfolgte,
wurde eine grindliche Desinfektion der Stalle durch Sprihdesinfektion durchgefiihrt.
AnschlieRend wurden je 25 Tiere der Rasse LSL (White Leghorn) der Firma Lohmann
Tierzucht GmbH (Cuxhaven), im Alter von etwa 20 Wochen, sowohl in die netzgeschiitzten
als auch in die ungeschitzten Gehege verbracht, ihr Allgemeinbefinden tierarztlich
untersucht, gegen Newcastle Disease geimpft und mit Fliigelmarken versehen. Die Anzahl
der Hihner pro Gehege ergab sich auch hier unter Beriicksichtigung der EG-Verordnung
1804/99 vom 19.7.1999.

2.4.5 Tiergesundheit und Uberlebensrate

Neben der Uberpriifung der Infektionssicherheit anhand bakteriologischer und virologischer
Untersuchungen durch das Institut fir Biologische Sicherheitsforschung GmbH sowie dem
Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg wurden
sowohl die Verlustraten als auch die Legeleistung der Tiere in beiden Haltungsformen durch
die bewirtschaftenden Betriebe erfasst. Beide Parameter ermdglichen ebenfalls

Ruckschlisse auf Tiergesundheit und Schutz vor Raubtieren sowie Greifvogeln.

2451 Legeleistung

An den funf Standorten wurde die Legeleistung pro Huhn und Woche erfasst. Dies sollte
Uber einen Zeitraum von 40 Wochen erfolgen. Allerdings war es aus technischen Griinden
an den Standorten Wasserndorf bei Kitzingen sowie am Gefligelhof Halder in HoRR3kirch nur

fur 34 bzw. 25 Wochen moglich, diese Daten zu sammeln.

2.45.2 Tierbestand

Zusatzlich zur Legeleistung wurde, um die Verlustraten beider Haltungsformen vergleichen
zu kénnen, an allen finf Standorten (Gefliigelhof Halder in Hol3kirch, Gut Weyern bei Diren,
Laeisenhof in Ferschweiler, Versuchsstation Viehhausen und Wasserndorf bei Kitzingen)
Uber 40 Wochen der Tierbestand sowohl in den geschiitzten als auch in den ungeschutzten

Arealen aufgezeichnet.
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2.4.5.3 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung der in diesem Forschungsprojekt gewonnenen Daten
bezlglich Legeleistung und Tierbestand wurde das Softwareprogramm SigmaPlot 12.0
verwendet. Bei anndhernd normal verteilten Variablen erfolgte die Prifung der Signifikanz
mit Hilfe des ungepaarten t-Tests. War diese Voraussetzung der Normalverteilung nicht

erfullt, wurde der Mann-Whitney Rank Sum Test eingesetzt.
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D Ergebnisse

1 Methodenentwicklung

Fur die Abschatzung des allgemeinen Infektionsschutzes fur Gefligel durch speziell
entwickelte netzgeschitzte Flachen wurde eine molekularbiologische Methode entwickelt.
Diese ermdglichte die Bestimmung des avidren Eintrags in die netzgeschitzten sowie
ungeschitzten Auslaufflachen mittels PCR.

1.1 Aufbereitung der Proben

Um eine moglichst optimal zerkleinerte und homogenisierte Probenmatrix und somit eine
hohe Reproduzierbarkeit zu erreichen, wurden vier unterschiedliche Mdglichkeiten der
Probenaufbereitung im 4x-Ansatz durchgefiihrt und getestet. Hierzu diente eine Staubprobe
aus einem Huhnerstall, die Federn sowie Strohfasern enthielt. Diese Probe wurde in mehrere
Aliquots unterteilt, wobei ein Aliquot im Originalzustand fiir die DNA-Extraktion verwendet
wurde, weitere Aliquots zuvor mit Hilfe von Flissigstickstoff, der Schlagmiihle oder dem
TissueLyser Il der Firma Qiagen zerkleinert wurden. Die DNA der jeweils unterschiedlich
aufbereiteten Aligouts wurde anschlieBend mit Hilfe des PowerSoil™ DNA Isolation Kits
extrahiert. Die daraus gewonnenen DNA-Extrakte wurden anschlieBend mittels real-time
PCR mit der Zielsequenz des vogelspezifischen Genabschnitts des mitochondrialen
Cytochrom b untersucht.
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Abbildung 24: PCR-Amplifikationskurven der unterschiedlichen Probenaufbereitungsmaoglich-
keiten; als Zielsequenz diente ein Abschnitt des mitochondrialen Cytochrom b
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Wie aus Abbildung 24 hervorgeht, steigen die Amplifikationskurven der nicht
homogenisierten Hihnerstallstaubproben und der mit Flussigstickstoff behandelten Proben
deutlich spater an als diejenigen, welche mit der Schlagmuihle und dem TissueLyser I
homogenisiert wurden. Ein spater Anstieg weist auf eine geringe Menge an DNA in der
Probe hin. Weiterhin liegen die Kurven weiter auseinander, was auf eine inhomogen verteilte
Menge an DNA in den einzelnen Proben schliel3en lasst. Bei einem Vergleich der mittels
Schlagmuihle und TissueLyser Il homogenisierten Proben erreichen diejenigen, welche mit
der Schlagmuhle behandelt wurden, ein héheres Fluoreszenzplateau.

Die Standardabweichung und Varianz der mittels real-time PCR erzielten ,crossing
point“-Werte der diversen Probenaufbereitungsmethoden verdeutlichen dieses Ergebnis.
Zudem zeigt die statistische Auswertung mit p = 0,0007 einen hoch signifikanten Unterschied
zwischen den Probenaufbereitungsverfahren nicht homogenisiert und Flissigstickstoff
gegenlber Schlagmihle und TissueLyser Il (Tabelle 23). Der Standardfehler der Mittelwerte,

abgeleitet aus der Varianzanalyse, liegt bei 1,128.

Tabelle 23: Mittels unterschiedlicher Probenaufbereitungsverfahren mit der real-time PCR
erzielte , crossing point“-Werte; Zielsequenz stellt das mitochondriale Cytrochrom

b dar
Mittelwert der ,,crossing points”
[Standardabweichung/Varianz]
Nicht homogenisiert® 29,91 [1,83/3,33]
Flissigstickstoff® 29,16 [1,23/1,51]
Schlagmiihle® 26,21 [0,31/0,10]
TissueLyser II° 26,28 [0,39/0,15]

a,b = signifikante Mittelwertunterschiede

Aufgrund der Ergebnisse, die mittels der real-time PCR gewonnen wurden, wurde flr die

Homogenisierung bei den weiteren Untersuchungen die Schlagmihle eingesetzt.

1.2 DNA-Extraktion

Um die Ergebnisse der unterschiedlichen DNA-Isolierungsverfahren vergleichen zu kénnen,
wurde zunachst die DNA-Konzentration der Extrakte mittels NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer im 3x-Ansatz ermittelt. AnschlieRend wurde eine real-time PCR

durchgefihrt, bei der als Zielsequenz ein Abschnitt des mitochondrialen Cytochrom b diente.
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Tabelle 24: Mittels unterschiedlicher DNA-Extraktionsverfahren erzielte DNA-Konzentrationen
aus Federn verschiedener Herkunft

Mittelwert [Standardabweichung/Varianz]
Federn der gemessenen DNA(;—Konzentrationen [ng/ul]
PowerSoil™ DNA QIAamp™ DNA Stool .

Isolation Kit Mini Kit CTAB-Extraktion
Huhn 4,92 [0,40/0,16] 5,53 [0,83/0,68] 113,49 [19,83/393,17]
Waldrapp 9,21 [3,35/11,23] 0,77 [0,20/0,04] 15,76 [0,18/0,03]
Kolkrabe 2,74 [0,84/0,70] n.m.x 9,77 [2,50/6,26]
Sakerfalke 2,93 [1,20/1,44] 1,40 [1,18/1,40] 11,33 [0,37/0,13]
Amsel 8,30 [0,59/0,34] n.m.* 0,57 [0,40/0,16]

* n.m.: nicht messbar

Wie aus Tabelle 24 hervorgeht, konnte mit Hilfe des CTAB-Extraktionsverfahrens bei Federn
insgesamt die hochste DNA-Konzentration aus den untersuchten Proben gewonnen werden.
Eine Ausnahme bildet hierbei die Probe der Amsel, bei der nur eine DNA-Konzentration von
0,57 ng/ul gemessen wurde. Die niedrigsten Werte erzielte die DNA-Isolierung mit dem
QlAamp® DNA Stool Mini Kit. Hierbei war die DNA-Konzentration der Proben von Kolkrabe
und Amsel nicht messbar und die Werte der Proben von Waldrapp sowie Sakerfalke lagen
deutlich unterhalb der mittels des PowerSoil™ DNA Isolation Kits gewonnenen Extrakte.
Lediglich das DNA-Extrakt der Probe des Huhns wies eine etwas htéhere DNA-Konzentration

auf.
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Abbildung 25: PCR-Amplifikationskurven der getesteten DNA-Extraktionsverfahren aus Federn
unterschiedlicher Herkunft; als Zielsequenz diente ein Abschnitt des
mitochondrialen Cytochrom b

PowerSoil Kit = = = QIAamp® DNA Stool Mini Kit =— - = CTAB-Extraktion
Negativkontrolle Positvkontrolle
blau: Huhn; : Waldrapp; grun: Kolkrabe;

. Sakerfalke; pink: Amsel

Abbildung 25 zeigt die Amplifikationskurven der an Federn von verschiedenen Vdgeln
getesteten DNA-Extraktionsverfahren. Hierbei wurde mit der CTAB-Extraktion der friiheste

Anstieg der Amplifikationskurven erzielt, was sich bereits durch die Ergebnisse der Messung
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der DNA-Konzentrationen (Tabelle 24) abzeichnete. Allerdings war die Intensitdt des
Fluoreszenzplateaus am geringsten. Die DNA-Isolate des QIAamp® DNA Stool Mini Kit
erzielten zwar ein hoheres Fluoreszenzplateau als die der CTAB-Extraktion, allerdings
begann der Anstieg der Amplifikationskurven mit Ausnahme der Amselprobe deutlich spater.
Der spatere Anstieg ist auf die geringere DNA-Konzentration des Extraktes zuriickzufihren
(Tabelle 24). Des Weiteren stieg die Amplifikationskurve der vom Waldrapp gewonnenen
Probe deutlich nach der Negativkontrolle an, weshalb diese gemaf der ,MIQE Guidelines*
als negativ zu bewerten ist [BUSTIN et al., 2009; KAVANAGH et al.,, 2011]. Auch die
Messung der DNA-Konzentration ergab einen sehr geringen Wert fir diese Probe (Tabelle
24). Das mit Hilfe des PowerSoil™ DNA Isolation Kits gewonnenen DNA-Isolats erreichte in
der real-time PCR bei den Proben von Waldrapp, Kolkrabe und Huhn das hochste
Fluoreszenzplateau, bei den Proben von Amsel und Sakerfalke lag sie jeweils nur knapp
unter der mit dem QlAamp® DNA Stool Mini Kit erreichten Fluoreszenzniveaus. Ebenso
erfolgte der Anstieg der Amplifikationskurven der Proben, die mit dem PowerSoil™ DNA
Isolation Kit aufbereitet wurden, meist vor den Extrakten des QIAamp® DNA Stool Mini Kits
oder nur kurz darauf. Dies spiegelt die Ergebnisse der Messungen der DNA-Konzentrationen
wider (Tabelle 24). Die Negativkontrolle stieg bei Zyklus 36 an und lasst nach Einbeziehung

der Schmelzkurvenanalyse auf die Entstehung von Primer-Dimeren schlief3en.

Die DNA-Konzentration der Extrakte der unterschiedlichen DNA-Isolierungsverfahren aus
Kot verschiedener Herkunft wird in Tabelle 25 aufgefihrt. Daraus geht hervor, dass das
CTAB-Extraktionsverfahren, ebenso wie bei Federn, die hochste Menge an DNA isoliert. Mit
Ausnahme der Probe der Amsel erzielte der QlAamp® DNA Stool Mini Kit, der insbesondere
auf die DNA-Isolierung von DNA aus Faeces ausgelegt ist, hdhere DNA-Konzentrationen als
der PowerSoil™ DNA Isolation Kit.

Tabelle 25: Mittels unterschiedlicher DNA-Extraktionsverfahren erzielte DNA-Konzentrationen
aus Kot verschiedener Herkunft

Mittelwert [Standardabweichung/Varianz]
Kot der gemessenen DNA%)—Konzentrationen [ng/ul]
PowerSc.nIT"’I I_DNA QIAamp. DNA Stool CTAB-Extraktion
Isolation Kit Mini Kit
Huhn 5,71 [0,53/0,28] 39,40 [1,06/1,13] 1207,87 [12,82/164,35]
Waldrapp 2,53 [1,30/1,68] 9,99 [1,00/1,00] 197,90 [16,11/259,47]
Sakerfalke 8,36 [1,23/1,52] 74,63 [2,90/8,39] 989,24 [66,92/4478,21]
Amsel 21,17 [1,36/1,85] 13,44 [0,55/0,30] 207,03 [14,86/220,72]

Aus Abbildung 26 geht hervor, dass mit Ausnahme der vom Waldrapp stammenden Probe
bei der DNA-Isolierung mittels CTAB bei Vogelkotproben, trotz einer hohen

DNA-Konzentration im Extrakt, kein Anstieg der Amplifikationskurven erfolgte. Entgegen der
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Ergebnisse der DNA-Konzentrationsmessungen der Extrakte (Tabelle 25), erzielten der
PowerSoil™ DNA Isolation Kit von MoBio Laboratories Inc. und der QlAamp® DNA Stool Mini
Kit von Qiagen bei den unten dargestellten Vogelarten miteinander vergleichbare
Ergebnisse, wobei bei den Proben von Huhn und Waldrapp der QlAamp® DNA Stool Mini Kit,
bei Proben von Sakerfalke sowie Amsel der PowerSoil™ DNA Isolation Kit eine bessere
DNA-Ausbeute brachte. Eine Ausdehnung der Untersuchung auf weitere Vogelarten zeigte,
dass, im Gegensatz zum QlAamp® DNA Stool Mini Kit, mit Hilfe des PowerSoil™ DNA
Isolation Kits DNA aus samtlichen Proben aller getesteten Vogelarten isoliert werden konnte.
Aus diesem Grund wurde mit dem PowerSoil™ DNA Isolation Kit von MoBio Laboratories

Inc. weitergearbeitet.
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Abbildung 26: PCR-Amplifikationskurven der getesteten DNA-Extraktionsverfahren aus Kot
unterschiedlicher Herkunft; als Zielsequenz diente ein Abschnitt des
mitochondrialen Cytochrom b

PowerSoil Kit = = = QIAamp® DNA Stool Mini Kit — - = CTAB-Extraktion
---------- Negativkontrolle  -:-------  Positvkontrolle
blau: Huhn; : Waldrapp; . Sakerfalke; pink: Amsel

1.3 Uberprufung der Spezifitat

Um den avidaren Eintrag auf die netzgeschitzten Flachen sowie auf die entsprechenden
Referenzflachen molekularbiologisch erfassen zu kénnen, wurden die gewahlten Abschnitte
des Federkeratingens sowie des mitochondrialen Cytochrom b mittels real-time PCR auf ihre
Spezifitat Gberprift.

1.3.1 Federkeratingen

Bei der Auswertung der real-time PCR zeigte sich, dass bei dem Nachweis des

Federkeratingens mit allen ausgewahlten Primerpaaren ausnahmslos nicht nur der
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spezifische Abschnitt des Federkeratingens des Huhns, sondern auch bestimmte Abschnitte
des Pferde- und Schweinegenoms vervielfaltigt werden (Abbildung 27). Trotz Variationen in
der Magnesiumkonzentration von 2 mM, 3 mM und 4 mM, der Annealingtemperatur, welche
von 53 °C in Zweierschritten bis hin zu 61 °C getestet wurde, der Annealingzeit von 5 s und
10 s sowie der Anzahl der Zyklen von 40 oder 45 konnte keine Verbesserung der Spezifitéat

der real-time PCR erreicht werden.
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Abbildung 27: PCR-Amplifikationskurven von DNA-Isolaten von Huhn, Pferd und Schwein; als
Zielsequenz diente ein Abschnitt des Federkeratingens

Kot - == Federn e Negativkontrolle
blau: Pferd; rot: Schwein; griin: Huhn

Mit dem in Zusammenarbeit mit TIB MOLBIOL entwickelten Sondensystem, also den
Primern Keratin_F und Keratin_R sowie der Sonde Keratin_TM (Kapitel C1.6 und Abbildung
10), wurden zwar die unspezifischen Fragmente bei Proben, die nicht avidrer Herkunft
waren, nicht detektiert, gleichzeitig fuhrte dies jedoch dazu, dass einige der ohne das
Sondensystem detektierbaren Vogelspezies nicht mehr nachzuweisen waren. So blieben
nicht nur Proben von Pferd, Schwein und Reptilien negativ, sondern auch von Star,
Buntspecht, Grinfink, Stockente, Hdckerschwan, Kanadagans, Blasshuhn und
Sumpfohreule. Auch eine Veranderung der Annealingtemperatur, wobei 49 °C, 51 °C, 53 °C,

55 °C sowie 57°C getestet wurden, brachte keine Verbesserung der Detektierbarkeit.

1.3.2 Mitochondriales Cytochrom b-Gen

Der Nachweis eines Abschnitts des mitochondrialen Cytochrom b erzielte in der real-time
PCR beziglich des DNA-Isolats des Huhns ein positives Ergebnis, die DNA-Isolate von
Pferd und Schwein hingegen blieben negativ. Die daraufhin auf andere Tierarten, mit
Ausnahme der Spezies Vogel, ausgeweiteten Untersuchungen blieben negativ. So

entstanden trotz der nahen Verwandtschaft der Reptilien und Vogel keine falsch-positiven
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Ergebnisse. Dagegen konnten von Fasan, Amsel und Spatz stammende Proben als positiv
getestet werden. Die hier gewonnenen Resultate bestéatigen, dass der gewahlte
Sequenzabschnitt des mitochondrialen Cytochrom b fir Vogel spezifisch ist. Aus diesem

Grund basieren die weiteren Untersuchungen auf diesem Nachweisverfahren.

Schmelzkurvenanalyse

Die nach jedem real-time PCR-Lauf durchgefiihrte Schmelzkurvenanalyse diente der
Verifizierung der entstandenen Amplifikate. Abbildung 28 zeigt beispielhaft die
Schmelzkurven der von Wanderfalke, Mausebussard, Buntspecht, Rebhuhn, Turmfalke,

Sakerfalke und Hyazinthara gewonnenen Proben.
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Abbildung 28: Schmelzkurvenanlayse von DNA-Isolaten verschiedener Vogelarten mit dem
mitochondrialen Cytochrom b als Zielsequenz

Kot — — = Federn
""""" Negativkontrolle e Positvkontrolle
blau: Wanderfalke; : Mausebussard; : Buntspecht; rot: Rebhuhn;
: Turmfalke; : Sakerfalke; grau: Hyazinthara

Bei der Auswertung dieser Schmelzkurvenanalyse ist zu erkennen, dass der Peak der
Schmelzkurve der Positivkontrolle bei 87,8 °C liegt. Die Peaks der Proben der diversen
Vogelarten befinden sich im Vergleich zur Positivkontrolle entweder etwas nach links oder
nach rechts versetzt. Dagegen schmelzen die Amplifikate der zwei unterschiedlichen
Ausgangsmaterialien, also sowohl des Kots als auch der Federn, von jeweils einer Vogelart
bei derselben Temperatur auf. Auch liegen die Peaks der Schmelzkurven der Proben von
Wanderfalke, M&usebussard, Turmfalke sowie Sakerfalke auf derselben Hohe. Die
Schmelzkurven beider Proben des Hyazintharas besitzen zwei Peaks, wobei sich der erste
bei ca. 85 °C, der zweite bei ca. 88,5 °C befindet. Allerdings ist bei der Kotprobe der zweite
Peak, bei den Federn der erste starker ausgepragt. Die Negativkontrolle weist ebenfalls

einen Doppelpeak bei etwa 76 °C und 80 °C auf. Da dieser sehr weit links liegt, lasst er sich
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auf die Bildung von Primer-Dimeren zurickfihren und ist somit von den anderen Peaks zu
unterscheiden. Die Federprobe des Hyazintharas zeigt zu seinem bereits beschriebenen
Doppelpeak ebenfalls einen der Negativkontrolle ahnlichen Doppelpeak. Aufgrund der
unterschiedlichen Schmelzkurven ist nach jedem real-time PCR-Lauf eine Uberpriifung der
Amplifikatlange von 227 bp und somit der Spezifitdt mittels Agarosegelelektrophorese

notwendig.

Agarosegelelektrophorese

Abbildung 29 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Amplifikaten von Proben
von Wanderfalke, M&usebussard, Stockente, Turmfalke, Spatz, Kolkrabe und Amsel.
Zuséatzlich wurden eine Negativ- sowie eine Positivkontrolle aufgetragen. Die
Negativkontrolle diente der Uberpriifung auf Verunreinigungen der in die PCR eingesetzten
Losungen (PCR-Master Mix, Primer und nukleasefreies Wasser) oder von Verschleppungen
von DNA Uber den Pipettiervorgang. Da auf dem Agarosegel keine Bande in dieser Linie
sichtbar war, sie somit negativ blieb, kann eben genanntes ausgeschlossen werden. Bei
einer positiven Negativkontrolle ist das Ergebnis nicht auswertbar und die PCR muss
wiederholt werden [VAN PELT-VERKUIL et al., 2008]. Die Positivkontrolle erzeugt ein
deutlich positives Signal. Ilhre AmplifikatgréRe betragt 227 bp, was auch der Abgleich mit der
DNA-Leiter bestatigt. Die Banden der Proben der verschiedenen Vogelarten liegen auf
derselben Hohe wie die Positivkontrolle. Die Amplifikate der jeweiligen Proben sind demnach
genauso grof3. Eine Ausnahme hierbei bildet die Bande der Probe eines Spatzes. Sie
befindet sich ein wenig unterhalb der Positivkontrolle sowie der Banden der Proben der
anderen Vogelarten, was auf ein kiirzeres PCR-Produkt zuriickzufuhren ist. Ebenso werden
bei der Probe einer Stockente neben der gesuchten Bande weitere Banden mit sowohl
hoéherem als auch eine mit geringerem Molekulargewicht sichtbar.

Abbildung 29: Gelelektrophoretische  Trennung von DNA-Amplifikaten von Proben
verschiedener Vogelarten mit dem mitochondrialen Cytochrom b als
Zielsequenz

Ld: DNA Ladder; 1: Wanderfalke; 2: Mausebussard; 3: Stockente; 4: Turmfalke;
5: Spatz; 6: Kolkrabe; 7: Amsel; 8: Negativkontrolle; 9: Positivkontrolle
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Sequenzierung

Um die Basenabfolge und somit die eventuell bestehenden Sequenzunterschiede innerhalb
der Klasse der Vogel zu bestimmen, wurden die Banden aus dem Agarosegel
ausgeschnitten, mit dem QIAquick Gel Extraction Kit aufgereinigt und von der Firma
Sequiserve sequenziert. Die Aufreinigung diente der Entfernung von Uberschissigen
Primern sowie den nicht eingebauten Nukleotiden (dNTPs), da diese die Hauptstdrfaktoren
in der Sequenzierreaktion darstellen [WERLE et al., 1994]. AnschlieBend wurden die
Ergebnisse miteinander sowie mit der Sequenz des Huhns verglichen. Hierbei waren die
Sequenzen der PCR-Produkte der Proben von Wanderfalke, Mausebussard, Turmfalke und
Kolkrabe absolut sauber und sicher zu editieren. Es zeigte sich, dass diese vdllig identische
Sequenzen besitzen, was sich bereits in der Schmelzkurvenanalyse (Abbildung 28) durch
das Aufschmelzen der PCR-Produkte bei derselben Temperatur abzeichnete. Der
darauffolgende Sequenzvergleich zwischen Huhn und Wanderfalke (Abbildung 30) ergab

ebenfalls eine 100 %ige Ubereinstimmung.
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Abbildung 30: Vergleich des amplifizierten Sequenzabschnitts (mitochondriales Cytorchrom b)
der Proben von Huhn und Wanderfalke

Das PCR-Produkt aus der Probe einer Stockente lieferte, obwohl nur die Bande mit 227 bp
ausgeschnitten wurde, zwei Sequenzen, welche sich aufgrund von Mischbasen punktuell
unterschieden. Hierbei war ein Produkt zu den Sequenzen von Wanderfalke, Mausebussard,
Turmfalke und Kolkrabe nahezu identisch. Das zweite Produkt dominierte etwas tber das
erste und unterschied sich zu diesem in mehreren Basen. Ebenso zeigte das PCR-Produkt
der von der Amsel gewonnenen Probe im Vergleich zur Probe des Huhns einen Unterschied
in der Basenabfolge von 15 % (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Vergleich des amplifizierten Sequenzabschnitts (mitochondriales Cytorchrom b)
der Proben von Huhn und Amsel

Beim PCR-Produkt der von einem Spatz gewonnenen Probe wurden nur zwei vollig
unauswertbare Mischsequenzen erhalten. Hierbei fiel auf, dass unter anderem ein
PCR-Produkt auftrat, dessen Sequenz um 9 Basen kirzer als die der anderen
PCR-Produkte war. Dieses Ergebnis zeichnete sich bei wiederholten Versuchen schon im

Agarosegel aufgrund der abweichenden Laufweite (Abbildung 29) ab.

