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„The saddest part of my life was when I witnessed the hundreds of deaths of the 

soldiers in the Army camps and did not know what to do. At that moment I decided 

never again to prate about the great achievements of medical science and to humbly 

admit our dense ignorance in this case.” Victor Vaughan (1918) 

 

 

 

 

 

 

“The 1918 influenza virus caused a pandemic that killed minimally 20 million people 

and up to 40 or 50 million people in about a year’s time…. It’s still a big medical 

mystery. So the question was would the Institute possibly have tissue from victims of 

the 1918 flu and could we use these new powerful molecular technologies to analyze 

something about the virus to actually get a first direct look at the virus.” Jeffery 

Taubenberger (2005) 
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1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG 

Wildvögel, und dabei insbesondere Wildwasservögel der Ordnung Anseriformes, 

dienen als natürliche Reservoirwirte aviärer Influenzaviren (AIV) (EASTERDAY et al. 

1968). Nahezu alle Subtypen niedrig pathogener aviärer Influenzaviren (NPAIV) 

wurden bereits bei diesen Tieren nachgewiesen. Allerdings verlaufen die Infektionen 

bei wildlebenden Vögeln meistens klinisch inapparent. Wildvögel stellen demzufolge 

eine Infektionsquelle mit hohem Risikopotenzial für das Wirtschaftsgeflügel dar 

(WEBSTER et al. 1992). Aviäre Influenzaviren besitzen eine große genetische 

Variabilität, und es besteht die Auffassung, dass NPAI-Viren der Subtypen H5 oder 

H7 nach Übertragung auf Nutzgeflügel sich schnell, nach wenigen Tier-zu-Tier-

Passagen, in hoch pathogene aviäre Influenzaviren (HPAIV) umwandeln können 

(SENNE et al. 2006). Die HPAI-Subtypkomponenten H5 und H7 sind von großer 

veterinärmedizinischer Bedeutung, da sie die sogenannte aviäre Influenza oder 

klassische Geflügelpest, eine der weltweit bedeutendsten Viruserkrankungen bei 

Vögeln mit hoher Morbidität und Mortalität auslösen können (ALEXANDER 2000).  

Im Zentrum der Aufmerksamkeit stehen aktuell Influenza A Viren des Subtyps HPAI 

H5N1, ein Virus, das in der jüngeren Vergangenheit nicht nur beim kommerziellen 

Geflügel, sondern auch bei Wildvögeln eine hohe Mortalität auslöste und auch als 

Krankheitserreger beim Menschen Bedeutung gewann. Seit Beginn des Jahres 2005 

breitete sich das Influenzavirus HPAI H5N1 kontinuierlich von Südostasien in 

Richtung Westen aus und erreichte Mittel- und Westeuropa Anfang 2006. Es wurde 

vermutet, dass Wildvögel für eine rasche Verschleppung und auch für die Übertra-

gung aviärer Influenzaviren auf Nutzgeflügel verantwortlich sind (ALEXANDER 

2000). Um potentielle Risiken einer Einschleppung in Wirtschaftsgeflügelbestände 

zu erkennen und rechtzeitig Maßnahmen zur Bekämpfung und zur Verhinderung 

einer Influenzapandemie ergreifen zu können, wird der weltweiten regelmäßigen 

Überwachung von Wildvögeln hinsichtlich Infektionen mit Influenzaviren eine ganz 

wesentliche Rolle beigemessen.  

Die Epidemiologie aviärer Influenzaviren, insbesondere der Subtypen H5 und H7, ist 

in Bayern nur unzureichend bekannt. Insbesondere vor dem Hintergrund der 

Ausbreitung von H5N1 stellte sich die Frage, ob in Bayern bereits ein Reservoir  
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hochpathogener H5N1-Viren bei Wildvögeln existiert und ob auch niedrig pathogene 

Influenzaviren mit den Subtypkomponenten H5 und N1 in Bayern vorkommen. Im 

Rahmen eines Wildvogelüberwachungsprogramms in Bayern sollten daher in der 

vorliegenden Arbeit aviäre Influenza, die bei Wildvögeln nachweisbar waren, 

hinsichtlich des Vorkommens von H5- oder N1-Viren untersucht werden. Basierend 

auf Nukleinsäuresequenzen von Hämagglutinin- und Neuraminidasegenen sollten 

ebenfalls die Viren in hoch- oder niedrigpathogene Erreger differenziert und mit 

molekular-epidemiologischen Methoden analysiert werden, um Rückschlüsse auf die 

Herkunft der betreffenden Viren ziehen zu können, also um zu entscheiden, ob in 

Bayern permanente Erregerreservoire existieren oder ob Neueinschleppungen aus 

dem Ausland für die Epidemiologie der Influenza-A-Viren eine essentielle Rolle  

spielen.  
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2 SCHRIFTTUM 

2.1 Aviäre Influenzaviren 

2.1.1 Taxonomie 

Die Familie Orthomyxoviridae besteht aus den Influenza A-, B-, C-, den Thogoto- und 

den Isaviren (WHO 1953, ICTV 2005). Es handelt sich um lipidumhüllte Viren mit 

segmentiertem, einzelsträngigem RNS-Genom negativer Orientierung. Die aviären 

Influenzaviren (AIV) werden den Influenza-A-Viren zugeordnet und sind als Erreger 

wichtiger Tierseuchen und Zoonosen veterinärmedizinisch von enormer Bedeutung. 

Der Begriff „fowl plague“ oder klassische Geflügelpest wurde auf dem ersten 

Internationalen Symposium über aviäre Influenza vorgeschlagen (BANKOWSKI 

1982). Dabei handelt es sich um eine mit globalen verheerenden ökonomischen 

Verlusten verbundene Erkrankung des Wirtschaftsgeflügels, die durch diese 

Influenzaviren verursacht wird. Aviäre Influenzaviren können aber auch bei Säugern, 

zum Beispiel (z. B.) bei Pferden, Schweinen, Katzen und Menschen, gravierende 

Erkrankungen verursachen (WADDELL et al. 1963, PENSAERT et al. 1981, SONG-

SERM et al. 2006, PATTERSON-KANE et al. 2008). Wildlebende Wasservögel 

gelten als Reservoirwirte für aviäre Influenzaviren (WEBSTER et al. 1992). 