Wie die Ergebnisse der Sequenzierung bestatigen, kommen die zur Positivkontrolle
abweichenden Schmelzkurven (Abbildung 28) durch kleine Unterschiede im Genom bei
Wildvogeln zustande [LEI et al., 2010; PEREIRA & BAKER, 2006a und 2006b]. So ist trotz
gleicher Amplifikatlange keine Aussage uber die Spezifitat des PCR-Produkts anhand einer

Schmelzkurvenanalyse moglich.

1.4 Uberprufung der Sensitivitat

Die Uberpriifung der Sensitivitat, also der Wahrscheinlichkeit der richtig-positiven Ergebnisse
des vogelspezifischen Sequenzabschnitts des mitochondrialen Cytochrom b, wurde anhand
der in Tabelle 3 aufgelisteten Vogelarten durchgefihrt. Diese Untersuchung sollte
kontrollieren, ob mit der gewahlten Nachweismethode ein moglichst breites Vogelspektrum
erfasst wird.

Abbildung 32 zeigt beispielhaft die Amplifikationskurven der Proben von Wanderfalke,
Mausebussard, Buntspecht, Rebhuhn, Turmfalke, Sakerfalke und Hyazinthara, wobei bei
allen genannten Vogelarten die DNA sowohl aus Kot als auch aus Federn getrennt

voneinander mit dem PowerSoil™ DNA Isolation Kit isoliert wurde.
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Abbildung 32: PCR-Amplifikationskurven von DNA-Isolaten diverser Vogelarten mit dem
mitochondrialen Cytochrom b als Zielsequenz

Kot — — = Federn
""""" Negativkontrolle e Positvkontrolle
blau: Wanderfalke; : M&usebussard,; : Buntspecht; rot: Rebhuhn;
: Turmfalke; . Sakerfalke; grau: Hyazinthara

Alle in die real-time PCR eingesetzten DNA-Extrakte weisen ein positives Ergebnis auf. Es
konnte also aus allen Proben erfolgreich die gesuchte DNA isoliert werden. Die
Negativkontrolle zeigt ebenfalls eine positive Amplifikationskurve, allerdings erfolgt der
Anstieg erst ab Zyklus 34 und liegt somit hinter den Kurven der untersuchten Proben. Die
anschlielend durchgefilhrte Schmelzkurvenanalyse zeigte, dass der Anstieg der
Negativkontrolle auf die Bildung von Primer-Dimeren zurtickzufihren ist (Abbildung 28). Bei
nachfolgenden PCR-L&aufen, in denen die restlichen in Tabelle 3 aufgelisteten Vogelarten auf

ihre Erfassbarkeit geprtft wurden, ergab die Auswertung fiir alle ein positives Resultat.

1.5 Testung der Methodik an Feldproben

Die Anwendbarkeit der entwickelten und validierten Methode wurde anhand von 20 am
Standort Wang fir Vorversuche gewonnenen Feldproben getestet. Abbildung 33 zeigt die

durch die real-time PCR entstandenen Amplifizierungskurven dieser Proben.
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Abbildung 33: PCR-Amplifikationskurven von am Standort Wang fur Vorversuche gewonnenen
Feldproben; als Zielsequenz diente ein Abschnitt des mitochondrialen
Cytochrom b

---------- Positivkontrolle -==eeeee Negativkontrolle
geschutztes Areal — - - ungeschitztes Areal
: Probe 0; : Probe 1; : Probe 2; blau: Probe 3, orange: Probe 4;
olivgruin: Probe 5; : Probe 6; : Probe 7; blaugrtin: Probe 8;

braun: Probe 9; pink: Probe 10

Alle Kurven der Feldproben weisen einen Fluoreszenzanstieg zwischen Zyklus 21 und 31
auf. Dies deutet darauf hin, dass in jeder untersuchten Probe die Ziel-DNA mittels der
verwendeten Primer in der real-time PCR vervielfaltigt werden konnte. Die bei Zyklus 21
ansteigende Positivkontrolle bestatigt das Funktionieren der real-time PCR. Der Anstieg der
Negativkontrolle bei Zyklus 35 beginnt deutlich nach den Feldproben und ist unter
Beriicksichtigung der Schmelzkurvenanalyse (Abbildung 34) auf die Bildung von
Primer-Dimeren zurtickzufiihren. Den friihesten Anstieg der Amplifikationskurve zeigen die
Proben 1 (Zyklus 21) und 2 (Zyklus 22) der geschitzten Areale. Bei allen anderen Proben
beginnt der Kurvenanstieg zwischen Zyklus 27 und 31.

Das Ergebnis der nachfolgend durchgefiihrten Schmelzkurvenanalyse der am Standort
Wang gewonnenen Proben wird in Abbildung 34 dargestellt.
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Abbildung 34: Schmelzkurvenanalyse von DNA-Amplifikaten von am Standort Wang fur
Vorversuche gewonnenen Feldproben; als Zielsequenz diente ein Abschnitt des
mitochondrialen Cytochrom b

---------- Positivkontrolle -==weeee Negativkontrolle
geschutztes Areal — - - ungeschitztes Areal
: Probe 0; : Probe 1; : Probe 2; blau: Probe 3, orange: Probe 4;
olivgriin: Probe 5; : Probe 6; : Probe 7; blaugrtin: Probe 8;

braun: Probe 9; pink: Probe 10

Die Schmelzkurvenanalyse zeigt, dass die Peaks der Schmelzkurven der Positivkontrollen
bei 88,3 °C liegen. Nur die Amplifikate der Probe 9 des geschitzten Areals sowie die der
beiden Areale der Probe 10 schmelzen bei derselben Temperatur wie die Positivkontrolle
auf. Alle anderen Peaks der Schmelzkurven der in Wang gewonnenen Feldproben weisen
dagegen zur Positivkontrolle abweichende Schmelzpunkte auf. So befindet sich der Peak der
Schmelzkurve der Probe 8 des geschiitzten Areals bei 87,8 °C, der Probe 0 beider Areale
bei 87,2 °C, der Probe 1 und 3 beider Areale sowie der Probe 2 des geschiitzten Areals bei
86,8 °C. Die Schmelzkurve der Probe 9 des ungeschiitzten Areals besitzt zwei Peaks, wobei
sich der erste bei ca. 84,8 °C, der zweite bei ca. 88,0 °C befindet. Die Negativkontrolle weist,
ebenso wie die Probe 4 sowie die Probe 2 des ungeschitzten Areals, einen Peak bei ca.
80 °C auf. Da diese sehr weit links liegen, lassen sie sich auf die Bildung von

Primer-Dimeren zuriickfiihren und sind somit von den anderen Peaks gut zu unterscheiden.

Durch die vorhergehende Sequenzanalyse wurden innerhalb der Klasse Aves Unterschiede
in dem gewahlten Sequenzabschnitt festgestellt. Aus diesem Grund binden Sonden nicht
innerhalb dieses DNA-Abschnitts und es ist somit nicht moglich, die Spezifitat durch den
Einsatz von Sonden zu verbessern. Deshalb diente die nachfolgend durchgefihrte
Agarosegelelektrophorese der Uberpriifung der Amplifikate (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Gelelektrophoretische Trennung von DNA-Amplifikaten von am Standort Wang
gewonnenen Feldproben; als Zielsequenz diente ein Abschnitt des
mitochondrialen Cytochrom b

a) Proben 0-5

b) Proben 6-10

Ld: DNA Ladder; +:Positivkontrolle; -: Negativkontrolle; W: Wang; g: geschiitztes Areal;
u: ungeschiitztes Areal; 0-10: Probennummern

Wie Abbildung 35 zeigt, sind bei vielen Feldproben nicht nur Banden auf einer Héhe von
227 bp, welches das Ziel-DNA-Fragment darstellt, zu erkennen, sondern auch viele
unspezifische Produkte von unterschiedlichem Molekulargewicht. So sind beispielsweise in
der Probe Wg9 6 Banden deutlich zu erkennen. Die Probe Wg10 hingegen weist eine dicke
Bande auf einer Hohe von ca. 630 bp auf. Solche unspezifischen Produkte, die mit den
gewahlten Primern in den Feldproben entstanden sind, verhindern eine Quantifizierung
mittels real-time PCR [DENMAN & MCSWEENEY, 2005; HARBERS & KAHL, 2012]. Des
Weiteren flihren diese unspezifischen Produkte durch den Fluoreszenzanstieg in der
real-time PCR zu falsch-positiven Ergebnissen [SLOOTS, 2010]. Aus diesem Grund erfolgte
die Untersuchung der Feldproben mittels Endpunkt-PCR und anschlieRender

Agarosegelelektrophorese.

1.6 Endpunkt-PCR

Bei der Umstellung der real-time PCR auf eine Endpunkt-PCR war eine Anpassung der
PCR-Bedingungen nétig. Hierbei wurden die Annealingtemperatur mit Temperaturen von
55 °C, 60 °C und 65 °C, die Anzahl der durchgefiihrten Zyklen mit 30 als auch 50 sowie die
eingesetzte Menge an Template in die PCR-Reaktion mit 1 pl bzw. 5 ul variiert (siehe Tabelle
11 und Tabelle 12) und anschlieRend mittels Agarosegelelektrophorese ausgewertet. Dabei
zeigte sich, dass eine Zieltemperatur von 65 °C, eine Zyklenzahl von 50 und eine Menge von
1 pl Template im Gegensatz zu 5 pl Template die besten Ergebnisse hinsichtlich der

Bandendicke und —schérfe erzielten.



Ergebnisse 83

1.7 Entwicklung der kompetitiven internen
Amplifikationskontrolle

Um falsch-negative Ergebnisse, welche durch PCR-inhibierende Matrixkomponenten,
Fehlfunktion des Thermocyclers, fehlerhaften PCR-Mix oder geringe Aktivitdt der
DNA-Polymerase hervorgerufen werden kénnen, auszuschlieBen, wurde fir den Nachweis
des mitochondrialen Cytochrom b zusétzlich eine kompetitive IAC entwickelt. Die Gré3e des
Amplifikats sowie die optimale Konzentration der einzusetzenden IAC wurden mittels
Agarosegelelektrophorese uberprift bzw. ermittelt. Die Auswertung der Agarosegele zeigte,
dass das in der Endpunkt-PCR amplifizierte DNA-Fragment eine Lange von 456 pb besald
und somit der erwarteten Grol3e entsprach. Des Weiteren erwies sich bei der Bewertung der
dezimalen Verdinnungsreihe der pUC19-DNA mit den Verdiinnungsstufen von 107 bis 102
die Verdiinnungsstufe 10 als diejenige, bei der die Ziel-DNA ohne Beeintrachtigung durch
das Vorhandensein der internen Amplifikationskontrolle vervielfaltigt wurde (Abbildung 36).
Da mit dem NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer eine Ausgangskonzentration der
pUC19-DNA von 25,0 ng/pl ermittelt wurde und sich die Verdiinnungsstufe 10 als optimal
herausstellte, ergab sich eine endgultige DNA-Konzentration der in die Endpunkt-PCR
einzusetzenden IAC von 2,5 x 10™° ng/pl.

!

Turmfalke + pUC19 10-6
Turmfalke + pUC19 107
Turmfalke + pUC19 108
Turmfalke + pUC19 10°
Turmfalke + pUC19 1010
Turmfalke + pUC19 1011

Turmfalke

Abbildung 36: Gelelektrophoretische Trennung von DNA-Amplifikaten von Turmfalke sowie der
IAC in den Verdiinnungsstufen 10° bis 10™; als Zielsequenz diente ein Abschnitt
des mitochondrialen Cytochrom b
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2 Versuche zum Nachweis von Influenza-A-RNA

Fur die RNA-Isolierung aus den Bodenstaubproben wurden unterschiedliche Verfahren
getestet. Diese waren der RNA PowerSoil™
Inc., der QIAamp® Viral RNA Mini Kit von Qiagen, der INSTANT Virus RNA Kit von

AJ Innuscreen sowie ein Fliissig-Flussig-Verfahren mit dem PeqGOLD TriFast™ von Peqglab.

Total RNA Isolation Kit von MoBio Laboratories

Um die Eignung der Kits fur diese Probenmatrix zu tberprifen, wurden die Proben vor der
Isolierung der RNA sowohl mit einem RNA-Extrakt des Influenzavirus H8N4 als auch mit der
INTYPE IC-RNA, einer heterologen Kontroll-RNA, die zur Amplifikationskontrolle oder als
Positivkontrolle fur die RNA-Extraktion eingesetzt werden kann, artifiziell kontaminiert.
Zuséatzlich wurden jeweils virale RNA und IC-RNA in Abwesenheit der Staubprobe als
Extraktionskontrolle mitgefuhrt. Die mit Hilfe der unterschiedlichen Verfahren entstandenen
RNA-Extrakte wurden anschlieBend in die real-time RT-PCR eingesetzt und auf das
Vorkommen der jeweiligen RNA-Abschnitte untersucht. Die Amplifikate der IC-RNA kénnen
mit einer Wellenlange von 553 nm bis 580 nm gemessen werden, die Amplifikate der in
cDNA umgeschriebenen viralen RNA mit einer Wellenlange von 465 nm bis 510 nm.

Es zeigte sich, dass mit der Fliissig-Fliissig-Extraktion mit peqGOLD TriFast™ die IC-RNA in
keiner Probe (Abbildung 37), die in cDNA umgeschriebene virale RNA, lediglich in der

Extraktionskontrolle ohne Bodenstaub amplifiziert werden konnte (Abbildung 38).
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Abbildung 37: PCR-Amplifikationskurven der mit PeqGOLD TriFast™ isolierten RNA; die als
Zielsequenz diente die IC-RNA (DYXL-Sonde)

: IC-RNA Amplifikationskontrolle; rot: RNA-Extrakt des Influenzavirus H8N4;
schwarz: Negativkontrolle; blau: Extraktionskontrolle ohne Staub; griin: Extraktionskontrolle mit Staub
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Abbildung 38: PCR-Amplifikationkurven der mit PeqGOLD TriFast'™ isolierten RNA; als
Zielsequenz diente die virale RNA (FAM-Sonde)

: IC-RNA Amplifikationskontrolle; rot: RNA-Extrakt des Influenzavirus H8N4;
schwarz: Negativkontrolle; blau: Extraktionskontrolle ohne Staub; griin: Extraktionskontrolle mit Staub

Bei dem anschlieRend durchgefiihrten Extraktionsversuch mit Hilfe des QlAamp® Viral RNA
Mini Kits von Qiagen entstand bei der real-time RT-PCR bei beiden Extraktionskontrollen mit
viraler RNA und IC-RNA eine Amplifikationskurve. Die gezielt kontaminierten Staubproben
blieben jedoch negativ (Abbildung 39 und Abbildung 40).
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Abbildung 39: PCR-Amplifikationskurven der mit dem QlAamp® Viral RNA Mini Kit isolierten
RNA; die als Zielsequenz diente die IC-RNA (DYXL-Sonde)

: IC-RNA Amplifikationskontrolle; rot: RNA-Extrakt des Influenzavirus H8N4;
schwarz: Negativkontrolle; blau: Extraktionskontrolle ohne Staub; griin: Extraktionskontrolle mit Staub
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Abbildung 40: PCR-Amplifikationskurven der mit dem QlAamp® Viral RNA Mini Kit isolierten
RNA; als Zielsequenz diente die virale RNA (FAM-Sonde)

: IC-RNA Amplifikationskontrolle; rot: RNA-Extrakt des Influenzavirus H8N4;
schwarz: Negativkontrolle; blau: Extraktionskontrolle ohne Staub; griin: Extraktionskontrolle mit Staub

Weitere Versuche zur Isolierung der RNA wurden mit dem RNA PowerSoil™ Total RNA
Isolation Kit von MoBio Laboratories Inc. und mit dem INSTANT Virus RNA Kit von
AJ Innuscreen durchgefuhrt. Hierbei gelang mittels der real-time RT-PCR der Nachweis der
viralen RNA bei den gezielt kontaminierten Bodenstaubproben (Abbildung 41). Allerdings ist
das erreichte Fluoreszenzplateau niedrig. Die IC-RNA konnte in der real-time RT-PCR

lediglich bei den Extraktionskontrollen ohne Bodenstaub amplifiziert werden (Abbildung 42).
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Abbildung 41: PCR-Amplifikationskurven der mit dem RNA PowerSoil™ Total RNA Isolation Kit
und dem INSTANT Virus RNA Kit isolierten RNA; als Zielsequenz diente die
virale RNA (FAM-Sonde)

: IC-RNA Amplifikationskontrolle; rot: RNA-Extrakt des Influenzavirus H8N4;
schwarz: Negativkontrolle; blau: Extraktionskontrolle ohne Staub (PowerSoiITM RNA Isolation Kit);
griin: Extraktionskontrolle mit Staub (PowerSoil™ RNA Isolation Kit);

. Extraktionskontrolle ohne Staub (INSTANT Virus RNA Kit);
. Extraktionskontrolle mit Staub (INSTANT Virus RNA Kit)
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Abbildung 42: PCR-Amplifikationskurven der mit dem RNA PowerSoil™ Total RNA Isolation Kit
und dem INSTANT Virus RNA Kit isolierten RNA; die als Zielsequenz diente die
IC-RNA (DYXL-Sonde)

: IC-RNA Amplifikationskontrolle; rot: RNA-Extrakt des Influenzavirus H8N4;
schwarz: Negativkontrolle; blau: Extraktionskontrolle ohne Staub (PowerSoil™ RNA Isolation Kit);
griin: Extraktionskontrolle mit Staub (PowerSoil™ RNA Isolation Kit);

: Extraktionskontrolle ohne Staub (INSTANT Virus RNA Kit);
: Extraktionskontrolle mit Staub (INSTANT Virus RNA Kit)

Die real-time RT-PCR mit einer negativen RNA-Isolierungskontrolle gilt allerdings nur bei
einer (gleichzeitig negativen Influenza-A-Virus-spezifischen Amplifizierung als nicht
auswertbar. Bei den darauffolgenden Wiederholungen dieses Versuches konnten allerdings
keine zuverlassigen Ergebnisse erzielt werden, da bei einigen gezielt kontaminierten
Staubproben keine virale RNA detektierbar war. Da also dieses Verfahren mit einer zu
groBen Unsicherheit behaftet ist, wurde es zur Untersuchung der Feldproben nicht

eingesetzt.
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3 Vergleich der netzgeschitzten und ungeschultzten
Areale

Die von der Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft entwickelte Testvoliere diente
dazu, erste Untersuchungen zur Uberpriifung ihrer Abwehrfunktion gegeniiber Wildtieren
durchzuftihren. Bei den visuellen Kontrollen, die mehrmals wo6chentlich durch in
Augenscheinnahme des Barrieresystems getatigt wurden, konnten keinerlei Anzeichen fur
Eindringversuche von jeglichen Wildtieren in das geschitzte Gehege erkannt werden.
Allerdings nutzten Vogel die zum Aufbau sowie zur Stabilisierung des Barrieresystems
notigen Rundhdlzer als erhdhte Sitzgelegenheit. Infolgedessen wurden auf die nachfolgend
aufgebauten Volieren kegelférmige Schutzhauben aus Aluminium auf die Rundhoélzer
montiert, welche das Absetzen der Vogel und den daraus resultierenden erhéhten Koteintrag
verhinderte. Die Beurteilung der Barrierefunktion der baugleichen, 60 m x 60 m grol3e
Grol3voliere erfolgte ebenfalls anhand direkter regelméaRiger visueller Begutachtungen der
Voliere selbst sowie deren Umgebung. Hierbei zeigten sich deutliche Spuren von Wildtieren
in Form von Fahrten und Faeces in unmittelbarer Néhe des geschitzten Geheges. Innerhalb

der Voliere fehlten jegliche Zeichen von Wildtieren sowie Wildvdgeln.

Zur Beurteilung des Infektionsschutzes durch das speziell entwickelte Barrieresystem wurde
der aviare Eintrag sowohl in den netzgeschiitzten als auch in den ungeschitzten Arealen mit
den Huhnerattrappen ermittelt. Der parallel durchgefiihrte Versuch mit Sentinelherden diente
neben bakteriologischen und virologischen Untersuchungen der Erfassung von Legeleistung
und Verlustraten beider Gehegeformen, um ebenfalls Ruckschlisse auf die Tiergesundheit

bzw. den Schutz vor Raubtieren sowie Greifvogeln ziehen zu kdénnen.

3.1 Ermittlung des aviaren Eintrags

Die Ermittlung des avidren Eintrags erfolgte sowohl mittels einer molekularbiologischen
Methode, der Endpunkt-PCR, als auch durch eine optische Bewertung der Areale beziiglich
makroskopisch sichtbarer avidrer Bestandteile wie Vogelkot und Federn, die auf den
Versuchsfeldern vorzufinden waren. Bei der Endpunkt-PCR stellte ein fir Végel spezifischer
Sequenzabschnitt des mitochondrialen Cytochrom b sowie eine flr diesen Zweck entwickelte
kompetitive IAC die Ziel-DNA dar. Hierzu wurden die gewonnenen Proben zuerst
lyophilisiert, zerkleinert sowie homogenisiert. AnschlieBend wurden, um die
Stichprobenanzahl zu erhéhen, 2 Aliquots je Probe, im Folgenden als ,I“- und ,II“-Aliquots
bezeichnet, entnommen, die DNA isoliert und mittels Endpunkt-PCR untersucht. Der

Doppelansatz diente hier nicht der Bestatigung eines Ergebnisses durch eine zweite



Ergebnisse 89

Untersuchung sondern der umfassenderen Untersuchung insbesondere bei einem grof3en
Probenvolumen. Zusatzlich wurde dadurch eine verbesserte Qualitdt der statistischen

Aussage gewahrleistet.

3.1.1 Areal auf dem Geldande von E.ON am Ismaninger Speichersee

Das Gewicht der Proben variierte sehr stark. So lag es bei den Proben des geschitzten
Areals zwischen 5,03g und 900,00g mit einem Mittelwert von 116,219, einer
Standardabweichung von 150,11 und einer Varianz von 22531,74. Die Messung des
Probengewichts nach dem Gefriertrocknen ergab Werte zwischen 4,22 g und 306,38 g,
wobei hier der Mittelwert bei 73,84 g, die Standardabweichung bei 67,35 und die Varianz bei
4536,30 lagen. Im ungeschitzten Areal erzielte die leichteste Probe im Originalzustand ein
Gewicht von 0,99 g, die schwerste 850,00 g. Das durchschnittliche Probengewicht lag bei
128,87 g mit einer Standardabweichung von 151,09 und einer Varianz von 22826,85. Nach
dem Lyophilisieren waren der Mittelwert 90,74 g, die Standardabweichung 90,65 und die
Varianz 8216,83. Auch verschob sich das Gewicht der leichtesten sowie der schwersten
Probe auf 0,91 g bzw. 584,40 g.

Eine erste Beurteilung der Ergebnisse der Endpunkt-PCR zeigte, dass von den insgesamt
184 untersuchten Proben 1 Probe der I-Aliquots und 3 Proben der Ill-Aliquots des
geschitzten Areals sowie 2 Proben der I-Aliquots und 2 Proben der Il-Aliquots des
ungeschiitzten Areals nicht auswertbar waren, da jeweils eine Amplifikation der IAC
ausblieb. Die ubrigen 176 Proben zeigten eine deutliche Bande fir die IAC. Ebenso wurde
ein positiver PCR-Verlauf hinsichtlich des vogelspezifischen Gens bei 5 I- und 5 Il-Aliquots
des geschuitzten Areals, sowie bei 5 I- und 7 Ill-Aliquots des ungeschitzten Areals
nachgewiesen. Dabei handelte es sich sowohl im geschitzten als auch im ungeschutzten
Areal jeweils um I- und lI-Aliquots verschiedenen Datums.

Die zusétzliche optische Beurteilung des avidren Eintrags bei jeder Probennahme erbrachte
fur die geschiitzte Flache 10 und fur die ungeschitzte Flache 12 eindeutig positive
Resultate. Das bedeutet, dass makroskopisch ein aviarer Eintrag in Form von Vogelkot
sowie Vogelfedern sichtbar war. Der bereits so optisch festgestellte aviare Eintrag wurde bei
31- und Ill-Aliquots des geschitzten sowie gleichfalls bei 3 |- und Ill-Aliquots des
ungeschiitzten Areals molekularbiologisch bestatigt. Am 02.09.2009 wurde im geschitzten
Areal eine Kohimeise entdeckt und aus der Voliere befreit. Der Vogel konnte vermutlich
durch das oben aufliegende Netz eindringen, aber nicht von alleine wieder durch dieses
hinausfliegen. Tabelle 26 zeigt eine detaillierte Ubersicht der auf dem Areal auf dem Gelande

von E.ON gewonnenen Proben.
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Die statistische Auswertung mit Hilfe des x2-Unabh&ngigkeitstests ergab, fir I-Aliqouts,
lI-Aliquots und den makroskopisch sichtbaren aviaren Eintrag zusammen, einen y2-Wert von
0,69, welcher deutlich unter dem kritischen Entscheidungswert von 3,841 liegt. So besteht
zwischen den Merkmalen positiv bzw. negativ beziglich des avidren Eintrags und

geschuitztes bzw. ungeschiitztes Areal kein signifikanter Unterschied.



Ergebnisse

91

Tabelle 26: Ergebnisse der Beprobung des Versuchsareals auf dem Gelédnde von E.ON

E.ON geschutztes Areal ungeschutztes Areal
Datum der Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch
Probe Probennahme - — - - sichtbarer - — - - sichtbarer
Rohmaterial lyophilisiert | Aliquot I | Aliquot II aLi'arer Eintrag Rohmaterial lyophilisiert | Aliquot I | Aliquot I] ayiarer Eintrag
0 11.12.2008 6,20 6,10 / - N 0,99 0,91 - +
1 23.12.2008 5,03 4,81 - - 19,77 18,82 - -
2 12.03.2009 16,13 13,36 - - 23,45 21,08 - -
3 19.03.2009 18,95 16,02 - - 23,47 19,99 - -
4 26.03.2009 900,00 4,22 - - 850,00 3,74 - -
5 08.04.2009 30,09 27,19 - - 28,58 26,38 / -
6 16.04.2009 46,62 45,78 - - 44,38 43,49 - -
7 08.05.2009 357,83 306,38 - - 646,85 584,40 + -
8 13.05.2009 197,68 141,94 - - 215,29 174,02 - -
9 20.05.2009 151,54 130,43 + - 170,18 135,74 B -
10 28.05.2009 198,92 131,20 - - 187,65 149,67 - -
11 09.06.2009 129,54 102,68 - - 129,33 105,41 - -
12 16.06.2009 82,73 53,56 - - 79,46 50,71 - -
13 29.06.2009 189,60 151,80 - - 152,56 133,54 - -
14 07.07.2009 145,00 123,13 + - 89,07 78,05 - -
15 14.07.2009 86,08 75,69 - - 3F 121,03 107,18 - -
16 20.07.2009 49,20 43,20 - - 70,22 62,10 - +
17 27.07.2009 50,92 43,84 - / 89,07 78,05 - -
18 06.08.2009 39,08 34,77 - - 56,41 50,18 - -
19 12.08.2009 27,02 22,77 - - 57,89 51,89 - +
20 19.08.2009 147,09 130,69 - - 4F 158,68 144,80 - - 3F
21 25.08.2009 60,58 52,43 + - 114,35 100,00 - +
22 02.09.2009 56,34 48,80 - + 1F/Vogel 55,92 49,19 - - 2F
23 08.09.2009 52,89 46,70 - - 139,80 125,80 + -
24 22.09.2009 43,17 35,11 - + 2F 122,00 106,80 + / 4 F
25 30.09.2009 65,00 58,42 - / 88,10 76,00 + / 3F
26 19.10.2009 98,13 54,14 - - 93,15 57,82 - -
27 27.10.2009 52,14 40,03 - - 61,20 51,27 - -
28 04.11.2009 153,37 113,97 - - 209,02 161,36 - +
29 10.11.2009 162,64 109,04 - / 176,98 129,44 - +
30 17.11.2009 95,69 70,91 - + 108,10 84,25 - +
31 25.11.2009 78,80 64,05 - - 94,50 77,14 - -
32 02.12.2009 55,56 25,55 - - 35,37 18,09 - -
33 09.12.2009 15,30 10,16 - - 22,74 17,89 - -
34 23.03.2010 90,38 76,04 - - 111,03 99,43 - -
35 30.03.2010 42,71 37,80 - - 3F 43,81 40,03 - -
36 06.04.2010 27,12 22,50 - - 34,10 29,20 - - 1F
37 15.04.2010 17,06 13,12 + - 2F 1K 29,48 25,07 + - 1F
38 21.04.2010 24,70 21,54 - - 3K 37,20 34,28 - - 2F; 4K
39 29.04.2010 25,10 22,32 - - 2F; 4K 34,32 30,82 / - 5K
40 12.05.2010 451,04 281,03 - - 1F; 3K 300,98 200,92 - - 2K
41 25.05.2010 248,76 214,68 - - 2F 202,01 176,84 - - 1F
42 09.06.2010 260,97 142,73 + - 231,88 137,47 - -
43 18.06.2010 145,69 95,71 - + 162,73 116,09 - -
44 24.06.2010 60,93 54,77 - + 68,77 62,27 - - 2K
45 29.06.2010 86,30 75,62 - - 136,02 126,40 - - 1F
Mittelwert 116,21 73,84 128,87 90,74
Standardabweichung 150,11 67,35 151,09 90,65
Varianz 22531,74 4536,30 22826,85 8216,83

+++: stark positivilll ++: positivEB +: schwach positiv[_] -: negativ /: negative IAC (nicht auswertbar)

F: Feder

K: Vogelkot
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3.1.2 Areal auf dem Geladnde der Stadtwerke Munchen in Wang

Das Probengewicht schwankte im geschitzten Areal zwischen 3,81 g und 229,70 g mit
einem durchschnittlichen Wert von 22,80 g, einer Standardabweichung von 43,92 und einer
Varianz von 1929,33, im ungeschitzten zwischen 5,34g und 127,34g mit einem
Durchschnittsgewicht von 29,23 g, einer Standardabweichung von 31,85 und einer Varianz
von 1014,29. Nach dem Lyophilisieren betrug das durchschnittliche Gewicht der Proben des
geschitzten Areals 15,50 g, wobei Werte von 2,75 g bis 109,39 g gemessen wurden. Die
Standardabweichung lag bei 21,20 und die Varianz bei 449,45. Die Proben des
ungeschitzten Areals wogen zwischen 4,39 g und 78,51 g mit einem Mittelwert von 21,64 g,
einer Standardabweichung von 20,95 und einer Varianz von 438,86.

Sechs Proben, 2 I-Aliquots und 2 II-Aliquots des geschiitzten Areals sowie ein |- und ein
lI-Aliquot des ungeschiitzten Areals, blieben sowohl bezilglich der gesuchten Gensequenz
als auch beziglich der IAC negativ und wurden somit nicht in der Auswertung berticksichtigt.
Bei Probe 19 des geschitzten Areals blieb bei den I- und den lI-Aliquots eine Amplifizierung
der IAC aus. Bei der weiteren Beurteilung der Endpunkt-PCR-Ergebnisse zeigten sich
lediglich ein Aliquot | sowie ein Aliquot Il des geschiitzten Areals positiv. Von den Aliquots
des ungeschitzten Areals waren insgesamt 5 als positiv zu werten, wobei es sich dabei um
3 I-Aliquots und 2 lI-Aliquots handelte.

Zusatzlich wurde bei 6 Beprobungen im geschitzten Areal sowie an 7 Tagen der
Probennahme im ungeschutzten Areal optisch ein aviarer Eintrag festgestellt. Der Eintrag im
geschutzten Areal bestand hauptsachlich aus Federn, wohingegen im ungeschiitzten Areal
Uberwiegend Vogelkot vorzufinden war. Von den Proben 14 und 21 des ungeschitzten
Areals, die bereits makroskopisch positiv auf avidaren Eintrag bewertet werden konnten,
erwies sich in der Endpunkt-PCR jeweils das Aliquot | ebenfalls als positiv. Eine detaillierte
Ubersicht der Proben sowie die Auswertungen der Endpunkt-PCR werden in Tabelle 27
aufgezeigt.

Die statistische Auswertung mit Hilfe des x2-Unabhéngigkeitstests ergab, fur I-Aligouts,
lI-Aliquots und den makroskopisch sichtbaren aviaren Eintrag zusammen, einen y2-Wert von
0,80. Somit weisen die geschitzten und ungeschitzten Areale bezilglich des avidren
Eintrags keinen signifikanten Unterschied auf.
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Tabelle 27: Ergebnisse der Beprobung des Versuchsareals auf dem Gelande der Stadtwerke

Munchen
Stadtwerke Minchen geschutztes Areal ungeschutztes Areal
Datum der Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch
P1% | Probennanme Rohmaterial | lyophilisiert | Aliquot I | Aliquot II avif::t:rne[:a Rohmaterial | lyophilisiert | Aliquot I | Aliquot II shbarer
le] aviarer Eintrag
0 30.07.2009 5,52 4,86 - - 7,99 7,09
1 13.08.2009 4,58 4,13 - - 10,76 9,33
2 20.08.2009 4,50 3,47 - - 6,34 4,98
3 26.08.2009 3,81 2,75 - - 6,43 4,46 +
4 02.09.2009 5,61 4,35 - - 1F 6,40 5,90
5 10.09.2009 5,74 5,08 + / 5,96 511
6 24.09.2009 9,94 9,10 - - 21,42 18,96
7 01.10.2009 12,52 11,00 / - 10,41 9,70
8 07.10.2009 7,91 6,90 - - 5,34 5,20 - - 1F
9 20.10.2009 11,51 7,66 - - 15,84 10,81
10 29.10.2009 8,56 5,76 - - 6,16 4,39
11 13.11.2009 229,70 109,39 - - 92,20 47,45
12 27.11.2009 20,55 16,10 - - 47,25 35,26 - +
13 03.12.2009 13,00 7,10 - - 73,91 40,28 - /
14 25.03.2010 22,71 20,88 - - 1F 58,48 49,44 + - 1F
15 31.03.2010 10,43 10,12 - - 19,12 16,89 - - 1F 2K
16 08.04.2010 9,20 8,50 - - 15,86 14,30 - - 1K
17 16.04.2010 11,20 8,43 - - 24,84 17,82
18 22.04.2010 30,40 27,15 - - 1F 28,30 25,59
19 30.04.2010 42,99 38,30 / / 2K 81,50 75,51 / - 1F 2K
20 21.05.2010 57,04 34,84 - - 127,34 78,51 - - 3K
21 04.06.2010 14,11 12,07 - - 1F 2K 28,99 25,30 + - 1K
22 10.06.2010 13,94 12,38 - - 23,25 21,24
23 17.06.2010 13,27 10,33 - - 5F 13,92 9,52
24 24.06.2010 13,55 12,72 - ++ 14,39 13,36
25 01.07.2010 10,63 9,73 - - 7,55 6,28 - +
Mittelwert 22,80 15,50 29,23 21,64
Standardabweichung 43,92 21,20 31,85 20,95
Varianz 1929,33 449,45 1014,29 438,86

+++: stark positivilll ++: positivE +: schwach positiv[__] -: negativ /: negative IAC (nicht auswertbar)
F: Feder K:Vogelkot

3.1.3 Areal bei der Klaranlage in Wang

Die Proben des geschitzten Areals hatten im Originalzustand ein Durchschnittsgewicht von
8,42 g, wobei das niedrigste Gewicht 1,69 g und das hdchste 57,97 g betrug. Hier lagen die
Standardabweichung bei 9,77 und die Varianz bei 95,41. Gefriergetrocknet wog die
leichteste Probe 0,98 g und die schwerste 52,28 g. Der Mittelwert des Gewichts aller Proben
lag bei 6,94 g mit einer Standardabweichung von 8,76 und einer Varianz von 76,68. Im
ungeschitzten Areal wurden Proben zwischen 2,61 g und 50,85 g gewonnen, wodurch sich
ein Durchschnittsgewicht von 11,10 g, einer Standardabweichung von 10,67 und einer
Varianz von 113,94 errechnete. Nach dem Lyophilisieren maf3en die Proben durchschnittlich
8,95 g, mit einer Standardabweichung von 7,33 und einer Varianz von 53,69, und lagen
dabei zwischen 2,00 g und 40,20 g.

Insgesamt waren von den 148 auf das mitochondriale Cytochrom b untersuchten Proben 144

auswertbar. Vier Aliquots, 2 ll-Aliquots des geschitzten Areals sowie je ein Aliquot | und ein
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Aliquot Il des ungeschiitzten Areals, flossen nicht in die Beurteilung ein. Bei diesen Proben
unterblieb die Amplifikation der IAC. Das geschitzte Areal wies 12 positive I-Aliquots, von
denen sich eine stark positiv, 2 positiv und 9 schwach positiv abzeichneten, auf. Zuséatzlich
waren 5 Il-Aliquots als positiv zu bewerten. Bei Probe 11 erwies sich sowohl Aliquot | als
auch Aliquot Il als positiv.

Von Beginn der Probennahme Ende Mai 2009 bis hin zum Marz 2010 war optisch kein
aviarer Eintrag zu erkennen. Erst am 25.03.2010 waren auch Spuren von Végeln in dem
geschutzten Areal deutlich sichtbar. Ab diesem Zeitpunkt konnte an 6 Tagen der
Probennahme ein aviérer Eintrag, der mehrheitlich aus Vogelkot bestand, mit bloRem Auge
bestétigt werden. Die Proben 26 und 30, bei denen 1 bzw. 2 Vogelkotflecken auf dem
Kunstrasen gefunden wurden, erzielten ebenfalls in der Endpunkt-PCR ein positives
Ergebnis. Die Auswertung der Endpunkt-PCR des ungeschitzten Areals ergab bei den
I-Aliquots 11, bei den lI-Aliquots lediglich ein positives Ergebnis. Optisch zeigte sich an
14 Tagen ein avidrer Eintrag, der auch hier grof3tenteils aus Vogelkot und weniger aus
Federn bestand. Die Proben 28, 30, 31 und 32 kennzeichneten neben dem positiven
optischen avidren Eintrag ein ebenso positives Aliquot |. Eine Auflistung aller Proben, die auf
dem Areal bei der Klaranlage in Wang gewonnen wurden, und deren Auswertung befindet
sich in nachfolgender Tabelle (Tabelle 28).

Far I-Aligouts, ll-Aliquots und den makroskopisch sichtbaren avidren Eintrag zusammen,
ergab die statistische Auswertung mit Hilfe des y2-Unabhéangigkeitstests einen x2-Wert von
0,24. So konnte insgesamt zwischen den geschuitzten und ungeschitzten Arealen bezuglich
des Eintrags organischen Materials aviaren Ursprungs kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden.
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Tabelle 28: Ergebnisse der Beprobung des Versuchsareals bei der Klaranlage in Wang

Kléaranlage/Wang geschutztes Areal ungeschiitztes Areal
Datum der Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch
Probe Probennahme - — - - sichtbarer - — - - sichtbarer
Rohmaterial | lyophilisiert | Aliquot | | Aliquot Il ayiarer Eintrag Rohmaterial | lyophilisiert | Aliquot | | Aliquot Il aviarer Eintrag |
0 27.05.2009 57,97 52,28 + - 50,12 40,20 +
1 08.06.2009 14,44 12,77 - 11,74 10,10 - +
2 17.06.2009 12,16 10,48 - 15,82 14,06 ++
3 27.06.2009 4,57 3,97 - 4,92 4,16 +
4 01.07.2009 8,93 7,67 + 7,50 6,67 -
5 09.07.2009 4,87 3,75 - 4,25 3,82 -
6 14.07.2009 2,90 2,80 + - 4,80 4,23 +
7 20.07.2009 2,62 2,35 - 4,36 3,66 -
8 27.07.2009 2,78 2,03 + 3,89 3,23 -
9 06.08.2009 2,39 2,24 - 4,77 4,03 +
10 13.08.2009 2,40 2,38 / 6,09 571 -
11 20.08.2009 4,79 3,90 + + 6,23 5,16 -
12 26.08.2009 5,20 4,34 ++ 3,16 2,60 - /
13 02.09.2009 6,16 5,00 + 6,71 6,30 - 1F
14 10.09.2009 9,85 8,87 - 6,61 5,38
15 24.09.2009 6,00 5,40 - 10,11 9,41 1F
16 01.10.2009 6,61 5,70 + / 9,96 8,50 +
17 07.10.2009 6,94 5,20 2,91 2,00
18 20.10.2009 2,24 2,15 4,21 3,79
19 29.10.2009 1,74 1,30 2,61 2,46 -
20 06.11.2009 12,95 5,34 + 50,85 26,34 -
21 13.11.2009 6,08 4,27 +++ 19,46 16,01 -
22 20.11.2009 5,30 3,45 ++ 23,29 17,09 ++ -
23 27.11.2009 20,60 15,58 ++ 14,66 12,08 -
24 03.12.2009 12,50 6,70 - 7,90 5,90 / -
25 25.03.2010 21,98 19,97 - 1F 1K 15,63 15,00 - 2F 1K
26 31.03.2010 12,89 11,79 + 1K 9,68 8,87 - 1F 1K
27 08.04.2010 12,76 11,20 - 10,30 9,50 - 2K
28 16.04.2010 6,52 5,10 - 1F 1K 11,81 10,17 + 1K
29 22.04.2010 6,70 5,82 + 8,90 7,62 1F 2K
30 30.04.2010 8,14 7,61 + 2K 8,83 8,11 + 2F 6K
31 21.05.2010 2,23 1,30 - 10K 11,74 79 + 12K
32 04.06.2010 2,10 0,98 - 7,92 6,86 + 2K
33 10.06.2010 5,96 5,15 + 14,95 13,98 1F
34 17.06.2010 1,69 1,06 - 511 2,94 1F
35 24.06.2010 5,50 4,98 - 3K 12,70 11,73 2K
36 01.07.2010 2,10 1,82 6,38 5,54 - 3K
Mittelwert 8,42 6,94 11,10 8,95
Standardabweichung 9,77 8,76 10,67 7,33
Varianz 95,41 76,68 113,94 53,69

+++: stark positivilll ++: positivB +: schwach positiv[_] -: negativ /: negative IAC (nicht auswertbar)

F: Feder

3.1.4 Areal auf dem Versuchsgut Griinschwaige

K: Vogelkot

Das Gewicht der Proben lag beim geschitzten Areal zwischen 0,75 g und 80,80 g, wobei der
Durchschnitt 16,57 g, die Standardabweichung 19,10 und die Varianz 364,82 betrugen, beim

ungeschiitzten zwischen 0,79 g und 64,21 g mit einem Durchschnitt von 17,47 g, einer

Standardabweichung von 19,71 und einer Varianz von 388,44. Durch das Lyophilisieren

verringerte sich das Gewicht aller Proben, wobei das geringste Gewicht des geschuitzten
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Areals schlief3lich 0,60 g und das hoéchste 57,75 g betrug. Nach dem Wasserentzug zeigten
die Proben des ungeschitzten Areals Gewichte zwischen 0,64 g und 49,40 g. Die
durchschnittliche Trockenmasse der Proben des geschitzten und ungeschutzten Areals ist
mit 13,659 und 13,90g nahezu identisch. Ahnlich verhdlt es sich mit der
Standardabweichung mit 15,16 und 15,19 sowie der Varianz mit 229,69 und 230,81.

Von den insgesamt 52 Proben, deren DNA im Doppelansatz isoliert und mittels
Endpunkt-PCR untersucht wurden, waren 2 Aliquots, ein Aliquot | des geschitzten Areals
sowie ein Aliquot Il des ungeschitzten Areals, aufgrund einer negativen IAC nicht
auswertbar. Die weitere Beurteilung der Ergebnisse zeigte 5 positive I-Aliquots sowie 2
positive Il-Aliquots des geschitzten Areals, wobei die positiven ll-Aliquots nicht mit dem
Datum der Probennahme der positiven I-Aliquots Ubereinstimmten. Sechs I-Aliquots des
ungeschiitzten Areals waren als positiv zu werten, wohingegen die ll-Aliquots ausnahmslos
negativ blieben.

Die zusatzliche optische Bewertung von aviarem Eintrag in die Areale zeigte, dass an 8
Tagen der Probennahme im geschitzten Areal und an 9 Tagen im ungeschuitzten Areal
Federn und/oder Kot vorzufinden waren, wobei es sich tGberwiegend um kleine Federn bzw.
Daunen handelte. Dabei zeigten die Proben 6 und 7 des geschiitzten Areals, welche in der
Endpunkt-PCR ein positives Aliquot | aufwiesen, ebenfalls einen positiven optischen aviaren
Eintrag. Beim ungeschitzten Areal waren die Proben 4, 5, 7 und 19 sowohl in der
Endpunkt-PCR als auch beziiglich des optischen aviaren Eintrags als positiv zu beurteilen. In
den Monaten von Oktober bis Marz wurde optisch kein aviarer Eintrag festgestellt. Auch im
Schnee, der im Januar und Februar durchgangig lag, zeigten sich keine Spuren von Vdgein.
Eine genaue Ubersicht der Proben des geschiitzten sowie des ungeschiitzten Areals zeigt
Tabelle 29.

Die statistische Auswertung mit Hilfe des x2-Unabhéngigkeitstests ergab, fur I-Aligouts,
lI-Aliquots und den makroskopisch sichtbaren aviaren Eintrag zusammen, einen y2-Wert von
0,00. Dies zeigt, dass zwischen den Merkmalen positiv bzw. negativ beziiglich des aviaren
Eintrags und geschutztes bzw. ungeschutztes Areal kein signifikanter Unterschied besteht.
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Tabelle 29: Ergebnisse der Beprobung des Versuchsareals auf dem Versuchsgut
Griinschwaige

Grunschwaige geschiitztes Areal ungeschiitztes Areal
Datum der Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch
Prob | probennahme Rohmaterial | lyophilisiert | Aliquot I | Aliquot Il isjchtbe}rer Rohmaterial | lyophilisiert | Aliquot I | Aliquot Il isjchtbe}rer
aviarer Eintrag aviarer Eintrag
0 23.07.2009 1,82 1,56 - - 0,82 0,78
1 29.07.2009 9,02 7,99 - - 5,00 4,39
2 05.08.2009 2,49 2,09 / - 3F 1,25 1,04 - - 3F
3 12.08.2009 4,20 3,93 - - 4F 4,06 3,72
4 19.08.2009 4,03 2,93 - - 4F 3,15 2,65 + - 3F
5 25.08.2009 6,34 5,29 ++ - 10,35 8,84 + - 1F
6 01.09.2009 7,12 6,51 + - 1F 4,69 3,63
7 23.09.2009 5,29 4,88 + - 9F 9,36 8,29 + - 3F
8 29.09.2009 12,40 10,71 - - 8,28 7,23 +
9 08.10.2009 6,32 4,90 - - 4,70 4,30
10 21.10.2009 24,02 19,40 + - 12,22 9,70
11 28.10.2009 10,14 8,54 - - 9,74 7,83 +
12 03.11.2009 80,80 53,70 + - 59,30 33,80
13 13.11.2009 12,86 10,88 - + 16,90 11,49
14 20.11.2009 3,70 2,39 - - 6,60 4,45
15 27.11.2009 7,30 5,80 - - 3,70 3,40
16 03.12.2009 3,70 2,65 - - 0,81 0,64
17 09.12.2009 0,75 0,60 - + 0,79 0,67
18 25.03.2010 63,22 57,75 - - 50,96 47,12 - - 6F
19 31.03.2010 20,19 18,57 - - 12,28 11,27 + / 4F; 1K
20 08.04.2010 31,32 28,70 - - 2F 23,16 21,00 - - 1F 1K
21 15.04.2010 15,05 8,72 - - 64,21 41,30 - - 4K
22 20.04.2010 36,90 33,56 - - 3F; 2K 55,00 49,40 - - 1F
23 28.04.2010 29,16 26,64 - - 41,08 38,37
24 05.05.2010 18,50 14,16 - - 4F 25,36 18,86
25 11.05.2010 14,25 12,17 - - 20,35 17,22
Mittelwert 16,57 13,65 17,47 13,90
Standardabweichung 19,10 15,16 19,71 15,19
Varianz 364,82 229,69 388,44 230,81

+++: stark positivillll ++: positivEE +: schwach positiv[__] -: negativ /: negative IAC (nicht auswertbar)
F: Feder K: Vogelkot

3.1.5 Areal auf der Versuchsstation Viehhausen

Das Gewicht der gewonnenen Proben differierte stark. Direkt nach der Probennahme lag es
im geschutzten Areal zwischen 3,64 g und 115,73 g, im ungeschitzten zwischen 4,69 g und
42,50 g. Der errechnete Mittelwert aller Proben betrug im geschiitzten Areal 19,44 g, mit
einer Standardabweichung von 20,54 und einer Varianz von 421,96, und im ungeschiitzten
Areal 13,99 g, mit einer Standardabweichung von 9,18 und einer Varianz von 84,20. Nach
dem Gefriertrocknen lag dieser Wert bei 15,77 g, mit einer Standardabweichung von 18,09
und einer Varianz von 327,43, bzw. 11,24 g, mit einer Standardabweichung von 7,44 und
einer Varianz von 55,32, wobei im geschitzten Areal die leichteste Probe 1,32 g und die
schwerste 100,55 g wog, im ungeschitzten Areal maf das geringste Gewicht 2,11 g und das
hdchste 35,96 g.
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Von insgesamt 168 mittels Endpunkt-PCR auf das Vorkommen des mitochondrialen
Cytochrom b getesteten Proben, erwies sich lediglich eine Probe aufgrund einer negativ
gebliebenen IAC als nicht auswertbar. Hierbei handelte es sich um das Aliquot | der Probe 2
des geschiitzten Areals. Des Weiteren zeigten 3 I-Aliquots und 5 II-Aliquots des geschiitzten
Areals einen positiven PCR-Verlauf hinsichtlich des gesuchten Genabschnitts. Ebenso
konnte an 11 Beprobungstagen das Vorhandensein von Federn und/oder Kot auf dieser
Flache verzeichnet werden. Davon wiederum wurden 3 Aliquots, das Aliquot Il der Probe 15
sowie die I-Aliquots der Proben 30 und 35 ebenfalls mittels Endpunkt-PCR positiv getestet.
Der Fund eines Vogelbeins am 26.06.2009 in diesem Areal stellte ein aul3ergewdhnliches
Ereignis dar. Dieses Vogelbein war ca. 3 cm grol3 und stammte somit von einem kleinen
Vogel, welcher mdglicherweise ein Opfer eines Raubvogels geworden ist. Die Auswertung
der Endpunkt-PCRs des ungeschiitzten Areals verhalt sich ahnlich zu der des geschutzten
Areals. So wurden insgesamt 9 Aliquots, 5 I-Aliquots und 4 II-Aliquots, positiv auf das
mitochondriale Cytochrom b getestet. Mit Ausnahme der Probe 38, bei der sowohl Aliquot |
als auch Aliquot Il ein positives Ergebnis erzielte, handelte es sich stets um Proben
unterschiedlichen Datums. Der optische avidre Eintrag, welcher an 10 Tagen der
Probennahme verzeichnet wurde, bestand hier ausschlielRlich aus Faeces. Zwei dieser
Proben, die an diesen 10 Tagen genommen wurden, namlich die Aliquots | der Proben 32
und 37, erzielten auch in der Endpunkt-PCR beziglich des vogelspezifischen Gens ein
positives Ergebnis.