Die Unterteilung der Influenzaviren in die drei verschiedenen Typen A, B und C 

erfolgt aufgrund antigenetischer Besonderheiten im Nukleo (NP)- und Matrix (M)-

Protein. Während die Influenza-A- und B-Viren acht Segmente der Ribonuklein-

säuren (RNS) aufweisen, besitzt das Influenza C-Virus nur sieben Segmente. Hier 

wird auf einem Segment vereint ein Hämagglutinin-Esterase-Fusionsprotein kodiert 

(GAO et al. 2008), während bei den Influenza-A- und B-Viren diese Funktionen auf 

zwei Proteine verteilt sind, das Hämagglutinin (HA, H) und die Neuraminidase (NA, 

N), die in unabhängigen Gensegmenten verschlüsselt werden. 

Entsprechend der Zusammensetzung ihrer HA- und NA-Proteine werden die 

Influenza-A-Viren in Subtypen unterteilt (ANON 1980). Man unterscheidet sechzehn 

HA (1-16) und neun NA-Subtypen (1-9) (WEBSTER et al. 1992, FOUCHIER et al. 

2005).  Von  144  (16x9)  möglichen  Kombinationen  waren  bisher  mindestens  105 
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diverse HA- und NA-Subtypen bei 26 unterschiedlichen Vogelfamilien identifizierbar 

(KALETA et al. 2005a, OLSEN et al. 2006).  

Die Subtypen H1, H2 und H3 sind als humanpathogen und schweinepathogen 

bekannt. Dagegen findet man bei Vögeln alle Influenzavirus-Subtypen (KALETA et 

al. 2005a). Zur exakten Bezeichnung eines Isolates wird eine Nomenklatur 

verwendet, die neben den H- und N-Subtypen noch weitere Informationen über die 

Herkunft des Virus enthält. Es werden die Wirtsspezies und der Ort der Isolierung, 

gefolgt von der Labornummer des Isolates und dem Jahr der Isolierung zusätzlich 

aufgeführt (ANON 1980). So wurde beispielsweise ein bayerisches Influenza-A-Virus 

aus dem Jahr 2007 als A/swan/Bavaria/2/2007 (H5N1) bezeichnet.   

 

 

2.1.2 Morphologie 

Influenza A Viruspartikel sind sphärisch bis pleomorph geformt, mit einem 

Durchmesser von 80-120 nm und helikaler Kapsidsymmetrie (LAZAROWITZ und 

CHOPPIN 1975). Influenzaviren sind von einer Lipidhülle umgeben (Abbildung (Abb.) 

1), in die die drei virale Proteine HA, NA und in geringerer Menge das Matrix-Protein 

2 (M2) eingelagert sind (HORIMOTO und KAWAOKA 2005).  

Das AIV-Genom besteht aus einzelsträngigen RNS-Segmenten negativer Polarität. 

Jedes RNS-Segment ist mit dem RNS-abhängigen RNS-Polymerasekomplex 

(RARP) assoziiert (Abb. 1), der aus den „Polymerase basic Protein“ 1 (PB1), 2 (PB2) 

und dem „Polymerase acidic Protein“ (PA) besteht (MODROW et al. 2003). Der 

Komplex aus dem Polymerasekomplex, der RNS und den Nukleoprotein (NP)-

Molekülen wird als Ribonukleoprotein (RNP) bezeichnet. Durch das M1 wird die 

Innenseite der Hüllmembran ausgekleidet, welche mit den acht RNP verbunden ist 

(MARTIN und HELENIUS 1991). Die Rezeptorbindung und die Membranfusion 

werden durch das HA vermittelt, welches im Virion als Homotrimer vorliegt. Im 

Gegenzug bilden die Proteine NA und M2 jeweils Homotetramere. Während die NA 

endständige Neuraminsäuren von Kohlenhydraten abspaltet, weist das M2-Protein 

die Funktion eines Protonenkanals auf (LAMB und CHOPPIN 1981). 
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2.1.3  Genomaufbau 

Das Genom aviärer Influenza besteht aus acht RNS-Segmenten mit einem 

Gesamtumfang von 13 kb, die insgesamt bis zehn oder elf Proteine kodieren, da 

nicht alle Influenzaviren das Protein PB1-F2 besitzen (PALESE und SHAW 2007). 

Eine kurze Übersicht über die Schlüsselfunktionen und Eigenschaften der viral 

kodierten Proteine HA, NA, PB1, PB2, PA, NP, M und der Nicht-Struktur-Proteine 

(NS 1 und 2) ist in der Tabelle (Tab.) 1 wiedergegeben.  

Neun Proteine (HA, NA, M1, M2, NP, NS2, PA, PB1, PB2) bilden die Struktur des 

Viruspartikels. Zwei Proteine (PB1-F2, NS1) wurden dagegen nur in AIV infizierten 

Zellen nachgewiesen. Das zuletzt identifizierte Protein PB1-F2 löst apoptischen 

Zelltod in monozytären Zellen aus, welches ebenfalls im Bereich auf dem PB1-Gen 

abgelesen wird (CHEN et al. 2001). 

 

A B 

Abbildung 1: Struktur des Influenza-A-Virions  
A – Elektronenmikroskopische Darstellung des AIV (Foto: F. Horvath, LGL, 2007)  
B – Abbildung nach MODROW et al. 2003 (modifiziert) 
HA= Hämagglutinin, LGL=Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittel- 
sicherheit, M=Matrix, NA=Neuraminidase, NP=Nukleoprotein, PA=Polymerase acidic 
Protein, PB 1 / 2=Polymerase basic Protein 1 und  2, RNA=Ribonukleinaminosäure 
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2.1.4 Replikationszyklus 

Das HA-Protein spielt eine essentielle Rolle für die Bindung des Virus an eine 

permissive Wirtszelle, da es die Rezeptorbindung des Partikels vermittelt (SKEHEL 

und WILEY 2000). Die endständigen Sialinsäure-Moleküle (α-5-N-Acetylneuramin-

säure) auf der Zelle des Wirtes, mit denen das virale HA-Protein interagiert, treten in 

mehreren Konformationen auf (WATOWICH et al. 1994).  

Generell präferieren aviäre Influenzaviren die höchste Affinität zu Sialinsäure-

Molekülen mit Neu5Ac α(2,3)-Galaktose-Bindung. Dieser Rezeptortyp kommt vor 

allem bei Vögeln (auch bei vielen Säugetieren) im epithelialen Gewebe des Darmes 

vor. Hingegen binden sich die humanpathogenen Influenzaviren bevorzugt an die 

Sialinsäuren mit Neu5Ac α(2,6)-Galaktose-Verknüpfung des Respirationstraktes 

(GAMBARYAN et al. 2005). Außerdem ist bekannt, dass Aminosäureänderungen an 

bestimmten Positionen des Hämagglutinins (Gln226Leu und Gly228Ser) bei den 

Subtypen H2 und H3 zu einem Wechsel der Sialinsäure-Bindungsspezifität von 

α(2,3)-Galaktose auf α(2,6)-Galaktose führen (ROGERS et al. 1983, CONNOR et al. 

1994). Überdies wurde eine Reduktion der Bindung an α(2,3)-Galaktose nach 

Auftreten der Mutationen Gln226Leu und Gly228Ser im HA-Gen von H5N1-Viren aus 

dem Menschen festgestellt (STEVENS et al. 2008). Solche Aminosäureänderungen 

an bestimmten Positionen ermöglichen dem Influenzavirus die Speziesbarriere zu 

überschreiten und sich an neue Wirte anzupassen. Allerdings mehren sich die 

Hinweise, dass den Mutationen folgender AIV-Proteine ebenso eine wichtige Rolle 

bei der Anpassung an neue Wirtszellen zukommt: 

(i)  NS1 - Glu92Lys (SEO et al. 2004), Ala149Val (LI et al. 2006), Del 80-84 

(LONG et al. 2008), ESKV (das C-Terminale Motiv) (BRAGSTAD et al. 2007),  

(ii)  PB2 - Glu627Lys (HATTA et al. 2007), A199 (CHEN et al. 2007), Asp701Asn 

und Ser714Arg (GABRIEL et al. 2008),  

(iii)  NP - Asn319Lys (GABRIEL et al. 2008),  

(iv)  NA - Ile398Met (BRAGSTAD et al. 2007). 
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Tabelle 1: Funktion der durch die RNS-Genomsegmente der aviären Influenza- 

                 viren kodierten Proteine (Stamm A/PR/8/34 (H1N1)) 

 

Genom-

segment 

Kodiertes

Protein1 

Protein-

länge2 

 

 

Protein- 

masse3 

 

Funktion 

     

1 PB2 759 83490 

Bestandteil der viralen RARP, Bindung  
an die Cap-Strukturen zellulärer mRNS 
und Vermittlung des „Cap-Snatching“  
(BLAAS et al. 1982, RAO et al. 2003) 
 

     

2 

PB1 757 83270 
Bestandteil  der  viralen  RARP,  Elon-  
gation (TOYODA et al. 1996) 

 

PB1-F2 87  9570 

 

Proapoptotische Aktivität  
(CHEN et al. 2001) 
 

     

3 PA 716 78760 
Bestandteil  der  viralen  RARP,  Trans-
kription (NAKAGAWA et al. 1996) 

     

4 HA 566 62260 
Oberflächenprotein,   Rezeptorbindung 
und Membranfusion (FLINT et al. 2000) 

5 NP 498 
 

54780 
RNS-Bindung  und  Kernimport  
(PORTELA und DIGARD 2002) 

6 NA 454 49940 
Oberflächenglykoprotein,  Spaltung  der 
Sialinsäurereste  zellulärer  und  viraler 
Glykoproteine (OHUCHI et al. 2006) 

7 

    

M1 252 27720 
Bindung an die Innenseite der Lipiddop-
pelmembran, Stabilisierung, Kernexport 
(MARTIN und HELENIUS 1991)  

    

 

M2 
 

97 
 

10670 
Transmembranprotein,  Ionenkanal 
(LAMB und CHOPPIN 1981) 

 

8 

    

NS1 230 25300 
Interferon-Antagonist,  Regulation  des 
zellulären RNS-Transports (BENDER et 
al. 1998,  TAN und KATZE 1998) 

    

NS2 121 13310 
Kernexport der vRNPs  
(O'NEILL et al. 1998) 

 

 

 

 
 

 

 

1Abgekürzte Form des kodierten Proteins, 2in Aminosäuren, 3in Dalton, mRNS=messen- 
 ger Ribonukleinsäure, RARP=RNS-abhängiger RNS Polymerasekomplex, vRNPs=vira- 
 le Ribonukleoproteine 
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Das Eindringen des Influenzavirus in die Zelle erfolgt über rezeptorvermittelte 

Endozytose (Abb. 2). Das HA kann nur dann als Fusionsprotein funktionieren, wenn 

es korrekt prozessiert im Partikel vorliegt. Dazu muss nach der Translation ein 

Vorläuferprotein HA0 proteolytisch in die Untereinheiten HA1 und HA2 gespalten 

werden. Diese Spaltung kann je nach spezifischer Spaltstellen-Sequenz des HA 

entweder durch spezifische intrazelluläre oder auch durch häufig vorkommende 

extrazelluläre Proteasen vermittelt werden (KLENK et al. 1975, FLINT et al. 2000). 

Aufgrund dieser Mechanismen ist die Spaltstellen-Sequenz als einer der wichtigsten 

Virulenzmarker der Influenzaviren zu werten. Durch die Absenkung des pH-Wertes 

auf 5-6 im Endolysosom erfolgt eine Konformationsänderung des HA-Proteins, die 

für die Fusion der Virushülle mit der Endosomenmembran verantwortlich ist 

(SKEHEL und WILEY 2000). Die Ansäuerung wird durch den H+-Ionenkanal M2 in 

das Innere des Virions weitergeleitet, wodurch sich die M2-Proteine und vRNP 

voneinander trennen. Im Schritt „Uncoating“ werden die acht viralen RNS-

Genomsegmente in das Zytoplasma freigesetzt.  