Im Winter, wenn keine Probennahme aufgrund der Wetterlage moglich war, konnten im
liegengebliebenen Schnee um beide Versuchsflachen Spuren von diversen Tieren, vor allem
aber von Hasen und Rehen entdeckt werden. Hin und wieder gab es auch innerhalb des
Freigeheges Spuren, welche allerdings sehr undeutlich und somit keiner Tierart eindeutig
zuzuordnen waren. Am 29.09.2009 sal? bei der Ankunft auf dem Gelande im ungeschitzten
Areal ein Feldhase. Eine Aufstellung aller auf dem Areal der Versuchsstation Viehhausen
gewonnenen Proben sowie deren Auswertung zeigt Tabelle 30.

Fur I-Aligouts, Il-Aliquots und den makroskopisch sichtbaren aviaren Eintrag zusammen,
ergab die statistische Auswertung mit Hilfe des x?-Unabhangigkeitstests einen x2-Wert von
0,04. So konnte insgesamt zwischen den geschutzten und ungeschitzten Arealen bezuglich
des Eintrags organischen Materials aviaren Ursprungs kein signifikanter Unterschied

festgestellt werden.
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Tabelle 30: Ergebnisse der Beprobung des Versuchsareals auf der Versuchsstation
Viehhausen
Viehhausen geschiitztes Areal ungeschitztes Areal
Datum der Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch Probengewicht [g] Auswertung PCR | makroskopisch
Probe | o bennahme - — - - sichtbarer - — - - sichtbarer
Rohmaterial | lyophilisiert | Aliquot I | Aliquot Il| 4yisrer Eintrag Rohmaterial | lyophilisiert | Aliquot I | Aliquot Il | 4vigrer Eintrag
0 31.03.2009 7,80 7,66 + - 7,59 7,37 - -
1 07.04.2009 6,95 6,80 - - 2K 6,62 6,42 - +
2 14.04.2009 7,98 7,82 / - 7,07 6,87 - -
3 21.04.2009 25,51 25,05 - + 36,46 35,96 - +
4 06.05.2009 28,15 27,72 - - 27,86 27,17 - -
5 18.05.2009 11,02 9,79 - - 17,28 13,87 - -
6 28.05.2009 9,98 8,75 - - 8,67 7,62 - -
7 09.06.2009 4,96 4,30 - - 6,55 514 ++ -
8 26.06.2009 7,11 3,60 - - Vogelbein 4,71 3,32 - -
9 01.07.2009 3,64 3,18 - - 6,15 5,46 - -
10 10.07.2009 7,00 571 - - 5,07 4,19 ++ -
11 17.07.2009 5,04 3,71 - - 3,79 3,53 - -
12 24.07.2009 8,93 7,90 - - 22,07 19,03 - -
13 30.07.2009 20,91 18,16 - - 20,56 17,19 - -
14 05.08.2009 7,59 6,64 - - 8,79 7,90 - -
15 11.08.2009 9,12 8,38 - + 2F 7,75 6,87 - -
16 18.08.2009 9,35 8,17 - - 7,20 6,32 - -
17 24.08.2009 15,58 12,99 - - 1F 12,69 11,33 - -
18 01.09.2009 11,27 10,58 - - 16,81 15,34 - -
19 07.09.2009 13,82 12,51 - - 26,23 23,72 - -
20 21.09.2009 11,87 10,90 - + 16,30 14,46 - -
21 29.09.2009 64,30 55,90 - - 14,28 13,03 - -
22 15.10.2009 5,84 3,63 - - 8,11 6,71 - - 6 K
23 21.10.2009 16,77 13,99 - + 10,94 8,97 - -
24 03.11.2009 512 1,80 - - 5,81 3,12 - -
25 10.11.2009 14,50 7,15 - - 24,35 17,09 - -
26 17.11.2009 16,86 10,14 - - 20,50 16,10 - -
27 23.11.2009 33,87 27,06 - - 24,51 20,91 - -
28 02.12.2009 16,00 6,90 - + 19,22 10,61 - -
29 08.12.2009 39,35 1,32 - - 42,50 2,11 - -
30 23.03.2010 115,73 100,55 + - 1F 30,49 26,75 - +
31 30.03.2010 37,12 32,83 - - 1F 12,44 10,92 - -
32 06.04.2010 32,03 29,00 - - 12,15 11,00 + - 2K
33 15.04.2010 28,41 24,22 - - 1F 1K 10,03 8,66 - - 1K
34 22.04.2010 44,57 39,31 - - 2K 17,16 15,10 - - 4K
35 29.04.2010 49,12 43,49 + - 1F; 3K 13,43 11,62 - - 5K
36 11.05.2010 13,09 11,25 - - 4,69 4,33 - - 4K
37 19.05.2010 7,25 6,09 - - 1K 512 4,17 + - 3K
38 25.05.2010 19,84 17,19 - - 12,32 11,31 + +
39 08.06.2010 8,31 7,08 - - 7,41 6,33 - - 5K
40 23.06.2010 7,31 6,59 - - 1K 9,02 7,98 - - 6K
41 29.06.2010 7,35 6,65 - - 1K 6,97 6,24 - - 1K
Mittelwert 19,44 15,77 13,99 11,24
Standardabweichung 20,54 18,09 9,18 7,44
Varianz 421,96 327,43 84,20 55,32

+++: stark positivilll ++: positivB +: schwach positiv[_] -: negativ /: negative IAC (nicht auswertbar)

F: Feder

K: Vogelkot
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Eine zusammenfassende Aufstellung der durchgefihrten Untersuchungen und deren

Ergebnisse wird in Tabelle 31 dargestellt.

Tabelle 31: Zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse des Nachweises des
mitochondrialen = Cytochrom b  mittels Endpunkt-PCR sowie der
makroskopischen Untersuchungen an allen 5 Standorten

E.ON SWM Grunschwaige | Wang/Klarwerk| Viehhausen gesamt
Beginn der Probennahme 11.12.2008 30.07.2009 23.07.2009 27.07.2009 31.03.2009
Ende der Probennahme 30.06.2010 30.06.2010 11.05.2010 30.06.2010 30.06.2010
Probenanzahl 92 52 52 74 84 354
auswertbar 89 49 51 73 83 345
positiv 5 5 1 3 5 6 12 11 3 5 26 30
negativ 40 39 23 22 20 20 25 25 38 37 146 143
Cytochrom B - Aliquot Il
auswertbar 87 49 51 71 84 342
positiv 5 7 1 2 6 0 5 1 5 4 22 14
negativ 38 37 23 23 20 25 30 35 37 38 148 158
makroskopisch sichtbarer
avidrer Eintrag
positiv 10 12 6 7 8 9 6 14 12 10 42 52
negativ 36 34 20 19 18 17 31 23 31 32 136 125

-: geschutztes Areal |I| : ungeschltztes Areal

Wie der Tabelle 31 zu entnehmen ist, wurden bei der Untersuchung der Proben auf das
mitochondriale Cytochrom b mittels Endpunkt-PCR bei den I-Aliquots insgesamt mehr
Proben des ungeschitzten Areals (8,7 %) als Proben des geschitzten Areals (7,5 %) als
positiv nachgewiesen. Dagegen zeigen die Untersuchungen der Il-Aliquots mehr Proben des
geschitzten Areals (6,4 %) als Proben des ungeschiitzten Areals (4,1 %) ein positives
PCR-Ergebnis. Die Beurteilung des makroskopisch sichtbaren avidren Eintrags zeigt, dass
im ungeschitzten Areal mehr Material aviaren Ursprungs vorzufinden war als im geschitzten
Areal. Die Ergebnisse der I- und der lI-Aliquots, des optischen avidren Eintrags sowie die
Gesamtheit aller Ergebnisse wurden mit Hilfe des y2-Unabhéngigkeitstests analysiert. Die so
errechneten x2-Werte lagen mit 0,31 fur die I-Aliquots, 2,09 fur die lI-Aliquots, 1,52 fiur den
makroskopisch sichtbaren avidren Eintrag sowie mit 0,21 fur alle Ergebnisse zusammen
deutlich unter dem kritischen Entscheidungswert von 3,841. So besteht zwischen den
Merkmalen positiv bzw. negativ beziiglich des aviaren Eintrags und geschiitztes bzw.

ungeschiitztes Areal kein signifikanter Unterschied.

3.2 Tiergesundheit und Uberlebensrate

Die vom Institut fur Biologische Sicherheitsforschung GmbH sowie dem Institut der
Medizinischen Mikrobiologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg durchgefihrten
mikrobiologischen ~ Untersuchungen, welche ebenfalls der Uberpriifung  der
Infektionssicherheit dienten, zeigten keine wesentlichen Unterschiede zwischen den

geschitzten und ungeschitzten Arealen. Dagegen lieRen sich durch die Erfassung von
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Legeleistung und Verlustraten relevante Aspekte der Tiergesundheit sowie des Schutzes vor

Raubtieren und Greifvogeln darstellen.

3.2.1 Legeleistung

Als wichtiger Parameter fiir die Beurteilung der Tiergesundheit diente die Legeleistung der
Huhner, welche Uber 40 Wochen erfasst wurde. An den Standorten Wasserndorf bei
Kitzingen und Gefligelhof Halder in HoRRkirch war es allerdings aus technischen Grinden nur
fur 34 bzw. 25 Wochen mdglich, diese Daten zu sammeln. Eine detaillierte Aufstellung dieser
Daten befindet sich im Anhang (13).

Am Geflugelhof Halder in HoRRkirch zeigte sich Uber einen Beobachtungszeitraum von
25 Wochen im geschitzten Gehege eine durchschnittliche Legeleistung von 5,42 Eiern pro
Huhn und Woche, wobei der Tiefstwert bei 2,04 und der Hochstwert bei 7,12 lag. Im
Freigehege schwankte die wodchentliche Legeleistung zwischen 2,17 und 6,65 Eiern pro
Huhn und Woche und wies einen Mittelwert von 4,83 auf. Der deutliche Abfall der
Legeleistung in beiden Haltungssystemen (Abbildung 43) ab der 13. Experimentwoche
begann Mitte Oktober.
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Abbildung 43: Legeleistung am Gefligelhof Halder in HoRRkirch

geschutzt ungeschitzt

Eine geringfligig bessere durchschnittliche Legeleistung wiesen am Gut Weyern bei Diren
die Tiere im ungeschitzten Areal mit 5,67 Eiern pro Huhn und Woche im Vergleich zu den
Huhnern in der Volierenhaltung mit 5,23 Eiern pro Huhn und Woche auf. Die wdchentliche
Legeleistung pro Huhn variierte im Barrieregehege von 3,50 bis 6,96, im Freigehege von
4,24 bis 6,57 Eiern (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Legeleistung am Gut Weyern bei Diren

geschitzt ungeschutzt

Am Laeisenhof in Ferschweiler legte ein Tier im Barrieregehege wdéchentlich zwischen 2,88
und 6,48 Eier. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 40 Wochen hinweg lag die
mittlere Legeleistung in dieser Gehegeform bei 5,23 Eiern pro Huhn und Woche, im
Freigehege bei 5,02. Hier reichte die durchschnittliche wochentliche Leistung pro Huhn und
Woche von 2,14 bis 6,43 Eiern (Abbildung 45). Einhergehend mit einem pl6tzlich starken
Abfall der Lufttemperatur trug sich Anfang November, in der 16. Experimentwoche im
ungeschitzten Areal sowie in der 17. Experimentwoche im geschiitzten Areal, ein Einbruch

der Legeleistung zu.
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Abbildung 45: Legeleistung am Laeisenhof in Ferschweiler

geschitzt ungeschitzt

Ebenso wie am Gut Weyern bei Diren zeigten die Tiere auf der Versuchsstation Viehhausen
im Freigehege eine geringfligig bessere durchschnittliche Legeleistung. Diese lag bei 5,90

Eiern pro Huhn und Woche, wobei die niedrigste wochentliche Legeleistung pro Huhn und
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Woche 4,68 Eier, die hochste 7,00 Eier betrug. Im Vergleich dazu legten die Hihner im
geschitzten Areal durchschnittlich 5,22 Eier pro Woche mit woéchentlichen Leistungen
zwischen 4,24 und 6,40 Eiern pro Tier (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Legeleistung auf der Versuchsstation Viehhausen

geschitzt ungeschitzt

Mit Ausnahme der ersten Woche zeigte die gesamte durchschnittliche Legeleistung der
Huhner beider Gehegeformen in Wéasserndorf bei Kitzingen kaum einen Unterschied. So lag
diese im geschitzten Areal bei 5,52, im Freigehege bei 5,36 Eiern pro Huhn und Woche.
Wodchentlich schwankten die Leistungen in Volierenhaltung von 3,38 bis 6,57 Eiern, im
ungeschitzten Areal von 4,47 bis 6,50 Eiern pro Tier (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Legeleistung in Wasserndorf bei Kitzingen

geschitzt ungeschitzt

Insgesamt zeichnet sich ein Trend (p = 0,089) zu einer besseren Legeleistung pro Tier und

Woche in den ungeschitzten Arealen ab.
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3.2.2 Verlustraten

Der Tierbestand wurde in den geschitzten und ungeschitzten Arealen 40 Wochen lang an
allen 5 Standorten erfasst. Eine detaillierte Aufstellung der Verlustraten befindet sich im
Anhang (I12). Dabei zeigte sich, dass insbesondere in den ungeschitzten Arealen im Laufe
des Beobachtungszeitraums an allen Standorten deutliche Tierverluste zu verzeichnen
waren (Abbildung 48 bis Abbildung 52). Die haufigste Abgangsursache bestand im
gewaltsamen Tod durch Raubtiere, was allerdings nur fur das Freigehege zutrifft. Hierbei
wurden Raubvdgel meist direkt bei ihrem Zugriff beobachtet oder Spuren eines Kampfes,
welche sich durch vermehrte Federn auf dem Boden auszeichneten, und das Fehlen eines
Huhns festgestellt. Weitere Grinde fur tote Tiere in beiden Haltungsformen stellten, nach
Angaben der Betriebsleiter und tierarztlichen Untersuchungen, insbesondere bakterielle
Durchfallerkrankungen, Verletzungen der Stander sowie Kannibalismus dar.

Auf dem Gefligelhof Halder in Holkirch nahm der Tierbestand im geschitzten Areal
lediglich um 4 9% ab, wohingegen im ungeschitzten Areal ein Verlust von 32 % zu

verzeichnen war (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Entwicklung der Tierpopulation in den Versuchsarealen am Geflugelhof Halder
in HoRkirch
geschutzt

ungeschitzt

Das geschitzte Areal am Gut Weyern in Diren wies einen Bestandsriickgang von 12 % auf.
Dieser begruindete sich hauptséachlich durch eine Colienterotoxamie der Tiere. Allerdings war
die Todesursache nicht immer eindeutig zu klaren und wurde auch auf Stress zurtickgefihrt.
Der Tierbestand im Freigehege lag am Ende des Beobachtungszeitraums bei 68 % des
Anfangsbestands (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Entwicklung der Tierpopulation in den Versuchsarealen am Gut Weyern bei
Diren

geschiitzt ungeschitzt

Die meisten Verluste im Freigehege verzeichnete der Laeisenhof in Ferschweiler. Dafur
verantwortlich waren insbesondere Raubtiere, die den Bestand auf knapp ein Viertel der
anfangs eingestallten Huhner dezimierten. Allerdings sind auch Tiere an einer
Colienterotoxamie gestorben. Der Tierbestand im geschitzten Areal ging innerhalb der
40 Wochen auf 76 % zuriick (Abbildung 50). Durch eine Sektion von in diesem Gehege
verendeten Tieren wurden als Todesursache die Einwirkung eines stumpfen Traumas und

die dadurch hervorgerufenen Blutungen in die Leibeshéhle bzw. Leberrisse festgestellt.
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Abbildung 50: Entwicklung der Tierpopulation in den Versuchsarealen am Laeisenhof in
Ferschweiler
geschitzt

ungeschiutzt

Wie aus Abbildung 51 hervorgeht, starb auf der Versuchsstation Viehhausen im geschutzten
Areal wahrend des Beobachtungszeitraums kein einziges Tier. Dagegen lag der Tierverlust

im ungeschiitzten Areal, ebenso wie auf dem Gut Weyern in Duren und dem Gefligelhof in
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HoRkirch, am Ende der 40 Wochen bei 32 %. Die pathologische Untersuchung der Tiere

ergab, dass sie an der Folge einer Clostridiose und Kokzidiose verstarben.
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Abbildung 51: Entwicklung der Tierpopulation in den Versuchsarealen auf der Versuchsstation
Viehhausen
geschitzt

ungeschiutzt

In Wasserndorf bei Kitzingen nahm der Tierbestand im geschiitzten Areal um 16 % ab. Auch
hier war fur den Tierverlust vermutlich eine Clostridiose und Kokzidiose verantwortlich. Im
Freigehege betrug der Verlust an Hihnern das Doppelte und lag somit bei 32 % (Abbildung
52).
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Abbildung 52: Entwicklung der Tierpopulation in den Versuchsarealen in Wasserndorf bei
Kitzingen
geschitzt

ungeschiutzt
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Zusammenfassend zeigt Tabelle 32 die statistische Auswertung aller gewonnenen Daten
von Legeleistung und Tierbestand.

Tabelle 32: Zusammenfassende statistische Auswertung bezogen auf Legeleistung und
Uberlebensrate aller 5 Standorte

Mittelwert[Standardabweichung/Varianz]
ungeschutzt
Legeleistung [n] 5,31[0,84/0,67] 5,40[0,84/0,71]
Uberlebensrate [%)] 96*[6/41] 76*[19/357]

* Signifikanz im t-Test (p = < 0,001)

Es liel3 sich bezlglich der Legeleistung kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den geschitzten und den ungeschitzten Arealen erkennen, wobei sich ein Trend zu einer
besseren Legeleistung der Tiere in den ungeschitzten Arealen abzeichnete (p = 0,089). Bei
Betrachtung der einzelnen Standorte erwies sich die hohere Legeleistung in den
ungeschiitzten Arealen an den Standorten Diren und Viehhausen als héochst signifikant
(p =< 0,001). Die Tierverluste hingegen waren in den geschitzten Arealen héchst signifikant
(p =<0,001) geringer. Auch die Beurteilung der einzelnen Standorte zeigte diesen
deutlichen Unterschied beider Gehegeformen mit Ausnahme des Standorts Gut Weyern bei

Duren, bei welchem kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte.
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E Diskussion

Bei Auftreten anzeigepflichtiger Krankheiten in Nutztierbestanden ist gesetzlich geregelt,
welche MalRnahmen zu ergreifen sind. So besteht unter anderem laut GeflPestSchV im Falle
der Avidren Influenza eine Aufstallungspflicht, welche eine Infektion der Nutztiere durch
Wildtiere verhindern soll. Dies hat allerdings zur Folge, dass die Tiere oft auf nicht
artgerechte Weise gehalten werden. Zudem steht die Aufstallungspflicht kontrér zur
Okologischen Tierhaltung, bei welcher der Zugang zum Freilauf sogar gesetzlich geregelt
wird [VERORDNUNG (EG) NR. 1804/1999].

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, unter Feldbedingungen zu beurteilen, inwieweit speziell
entwickelte netzgeschiitzte Flachen, die den direkten Kontakt zwischen Wildvogeln und
Hausgefligel verhindern, im Vergleich zur Freilandhaltung einen allgemeinen
Infektionsschutz fur Gefliigel bieten und somit im Fall einer Aufstallungspflicht eine
tiergerechte Haltung ermdglichen. Als Marker fiur eine objektive Einschatzung des
Infektionsschutzes diente das vogelspezifische Gen Cytochrom b. Der in Zusammenarbeit
mit dem Institut fir Biologische Sicherheitsforschung GmbH sowie dem Institut far
Medizinische Mikrobiologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durchgefihrte
Parallelversuch mit Sentinelherden diente ebenfalls der Uberprufung der Infektionssicherheit
anhand bakteriologischer und virologischer Untersuchungen. Die zusatzliche Erfassung von
Legeleistung und Verlustraten beider Gehegeformen ermdglichte Rickschlisse auf
Tiergesundheit und Schutz vor Raubtieren und Greifvogeln.

1 Methodenentwicklung

Fur die Abschatzung des allgemeinen Infektionsschutzes fur Gefligel durch die speziell
entwickelten netzgeschitzten Flachen wurde eine molekularbiologische Methode entwickelt,
welche die Erfassung des gesamten aviaren Eintrags auf diese netzgeschitzten sowie auf
entsprechend ungeschitzte Referenzflaichen ermdéglichte. Der direkte Nachweis von
Infektionserregern zur Abschétzung des allgemeinen Infektionsrisikos erscheint zundchst
naheliegender. Bei einem geringen Infektionsdruck wéaren allerdings die untersuchten
Proben negativ und es wére keine Aussage Uber den Infektionsschutz durch das
Barrieresystem moglich. Aus diesem Grund wurde als unabhéngiger Marker der aviare
Eintrag gewahlt, der mittels eines spezifischen Abschnitts des mitochondrialen Cytochrom b

in der Endpunkt-PCR gemessen werden kann.
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1.1 Aufbereitung der Proben

Die optimale Probenaufbereitung wurde anhand einer Staubprobe aus einem Huhnerstall,
deren Aliquots im 4x-Ansatz sowohl im Originalzustand als auch mit Hilfe von
Flussigstickstoff, einer Schlagmuhle oder dem TissuelLyser Il der Firma Qiagen zerkleinert in
die DNA-Extraktion sowie der anschlielBenden real-time PCR eingesetzt wurden, getestet.
Die Probenaufbereitung diente der optimalen Zerkleinerung und Homogenisierung der
heterogenen Probenmatrix, wodurch nach RADSTROM et al. [2004] eine hohe
Reproduzierbarkeit der PCR-Ergebnisse gewahrleistet wird. Der spate Anstieg der
Amplifikationskurven und somit auch der hohe Mittelwert der ,crossing points* (Cp) der nicht
homogenisierten Hiihnerstallstaubproben (Cp-Wert = 29,91) sowie der unter Fliissigstickstoff
zermorserten Proben (Cp-Wert = 29,16) weist auf einen geringen Zellaufschluss wahrend
der DNA-Extraktion hin. Darliber hinaus lassen die weit auseinander liegenden
Amplifikationskurven  (Abbildung 24) mit der damit einhergehenden hohen
Standardabweichung der Mittelwerte der Cps (Tabelle 23) auf eine unterschiedliche Menge
an DNA in den einzelnen Proben schlieRen. Dies wiederum ist entweder Folge der
inhomogenen Verteilung im Ausgangsmaterial, welche bei der nicht homogenisierten Probe
deutlich starker ausgepragt ist als bei der unter Flussigstickstoff zermorserten Probe, oder
einer unterschiedlich guten Ausbeute an DNA aufgrund der Extraktionsmethode. Vergleicht
man die Proben, die unter Flussigstickstoff zermdrsert wurden, mit den mittels TissueLyser Il
homogenisierten Proben, erzielten letztere ein deutlich hdoheres Fluoreszenzplateau. Dies
bestatigt die Ergebnisse aus den Untersuchungen von KABIR et al. [2003] zur Isolierung
bakterieller DNA jeweils aus Boden- und Umweltproben mit Hilfe verschiedener Verfahren,
unter anderem mittels Flissigstickstoff sowie einer Kugelmihle. Der nahezu gleichzeitige
Anstieg der Amplifikationskurven der mit der Schlagmihle und dem TissuelLyser I
homogenisierten Proben ist auf einen &hnlich guten physikalischen Zellaufschluss durch
diese beiden Verfahren zurtickzufiihren. Zudem erzielten die mit diesen beiden Verfahren
aufbereiteten Proben einen statistisch signifikant niedrigeren Cp-Wert als die Proben, die
nicht bzw. mittels FlUussigstickstoff homogenisiert wurden. Fur das niedrigere
Fluoreszenzplateau bei den Proben des TissuelLysers Il kdnnte eine Destruktion der
Matrizen-DNA wahrend der Zerkleinerung verantwortlich sein. So haben diverse
Untersuchungen ergeben, dass die Anwendung von Perl- bzw. Kugelmihlen zwar zu einer
effektiven Extraktion fuhrt, allerdings gleichzeitig die Matrizen-DNA zerstort [KUSKE et al.,
1998; MORE et al., 1994; VAN ELSAS et al., 1997]. Da sowohl eine moglichst hohe
Reproduzierbarkeit sowie ein optimaler Zellaufschluss durch die Probenaufbereitung
angestrebt wurden, eignete sich fur die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen die

Homogenisierung mittels Schlagmiihle am besten.



Diskussion 110

1.2 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion stellt einen auflerst wichtigen Punkt fir ein funktionierendes
Untersuchungsverfahren mittels PCR dar. Vor allem bei der direkten DNA-Isolierung aus
Bodenproben, welche eine &hnliche Zusammensetzung wie die in dieser Arbeit vorliegenden
Proben besitzen, haben sich Kontaminanten im DNA-Extrakt, welche die PCR-Amplifikation
inhibieren, sowie Verluste von DNA durch Degradation und Adsorption als grofdte
limitierende Faktoren erwiesen [VOLOSSIOUK et al., 1995]. Um fiur die durchzufihrenden
Untersuchungen eine geeignete Methode anwenden zu koénnen, wurden drei
unterschiedliche DNA-Isolierungsverfahren getestet. Diese waren der PowerSoil™ DNA
Isolation Kit von MoBio Laboratories Inc., der QlAamp® DNA Stool Mini Kit der Firma Qiagen
und die CTAB-Extraktion nach KORTHALS et al. [2008a] mit Modifikationen.

Der PowerSoil™ DNA lIsolation Kit ist fiir die Anwendung bei Bodenproben, der QIAamp®
DNA Stool Mini Kit fuor die Anwendung bei Stuhlproben entwickelt worden. Die
DNA-Isolierung aus Federn mit diesen beiden Verfahren wurde in der Literatur bisher nicht
explizit beschrieben. Dagegen finden sich unterschiedliche Varianten der CTAB-Extraktion
fur die Isolierung genomischer DNA aus Vogelfedern [BENSON, 2002; BOSE et al., 2007;
EBERHARD & BERMINGHAM, 2004; LE GOUAR et al., 2008]. In dieser Arbeit wurde mit
der CTAB-Extraktion der frilheste Anstieg der Amplifikationskurven erzielt, was sich bereits
durch die Ergebnisse der Messung der DNA-Konzentrationen abzeichnete. Der hingegen
niedrige Plateauwert, der mit dieser Extraktionsmethode erreicht wurde, weist auf eine
geringe Bildung des Ziel-Produkts und einer damit einhergehenden geringen Effizienz hin.
Dies kdnnte durch im Extrakt vorhandene Inhibitoren sowie durch die Fluoreszenzmessung
storende Substanzen verursacht werden [LARIONOV et al.,, 2005]. Im Vergleich zum
QlAamp® DNA Stool Mini Kit erzielte der PowerSoil™ DNA Isolation Kit bei der
DNA-Isolierung sowohl hthere DNA-Konzentrationen als auch bei der real-time PCR meist
ein hoheres Fluoreszenzplateau sowie einen frilheren Anstieg der Amplifikationskurven. Dies
lasst darauf schlieRen, dass die Kombination aus mechanischer Zerstérung der Zellen mit
chemischer sowie enzymatischer Lyse, die beim PowerSoil™ DNA Isolation Kit eingesetzt
wird, effektiver ist [MULLER et al., 1998].

Bei Vogelkotproben zeigt die Auswertung der real-time PCRs, dass nur aus den Faeces des
Waldrapps mit Hilfe der CTAB-Extraktion ein positiver Nachweis erbracht werden konnte.
Alle weiteren Proben blieben, trotz DNA-Konzentrationen von 0,57 ng/ul bis 113,49 ng/ul im
Extrakt und des daher erwarteten positiven PCR-Ergebnisses, negativ. Dies ist auf eine
mangelhafte Beseitigung der PCR-Inhibitoren zurlickzuftihren. Auch MORGEN et al. [2009]
kamen bei ihren Untersuchungen zu dem Resultat, dass bei einer DNA-Isolierung mittels
CTAB-Protokoll die Beseitigung von PCR-inhibierenden Komponenten in Hihnerkot
fehlschlug. BRAID et al. [2003] beschreiben die CTAB-Extraktionsmethode ebenfalls als



Diskussion 111

unzuverlassig fur die Entfernung von Inhibitoren bei einer weiten Vielfalt von Bodenproben.
Demnach ist dieses DNA-Isolierungsverfahren fiir Vogelkot nicht optimal. Generell stellt die
Isolierung von amplifizierbarer DNA aus Faeces eine grof3e Herausforderung dar. Dies liegt
an der Aufsummierung vorliegender DNA, dem potenziellen Gemisch an exogenen und
endogenen Nukleasen und PCR-Inhibitoren [KOHN et al., 1995] sowie, bei Raubvogeln, der
moglichen Amplifikation von nah verwandten Beutetieren im Kot [IDAGHDOUR et al., 2003].
Bei einem Vergleich der DNA-Isolierung mittels PowerSoil™ DNA Isolation Kit und QlAamp®
DNA Stool Mini Kit erzielte der QlAamp® DNA Stool Mini Kit hthere DNA-Konzentrationen im
Extrakt. Bei der real-time PCR zeigten hingegen beide Verfahren &hnliche Ergebnisse.
Allerdings erwies sich, nach einer Ausweitung der Untersuchungen auf weitere Vogelarten,
der PowerSoil™ DNA lIsolation Kit dem QlAamp® DNA Stool Mini Kit als {iberlegen, da mit
Hilfe des PowerSoil™ DNA Isolation Kit, im Gegensatz zum QIAamp® DNA Stool Mini Kit,
DNA aus samtlichen Proben aller getesteten Vogelarten isoliert werden konnte. Auch
PONTIROLI et al. [2011], die in ihren Untersuchungen unterschiedliche Isolierungsverfahren
fur Bakterien-DNA aus verschiedenen Bodenarten sowie Rindergille und Dachsfaeces
getestet haben, erhielten mit dem PowerSoil™ DNA Isolation Kit, verglichen mit dem
QIAamp® DNA Stool Mini Kit, bessere Resultate. Ebenso erwies sich hierbei der PowerSoil™
DNA Isolation Kit beziuglich der Beseitigung von PCR-inhibierenden Substanzen als
Uberlegen. Dagegen zeigten WU et al. [2010] bei einem Vergleich der beiden Kits zur
Untersuchung der menschlichen Darmflora einen Vorteil des QlAamp® DNA Stool Mini Kit,
weil die DNA-Ausbeute mittels PowerSoil™ DNA Isolation Kit nahezu 10-fach geringer war.
Da jede Methode zur DNA-Isolierung bei unterschiedlichen Anwendungsgebieten
verschiedene Ergebnisse erzielt, ist es erforderlich, fir die zu untersuchende Probenmatrix

diesbezlglich Vorversuche durchzufiihren.

1.3 Uberprufung der Spezifitat

Zur molekularbiologischen Erfassung des gesamten avidren Eintrags auf die
netzgeschitzten sowie auf die entsprechend ungeschitzten Referenzflichen sollte eine
Gensequenz dienen, die Uber das gesamte Vogelspektrum verbreitet, aber bei keiner
anderen taxonomischen Klasse vorhanden ist. Eine Vorauswahl hierfir fiel auf das

Federkeratingen bzw. das mitochondriale Cytochrom b.
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1.3.1 Federkeratingen

In der Vogelhaut existiert eine Vielzahl an Keratinproteinen, wobei sich die in Federn von
denen der Schuppen unterscheiden [KEMP & ROGERS, 1972]. So vermuten WALKER &
ROGERS [1976], dass es mindestens 22 verschiedene Federkeratine gibt, von denen die
meisten nah miteinander verwandt sind. Diese Tatsache setzt die Anwesenheit einer Familie
von &hnlichen, aber separaten Feder-B-Keratingenen oder Genkopien voraus [GLENN et al.,
2008]. Studien von GREGG & ROGERS [1986] deuten darauf hin, dass bei Hilhnern rund 20
Gene innerhalb der Federkeratinfamilie existieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit allen ausgewéhlten Primerpaaren nicht nur der
gesuchte Abschnitt des Federkeratingens des Huhns ampilifiziert, sondern auch bestimmte
Abschnitte des Pferde- und Schweinegenoms. Es ware denkbar, dass die Primer an einem
Sequenzabschnitt, der fir das a-Keratin codiert, binden. Dieses kommt, im Gegensatz zu
den B-Keratingenen, welche nur Sauropsiden (Reptilien und Vogel) besitzen, in allen
Saugetieren vor [O'GUIN et al., 1982; SAWYER & KNAPP, 2003]. Durch den Einsatz des mit
TIB MOLBIOL gemeinsam entwickelten Sondensystems wurden zwar die unspezifischen
Fragmente bei Proben, die nicht avidrer Herkunft waren, nicht detektiert, gleichzeitig fuhrte
dies jedoch dazu, dass einige der ohne das Sondensystem detektierbaren Vogelspezies
nicht mehr nachzuweisen waren. Dies lasst darauf schlieRen, dass der Sequenzabschnitt, an
dem die Sonde bindet, zwischen den verschiedenen Vogelarten derart differiert, dass es nur
bei wenigen Spezies zur Anlagerung der Sonde und somit zur Detektierbarkeit des Gens
kommt. Dies wird durch Untersuchungen von GLENN et al. [2008] bestétigt. Diese verfolgten
unter anderem das Ziel, mit dem Einsatz neuer PCR-Primer Feder-B-Keratingene von so
vielen Vogelarten wie mdglich zu amplifizieren, wobei zudem mdglichst viele Ordnungen
reprasentiert werden sollten. Mit Primern, die speziell fir die hoch konservierten Regionen
der DNA-Sequenz der Feder-B-Keratingene des Huhns designt wurden, scheiterte die
Amplifizierung eines DNA-Fragments bei vielen der getesteten Vogelarten. Dies zeigt, dass
das Feder-B-Keratingen signifikant zwischen den Vogelklassen variiert. Zudem sind in der
Gendatenbank NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) neben der Sequenz des Feder-B-Keratingens
des Huhns lediglich die analogen Sequenzen des Zebrafinks, des Waldstorchs und des
Truthahngeiers hinterlegt. Da schon innerhalb dieser vier Vogelarten einige Differenzen in
der Sequenz dieses Gens bestehen, ist es derzeit kaum mdglich, eine PCR auf Basis des
Feder-pB-Keratingens, die alle Vogelklassen erfasst, zu entwickeln und bedarf noch weiterer

Untersuchungen.
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1.3.2 Mitochondriales Cytochrom b-Gen

Cytochrom b, das durch mitochondriale DNA kodiert wird, gehort zu den Cytochromen, die
am Elektronentransport der mitochondrialen Atmungskette beteiligt sind [DEGLI ESPOSTI et
al., 1993]. Zudem ist es eines der am umfassendsten sequenzierten Gene quer durch alle
Vertebraten [LYDEARD & ROE, 1997; MOORE & DEFILIPPIS, 1997]. Ebenso sind seine
evolutiondre Dynamik sowie die Biochemie des Proteinprodukts besser beschrieben als die
meisten anderen molekularen Systeme [DEGLI ESPOSTI et al., 1993]. Bei Betrachtung der
genetischen Divergenz von benachbarten Arten, Artverwandten und cofamilialen Gattungen
liefert das Cytochrom b Gen in der Regel nitzliche phylogenetische Informationen. Auch ist
die Wahrscheinlichkeit, dass das Gen durch Sattigungseffekte mit Uberlagerten
Nukleotidsubstitutionen beeintrachtigt ist, sehr gering [JOHNS & AVISE, 1998; MEYER,
1994; MORITZ et al., 1987]. JOHNS & AVISE [1998] berechneten und verglichen in ihren
Untersuchungen den Grad der genetischen Distanz zwischen benachbarten Arten,
Artverwandten und cofamilialen Gattungen innerhalb und quer durch die grofdten
taxonomischen Wirbeltierklassen mit Hilfe von nahezu 2000 Cytochrom b Gensequenzen
von GenBank. Dabei zeigten insbesondere die in die Analysen einbezogenen Vogeltaxa im
Schnitt  signifikant weniger genetische Abweichungen als andere untersuchte
Wirbeltiergruppen derselben taxonomischen Stufe, vor allem bei Amphibien und Reptilien.
Diese geringe genetische Divergenz der Vogeltaxa wird durch die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit bestatigt, da mittels der hier durchgefihrten real-time PCR alle
getesteten Vogelarten nachgewiesen werden konnten. Dies ist nur dann méglich, wenn der
gewahlte Sequenzabschnitt, an dem die Primer binden, innerhalb der Klasse der Végel nicht
oder nur geringfligigst variiert. Gébe es gréRere Abweichungen in diesem Bereich, konnten
die Primer sich nicht an die Matrizen-DNA anlagern und eine Amplifikation bliebe
infolgedessen aus [SIPOS et al.,, 2007; QU et al.,, 1997]. MATSUNAGA et al. [1999]
hingegen nutzten die phylogenetische Divergenz im Cytochrom b fur die ldentifizierung von
verschiedenen Fleischsorten (Rind, Schwein, Huhn, Schaf, Ziege und Pferd) mit Hilfe einer
Multiplex-PCR. Dazu designten sie einen Forward-Primer in einem Kkonservierten
Sequenzbereich des mitochondrialen Cytochrom b sowie Reverse-Primer an der fir die
jeweilige Spezies spezifischen DNA-Sequenz. Die phylogenetische Divergenz im Cytochrom
b Gen wird auch in dieser Arbeit belegt. So erzielten alle hier getesteten taxonomischen
Klassen, mit Ausnahme der Vogel, bei einer vogelspezifischen PCR negative Ergebnisse. Da
auch trotz der nahen Verwandtschaft von Reptilien und Végeln [NICKEL et al., 1992;
SAWYER & KNAPP, 2003; STORCH & WELSCH, 2005] keine falsch-positiven Ergebnisse
entstanden, bestatigen vorliegende Untersuchungen ebenfalls die Eignung des
mitochondrialen Cytochrom b Gens flr phylogenetische Untersuchungen bzw. zum

Nachweis einer bestimmten Spezies mittels PCR.
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Schmelzkurvenanalyse

Eine real-time PCR mit SYBR Green | besitzt zwar eine hohe Sensitivitat, allerdings ist die
Spezifitat geringer als mit der Sondentechnik. Es ist aber anhand einer am Ende des
real-time PCR-Laufs durchgefihrten Schmelzkurvenanalyse moglich, die Spezifitdt des
PCR-Produkts zu tberprifen [HOLZAPFEL & WICKERT, 2007; RIRIE et al., 1997]. Da die
Schmelzkurve eines PCR-Produkts vom GC-Gehalt, der Lange sowie der Sequenz abhangt,
ergibt sich fur jedes Produkt eine spezifische Schmelzkurve, wodurch das gewilnschte
PCR-Produkt verifiziert und von unerwinschten, wie Primer-Dimeren, unterschieden werden
kann [RIRIE et al., 1997]. Die Peaks der Schmelzkurven der von Wanderfalke,
Mausebussard, Turmfalke sowie Sakerfalke gewonnenen Proben befinden sich auf
derselben Hohe. Dies lasst den Schluss zu, dass die Sequenz der entstandenen Amplifikate
dieser Vogelarten identisch und fiir diese spezifisch ist. Dagegen weisen die Schmelzkurven
der Proben von Buntspecht, Rebhuhn und Hyazinthara jeweils eine deutliche Abweichung zu
denen von Wanderfalke, Mausebussard, Turmfalke und auch Sakerfalke auf. Ein Grund fur
die Verschiebung der Schmelzkurven kénnte eine veranderte Basenabfolge [HOLZAPFEL &
WICKERT, 2007] innerhalb dieses Genabschnitts sein, die im Laufe der Entwicklung der
einzelnen Vogelart durch Mutation entstanden sein und sich dann manifestiert haben kénnte.
Ebenso waére eine Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Basen in diesem Bereich bei
den verschiedenen Vogelarten denkbar, was eine Anderung der Amplifikatlange sowie
eventuell des GC-Gehalts und somit der Schmelztemperatur zur Folge hatte. Das Auftreten
des Doppelpeaks beim Hyazinthara konnte darauf zurlickzufiihren sein, dass der
nachzuweisende Sequenzabschnitt bei diesem Tier selbst oder bei der Vogelart eine bzw.
mehrere Mutationen aufweist. Dadurch entstehen zwei unterschiedliche PCR-Produkte, die
bei verschiedenen Temperaturen aufschmelzen. Der Peak der Negativkontrolle, der durch
seinen frihen Schmelzpunkt leicht von den spezifischen Produkten unterschieden werden
kann, wird durch Primer-Dimere verursacht, welche bei einer hohen Anzahl von Zyklen in
Proben mit sehr wenig oder keiner Ziel-DNA erzeugt werden [SIMPSON et al., 2000].
Primer-Dimere entstehen auch, wenn die Primer, insbesondere an ihrem 3'-Ende,
komplementar zueinander sind und dadurch selbst amplifiziert werden [DIEFFENBACH et
al., 1993]. Dies kann in dieser Arbeit allerdings ausgeschlossen werden. Ebenso zeigt die
Schmelzkurve der Federprobe des Hyazintharas die Bildung von Primer-Dimeren. Aus
diesem Grund ist davon auszugehen, dass sich in dieser Probe entweder nur wenig DNA im
Ausgangsmaterial befand oder diese nicht ausreichend aufgeschlossen werden konnte. Die
bei den diversen Vogeln auftretenden Unterschiede innerhalb des gewahlten
mitochondrialen Cytochrom b-Abschnitts und die daraus resultierende Verschiebung der
Schmelzkurven, weisen darauf hin, dass das Cytochrom b fir phylogenetische

Untersuchungen auch innerhalb der taxonomischen Klasse Vdgel, wie diese z.B. von
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PEREIRA & BAKER [2006a und 2006b] oder LEI et al. [2010] durchgefiihrt wurden, geeignet
ist. FUr die vorliegende Arbeit war allerdings nicht die phylogenetische Untersuchung,
sondern die Erfassung mdoglichst der gesamten Vogeltaxa von primérer Bedeutung. So war
aufgrund des Versuchsaufbaus davon auszugehen, dass die hier gewonnenen Proben DNA
von mehreren unterschiedlichen Vogelarten enthalten, die unter Umstédnden wiederum
aufgrund unterschiedlicher Sequenzen differierende Schmelzkurven aufweisen. Befinden
sich solche Sequenzvariationen in den amplifizierten PCR-Fragmenten, kann dies zu einer
veranderten Form der DNA-Schmelzkurve fihren, wodurch eine eindeutige Zuordnung und
somit Verifizierung der PCR-Produkte nicht mdglich wére. Dies hat zur Folge, dass die
Amplifikatlange und somit die Spezifitat nach jedem real-time PCR-Lauf mittels

Agarosegelelektrophorese zu lUberprifen ist.

Agaroseqgelelektrophorese und Sequenzierung

Die Auswertung des Agarosegels zeigt, dass die PCR-Produkte des Cytochrom b-Abschnitts
von Wanderfalke, Mausebussard, Stockente, Turmfalke, Kolkrabe sowie Amsel eine Grolle
von 227 bp aufweisen. Zuséatzlich zeigte die Sequenzierung der PCR-Produkte dieser
Vogelarten, mit Ausnahme der von Stockente und Amsel, eine identische Basenabfolge.
Dadurch konnte die Spezifitdt der entstandenen Amplifikate bestatigt werden. Die durch die
Sequenzierung aufgezeigten Basenunterschiede des gewahlten Sequenzabschnitts der
Amsel im Vergleich zu Wanderfalke, Mausebussard, Turmfalke und Kolkrabe erklart die
abweichenden Peaks der Schmelzkurven. Die im Agarosegel unterhalb der Positivkontrolle
liegende Bande des DNA-Extrakts der Probe des Spatzes, welche sich zuséatzlich bei der
Sequenzierung als ein um 9 Basen kirzeres PCR-Produkt bestatigte, spiegelt
Untersuchungen von ALLENDE et al. [2001] wider. Diese zeigten, dass bei bestimmten
Spatzenarten, darunter auch dem hier getesteten Passer domesticus, im mitochondrialen
Cytochrom b eine Deletion von Basen vorliegt. Die Sequenzierung des PCR-Produkts
editierte allerdings zwei nicht auswertbare Mischsequenzen. Eine Ursache fur das Auftreten
der Mischsequenzen konnte eine fehlgeschlagene oder unzureichende Aufreinigung des
PCR-Produkts sein, da bereits ein 5%-iger Anteil an Primerriickstdnden dieses Phdnomen
verursacht. Auch das Vorhandensein unspezifischer PCR-Produkte flhrt zu
Mischsequenzen, da sich die Primer mit gro3er Wahrscheinlichkeit sowohl am spezifischen
als auch am unspezifischen Produkt anlagern [www.eurofinsdna.com]. Bei den hier
vorliegenden Untersuchungen ware es auch denkbar, dass die Mischsequenzen aufgrund
von Teildeletionen auftreten [www.sequiserve.de]. Ebenso werden bei der Probe der
Stockente neben dem gesuchten DNA-Fragment weitere DNA-Fragmente mit sowohl
hoéherem als auch eine mit geringerem Molekulargewicht sichtbar. Hier ist anzunehmen,
dass sich die Primer im gesamten Genom der Stockente an mehreren Stellen anlagern
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kénnen, wodurch die zusatzlichen unspezifischen Produkte entstehen. Die punktuellen
Unterschiede, also das Vorkommen von Mischbasen, die sich aus der Sequenzierung der
auf der Hohe von 227 bp liegenden Bande ergeben, lassen darauf schlie3en, dass in diesem
Sequenzabschnitt vereinzelt Mutationen aufgetreten sind. Diese hier aufgezeigten
Mutationen und Deletionen, aber auch eventuell bei anderen Vogelarten auftretenden

Insertionen, sind fur die Differenzen in der Schmelzkurvenanalyse verantwortlich.