Nach der Influenzavirusinfektion einer Wirtszelle müssen die Virionen erst neu 

synthetisiert werden bevor sie ihre Wirkung entfalten können. Die Ribonukleoproteine 

werden erst in den Zellkern transportiert. Danach finden die Replikation und die 

Transkription der viralen RNS durch den Polymerasekomplex (Abb. 2) statt. Die 

viralen RNS-Moleküle können nicht direkt transkribiert werden, daher ist das Genom 

als Negativ-Strang-Genom klassifiziert. Demzufolge muss die vRNS erst durch die 

virale RNS-Polymerase in virale-messenger Ribonukleinsäuren (v-mRNS) umge-

schrieben werden. Eine Besonderheit bei der Replikation und Translation der aviären 

Influenzaviren ist das sogenannte „Cap-Snatching“. Bei der Synthese der v-mRNS 

werden die Cap-Strukturen der zellulären mRNS durch die PB1-Untereinheiten 

abgespalten (RAO et al. 2003). Somit kann die Initiation der Transkription durch die 

zelluläre Maschinerie beginnen. Das „Cap-Snatching“ führt nicht nur zu einer 

effizienten Virusreplikation, sondern auch gleichzeitig zu einer Reduktion der 

Produktion zellulärer Proteine, im Sinne eines „Virus-Host-Shut-off“-Prozesses 

(FECHTER et al. 2003). Nachfolgend werden die Proteine HA, NA und M2 im 

Endoplasmatischen Retikulum sowie Golgi-Apparat prozessiert und in Vesikeln zur 

Zelloberfläche  transportiert.  Das  M2  reguliert  den  pH-Wert  in den Golgi-Vesikeln,  
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wodurch eine an dieser Stelle unerwünschte Fusionsaktivität des HA-Proteins 

verhindert wird. 

Die Proteine NP, PA, PB1, PB2, M1, NS1 und NS2 werden an den Ribosomen im 

Zytoplasma synthetisiert und zurück in den Zellkern transportiert. Bei der Replikation 

der viralen RNA kann die generierte v-mRNS, die eine positive Polarität besitzt, 

dennoch aber aus zwei Gründen nicht als Vorlage dienen: (i) wegen einer Kappen-

struktur, die für den Start der Translation der v-mRNS unentbehrlich ist, weil diese an 

den Ribosomen der eukaryontischen Wirtszelle stattfindet, (ii) wegen einer 

zusätzlichen Polyadenylierungsstelle am 3´-Ende. Die vRNS wird daher im Zellkern 

von der viralen Polymerase über eine vollständige Kopie, die als komplementäre 

RNS (cRNS (complementary)) bezeichnet wird, synthetisiert. Möglicherweise wird die 

Virus-Transkriptase durch die Virusproteine NS1 und NS2 so modifiziert, dass diese 

primer-unabhängig funktioniert und eine komplette Replikation der vRNS ablaufen 

kann. Wahrscheinlich werden in Folge einer Wechselwirkung der NS-Proteine mit der  

 

  

 

 

  

Anlagerung 

  
 

 

  

   Endocytose 

  
 

Fusion und 

Uncoating 

vRNS(-) 

cRNS(+) 

mRNS 

 
     Freisetzung  

    des Genoms 

Translation und  
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Export 

  

 

Budding 

Verpackung des Genoms 

Abbildung 2: Replikation des Influenzavirus-Genoms 
Darstellung nach LUDWIG et al. 2003 (modifiziert) 
Ribonukleinsäure (RNS): c=komplimentäre (complemen- 
tary), m=messenger, v=virale 
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viralen Polymerase, in einer frühen Phase der Infektion zunächst die NS- und NP-

vRNS synthetisiert und erst später alle vRNS gebildet (NEUMANN et al. 2004). Der 

genaue Mechanismus der vRNS-Synthese ist allerdings noch unbekannt.  

In der Phase der Maturation werden virale Komponenten im Zytoplasma 

zusammengefügt. In diesem Schritt entstehen die neuen viralen RNP durch die 

Assoziation der neu synthesierten vRNS mit den Proteinen NP, PA, PB1 und PB2. 

Sie binden sich dann an das M1-Protein, wodurch die Polymerase-Funktion 

gehemmt wird (WATANABE et al. 1996). Für das komplette RNS-Genom müssen 

alle acht vRNS-Segmente verpackt werden. Überdies sind die genauen 

Verpackungsmechanismen weitgehend unklar. Es wird diskutiert, ob die einzelnen 

Genomsegmente zufällig verkapselt werden, oder ob eine selektive Umhüllung der 

acht RNS-Segmente aufgrund bestimmter Verpackungssignale innerhalb der 

kodierenden Sequenzen der Virussegmente stattfindet, wodurch dann exakt acht 

vRNP-Segmente vorliegen werden (BANCROFT und PARSLOW 2002). Die 

Transkription wird durch die ansteigenden Konzentrationen von freiem, nicht in vRNP 

gebundenem NP abgebrochen. Wahrscheinlich interagiert das NP hierzu entweder 

mit der Polymerase oder mit den Promoterelementen der vRNS. Dieses freie 

Nukleoprotein, welches zur Enkapsidierung der synthetisierten vRNS verwendet 

wird, ist für die Stabilität der vRNS von großer Bedeutung. Schließlich erfolgt die 

Freisetzung der neu gebildeten Virionen durch Knospung (Budding) (Abb. 2). Dabei 

erhalten die RNP / M1-Komplexe an der Zellmembran eine Lipidhülle, in die die 

Proteine HA und NA eingelagert sind. Nicht nur M1, sondern auch das NA-Protein 

spielt bei diesen zytoplasmatischen Reifungsprozessen eine entscheidende Rolle. 

Das M1 verhindert den Rücktransport der vRNP in den Zellkern (MARTIN und 

HELENIUS 1991) und die NA spaltet die terminalen Neuraminsäuren von 

glykosilierten Proteinen ab, so dass sowohl die unerwünschte Bindung der 

Tochterpartikel an die Zellmembran als auch die Bildung von Partikelaggregaten 

verhindert werden (MODROW et al. 2003). Generell gilt eine optimale Balance 

zwischen den HA- und NA-Proteinen der Influenzaviren bezogen auf ein Wirtssystem 

als entscheidend für die Rezeptorinteraktion (WAGNER et al. 2002), da eine 

Reduktionder  Funktion des NA-Proteins zu  einer Herabsetzung der Anlagerung 

des  Virus  an  die  Zellmembran  des  Wirtes  führt  (MASTROSOVICH et al. 2004).  
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2.1.5 Genetische Variabilität  

Influenzaviren besitzen eine enorme genetische Variabilität, woraus ihre große 

Anpassungsfähigkeit resultiert. Die genetische Vielfalt wird durch unterschiedliche 

Mechanismen ermöglicht. Bedeutend sind hier vor allem die Antigendrift und die 

Antigenshift, darüber hinaus können ebenfalls Insertion, Deletion und Rekombination 

vorkommen (GARCIA et al. 1996, PERDUE et al. 1998, WEBSTER et al. 2007). 

Antigendrift entsteht durch Punktmutationen in Virus-Genen (WEBSTER und BEAN 

1978). Die AIV-Mutationsrate wurde auf etwa 7,26 x 10-5 Nukleotid-Austausche pro 

Nukleotid und Replikationszyklus geschätzt, die wie bei anderen RNS-Viren daraus 

resultiert, dass die RNS-Polymerase keine Korrekturlesefunktion aufweist und somit 

hohe Fehlerraten unvermeidlich sind (DRAKE 1993). Bekannt ist jedenfalls, dass 

eine Mutationsrate von annähernd einem Nukleotid pro Genom in der Vermehrungs-

phase aviärer Influenzaviren vorkommen kann. Bei einer Antigenshift können 

beliebige Gensegmente zwischen zwei oder mehreren diversen Virussubtypen bei 

der simultanen Infektion einer empfänglichen Zelle ausgetauscht werden (ROTT et 

al. 1979). Das neu gebildete, reassortante Virus enthält dabei unvorhersehbare 

Segmentkombinationen und somit auch Eigenschaften beider Ausgangsviren. 

Simultane Infektionen mit unterschiedlichen Subtypen wurden bei Wildvögeln bereits 

nachgewiesen, z. B.  die  Doppel- und Dreifachinfektionen mit  H1N4-H1N1, H2N5-

H4N5 bzw. H1N2-H6N5-H6N2,  H3N2-H3N8-H6N2 bei Wildenten in Kanada 

(SHARP et al. 1993), die Koinfektionen jeweils mit zwei Subtypen wie H3/H9, 

H6/H13 und H9/H10 (ohne Angaben des NA-Gens) bei Stockenten in Deutschland 

(RABL 2010). Bei der Rekombination erfolgt ein Austausch von genetischem Material 

in Form eines „crossing over“ zwischen RNS-Abschnitten. Dies kann zwischen Virus-

Genomen der gleichen oder unterschiedlichen Spezies erfolgen und stellt eine 

wichtige Grundlage für die Entstehung genetischer Vielfalt dar (DUGAN et al. 2008).  

Insbesondere durch „Reassortments“ können Viren mit neuen Eigenschaften 

entstehen die Influenza-Pandemien auslösen können. Eine Pandemie, also eine 

länder- und kontinentübergreifende Ausbreitung einer Krankheit, kann sich 

entwickeln, wenn ein neues Influenzavirus auftritt, gegen das die menschliche 

Population keine schützenden Antikörper besitzt, und das aufgrund seiner guten 

Anpassung an den Menschen leicht  und  häufig von Mensch zu Mensch übertragen 
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werden kann (SCHOLTISSEK et al. 2006). Die krankmachende Wirkung des Virus 

spielt für die Definition einer Pandemie zunächst keine Rolle. Die letzte 

Influenzainfektionswelle, die die Kriterien einer Pandemie erfüllte, wurde in den 

Jahren 2009 und 2010 durch das Influenzavirus A/California/7/2009 (H1N1) 

hervorgerufen und als „Schweinegrippe“ oder „neue Grippe“ bekannt. Influenza-

ähnliche Erkrankungen sind Anfang April 2009 in Mexiko (Veracruz) beschrieben 

worden (MORALES 2009). Der Erreger, der Mitte April 2009 bei zwei Kindern in den 

Vereinigten Staaten von Amerika (Südkalifornien) isoliert wurde (CDC 2009 a, b), 

stellte sich als ein Reassortantenvirus heraus, dessen Genomsequenzen 

Ähnlichkeiten sowohl mit amerikanischen als auch mit eurasischen Influenza A Viren 

besaß (GARTEN et al. 2009). Die Gene HA, NP und NS zeigten eine Verwandtschaft 

mit den entsprechenden Genen des seit 1918 bekannten, klassischen Schweine-

Influenza-Virus. Dagegen ließen sich die Gensegmente PB2 und PA auf 

Influenzaviren zurückführen, bei denen eine Übertragung von Vögeln auf 

nordamerikanische Schweine im Jahre 1998 identifizierbar war. Die Analyse des 

PB1-Gens ergab eine Homologie zu Virussequenzen, die im Jahr 1968 zunächst von 

Vögeln auf Menschen, und danach im Jahr 1998 von Menschen auf Schweine 

übergingen (GARTEN et al. 2009). Die NA- und Matrixproteingene stammten von bei 

Vögeln weit verbreiteten Influenzaviren, die etwa seit 1979 ebenso bei Schweinen in 

Eurasien vorkommen (GARTEN et al. 2009). Die genaue Infektionsquelle dieses 

neuen Virus für den Menschen konnte bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht 

festgestellt  werden.  