1.4 Uberprufung der Sensitivitat

In der vorliegenden Arbeit kann die angewandte Methode als umso sensitiver betrachtet
werden, je mehr Vogelarten positiv. auf den untersuchten vogelspezifischen
Sequenzabschnitt des mitochondrialen Cytochrom b getestet werden. Aus den Ergebnissen
der hier gepriften Vogelarten ergibt sich somit eine 100 %ige Sensitivitat. Da allerdings die
Klasse der Vogel mit nahezu 10.000 Arten [ROTH, 2010; WINK, 2011], die in 28 Ordnungen
unterteilt werden, die zweitgrof3te Gruppe der Wirbeltiere darstellt [ROTH, 2010], ist zu
berticksichtigen, dass mit Vertretern der Ordnungen Anseriformes, Ciconiiformes,
Columbiformes, Falconiformes, Galliformes, Gruiformes, Passeriformes, Piciformes,
Psittaciformes und Strigiformes nur ein sehr geringer Teil der Klasse Aves im Rahmen dieser
Untersuchungen Uberprift wurde. Bei den Greifvogeln konnten aber mit Mausebussard,
Turmfalke und Sperber die am haufigsten in Bayern sowie in Deutschland vertretenen Arten
innerhalb dieser Ordnung abgedeckt werden [INTERESSENGEMEINSCHAFT SPERBER,
2008; MAMMEN & STUBBE, 2005]. Da zudem noch alle weiteren Uberpriften
Greifvogelarten positiv getestet werden konnten, erscheint die Erfassung der gesamten
Ordnung mit dieser Methode sehr wahrscheinlich. Das war deshalb von Bedeutung, da
Greifvogel zum Teil sehr hohe Verluste in der Freilandgefliigelhaltung verursachen [OTTO,
1980] und beim Schlagen der Beute als eventuelle Ubertrager fur diverse Krankheitserreger
fungieren kénnen. Weiterhin sind mit Amsel, Buntspecht, Elster, Grinfink, Haussperling,
Kolkrabe, Monchsgrasmicke, Ringeltaube sowie Wintergoldhahnchen ebenfalls Vertreter
der haufigsten Vogelarten in Deutschland [MITSCHKE et al.,, 2010] positiv auf das
mitochondriale Cytochrom b getestet worden. Da diese Vdgel unterschiedlichen Ordnungen
(Passeriformes, Piciformes und Columbiformes) angehtéren und dennoch einen positiven
Nachweis erbrachten, konnte dies darauf hindeuten, dass eine Ausweitung der
Untersuchungen auf andere Arten dieser Ordnungen ebenfalls zu positiven Ergebnissen
fuhren. Der positive Nachweis von Blasshuhn, Hockerschwan, Kanadagans, Loffelente,
Rothalsgans, Stockente sowie Witwenpfeifergans erweiterte die Uberpriifung der Sensitivitat
des Tests auf die Ordnungen Gruiformes und Anseriformes. Hierbei war vor allem die
Erfassung der Anseriformes von grolRer Wichtigkeit, da diese Ordnung neben der Ordnung
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Charadriiformes als das groRte natirliche Reservoir von Influenza-A-Viren gilt [OLSEN,
2006]. Aufgrund dessen lag auf dem Nachweis der von diesen Ordnungen stammende
aviare Eintrag ein besonderes Augenmerk. Da aul3erdem der Ismaninger Speichersee unter
anderem fur Reiherente, Tafelente, Schnatterente, Stockente, Blasshuhn, Hockerschwan
und Kolbenente zur Mauser bendétigt wird [SIERING, 2010], und ein Versuchsareal in
unmittelbarer Nahe zu diesem Teichgebiet lag, konnte mit der Erfassung der Anseriformes
ein grol3es Eintragspotential erfasst werden. Allerdings konnten dort seit 1929 insgesamt 308
Vogelarten aus der ganzen Welt beobachtet werden [SIERING, 2010]. Somit ware es auch
denkbar, dass nicht alle mit diesem Test nachgewiesen werden kdnnen. Aber auch wenn
mdoglicherweise nicht jede Vogelart nachgewiesen werden kann, ist dennoch davon

auszugehen, dass ein breites Spektrum erfasst wird.

1.5 Testung der Methodik an Feldproben

Die entwickelte und validierte Methode wurde anhand von 20 am Standort Wang
gewonnenen Proben auf ihre Anwendbarkeit bei Feldproben getestet. Hierbei zeigten die
Ergebnisse der real-time PCR fir alle Proben einen Fluoreszenzanstieg zwischen Zyklus 21
und 31. Daraus lasst sich schlieBen, dass in jeder untersuchten Probe eine Amplifikation der
Ziel-DNA erfolgte. Die Auswertung der anschlieRend erstellten Agarosegele zeigte allerdings
in den meisten Proben zu der spezifischen Bande auf einer Hohe von 227 bp zusatzliche
Banden auf unterschiedlichen Hohen (Abbildung 35). Dies bedeutet, dass nicht nur das
gesuchte DNA-Fragment mit den eingesetzten Primern amplifiziert wurde, sondern ebenso
unspezifische PCR-Produkte entstanden sind. Dies kdnnte darauf zurtickzufiihren sein, dass
es sich bei den untersuchten Proben um Umweltproben bzw. Bodenproben handelt, welche
zahlreiche unterschiedliche Bodenmikroorganismen, Pflanzen und Tiere (v. a. Insekten,
Regenwirmer und Schnecken) enthalten. Von diesen Organismen besitzen sehr viele
ebenfalls das mitochondriale Cytochrom b. So werden allein bei der Gendatenbank NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/) 9742 Treffer fir dieses Gen angezeigt, welche vom Tierreich Uber
das Pflanzenreich bis hin zu den Mikroorganismen wie Pilzen und Bakterien reichen. Da
weiterhin fur Boden bekannt ist, dass sowohl die Anzahl der sich darin befindenden
Einzelorganismen sowie die biologische Diversitat sehr hoch sind, wobei sich z.B. in
organischen Béden bis zu 10'? Bakterien, 10* Protozoen, 10* Nematoden und sehr viele
Pilze finden [YOUNG & CRAWFORD, 2004], ist davon auszugehen, dass auch viele dieser
Organismen Sequenzabschnitte aufweisen, an denen das gewéhlte Primerpaar bindet und
bei der PCR zur Amplifikation unspezifischer Produkte fiihrt. Diese unspezifischen Produkte
fuhren dazu, dass eine absolute Quantifizierung mittels real-time PCR nicht mdglich ist, da

die Fluoreszenz ohne Bericksichtigung der Spezifitdt der PCR-Produkte gemessen und das
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genaue Ergebnis infolgedessen beeintrachtigt wird [UNTERSEHER & SCHAMBONY, 2004;
VANDESOMPELE et al., 2002]. Die Bildung unspezifischer PCR-Produkte kdnnte durch den
Einsatz von fluoreszenzmarkierten Sonden, die innerhalb des gesuchten PCR-Fragments
binden, verhindert werden [BECKER-FOLLMANN & BAAS, 2004]. Da allerdings bereits
innerhalb der Klasse Aves in dem gesuchten Genabschnitt des mitochondrialen Cytochrom b
Sequenzunterschiede bestehen, wiirden durch den Einsatz einer Sonde zwar unspezifische
Produkte mdglicherweise eliminiert werden, aber gleichzeitig konnte sich eventuell auch die
Anzahl der erfassbaren Vogelarten reduzieren. Sowohl aufgrund dieser Variationen
innerhalb des zu amplifizierenden Sequenzabschnitts von 227 bp und der daraus folgenden
Unsicherheit der Verifizierung in der Schmelzkurvenanalyse, als auch der Tatsache, dass
eine Quantifizierung mittels real-time PCR durch das Vorhandensein unspezifischer
Produkte nicht mdglich ist, wurde die Methode auf Endpunkt-PCR umgestellt. Hierbei kann

zudem das Zielfragment von unspezifischen Produkten klar differenziert werden.

1.6 Versuche zum Nachweis von Influenza-A-RNA

Die Quantifizierung von Pathogenen in Bdéden mit Hilfe molekularer Techniken, wie der
real-time PCR, ist aufgrund von inhibierenden Substanzen, z.B. Huminstoffen, schwierig.
Diese Substanzen beeintrachtigen die Effizienz der Genomextraktion sowie der
enzymatischen Genomamplifikation [MIURA et al.,, 2011; TEBBE & VAHJEN, 1993;
WATSON & BLACKWELL, 2000]. Die Isolierung viraler RNA aus Umweltproben stellt sich
noch schwieriger dar, da sich die viralen Partikel nicht ganzlich von solchen inhibitorischen
Substanzen bezuglich ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften, wie Molekulargewicht
und isoelektronischem Punkt, unterscheiden und deshalb oft mit der RNA mitaufgereinigt
werden [DONG et al., 2006; MIURA et al., 2011]. Weiterhin entsteht leicht ein Verlust viraler
RNA infolge von Adsorption an Bodenpartikel sowie Degradation durch RNase [MIURA et
al., 2011]. Dies kann zu falsch-negativen Ergebnissen filhren [DREIER et al., 2005], was sich
ebenfalls in den Ergebnissen der hier durchgeflihrten Versuche zeigte. So blieben die gezielt
kontaminierten Staubproben, die mit Hilfe des QIAamp® Viral RNA Mini Kits von Qiagen
extrahiert wurden, bei der real-time RT-PCR negativ. Auch die Isolierung der viralen sowie
der Kontroll-RNA bei artifiziell kontaminierten Bodenstaubproben gelang sowohl mit dem
RNA PowerSoil™ Total RNA Isolation Kit von MoBio Laboratories Inc. als auch mit dem
INSTANT Virus RNA Kit von AJ Innuscreen mittels real-time RT-PCR nur teilweise. DINEEN
et al. [2010] zeigten gleichfalls in ihren Untersuchungen, dass die mit dem RNA PowerSoil™
Total RNA Isolation Kit aus Bodenproben gewonnenen Extrakte verglichen mit anderen
Extraktionsverfahren die hochste Inhibierung in der RT-PCR aufweisen. Generell variieren

die Kits in ihrer Fahigkeit, aus Bodenmatrices gereinigte RNA zu extrahieren und



Diskussion 119

Huminsauren sowie andere PCR-inhibierende Substanzen zu entfernen [DINEEN et al.,
2010]. Der Einsatz einer veranderten Taqg- oder Klentag-Polymerase, welche von
KERMEKCHIEYV et al. [2009] entdeckt wurde und eine Resistenz gegeniber PCR-Inhibitoren
zeigt, kénnte die Detektion und ldentifikation von Mikroorganismen in einer Umweltprobe
signifikant verbessern [DINEEN et al.,, 2010]. Da allerdings das Risiko des Eintrags von
Influenza-A-Viren durch Wildvogel in Hausgefligelbestande zum Zeitpunkt der Beprobung
als gering eingeschatzt wurde [FLI, 2010b], wurde auch die Wahrscheinlichkeit eines
positiven Nachweises des Erregers in die speziell geschiitzten sowie ungeschiitzten Flachen
des vorliegenden Versuchs als sehr niedrig bewertet. Zusétzlich vermindert die geringe
Sensitivitdt des Nachweises von Influenza-A-Viren in Bodenstaubproben die Aussicht auf
einen erfolgreichen Erregernachweis. Aus diesem Grund wurde auf den Nachweis von
Influenza-A-RNA verzichtet und ein erregerunabhangiger Marker, das mitochondriale

Cytochrom b, eingesetzt.

2 Vergleich der netzgeschitzten und ungeschltzten

Areale

Da bei Freilandhaltung von Hausgefligel gegeniber der Stallhaltung ein erhdhtes
Infektionsrisiko insbesondere durch Wildvogel [CONRATHS et al., 2005; WERNER et al.,
2004] besteht, wurden speziell entwickelte netzgeschitzte Flachen, die den direkten Kontakt
zwischen Wildvogeln und Hausgefligel verhindern, im Vergleich zur Freilandhaltung auf

ihren allgemeinen Infektionsschutz hin untersucht.

2.1 Ermittlung des aviaren Eintrags

2.1.1 Methodik

Weltweit treten immer wieder Infektionskrankheiten in Nutztierbestdnden auf. Das
Vorkommen von anzeigepflichtigen Tierseuchen zieht sogar oftmals die Durchfiihrung
staatlicher MalRnahmen nach sich, um eine Weiterverbreitung der Tierseuche zu verhindern
[BMELV, 2011b]. Fur die Geflugelhaltung sind Infektionen mit dem West-Nil-Virus, die
Newcastle Disease, die niedrigpathogene aviare Influenza bei einem gehaltenen Vogel und
die Geflugelpest bedeutend [TierSeuchAnzV], welche zudem als Zoonose gelten
[www.oie.de; WANG et al, 2008]. Eine gesetzliche Konsequenz mit besonderer
tierschutzrechtlicher Relevanz stellt die Aufstallungspflicht von Gefliigel bei Auftreten der
Aviaren Influenza dar, welche in der Gefligelpest-Verordnung vorgeschrieben wird. Da

allerdings eine Aufstallung von Gefligel, vor allem bei Betrieben, die nicht auf eine
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dauerhafte Aufstallung ausgerichtet ist, die Entwicklung und Ausbreitung von Krankheiten
innerhalb eines Bestandes durch Stress und Schwéchung des Immunsystems der Tiere
begunstigt [BICKHARDT, 1992; GROSS & SIEGEL, 1983], ist die Entwicklung einer
tierschutzkonformen Alternative winschenswert. Wére es also maoglich, mit der in dieser
Studie speziell entwickelten Volierenkonstruktion das Infektionsrisiko von Wirtschaftsgefliigel
deutlich zu minimieren, konnte die Aufstallungspflicht gelockert bzw. eventuell sogar ganzlich

abgeschafft werden.

Organisches Material avidrer Herkunft als ,Marker® zur objektiven Einschatzung des
allgemeinen Infektionsrisikos flr Nutzgefligel durch Wildvogel stellt einen neuen
Versuchsansatz dar. Alle bisherigen Untersuchungen stitzten sich auf den direkten bzw.
indirekten Nachweis des AlV selbst, so auch in einem Forschungsprojekt, in welchem sich
WERNER et al. [2004] bereits ebenfalls mit einer Abschatzung des Infektionsrisikos von
Hausgefligel in Freilandhaltung mit Aviarer Influenza durch Wildvogel befassten. Weiterhin
wurden im Zuge von Wildvogelmonitoringprogrammen, welche nicht nur in Deutschland
[PANNWITZ et al., 2009; RABL et al., 2009; STARICK et al., 2008; WILKING et al., 2009],
sondern auch in den verschiedensten Landern der ganzen Welt, so z.B. in Italien [CAPUA et
al., 2000; DE MARCO et al., 2003], der Schweiz [DALESSI et al., 2007], in Taiwan [CHENG
et al., 2010], im Iran [FEREIDOUNI et al., 2010], in Japan [UCHIDA et al.,, 2011], der
Mongolei [SPACKMAN et al., 2009], in China [KOU et al., 2009] und vielen anderen Landern,
durchgefuhrt wurden, diverse Arten von Wildvogeln, insbesondere aber Wasservogel, auf
das Vorkommen von sowohl LPAIV als auch HPAIV untersucht. Auch auf Markten fir
Lebensmittel und fur Lebendgefliigel, welche vor allem in den asiatischen Landern weit
verbreitet sind und von denen eine erhéhte Ansteckungsgefahr fiir den Menschen durch den
engen Kontakt mit eventuell infizierten Tieren ausgeht [ZHOU et al., 2009], wurden
Untersuchungen durchgefiihrt, um einen Uberblick (ber das von diesen Markten
ausgehende Risiko zu erhalten [AMONSIN et al., 2008; CHOI et al., 2005; NGUYEN et al.,
2005]. Eine weitere effektive Erganzung zum aktiven Wildvogelmonitoring stellt, nach
SINNECKER et al. [1982] sowie GLOBIG et al. [2009], die Nutzung von Sentinel-Enten, das
sind ,Wéachtertiere”, welche Kontakt zu Wildvégeln haben sowie regelmafig beprobt und auf
Antikdrper untersucht werden, in Regionen mit erheblichen Aufkommen von
Wildvogelpopulationen dar. Neben den eben genannten Monitoringprogrammen wurden
auch die Tests auf Aviare Influenza bei Wirtschaftsgefliigel intensiviert [DALESSI et al.,
2007; LEE et al., 2008; SPACKMAN et al., 2009]. Anhand von in Deutschland gewonnenen
Daten zeigten WILKING et al. [2009] durch die Evaluierung des Wildvogelmonitorings zur
Risikoabschatzung beziglich der Ausbreitung von HPAIV H5N1 in neue Regionen oder

Geflugelhaltungen nach deren Einschleppung in die Wildvogelpopulation die Moglichkeiten
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und Grenzen der Durchfiihrung von Wildvogelmonitoringprogrammen auf. So kénnen nur die
extensive Ubertragung des Virus sowie eine hohe Pravalenz zu einigen Zeitpunkten, fir
einige Spezies und einige Regionen, in denen kein HPAIV H5N1 auftrat, ausgeschlossen
werden. Aufgrund der geringen Probenanzahl und der zum Teil ungezielten Beprobung ist
die Wahrscheinlichkeit, infizierte Tiere zu erfassen, niedrig. Folglich ist nach WILKING et al.
[2009] das aktive Monitoring nicht dazu geeignet, eine Ubertragung zu detektieren bzw.
auszuschlieen. So mussten in Deutschland 318 Proben pro Tag, also 116.070 pro Jahr,
getestet werden, um eine Pravalenz von HPAIV H5N1 in Wildvogeln von mehr als 1 % zu
ermitteln. Tatsachlich wurden aber im Jahr 2006 lediglich 16.554 und im Jahr 2007 25.545
Tiere auf HPAIV H5N1 untersucht. Demnach bleibt der Einsatz eines zuverlassigen
Monitoringsystems Uber einen langen Zeitraum mit begrenzten Ressourcen eine grol3e
Herausforderung [WILKING et al., 2009].

Mikroorganismen und somit potenzielle Infektionserreger, wie das Aviadre Influenzavirus,
kommen insbesondere an Staub gebunden vor (HARTUNG, 1986), wobei die Tiere selbst
die Quelle sind (HARTUNG & WHYTE, 1994). Verlieren die Tiere also Exkrete,
Hautschuppen oder Federn, stellen diese eine mogliche Tragersubstanz fir
Mikroorganismen dar. Gebunden an solche Partikel kbnnen sie Uber die Luft weiter verbreitet
werden. Durch die Messung des organischen aviaren Eintrags mittels molekularbiologischer
Methoden kann infolgedessen eine Risikoeinschatzung abgegeben werden. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrte Risikobewertung erfolgte unter realitatsnahen Bedingungen, wobei
lebendes Gefliigel durch Huhnerattrappen ersetzt wurde. Diese MalRnahme stellte die
Erfassung des nur von auf’en eingetragenen organischen Materials avidren Ursprungs
sicher. Fir die Durchfihrung desselben Versuchsansatzes mit Lebendgefligel wéare eine
Weiterentwicklung der PCR nétig, um die zusatzliche Erfassung der von der gehaltenen
Geflugelart stammenden DNA zu vermeiden. Eine Moglichkeit hierfur ware die Entwicklung
eines Sondensystems, mit welchem alle relevanten Vogelarten mit Ausnahme der
gehaltenen Geflugelart erfasst werden. Durch die geringe genetische Divergenz des
mitochondrialen Cytochrom b innerhalb der Vogeltaxa [JOHNS & AVISE, 1998] erscheint
dieses Gen auch fur eine artenubergreifende Sonde geeignet. Die Wahl des
Sequenzabschnitts, an dem die Sonde binden sollte, wilrde nach einem Alignment von
Sequenzen diverser Vogelarten erfolgen [DOOLEY et al., 2004]. Der Einsatz eines
Sondensystems wirde zusatzlich eine Quantifizierung erméglichen [DOOLEY et al., 2004;
LOPEZ-ANDREO et al., 2005; ZHANG et al., 2007]. Dadurch kénnte beziiglich der Menge
des avidren Eintrags eine genauere Aussage getatigt werden. Da allerdings, wie die
Ergebnisse der Sequenzierung bereits gezeigt haben, innerhalb des gewahlten

Sequenzabschnitts des mitochondrialen Cytochrom b einige Unterschiede in der Sequenz
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vorhanden sind, kénnten bei dem Einsatz eines Sondensystems nicht mehr alle Vogelarten
erfasst werden, was wiederum die Ergebnisse verfalschen wirde.

Die Beprobung der Areale erfolgte mit Hilfe des Nass-/Trockensaugers A2701 der Firma
Karcher. Die Probennahme von Umweltproben mit einem Staubsauger fand bereits in
anderen diversen Studien Verwendung. Hierbei wurde zumeist Hausstaub auf das
Vorkommen unterschiedlicher Mikroorganismen mittels PCR untersucht (JARADAT et al.,
2009; KORTHALS et al., 2008b; LIGNELL et al., 2008; PITKARANTA et al., 2008). Der
Einsatz je eines Sets an Schlauchen und passender Turbobirste fur jeweils ein Areal
verhinderte eine Verschleppung von Material von einem Gehege in ein anderes. Es wére
zwar denkbar, dass nicht das gesamte Material, das bei einer Probennahme durch den
Staubsaugerschlauch gesaugt wurde, bis in die Filtertiite gelangte, weil es sich in den Rillen
des Schlauches festgesetzt hat. Dieses Material wiirde eventuell erst bei der nachsten
Probennahme erfasst werden. Allerdings erfolgte diese mégliche Art der Verschleppung von
Material innerhalb eines Areals. Somit ergébe sich keine Fehlerquelle bei dem Vergleich der
geschitzten sowie ungeschitzten Areale. Zudem handelte es sich in Anbetracht der
insgesamt gewonnenen Menge je Probe um einen sehr geringen Anteil an Material und

konnte somit als irrelevant betrachtet werden.

Umweltbedingungen wie Wind, Temperatur, Niederschlag und Sonnenschein beeinflussten
die Probennahme sowie moglicherweise die Nachweisbarkeit des eingetragenen Materials
aviaren Ursprungs mittels PCR. So war bei Regen und Schnee die Beprobung der Areale
nicht maglich und wurde auf den néchstmdglichen Zeitpunkt verschoben. Es ist denkbar,
dass das bereits eingetragene organische aviare Material durch Regen von der zu
beprobenden Flache wieder herausgewaschen wurde. Dies kénnte vermieden werden,
indem auch der Niederschlag, welcher auf die Versuchsflachen auftrifft, aufgefangen und in
die Untersuchungen mit einbezogen wird. Allerdings wére der bauliche sowie finanzielle
Aufwand enorm. Des Weiteren waren am Beispiel von Viehhausen bei einem
durchschnittlichen monatlichen Niederschlag von 60,63 I/m2 [www.wetter-viehhausen.de] im
Jahr 2010 bei zwei Flachen von jeweils 100 m2 gewaltige Wassermengen fir die
nachfolgenden Analysen aufzubereiten. Die Einbeziehung des Niederschlags in die
Untersuchungen stellt sich infolgedessen als nicht praktikabel dar. Die Wetterbedingungen
konnten zwar von Standort zu Standort variieren, fir die netzgeschitzten sowie
ungeschiitzten Areale innerhalb eines Standortes waren diese Faktoren allerdings identisch,
weshalb sie fur den Vergleich zwischen den beiden Arealen als vernachléassigbar anzusehen

sind.
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Bei insgesamt 177 Beobachtungen bei der Probennahme, sowie weiteren Beobachtungen im
Winter, als keine Probennahme maoglich war, die Barrieregehege dennoch auf ihre Intaktheit
geprift wurden, war nur ein einziges Mal ein Vogel im netzgeschitzten Gehege auf dem
Areal von E.ON vorzufinden. Andere Wildtiere wurden bei keiner Kontrolle innerhalb des
netzgeschitzten Systems an allen Standorten gesichtet. Dagegen konnten innerhalb der
Freigehege hin und wieder das Vorkommen von Spuren, welche allerdings sehr undeutlich
und somit Kkeiner Tierart eindeutig zuzuordnen waren, verzeichnet werden. Am
Versuchsstandort Viehhausen befand sich bei der Ankunft ein Feldhase im ungeschitzten
Areal. Diese Beobachtungen bestéatigen die Funktionalitat der Netze als Barriere gegenuber
Wildtieren, insbesondere gegeniiber Wildvogeln. Ein Netz mit einer kleineren Maschenweite
als des hier genutzten Netzes mit einer Maschenweite von 2 cm x 2 cm, kbnnte das bereits
sehr geringe Risiko eines eindringenden Vogels weiterhin minimieren. Ein Problem stellt
dabei allerdings die Statik des Barrieresystems dar, da sich die Krafte, die bei Wind sowie
Niederschlagen in Form von Regen oder Schnee auf das Netz wirken, durch die geringere
Maschenweite verstarkt wirden [WETZELL, 1981]. Zudem ware der Investitionsbedarf sehr
hoch und die spatere praktische Umsetzbarkeit im Hinblick auf die 6konomischen

Gesichtspunkte erheblich beeintrachtigt.

Die positiv erzielten Ergebnisse des Cytochrom b Nachweises bestatigen die Stabilitat der
aviaren genomischen DNA innerhalb der Zellen von Haut und Federn sowie in Faeces. So
konnten unter anderem COOPER [1994] und PRINZINGER et al. [1997] von bis zu Gber 100
Jahre lang konservierten Vogelexemplaren aus Museen mitochondriale DNA aus Haut sowie
Federn gewinnen. Allerdings unterliegt die DNA auch Prozessen der Degradation, welche
stark von aufReren Faktoren abhangig ist. So fihren hohe Temperaturen, viel Feuchtigkeit,
saure bzw. stark alkalische pH-Werte sowie die Préasenz von Huminsauren und
Mikroorganismen zu einem schnelleren Abbau der DNA [BURGER et al., 1999]. REGNAUT
et al. [2006] untersuchten in ihren Studien die DNA-Degradation bei Kotproben aviaren
Ursprungs. Hierbei zeigte sich, dass bei feuchten Bedingungen enzymatische und biotische
Faktoren die Hauptgrinde fur einen rasanten Abbau der DNA innerhalb von 24 Stunden
darstellen. Dagegen bleibt die DNA-Qualitéat bei hydrolytischer und mikrobieller Behandlung
auch nach 7 Tagen noch hoch. Aufgrund der in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse
geben REGNAUT et al. [2006] die Empfehlung, die gewonnenen Proben schnell nach deren
Entnehmen zu trocknen, um dadurch eine nukleolytische Aktivitat zu vermeiden. So ist es
durchaus denkbar, dass bei ungiinstigen Witterungsverhaltnissen, insbesondere in den in die
Versuchsareale eingetragenen Vogelfaeces, die genomische aviare DNA degradiert,
dadurch nicht mehr nachweisbar ist und infolgedessen zu falsch-negativen Ergebnissen

fuhrt. Durch einen kiirzeren Abstand zwischen den einzelnen Probennahmen der jeweiligen
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Areale kdnnte diese Fehlerquelle minimiert werden. Da aber Faeces nur ein Teil des aviaren
Eintrags ausmachen, die DNA-Qualitat bei gunstigen Verhéltnissen Uber einen langeren
Zeitraum hoch bleibt und die Durchfihrung der Beprobungen mit kirzeren Abstanden
aufgrund vollstandig ausgelasteter Zeit- sowie Personalkapazitaten nicht méglich ware, lasst
sich der gewahlte Probennahmezyklus von einer Woche nicht verkirzen. Wie bereits
erwahnt, sollen die gewonnenen Proben, um eine Degradation der DNA zu vermeiden,
schnell getrocknet werden [REGNAUT et al., 2006]. Dies wurde in der vorliegenden Studie
durch die sofortige Lyophilisierung des Probenmaterials gewahrleistet. Die Eignung dieser
Methode zur schonenden Trocknung unter gleichzeitigem Erhalt der DNA bestatigen
Untersuchungen von SAHA et al. [1997]. Darin zeigten sie, dass trotz Gefriertrocknung eine
hohe Konzentration von genomischer DNA gewonnen werden konnte. Dagegen flhrt die
Lyophilisierung bei RNA zur kompletten Degradation [SAHA et al., 1997]. Dies bestétigt die
Instabilitat von RNA gegenliber DNA, was wiederum den Ansatz der Risikobewertung durch
Messung aviaren Eintrags anhand des mitochondrialen Cytochrom b mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden im Gegensatz zum Nachweis der RNA von
Influenza-A-Viren bestarkt. Weiterhin zeigten Untersuchungen von MITCHELL et al. [1968]
einen Zerfall von Avidren Influenza-A-Stammen innerhalb von 24 bis 36 Stunden, wenn
diese als Aerosol vorliegen. Dagegen erfolgt der Zerfall humaner, porciner sowie equiner
Influenza-A-Stamme zwischen 9 und 30 Stunden [MITCHELL & GUERIN, 1972]. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen von MITCHELL et al. [1968] gelingt bei SEDLMAIER et al.
[2009] ein Nachweis von Influenza-A-Viren in Feinstaub auch noch nach 4 Tagen. Ebenso
bleibt das Virus in Wasser und in feuchten Faeces bis zu 6 Tagen bei 37 °C detektierbar
[WHO, 2004]. In unterschiedlichen Umweltproben konnte virale RNA auch noch bis zu 12
Tagen nach einem Al-Ausbruch in einer Gefligelhaltung nachgewiesen werden [VONG et
al., 2008].

Die starken Gewichts- und Volumenschwankungen der gewonnenen Proben innerhalb der
einzelnen Areale an allen Standorten lassen sich z.B. durch Wind eingetragenes Material wie
Blatter, Blutenstaub und Pflanzensamen sowie auf dem Kunstrasen aufzufindende Insekten,
Kafer und Regenwirmer, aber auch durch die durch Regen bzw. Luftfeuchtigkeit stark
schwankenden Wassergehalte dieser Substanzen erklaren. Je grolRer der Umfang der
Probe, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich in dieser PCR-inhibierende
Substanzen wie Huminséduren aus dem Boden [TEBBE & VAHJEN, 1993] bzw.
Polysaccharide aus Pflanzen [DEMEKE & ADAMS, 1992] befinden. Trotz des vermutlich
hohen Gehalts an PCR-Inhibitoren blieb bei lediglich 3 % der insgesamt 708 untersuchten
Proben die Amplifikation der IAC auch nach einem wiederholten Versuch aus. Das

Nicht-Funktionieren in diesen Fallen konnte darauf zurlickzufihren sein, dass bei der
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DNA-Extraktion die Beseitigung von Huminsauren und anderen Kontaminanten mit
inhibitorischer Wirkung fur die Durchfihrung der PCR nicht ausreichend funktioniert hat. Das
negative Ergebnis der IAC sowohl bei dem Aliquot | als auch bei dem Aliquot Il des
geschitzten Areals am Standort auf dem Geléande der Stadtwerke Minchen vom 30.04.2010
konnte darauf zurtickzufihren sein, dass bei beiden Stichproben durch die DNA-Extraktion
die PCR-Inhibitoren nicht beseitigt werden konnten. Denkbar ware allerdings auch, dass die
gesamte Probe Uberaus viele Inhibitoren bzw. Substanzen, welche zu einer Degradation von
DNA fiuhren, enthalt. Die zum Teil abweichenden Ergebnisse der beiden Stichproben
innerhalb einer Probe kénnten ebenfalls sowohl auf die ProbengrofRe als auch auf deren
Inhomogenitat trotz grindlicher Pulverisierung und Vermischung der Feststoffe
zurlickzufuihren sein. Diese zwei Faktoren konnten auch dafur verantwortlich sein, dass der
optische aviare Eintrag nur in 27 % der Falle molekularbiologisch mit einem positiven
PCR-Ergebnis bestatigt werden konnte. Ein Grund daflir kénnte sein, dass aus der Probe
nur ein sehr geringer Teil flir die DNA-Extraktion enthommen wurde und deshalb das
Ergebnis der darauffolgenden PCR von den sich zuféllig in der entnommenen Stichprobe
befindenden Partikeln abhangig ist. Fiir Analysen bereiten nach KLOCKENKAMPER [1977]
Pulvergemische bei der Probennahme die gré3ten Probleme, da diese immer eine gewisse
Inhomogenitat aufweisen. Eine erhdhte Stichprobenzahl je Probe oder eine noch feinere
Pulverisierung kénnte die Repradsentanz der inhomogenen Analyseproben verbessern
[KLOCKENKAMPER, 1977].

Die Anwendung des molekularbiologischen Nachweises eines vogelspezifischen Gens
kénnte auch in anderen Forschungsgebieten eingesetzt werden. Interessant ware unter
anderem die Messung von Emissionen, insbesondere der luftgetragenen Feinstaube, aus
Geflugelhaltungen. Diese Staube werden tUberwiegend im Stall gebildet und bestehen aus
unbelebten sowie belebten (z.B. Bakterien, Viren, Milben und Bestandteile biogenen
Ursprungs wie Hautschuppen) Partikeln, welche in erheblichem Umfang mit der Abluft in die
Stallumgebung geraten [HARTUNG, 1991; HILLIGER, 1991]. Solche luftgetragenen
Feinstdube stehen im Verdacht, dass sie die Pravalenz gesundheitlicher Stérungen,
insbesondere der Atemwege und allergische Erkrankungen, erhéhen. Diverse
Untersuchungen bestédtigen eine nachbarschaftliche Exposition von Stallluftimmissionen,
allerdings konnten bisher keine direkten nachteiligen Effekte auf die Gesundheit der
Anwohner wissenschaftlich bestatigt werden [HINZ, 2005]. Um Konflikte zwischen den
Anwohnern und den Betriebsleitern vorzubeugen bzw. beizulegen, konnte der quantitative
molekularbiologische Nachweis eines vogelspezifischen Gens klaren, inwieweit die
Immissionen direkt aus dem benachbarten Betrieb stammen bzw. bis zu welchen

Entfernungen die Anwohner méglicherweise betroffen sind. Bei Verwendung eines anderen
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Genabschnittes des mitochondrialen Cytochrom b, z.B. einen fur Schweine oder fir Rinder
spezifischen Genabschnitt, kdnnte die Anwendung dieser Methode fur die Messung von
Emissionen aus der Nutztierhaltung auch auf andere Produktionsrichtungen Ubertragen

werden.

2.1.2 Dummyversuch

Wie die mit Hilfe des x2-Unabhangigkeitstests durchgefiihrte statistische Auswertung der an
allen Standorten gewonnenen Daten zeigt, besteht zwischen den geschiitzten und
ungeschitzten Arealen kein signifikanter Unterschied bezlglich des Eintrags organischen
Materials aviaren Ursprungs. Dass generell bei beiden Arealen an allen fiinf Standorten ein
gewisser Kontakt mit Wildvogeln stattgefunden hat, zeigen die positiven Ergebnisse sowohl
der molekularbiologischen Methode als auch der makroskopischen Beurteilung der Flachen.
So kdnnte der Eintrag von Hautschuppen, Federn oder Faeces in beide Versuchsflachen
beim Uberfliegen der Areale erfolgt sein. Eine weitere Mdglichkeit ware, dass Vogel direkt in
die Referenzflachen eingeflogen sind, um dort nach Futter, wie Regenwiirmer oder Insekten,
zu suchen. Im Gegensatz dazu konnten die Vogel auf den netzgeschiitzten Arealen das
gespannte Netz als Sitzgelegenheit genutzt haben, so dass die aviaren Partikel durch dieses
auf den Kunstrasen gelangt sind. Weiterhin ist es denkbar, dass Wind organisches Material
von Voégeln, welche sich in der Nahe der Versuchsareale befanden, in diese hineingeweht
hat. Wie bereits erwahnt, kdnnte durch eine Erhéhung der Anzahl an Stichproben die
Reprasentanz der inhomogenen Analyseproben optimiert werden [KLOCKENKAMPER,
1977]. Da allerdings der errechnete x2-Wert fir alle Proben zusammen mit 0,21 deutlich
geringer ist als die y2-Werte der I-Aliquots, llI-Aliquots, sowie fiir den optischen avidren
Eintrag im Einzelnen, ist davon auszugehen, dass der x2-Wert flr eine hdhere

Stichprobenzahl tendenziell weiter gegen Null strebt.

2.2 Tiergesundheit und Uberlebensrate

Die Legeleistung ist neben der Beurteilung des Allgemeinzustands des Tieres ein guter
Parameter fiir die Gesundheit von Legehennen. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass die
Legeleistung nicht nur vom Gesundheitszustand des Tieres, sondern auch von weiteren
Faktoren wie Futter- und Trankwasserversorgung, Futtermittel, Rasse sowie dem jeweiligen
Haltungssystem beeinflusst wird [HORNING, 2008, LEYDENDECKER et al., 2001;
REDMANN & LUDERS, 2005]. In der vorliegenden Arbeit spielen diese Faktoren aber keine
Rolle, da sie, mit Ausnahme des Wetters, an allen Standorten identisch waren. Auch der

Einfluss des Wetters kann hier vernachlassigt werden, da an den jeweiligen Standorten
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beide Gehegeformen denselben Wetterbedingungen ausgesetzt waren. Dies ermdoglicht
einen objektiven Vergleich der zwei getesteten Haltungssysteme.

Die Legeleistung von Hihnern in Freilandhaltung ist haufig niedriger als die von Tieren in
Kafighaltung [LEYDENDECKER et al., 2001; WEIR et al., 2005]. Dies kdénnte an einer
erhéhten Bewegungsaktivitat der Huhner in Freilandhaltung und dem damit einhergehenden
Energieverlust fir die Eiproduktion liegen. Weitere Griinde hierfiir stellen nach TULLER et al.
[1999] auch eine bessere Herdengesundheit sowie eine Optimierung von Hygiene und
Stallklima in konventioneller Kafighaltung dar. In der vorliegenden Arbeit konnte ein Trend zu
einer besseren Legeleistung von Tieren in Freilandhaltung gegenuber Tieren in
Volierenhaltung aufgezeigt werden. Dies kénnte durch eine geringere Bewegungsaktivitat
der Hihner in Freilandhaltung aufgrund des nicht vorhandenen Schutzes vor Raubtieren
verursacht worden sein, wodurch mehr Energie fur die Eiproduktion zur Verfiigung stand. So
haben Beobachtungen in dieser Studie gezeigt, dass sich die Hihner in Volierenhaltung 6fter
weiter von ihrem Stall entfernten. Die Hihner im ungeschiitzten Gehege dagegen befanden
sich zumeist im Stall oder direkt am Schlupfloch des Stalls. Auch ein Vergleich von
Okologischen Betrieben mit konventionellen Betrieben mit alternativen Haltungssystemen
zeigt eine deutlich geringere Legeleistung bei 6kologischer Bewirtschaftung [HORNING &
AIGNER, 2003]. Dies konnte durch eine erschwerte Abdeckung des Aminosaurenbedarfs
anhand der nur wenigen zugelassenen EiweilRkomponenten mitbedingt sein [ACHILLES,
2009; HORNING & AIGNER, 2003]. Dadurch erklaren sich auch die zu den Angaben der
Firma Lohmann Tierzucht GmbH etwas abweichenden Ergebnisse bezlglich der
Legeleistung. So gibt die Firma Lohmann Tierzucht GmbH fir die hier verwendete
Legehennenrasse LSL (White Leghorn) eine Legeleistung von ca. 6 Eiern pro Tier und
Woche in alternativer Haltung an (www.ltz.de). In der vorliegenden Arbeit dagegen wurde
eine etwas geringere Leistung von 5,28 Eiern pro Huhn und Woche in Volierenhaltung und
5,41 Eiern pro Huhn und Woche in Freilandhaltung erreicht. Zwischenzeitlich sinkende
Leistungen, wie sie unter anderem am Geflugelhof Halder in HoRkirch ab der 13.
Experimentwoche und am Laeisenhof in Ferschweiler in der 16. Experimentwoche
vorzufinden waren, sind wahrscheinlich von auf3eren Faktoren, insbesondere wetterbedingt,
hervorgerufen worden. Diese Vermutung wird dadurch bekréaftigt, dass die Leistung in beiden
Gehegeformen zur selben Zeit abnahm. Zudem war ein plétzlicher starker Abfall der
Lufttemperatur zu verzeichnen, welcher zu Einbrichen der Legeleistung fihren kann
[BRADE et al., 2008; SAHIN et al., 2002]. So mal} die Wetterstation Leutkirch-Herlazhofen
(ca. 50 km von Hol3kirch entfernt) am 7.10.2009 eine Temperatur von 24 °C, wohingegen am
15.10.2009 nur noch 3 °C gemessen werden konnten. Nicht ganz so grofRe, dennoch
deutliche Temperaturunterschiede wurden von der Wetterstation Spangdahlem (ca. 25 km

von Ferschweiler entfernt) aufgezeichnet. So betrug die Hochsttemperatur am 28.10.2009
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noch 13 °C, am 11.11.2009 nur noch 4 °C (www.wetteronline.de). Schwankungen in der
Legeleistung an allen Standorten kdonnten auch durch andere Faktoren verursacht worden
sein. So traten in beiden Haltungsformen bakterielle Durchfallerkrankungen, Verletzungen
der Stander sowie Kannibalismus auf, welche ebenfalls zu einer reduzierten Legeleistung
fuhren konnen [HOLLE et al, 2008; NIEBHUR et al, 2006]. Sind solche
Gesundheitsprobleme stark ausgepragt, kdnnen auch Tierverluste die Folge sein. In Studien
von HOLLER et al. [2008] werden als haufigste Abgangsursachen Erdricken und
Kannibalismus genannt. Auch GAYER et al. [2004] geben in alternativen Haltungssystemen
Tierverluste von 3,3 % bis 36,8 % an. Die Hauptursachen stellten dort Infektionskrankheiten
und Kannibalismus dar, wobei insbesondere in Freilandhaltung vermehrt Tiere mit
Darmparasiten und bakteriellen Erkrankungen auftraten. Zusatzliche Verluste entstanden im
Freiland durch Raubwild. Ein ahnliches Ergebnis lieferten die in dieser Arbeit gewonnenen
Untersuchungen. Die grof3ten Verluste waren hier, trotz Unterschlupfmdglichkeiten fir die
Huhner, durch gewaltsamen Tod durch Raubtiere, in den ungeschitzten Arealen zu
verzeichnen. Insbesondere am Laeisenhof in Ferschweiler wird dies durch die sehr hohen
Tierverluste von 76 % des Ausgangsbestands deutlich, welche ausschlieRlich durch
Raubtiere verursacht worden waren. Im Vergleich dazu ging der Tierbestand innerhalb des

Untersuchungszeitraums im geschitzten Areal lediglich um 24 % zurtck.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die speziell entwickelten netzgeschutzten
Flachen den direkten Kontakt zwischen Wildtieren, insbesondere Wildvogeln, und
Hausgefligel nahezu verhindern. Dies wird vor allem durch die Tierverluste durch Greifvogel
in den Freigehegen ersichtlich. Unter Berlcksichtigung des Jagderfolgs unterschiedlicher
europaischer Greifvogel von etwa 5 % bei Habicht, 11 % bei Sperber sowie Wanderfalke bis
hin zu 20 % bei Fischadler [HANTGE, 1980] wird deutlich, dass weit mehr Kontakte
zwischen Hausgeflugel und Wildvdgeln stattgefunden haben muss, als durch die Tierverluste
zu erkennen sind. Da Wildvogel als mogliche Vektoren oder Reservoire fir nutztierrelevante
Infektionskrankheiten, z.B. Chlamydiose, infektiose Bursitis sowie Avidre Influenza, gelten
[ZIEDLER et al., 1995], diese Infektionsquelle aber durch die Unterbindung des direkten
Kontakts weitestgehend ausgeschaltet wird, sinkt infolgedessen das Infektionsrisiko fir
Hausgefligel. Der organische Eintrag wird erwartungsgemalf nicht vermindert. Ungeachtet
dessen scheint im Bezug auf die Avidre Influenza nach WERNER et al. [2004] die
Eintragung von Influenza-A-Viren durch Wildvogel in Bestande mit Freilandhaltung ein eher
seltenes Ereignis zu sein, wobei hihnerhaltende Betriebe weniger gefahrdet sind als
Betriebe mit Enten- bzw. Gansehaltung. Grund hierfir ist das hohere Erkrankungsrisiko von
Enten und Gansen gegenuber Huhnern. Auch das FLI schétzt in seiner Bewertung vom
Oktober 2011 das Risiko des Eintrags von HPAIV durch Wildvogel in Hausgefligelbestande
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als gering ein [FLI, 2011b]. Nach einem Ausbruch der niedrig pathogenen Form der Avidren
Influenza mit dem Subtyp H5N2 in Limburg, Niederlande, im Marz 2012, wurde allerdings die
Stallhaltung von Gefliigel im grenznahen Raum von dem Kreisveterinaramt Viersen,
Nordrhein-Westfalen, nahe der Grenze zur Niederlande, empfohlen [www.aho.de;
www.oie.int]. Ein weiterer positiver Effekt des Einsatzes eines Barrieresystems sind die
deutlich minimierten Tierverluste durch Raubtiere, wodurch zusatzlich der 6konomische

Schaden eines Betriebs reduziert wird.
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F Zusammenfassung

Die hochpathogene Form der Avidren Influenza ist weltweit fur die Keulung unzahliger Tiere
und die damit einhergehenden enormen wirtschaftlichen Verluste in der Gefligelindustrie
verantwortlich. Infolge des seit 2003 kursierenden, durch das HPAIV H5N1 verursachten,
massiven Seuchengeschehens wurde die Freilandhaltung fir Gefligel voribergehend
verboten, um eine mdgliche Infektion der Nutztiere durch Wildtiere zu verhindern. Dieses
Verbot fuhrte haufig zu einer oft artwidrigen Tierhaltung, welche die Tiere stresst, ihr
Immunsystem schwacht und somit die Entstehung und Ausbreitung von Krankheiten
innerhalb eines Bestandes beginstigt. Weiterhin ist die Aufstallungspflicht nicht nur
tierschutzrechtlich in Frage zu stellen, sondern in der 6kologischen Geflligelproduktion auch
zusatzlich fir einen Imageverlust verantwortlich. Um das Infektionsrisiko von Hausgefliigel
durch Wildtiere, insbesondere durch Wildvogel, zu objektivieren, sollte in der vorliegenden
Arbeit unter Feldbedingungen beurteilt werden, inwieweit speziell entwickelte netzgeschitzte
Flachen im Vergleich zur Freilandhaltung einen allgemeinen Infektionsschutz fir Geflugel

bieten.

Eine objektive Einschétzung des bestehenden Infektionsrisikos erfolgte durch die Erfassung
des gesamten avidren Eintrags in netzgeschitzte und entsprechende ungeschiitzte
Referenzflachen mit einer Grof3e von je 10 m x 10 m mittels Endpunkt-PCR. Diese waren mit
Kunstrasen ausgelegt, mit Hihnerattrappen ausgestattet und befanden sich an finf
verschiedenen, von Vdgeln intensiv genutzten Standorten in Bayern. Die Beprobung fand
wochentlich statt. Zusatzlich wurde eine optische Bewertung der Areale bezilglich
makroskopisch sichtbarer avidrer Bestandteile wie Vogelfaeces und Federn durchgefinhrt.
AnschlieBend erfolgte die statistisch vergleichende Auswertung der gewonnenen
Ergebnisse. Begleitend dazu wurde, in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biologische
Sicherheitsforschung GmbH sowie dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg, ein Parallelversuch mit Sentinelherden durchgefihrt.
Dieser diente ebenfalls der Uberpriifung der Infektionssicherheit. Die Erfassung von
Legeleistung und Verlustraten beider Gehegeformen sollte Ruckschlisse auf Tiergesundheit

und Schutz vor Raubtieren sowie Greifvogeln ermdglichen.

Organisches Material avidrer Herkunft als Marker zur objektiven Einschatzung des
allgemeinen Infektionsrisikos flr Nutzgefligel durch Wildvogel stellt einen neuen
Versuchsansatz dar. Mittels real-time PCR wurden unterschiedliche Sequenzabschnitte des
Federkeratingens sowie ein Sequenzabschnitt des mitochondrialen Cytochrom b auf die
Spezifitat fur Vogel getestet. Aufgrund der daraus gewonnenen Ergebnisse wurde mit dem

Sequenzabschnitt des mitochondrialen Cytochrom b weitergearbeitet. Allerdings stellte sich
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der Einsatz einer real-time PCR als ungeeignet dar. Ein Grund hierfiir sind kleine Differenzen
im Genom von Wildvogeln, welche zu unterschiedlichen Schmelzkurven fihren und die
Verifizierung des gesuchten PCR-Produkts anhand der Schmelzkurvenanalyse verhindern.
Weiterhin entstehen bei der Anwendung bei Feldproben unspezifische Produkte, welche
sowohl eine Quantifizierung verhindern als auch durch Fluoreszenzanstieg zu
falsch-positiven Ergebnissen fuihren. Aus diesem Grund wurden fir die Erfassung des
aviaren Eintrags die insgesamt 354 gewonnenen Proben im Doppelansatz mittels
Endpunkt-PCR auf das Vorkommen des vogelspezifischen Sequenzabschnitts des
mitochondrialen Cytochrom b untersucht. Die zusatzlich entwickelte kompetitive IAC

gewabhrleistete den Ausschluss von falsch-negativen Ergebnissen.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen und mit Hilfe des x2-Tests analysierten
Ergebnisse zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den geschitzten und
ungeschiitzten Arealen im Bezug auf den aviaren Eintrag. Dagegen konnte ein Trend zu
einer besseren Legeleistung der Tiere in den ungeschitzten Arealen beobachtet werden.
Auch wenn der organische aviare Eintrag durch die speziell entwickelten netzgeschitzten
Flachen nicht signifikant vermindert wird, wird dennoch der direkte Kontakt zwischen
Wildtieren, insbesondere Wildvogeln, und Hausgeflliigel nahezu verhindert. Da Wildvogel als
mogliche Vektoren oder Reservoire fir nutztierrelevante Infektionserreger gelten, diese
Infektionsquelle aber durch die Unterbindung des direkten Kontakts weitestgehend
ausgeschaltet wird, sinkt infolgedessen das Infektionsrisiko fur Hausgeflugel. Zudem flhrt
dieses Barrieresystem zu deutlich minimierten Tierverlusten durch Raubtiere. Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlie3en, dass Volierenhaltung das Infektionsrisiko minimiert und
zusatzlich einen bedeutenden Beitrag hinsichtlich des Schutzes vor Raubtieren und
Greifvogeln leistet.
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G Summary

The highly pathogenic form of avian influenza is responsible for the global culling of
countless animals and, as a consequence, of huge economic losses in the poultry industry.
Due to the massive pestilential occurrence of the HPAIV H5N1 since 2003, the free-range
living of poultry was prohibited temporarily in order to prevent an infection of livestock by wild
animals. This prohibition often led to an inappropriate animal husbandry because it stresses
the animals, weakens their immune system and thus promotes the development and spread
of diseases within a population. Furthermore, the obligation to keep all poultry inside is not
only a question of the animal protection law but also responsible for an image loss in organic
poultry production. To objectify the risk of infection of poultry by wild animals, especially by
wild birds, the present study aimed to evaluate to what extent specially protected areas offer
a general infection protection for poultry compared to free-range husbandry under field

conditions.