Die Einschleppung dieses Virus A/California/7/2009 (H1N1) fand zu Beginn der 

Pandemie zunächst durch Reisende aus Mexiko in andere Länder und auch nach 

Deutschland statt (CDC 2009c, RKI 2009). Die Pandemie breitete sich infolge einer 

effektiven Mensch-zu-Mensch-Übertragung rasch aus. Sie war aber im Vergleich mit 

der saisonalen Influenza durch mildere Krankheitsverläufe gekennzeichnet. Bis zum 

06.08.2010 wurden allerdings weltweit 18.449 Todesfälle beim Menschen durch 

H1N1-Infektion registriert (WHO 2010). Des Weiteren zeigten die letzten Ergebnisse 

des Influenza-Monitorings der Weltgesundheitsorganisation (WHO), dass die 

Erkrankungszahl des  pandemischen  Influenza A Virus H1N1 rückläufig ist, dennoch  

zirkuliert dieser Subtyp in der menschlichen Population desgleichen weltweit im Jahr 

2011 (WHO 2011a).  
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2.1.6 Hochpathogene und niedrigpathogene Influenzaviren 

2.1.6.1 Begriffsbestimmungen der Pathogenität und Virulenz 

Im Allgemeinen werden aviäre Influenzaviren als hoch pathogen (HPAIV) oder als 

niedrig pathogen (NPAIV) eingestuft. Der Begriff der Pathogenität wird allerdings 

unterschiedlich verwendet. Insbesondere im deutschsprachigen Raum beschreibt 

„Pathogenität“ generell die Fähigkeit von definierten Mikroorganismen im Sinne der 

Henle-Koch’schen Postulate, eine Krankheit in einem Makroorganismus zu 

erzeugen. Dabei bezieht sich die Aussage „pathogen“ immer auf eine Spezies von 

Mikroorganismen und gleichzeitig auf eine empfängliche Wirtsspezies. Dem wird die 

„Virulenz“ gegenüber gestellt, die den Ausprägungsgrad der krankmachenden 

Eigenschaften bei einem gegebenen Stamm eines pathogenen Mikroorganismus 

beschreibt. Die Virulenz wird also als ein Stamm-Merkmal einer als pathogen 

definierten Mikroorganismusspezies angesehen (ROLLE und MAYR 2007). 

International und ebenfalls im deutschsprachigen Raum wird bei der Charakteri-

sierung von aviären Influenzaviren dieser Definition häufig nicht gefolgt, z. B. bei der 

Formulierung der Geflügelpestverordnung. Hier wird vielmehr weitgehend auf die 

Verwendung des Begriffs „Virulenz“ verzichtet. Stattdessen werden sowohl Art- als 

auch Stammeigenschaften hinsichtlich einer krankmachenden Wirkung auf eine 

bestimmte Wirtsart, im Zusammenhang mit aviärer Influenza meist in Bezug auf 

kommerziell gehaltenes Geflügel, mit dem Begriff „Pathogenität“ qualitativ und 

quantitativ charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit soll deshalb der Begriff der 

„Pathogenität“ in der letztgenannten Bedeutung verwendet werden. 

 

2.1.6.2 Pathogenitätsfaktoren aviärer Influenza 

Die Pathogenität der Influenzaviren für Vögel, auch für Wirtschaftsgeflügel, ist 

multifaktoriell bedingt. Die Beteiligung einer Vielzahl von Genen und Loci innerhalb 

der Gene wird vermutet, genaue Kenntnisse fehlen hier allerdings noch. Zur 

Pathogenität tragen sicherlich eine ganze Reihe biologischer Eigenschaften aviärer 

Influenzaviren bei, wie beispielweise Infektionsausbreitung im Wirt, Gewebs-

tropismus und Vermehrungseffizienz. So gehen während des Vermehrungszyklus die 
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verschiedenen Virusproteine (z. B. NS, PA, PB1 und PB2) spezifische Wechsel-

wirkungen mit Zellrezeptoren, Kernproteinen und Proteasen der Wirte ein und 

beeinflussen dadurch sicherlich die Pathogenität, beziehungsweise (bzw.) 

Apathogenität (HATTA et al. 2007, MA et al. 2010). Ferner führen Mutationen im 

NS1-Gen (Gly92Lys, Ala149Val, Del 80-84), NA-Gen (I29, Q39) und im Gen des 

PB1-Proteins (K198) zu der bekannt hohen Pathogenität der H5N1-Viren (SEO et al. 

2004, LI et al. 2006, CHEN et al. 2007, LEE et al. 2007, LONG et al. 2008). 

Außerdem wurde festgestellt, dass die NP, PB2 - und PA-Gene eine entscheidende 

Rolle bei der Wirtsspezifität und Adaptationsphase an Vogelspezies spielen 

(GABRIEL et al. 2007 und 2008, MASTROSOVICH et al. 2009).  

Eine wesentliche Funktion für die Pathogenität wird dem HA-Gen zugeschrieben, 

und hier der Sequenz der endoproteolytischen Spaltstelle, an der das Vorläufer-

protein, das H0-Protein, in die beiden Untereinheiten HA1 und HA2 gespalten wird 

(ROTT 1992). Diese Spaltung dient als eine wichtige Voraussetzung für die 

Endozytose aviärer Influenza in die Zielzelle und damit für den Infektionsbeginn. Bei 

den niedrig pathogenen avären Influenzaviren (NPAIV) finden sich hier nur wenige 

basische Aminosäuren (nur die Aminosäure Arginin), und das H0 wird lediglich durch 

trypsinähnliche Enzyme, die nur in den Epithelzellen des Respirations- und 

Gastrointestinaltraktes zu finden sind, gespalten (WEBSTER et al. 1992). Die 

Spaltstelle der HPAI-Viren dagegen enthält zusätzliche basische Aminosäuren wie 

Arginin oder Lysin mit der Folge, dass sie von subtilisinähnlichen Endoproteasen, die 

extrazellulär in allen Geweben des Körpers vorhanden sind, gespalten werden kann 

(VEY et al. 1992). HPAIV können daher in alle Organe und Gewebe des Wirtes 

eindringen und sich dort replizieren, was leichter verständlich macht, dass daraus 

eine generalisierte Infektion und möglicherweise der Tod des Tieres resultiert. Es 

wird vermutet, dass sich NPAIV der Subtypen H5 und H7 nach Übertragung von 

Wildvögeln auf Wirtschaftsgeflügel durch Mutationen und nach einer Phase 

gradueller Anpassung in hochpathogene Viren umwandeln können (SENNE et al. 

2006). Warum bisher nur die Subtypen H5 und H7 als HPAI-Viren gelten, ist bis zum 

heutigen Zeitpunkt weitgehend unklar. Nach PERDUE et al. (1997) besitzen die 

Spaltstellen des HA-Glykoproteins vom H5-Subtyp eine Prädilektionsstelle, wodurch 

eine  Insertion  basischer  Aminosäuren  wahrscheinlicher  wird. Die  Nukleotid-  und  
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Aminosäurekomposition der H0 Spaltstelle dient mittlerweile als diagnostisches 

Kriterium zur Unterscheidung von NPAI und HPAI Virusisolaten.  

Bei der Umwandlung von niedrig pathogenen Viren zu HPAIV wird der „Stalk-Region“ 

des NA-Gens ebenfalls eine Sonderrolle beigemessen. ZHOU et al. (2009) fanden 

heraus, dass ein spezielles Motiv des NA-Stalk-Regions mit 20 Deletionen (Amino-

säurepositione von 49 bis 68) zu einer Erhöhung der Pathogenität und Virulenz des 

H5N1-Virus führt.  

Die Ausprägung der Gene ist aber nicht isoliert voneinander zu betrachten, sondern 

es wurde festgestellt, dass die Pathogenität von der Kompatibilität der jeweiligen  

HA- und NA-Gene abhängt (MASTROSOVICH et al. 1999). Ferner wird sowohl der 

einzigen Mutation im Gen PB1-F2 (Aminosäureposition 66) als auch den HA-, NA- 

und PB1-Rekombinanten eine entscheidende Rolle für die optimale Virusreplikation 

sowie für die Virulenzsteigerung des pandemischen Influenza A Virus H1N1 vom 

Jahr 1918 zugeschrieben (PAPPAS et al. 2008). Jedoch sind die Interaktionen der 

vier genannten Proteine und die Bedingungen für die Balance zwischen ihren 

Genveränderungen noch nicht abschließend geklärt. 

 

2.2 Bekämpfung der Influenza A Virus-Infektion 

Wildvögel, und hier insbesondere Wasservögel der Ordnungen Anseriformes (Enten- 

und Gänsevögel) sowie Charadriiformes (Möwen- und Watvögel) gelten als 

Reservoirwirte für aviäre Influenzaviren. Infektionen verlaufen meistens klinisch 

inapparent mit der Konsequenz, dass sich die Influenzaviren effizient vermehren und 

ausbreiten können (WEBSTER et al. 1992). Die tatsächliche Bedeutung von 

Wildvögeln für die Übertragung von aviären Influenzaviren auf Wirtschaftsgeflügel ist 

derzeit allerdings immer noch umstritten. So wurde den Wildenten für die Verbreitung 

der H5- und H7-Viren keine bedeutende Rolle zugeschrieben, da SHARP et al. 

(1993) in einer langjährigen durchgeführten Studie (1976-1990) in Kanada die H5- 

und H7-Prävalenz bei diesen Tieren als sporadisch bewerteten. Die Hypothese, dass 

Wildvögel NPAI-Viren beherbergen, die sich nach Übertragung auf Hausgeflügel 

infolge  ihrer  großen  genetischen  Variabilität,  insbesondere  der  Antigendrift  und 

Antigenshift, rasch, nach wenigen Tier-zu-Tier-Passagen, in hochpathogene Viren 
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umwandeln können (SENNE et al. 2006), ist jedoch allgemein anerkannt. So wird 

vermutet, dass die Influenzavirus-Ausbrüche mit H7N1 in Italien innerhalb der Jahre 

1999 und 2000 (CAPUA et al. 2002), H7N7 in den Niederlanden 2003 (ELBERS et 

al. 2004) sowie H7N3 in Kanada im Jahr 2004 (BOWES et al. 2004) auf diese Weise 

entstanden sind. Hinweise für das Vorkommen von AIV-Übertragungen von 

Wildvögeln auf Wirtschaftsgeflügel ergaben sich dazu aus retrospektiven Analysen 

im Rahmen von Wildvogelüberwachungsstudien. So fanden WERNER und GLOBIG 

(2004) bei einem zweijährigen Monitoring (2003 / 2004) ein NPAIV-Vorkommen von 

0,6 % bei Geflügel in geschlossenen Haltungen in Deutschland heraus, während bei 

Hühnern in Auslaufhaltung eine Prävalenz von 1,2 % und bei Gänsen in 

Freilaufhaltung sogar von knapp 3 % ermittelt wurde. Die beim Nutzgeflügel häufig 

nachgewiesenen NPAI-Subtypen H3, H6, H4 und H12 kamen im gleichen Zeitraum 

beim Wildvögeln ebenfalls häufig vor (WERNER und GLOBIG 2004). Auch 

CECCHINATO et al. (2010) zeigten eine hohe Homologie der HA- und NA-

Sequenzen (99,8 % bzw. 99,9 %) eines NPAIV H5N2 bei wildlebenden Stockenten 

und bei im Freilauf gehaltenen Enten sowie Gänsen aus derselben Gegend Italiens, 

indem wild lebende Vögel im Juli und das kommerzielle Geflügel im August des 

Jahres 2007 beprobt und untersucht wurden. Desgleichen stützen Ergebnisse 

molekular-epidemiologischer Analysen in mehreren Studien die bedeutende Rolle 

der Wildvögel für Influenzavirus-Infektionen beim Wirtschaftsgeflügel (SUAREZ et al. 

2004, PASICK et al. 2007a, METREVELI et al. 2010). 