An objective assessment of the current risk of infection was made by detection of the entire
avian input into areas protected by nets and into unprotected reference areas with a size of
10 mx 10 m by using endpoint PCR. These areas were covered with artificial turf and
equipped with chicken dummies. They were located at five different sites intensively
frequented by birds in Bavaria, Germany. The sampling was conducted weekly from
December 2008 until June 2010. In addition, the areas were visually checked for
macroscopically visible avian components such as feces and feathers. The results were
statistically compared. Concomitantly, a parallel experiment with sentinel herds was
conducted in collaboration with the Institute of Biosafety Research GmbH and the Institute of
Medical Medicine of the Martin-Luther-University Halle-Wittenberg. This research also served
to verify the infection protection. Egg production and loss rates of both aviary systems were
recorded to draw conclusions about animal health and protection against predators and birds

of prey.

Using organic material of avian origin as a marker is a new approach for the objective
assessment of the general risk of infection for farmed poultry by wild birds. Via real-time PCR
different segments of sequences of feather keratin gene as well as a segment of sequence of
mitochondrial cytochrome b were tested for avian specificity. Because of the obtained results
the segment of sequence of mitochondrial cytochrome b was used for the further
investigations. However, the use of real-time PCR was inappropriate. One reason is that
small differences are present in the genome of wild birds, which lead to various melting
curves and render the verification of the desired PCR product based on the melting curve

analysis impossible. Furthermore, the application in field samples results in unspecific
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products, which either prevents the quantification or leads to false-positive results because of
the increase of fluorescence. For this reason, for the detection of the avian input a total of
354 samples was analyzed in duplicates via endpoint PCR screening for the presence of a
bird-specific sequence of the mitochondrial cytochrome b. A competitive intern amplification

control was developed to exclude false-negative results.

The results of this study, which were analyzed by the x2-test, exhibited no significant
differences between protected and unprotected areas considering the avian input. In
contrast, a trend to a better laying performance of the animals was observed in the
unprotected reference areas. Even if the input of organic avian material is not significantly
reduced by the specially developed net protected areas, the direct contact between wild
animals, especially between wild birds and poultry, is still almost prevented. Wild birds are
considered to be potential vectors or reservoirs for infectious agents however, this source of
infection is mostly abrogated by the prevention of direct contact. Thus, the risk of infection for
poultry is reduced. Moreover, this barrier system leads to clearly minimized animal losses by
predators. These results indicate that aviaries reduce the risk of infection and make an

important contribution in terms of protection against predators and birds of prey.
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L Anhang

1 Sequenzierergebnisse

Wanderfalke:
GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAATTTCGGCTCCCTATTAGCAGTC
TGCCTCATGACCCAAATCCTCACCGGCCTACTACTAGCCATGCACTACACAGCAGACAC
ATCCCTAGCCTTCTCCTCCGTAGCCCACACTTGCCGGAACGTACAATACGGCTGACTCA
TCCGGAATCTCCACGCAAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTT

Mausebussard:
GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAATTTCGGCTCCCTATTAGCAGTC
TGCCTCATGACCCAAATCCTCACCGGCCTACTACTAGCCATGCACTACACAGCAGACAC
ATCCCTAGCCTTCTCCTCCGTAGCCCACACTTGCCGGAACGTACAATACGGCTGACTCA
TCCGGAATCTCCACGCAAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTT

Stockente (a):
GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAACTTCGGATCTCTGCTCGCCATC
TGCCTGGCCACACAAATCCTCACAGGCCTCCTACTGGCTATGCACTACACCGCAGACAC
ATCCCTTGCTTTCTCCTCAGTAGCCAACACATGCCGAAACGTCCAATATGGCTGACTCAT
CCGCAACCTCCACGCCAATGGCGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTT

Stockente (b):
GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAACTTCGGMTCYCTGCTSGCCAT
CTGCCTRGCCACRCAAATCCTMACAGGCCTMCTACTRGCYATGCACTACACCGCAGAC
ACMTCCCTTGCYTTCTCCTCAGTAGCCMACACATGCCGARACGTCCAATATGGCTGACT
CATCCGCAACCTCCACGCCAAYGGCGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTT

Turmfalke:
GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAATTTCGGCTCCCTATTAGCAGTC
TGCCTCATGACCCAAATCCTCACCGGCCTACTACTAGCCATGCACTACACAGCAGACAC
ATCCCTAGCCTTCTCCTCCGTAGCCCACACTTGCCGGAACGTACAATACGGCTGACTCA
TCCGGAATCTCCACGCAAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTT
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Kolkrabe:
GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAATTTCGGCTCCCTATTAGCAGTC
TGCCTCATGACCCAAATCCTCACCGGCCTACTACTAGCCATGCACTACACAGCAGACAC
ATCCCTAGCCTTCTCCTCCGTAGCCCACACTTGCCGGAACGTACAATACGGCTGACTCA
TCCGGAATCTCCACGCAAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTT

Amsel:
GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAACTTTGGGTCACTACTAGGCATT
TGCTTAATTACACAAATTATCACAGGCTTACTACTAGCCACGCATTACACAGCAGACACC
TCCCTAGCCTTCAACTCAGTCGCCCACATATGCCGAAATGTCCAATTTGGCTGACTAATC
CGCAACCTCCATGCAAACGGCGCCTCATTCTTCTTCATCTGTATCTT
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2 Detaillierte Auflistung des Tierbestandes in Prozent der

Anfangstierzahl

I Tierbestand in %
HoRkirch Ferschweiler Viehausen Wasserndorf
ungeschutzt
0| 100 100 100 100 100 100* 100 100 100 100
1 100 100 100 100 100 100 100 92 100 100
2 100 100 100 100 100 100 100 92 100 100
3 100 100 100 100 100 90 100 92 100 100
4 100 100 100 100 100 79 100 92 100 100
5 100 100 100 100 100 76 100 88 100 100
6| 100 100 100 100 100 76 100 88 100 100
7| 100 100 100 100 100 72 100 88 100 100
8 100 100 100 100 100 69 100 88 100 100
9 100 100 100 100 100 69 100 88 100 96
10 100 96 100 100 100 69 100 80 100 96
11 100 96 100 100 100 69 100 80 100 96
12 100 96 100 100 100 62 100 80 84 96
13 100 96 100 100 100 62 100 80 84 92
14 100 88 100 100 100 62 100 80 84 80
15 100 88 100 100 100 62 100 80 84 76
16 100 80 100 100 100 59 100 80 84 72
17 100 80 96 100 100 55 100 76 84 72
18 100 76 96 96 100 55 100 76 84 72
. 19 100 76 96 96 100 48 100 76 84 72
Exale(:::n;:m' 20 100 72 96 96 100 8 100 76 84 72
21 100 72 96 92 100 41 100 76 84 68
22 100 72 96 92 100 41 100 76 84 68
23 100 72 92 92 100 38 100 76 84 68
24 100 72 92 92 100 38 100 76 84 68
25 100 72 88 92 100 38 100 76 84 68
26 100 72 88 84 100 38 100 76 84 68
27 100 72 88 84 100 38 100 76 84 68
28 100 72 88 80 96 38 100 76 84 68
29 100 72 88 80 96 38 100 76 84 68
30 100 68 88 76 96 38 100 72 84 68
31 100 68 88 72 96 38 100 72 84 68
32 100 68 88 68 96 38 100 72 84 68
33 100 68 88 68 88 34 100 72 84 68
34 96 68 88 68 88 34 100 72 84 68
35 96 68 88 68 88 34 100 72 84 68
36 96 68 88 68 88 34 100 72 84 68
37 96 68 88 68 88 28 100 72 84 68
38 96 68 88 68 84 24 100 72 84 68
39 96 68 88 68 80 24 100 68 84 68
40 96 68 88 68 76 24 100 68 84 68
Mittelwert 99 81 94 89 97 52 100 79 89 79
Standardabweichung 2 14 6 13 6 20 0 8 7 14
Varianz 2 183 30 175 39 419 0 58 54 199

Anfangstierzahl = 25 Tiere
* Abweichung von der Anfangstierzahl: im Betrieb Ferschweiler im ungeschitzten Areal 29 Tiere
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3 Detaillierte Auflistung der durchschnittlichen

Legeleistung in Eier/Huhn/Woche

Eier/Huhn/Woche im Durchschnitt
Wasserndorf Viehhausen HoRkirch Ferschweiler
ungeschitzt
1 3,38 4,95 4,72 7,00 6,96 6,44 5,60 5,56 5,88 5,35
2 6,05 5,56 4,96 5,89 6,17 6,16 7,12 6,12 6,48 5,23
3| 5,62 5,89 5,12 6,84 5,83 5,96 5,64 5,68 6,16 5,82
4 6,19 5,78 5,48 6,84 5,58 5,92 5,92 5,64 6,28 6,24
5| 6,57 5,67 4,96 5,89 571 5,92 6,24 5,50 5,92 6,15
6| 5,76 6,22 5,40 6,11 6,13 6,35 6,88 6,04 6,52 5,95
7 6,24 6,00 5,76 6,37 5,92 6,22 6,44 6,17 6,44 5,80
8 6,19 6,00 5,562 6,42 5,87 6,57 6,92 5,92 5,96 6,40
9 5,86 5,65 5,56 5,63 5,78 6,48 7,00 6,50 5,76 5,67
10, 6,14 571 4,76 4,68 5,23 5,70 6,76 5,64 5,68 4,83
11 6,00 5,41 5,84 6,16 5,86 6,10 6,32 6,65 6,16 5,72
12 6,10 5,88 5,20 5,63 4,68 6,14 5,80 5,60 6,04 4,76
13 5,90 5,59 6,32 5,67 4,91 6,35 4,84 4,42 5,28 4,69
14 6,10 5,47 4,76 5,33 5,32 5,10 5,16 3,63 5,24 5,56
15 5,76 5,18 5,12 5,94 5,18 6,16 5,76 4,11 4,92 4,21
16 5,81 5,18 4,84 5,50 5,32 6,11 5,48 4,39 3,64 2,14
17 5,38 5,06 512 5,61 514 6,06 4,80 4,28 2,88 3,08
18 5,81 5,18 5,16 5,56 5,32 6,12 4,80 4,00 3,12 3,50
19 5,43 4,94 4,52 5,06 541 5,59 5,60 4,11 3,72 4,73
Experiment- 20 5,76 5,53 4,48 5,44 5,18 541 4,32 4,00 4,48 4,18
woche 21 5,10 5,41 4,80 5,44 5,41 541 3,88 3,50 3,96 4,55
22 519 5,24 4,24 5,29 3,50 5,29 2,04 2,17 4,36 5,36
23 4,76 5,12 4,28 571 5,27 5,35 3,28 2,88 4,60 5,27
24 4,86 5,12 4,24 5,82 5,09 5,41 4,84 3,88 4,67 4,73
25 5,05 5,06 4,76 576 5,36 4,59 3,96 4,35 4,38 4,82
26 5,05 4,94 4,68 5,71 3,86 4,24 4,79 4,45
27 4,52 4,71 4,88 6,00 3,91 4,71 4,67 4,73
28 4,57 4,76 5,32 5,87 4,86 4,35 4,75 5,18
29 4,81 5,00 5,76 6,50 4,82 4,65 4,73 4,70
30 5,62 4,47 5,04 5,79 5,27 512 4,55 3,40
31 5,43 5,24 5,08 5,93 5,09 5,76 4,86 4,40
32 5,24 5,06 6,40 6,29 4,73 541 5,27 5,88
33 5,76 5,12 5,20 5,43 4,77 5,18 5,23 4,75
34 5,69 6,25 6,24 6,07 4,91 6,12 5,86 4,00
35 5,88 6,14 5,09 5,94 5,20 5,43
36 5,76 6,43 5,14 5,82 6,42 6,43
37 6,08 6,21 5,59 5,71 6,21 6,00
38 5,79 6,21 4,68 5,76 6,83 4,52
39 5,23 5,93 5,50 5,35 5,56 5,88
40 5,41 5,93 4,68 5,71 572 6,40
Mittelwert 5,38 5,42 5,22 5,90 5,23 5,67 5,42 4,83 5,23 5,02
Standardabweichung 0,88 0,49 0,56 0,48 0,64 0,59 1,26 1,19 0,97 0,96
Varianz 0,78 0,24 0,32 0,23 0,41 0,35 1,58 1,42 0,94 0,92




Herzlichen Dank...

...an meinen Doktorvater Herrn Prof. Dr. med. vet. Dr. h. ¢. Johann Bauer, der es mir mit der
Uberlassung des interessanten und aktuellen Themas ,Vergleichende Untersuchungen zum
Infektionsrisiko von Gefligel in netzgeschitzten und ungeschitzten Auslaufflachen®
ermoglicht hat, bei ihm diese Doktorarbeit anfertigen zu konnen, fir sein mir
entgegengebrachtes Vertrauen und seine stete Bereitschaft, mich jederzeit bei meiner Arbeit
zu beraten und zu unterstutzen. Dartber hinaus mdchte ich mich fur die geselligen Stunden
bei den leckeren Weihnachtsessen und den unvergesslich schénen Ausflug nach Bad Télz

und in den ,nur fir die Mutigen bezwingbaren* Hochseilgarten am Blomberg bedanken.

...an Frau Dr. med. vet. Karin Schwaiger fir ihre kompetente Hilfe und guten Tipps bei der
Durchfiihrung meiner Experimente sowie ihre Hilfsbereitschaft mir bei jeglichen Fragen und
Problemen stets mit viel Geduld aufmunternd zur Seite zu stehen...und das alles mit ihrem
unvergleichlichen Humor. AuBerdem mdchte ich mich auch fir die kurzweiligen Stunden, die

wir auf Projektfahrten miteinander im Auto verbracht haben, bedanken.

...an Herrn Prof. Dr. Mathias Buttner und Dr. Monika Rinder vom Bayerischen Landesamt fiir
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit in OberschleiRheim, die mir mit Hingabe ihr Wissen
Uber den molekularbiologischen Nachweis von Influenzaviren und dessen Durchflihrung
weitervermittelt haben. Zusatzlich danke ich Herrn Prof. Dr. Mathias Buittner fir die

Bereitschaft sich als Zweitprufer zur Verfiigung zu stellen.

...an Herrn Prof. Dr. Rudiger Korbel von der Vogelklinik Oberschlei3heim fir seine
Bereitschaft, Federn und Kotproben diverser Vogel fir mich zu sammeln und mir fur die
Evaluierung meiner Methode zur Verfuigung zu stellen. Ebenso danke ich Dr. Markus Baur
fur die Bereitstellung von Kotproben verschiedener Reptilien und ebenso von Proben
diverser Insekten. Weiterhin méchte ich mich dafir bedanken, dass es mir ermdglicht wurde,
im Tierpark Hellabrunn in Minchen Federn und Kotproben von den unterschiedlichsten

Vogeln zu sammelin.

...an alle jetzigen und ehemaligen Kollegen und Freunde vom Lehrstuhl fur Tierhygiene fir
die angenehme und freundliche Arbeitsatmosphare, in der man sich einfach wohlftihlen
muss, die grof3e Hilfsbereitschaft und die lustigen, aufbauenden, interessanten und von mir
sehr geschatzten Gesprache beim Mittagessen, Kaffee trinken, beim Eis essen in der Sonne

oder einfach nur zwischen Tir und Angel. Aul3erdem mdchte ich mich fir die schénen



gemeinsamen Stunden auch aufRerhalb des Labors bedanken, welche mir immer in bester

Erinnerung bleiben werden!

...an Barbara Dorr, Cornelia Oehme, Andrea Klaus, Sonja Kattner, Christine Adldinger und
René Mamet fur die tatkraftige Unterstiitzung bei der Einrichtung der Volieren, fir die Hilfe
bei der praktischen Realisierung der Arbeit und die hilfreichen Anregungen zur Losung von
praktischen Problemen. Ganz besonders mdchte ich mich bei Meike Petersen und Annika
Bartuschat bedanken, die mich sowohl bei der Probennahme als auch im Labor fleiigst

unterstitzt haben.

...an Meike Bischoff, die nicht nur das Blro wahrend dieser Zeit mit mir geteilt hat, sondern
auch mit mir durch jegliche H6éhen und Tiefen nicht nur im Bezug auf die Doktorarbeit
gegangen ist, immer ein aufmunterndes Wort flr mich bereit hatte, mich sogar wahrend des
Urlaubs ertragen hat und die ich als ganz besonderen Menschen kennen lernen durfte!

...an meine Eltern und Schwestern, die immer flr mich da waren.

...an all meine Freunde, die immer an mich geglaubt haben.

...an Sebastian Bolduan, der mir in der Endphase der Doktorarbeit die nétige Motivation

gegeben hat.



LEBENSLAUF

PERSONLICHE DATEN

Name Carmen Fahn
Geburtsdaten 03.04.1981 in Mlunchen
Familienstand ledig
Staatsangehorigkeit deutsch

SCHULBILDUNG UND BERUFSAUSBILDUNG
1987 — 1991 Grundschule, Miinchen

1991 — 2000 Dante-Gymnasium, Miinchen
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

2000 — 2002 Ausbildung zur Tierarzthelferin in der Tierarztpraxis
Dr. H. Schwarz und Dr. H. Winzinger, Planegg
Abschluss: Tierarzthelferin mit Auszeichnung

UNIVERSITATSLAUFBAHN

10/2002 — 08/2007 TUM — Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir
Ernéahrung, Landnutzung und Umwelt, Freising
Studium der Agrarwissenschaften
Studienschwerpunkt:

o Tierwissenschaften
Abschluss: Diplom

BERUFSERFAHRUNG

Seit 11/2007 TUM — Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir
Ernéahrung, Landnutzung und Umwelt, Freising
Promotion am Lehrstuhl fir Tierhygiene (Prof. Dr.
Dr. h.c. J. Bauer)

07/2011 - 10/2011 Stipendium im Rahmen der Exzellenzinitiative der TUM

11/2011 - heute TUM — Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir
Ernéahrung, Landnutzung und Umwelt, Freising
Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Lehrstuhl fir
Tiererndhrung (Prof. Dr. W. Windisch)




	A Einleitung
	B Literatur
	1 Bestandszahlen und Geflügelhaltung in Deutschland
	2 Ökologische Geflügelhaltung
	3 Melde- und anzeigepflichtige Infektionskrankheiten bei Geflügel
	4 Aviäre Influenza
	4.1 Ätiologie
	4.2 Genetische Variabilität von Influenzaviren
	4.3 Tenazität von Influenzaviren
	4.4 Virusreservoir und Infektionswege am Beispiel AIV
	4.5 Klinische Symptomatik
	4.6 Diagnostik
	4.7 Tierseuchenrechtliche Aspekte
	4.8 Epidemiologie
	4.8.1 Situation weltweit
	4.8.2 Situation in Deutschland


	5 Auswirkungen der Aviären Influenza auf die Geflügelhaltung

	C Material und Methoden
	1 Material
	1.1 Chemikalien
	1.2 Gebrauchslösungen
	1.3 Gebrauchsmaterialien
	1.4 Verbrauchsmaterialien
	1.5 Technische Geräte
	1.6 Primer und Sonden
	1.7 Probenmaterial
	1.7.1 Probenmaterial zur Testung des vogelspezifischen Genabschnitts
	1.7.2 Positivkontrollen
	1.7.3 Feldproben


	2 Methoden
	2.1 Methodenentwicklung
	2.1.1 Aufbereitung der Proben
	2.1.2 DNA-Extraktion
	2.1.3 Nachweis eines vogelspezifischen Genabschnitts mittels PCR
	2.1.3.1 Auswahl des Genabschnitts
	2.1.3.2 Überprüfung der Spezifität
	2.1.3.3 Überprüfung der Sensitivität
	2.1.3.4 Testung der Methodik an Feldproben
	2.1.3.5 Endpunkt-PCR
	2.1.3.6 Entwicklung der kompetitiven internen Amplifikationskontrolle

	2.1.4 Nachweis von Influenzaviren
	2.1.4.1 RNA-Extraktion
	2.1.4.2 Real-time RT-PCR


	2.2 Entwicklung und Prüfung eines netzgeschützten Barrieresystems
	2.3 Dummyversuch
	2.3.1 Wahl der Standorte
	2.3.2 Aufbau der Areale
	2.3.3 Probennahme
	2.3.4 Lyophilisierung und Homogenisierung der Proben
	2.3.5 Nachweis des vogelspezifischen mitochondrialen Cytochrom bGenabschnitts
	2.3.5.1 DNA-Extraktion
	2.3.5.2 Endpunkt-PCR
	2.3.5.3 Agarosegelelektrophorese
	2.3.5.4 Statistische Auswertung


	2.4 Sentinelversuch
	2.4.1 Wahl der Standorte
	2.4.2 Aufbau der Sentinelanlagen
	2.4.3 Entwicklung eines speziellen Hygieneprotokolls
	2.4.4 Einstallung der Tiere
	2.4.5 Tiergesundheit und Überlebensrate
	2.4.5.1 Legeleistung
	2.4.5.2 Tierbestand
	2.4.5.3 Statistische Auswertung




	D Ergebnisse
	1 Methodenentwicklung
	1.1 Aufbereitung der Proben
	1.2 DNAExtraktion
	1.3 Überprüfung der Spezifität
	1.3.1 Federkeratingen
	1.3.2 Mitochondriales Cytochrom bGen

	1.4 Überprüfung der Sensitivität
	1.5 Testung der Methodik an Feldproben
	1.6 Endpunkt-PCR
	1.7 Entwicklung der kompetitiven internen Amplifikationskontrolle

	2 Versuche zum Nachweis von Influenza-A-RNA
	3 Vergleich der netzgeschützten und ungeschützten Areale
	3.1 Ermittlung des aviären Eintrags
	3.1.1 Areal auf dem Gelände von E.ON am Ismaninger Speichersee
	3.1.2 Areal auf dem Gelände der Stadtwerke München in Wang
	3.1.3 Areal bei der Kläranlage in Wang
	3.1.4 Areal auf dem Versuchsgut Grünschwaige
	3.1.5 Areal auf der Versuchsstation Viehhausen

	3.2 Tiergesundheit und Überlebensrate
	3.2.1 Legeleistung
	3.2.2 Verlustraten



	E Diskussion
	1 Methodenentwicklung
	1.1 Aufbereitung der Proben
	1.2 DNAExtraktion
	1.3 Überprüfung der Spezifität
	1.3.1 Federkeratingen
	1.3.2 Mitochondriales Cytochrom bGen

	1.4 Überprüfung der Sensitivität
	1.5 Testung der Methodik an Feldproben
	1.6 Versuche zum Nachweis von Influenza-A-RNA

	2 Vergleich der netzgeschützten und ungeschützten Areale
	2.1 Ermittlung des aviären Eintrags
	2.1.1 Methodik
	2.1.2 Dummyversuch

	2.2 Tiergesundheit und Überlebensrate


	F Zusammenfassung
	G Summary
	H Literaturverzeichnis
	I Abkürzungsverzeichnis
	J Abbildungsverzeichnis
	K Tabellenverzeichnis
	L Anhang
	1 Sequenzierergebnisse
	2 Detaillierte Auflistung des Tierbestandes in Prozent der Anfangstierzahl
	3 Detaillierte Auflistung der durchschnittlichen Legeleistung in Eier/Huhn/Woche