 

2.2.1 Verordnungen zum Schutz gegen AIV-Infektionen 

Zum Schutz von Mensch und Tier gegen Infektionen mit aviären Influenzaviren 

wurden weltweit geltende Regelungen getroffen, die die Ausbreitung dieser Viren 

eindämmen sollen. Dabei nahm die Weltorganisation für Tiergesundheit (O.I.E.), die 

Europäische Union (EU) und Deutschland eine Differenzierung in hochpathogene 

und niedrigpathogene aviäre Influenzaviren vor, um insbesondere den internationa-

len Handel und die Bekämpfung im Falle eines Auftretens zu regeln. Einzelne 

Begriffe wurden jedoch von den mehreren Organisationen unterschiedlich verwen- 

det. So bezog die O.I.E. (2009a) in ihren Regelungen mit Bezug auf den internatio- 

nalen Handel bei der Festlegung von meldepflichtiger aviärer Influenza (notifiable - 
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avian influenza (NAI)) nur Geflügel (poultry) mit ein, also domestizierte Vögel, die 

zum Zwecke der Produktion von Fleisch / Eiern für den Konsum sowie von anderen 

kommerziellen Produkten eingesetzt oder die für die Wiederaufstockung jagdbaren 

Wildes, zur Zucht dieser Vögel oder als Kampfhühner gehalten werden. Ausdrücklich 

nicht einbezogen waren Vögel, die aus anderen Gründen in Gefangenschaft erzeugt 

werden. Bei Geflügel vorkommende meldepflichtige Influenzaviren wurden dabei als 

hochpathogene meldepflichtige AIV (Highly pathogenic notifiable Influenza Virus 

(HPNAIV)) bezeichnet, wenn sie unabhängig vom Subtyp einen intravenösen 

Pathogenitätsindex (IVPI) größer als 1,2 zeigen oder alternativ eine Mortalitätsrate 

von größer als 75 % verursachen. Zusätzlich wurden den HPNAIV alle Subtypen H5 

und H7 zugerechnet, die an der Spaltstelle des HA-Vorläuferproteins multiple 

basische Aminosäuren vergleichbar mit denen anderer HPNAI-Isolate besitzen. Im 

Gegensatz hierzu wurden als niedrig pathogene meldepflichtige aviäre Influenzaviren 

(Low pathogenic notifiable Influenza Virus (LPNAIV)) alle aviären Influenzaviren der 

Subtypen H5 und H7 definiert, die nicht HPNAIV sind (O.I.E. 2009a). 

Die Europäische Kommission (European Commission (EC)), die in der EU-Richtlinie 

2005  / 94  / Europäische Gemeinschaft (EG) Mindestanforderungen für Überwachungs-

programme und Bekämpfungsmaßnahmen zur aviären Influenza festgelegt hat, 

bezog in ihre Regelungen und Definitionen der aviären Influenza nicht nur Geflügel 

ein, sondern erweiterte sie auch auf andere in Gefangenschaft gehaltene Vögel (EC 

2005). Der Begriff „aviäre Influenza“ umfasst hier Influenzaviren der Subtypen H5 

oder H7 sowie alle Influenzaviren mit einem IVPI größer als 1,2. Ähnlich wie in der 

Regelung des O.I.E. (2009a) wurden Infektionen mit den Subtypen H5 und H7 mit 

multiplen basischen Aminosäuren im Bereich der Spaltstelle des HA oder mit aviären 

Influenzaviren mit einem IVPI größer als 1,2 als hochpathogene aviäre Influenza 

(HPAI) bezeichnet, während niedrigpathogene aviäre Influenza (NPAI) alle 

Infektionen mit anderen H5 oder H7 einschloss (EC 2005). 

Bei der Umsetzung dieser EU-Richtlinie in deutsches Recht in Form der Verordnung 

zum Schutz gegen die Geflügelpest (Geflügelpest-Verordnung von 2007, zuletzt 

geändert am 18.12.2009) kam es erneut zur Erweiterung der entsprechenden Rege- 

lungen. Als Reaktion auf die Erfahrungen mit der aviären Influenza des Subtyps 

H5N1 wurden hier nicht nur gehaltene Vögel, also Geflügel oder in Gefangenschaft 
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gehaltene Vögel anderer Arten, sondern erstmals auch Wildvögel mit einbezogen. 

Unter den Begriff „Wildvogel“ fallen in dieser Verordnung allerdings nur frei lebende 

Vögel der Ordnungen Hühnervögel, Gänsevögel, Greifvögel, Eulen, Regenpfeifer-

artige, Lappentaucherartige und Schreitvögel und zu wissenschaftlichen Zwecken 

gehaltene Vögel dieser Ordnungen. Damit wurden nur Vögel, die sich für die Influen-

zaviren des Subtyps H5N1 asiatischer Herkunft als Risikoarten herausgestellt haben, 

berücksichtigt. Staatlich angeordnete Maßnahmen zur Folge haben bei Wildvögeln 

außerdem lediglich Nachweise von HPAI H5N1. Geflügelpest liegt nach dieser 

Verordnung einerseits vor, wenn bei einem gehaltenen Vogel hochpathogene aviäre 

Influenza nachweisbar war, also Viren des Subtyps H5 oder H7 mit multiplen 

basischen Aminosäuren an der H0-Spaltstelle oder andere aviäre Influenzaviren mit 

einem IVPI größer als 1,2. Die Definition niedrig pathogener aviärer Influenzaviren 

bezieht nur gehaltene Vögel und wie die Regelungen der O.I.E. und der Euro-

päischen Kommission ausschließlich Influenzaviren der Subtypen H5 und H7 ein, 

und dort dann alle H5 und H7 mit einem IVPI kleiner als 1,2 oder ohne multiple 

basische Aminosäuren an der Spaltstelle des H0-Proteins. Nachweise der NPAI-

Subtypen H5 oder H7 bei Wildvögeln haben demnach keine staatlich angeordneten 

Maßnahmen zur Folge. 

 

2.2.2 Wildvogel-Monitoringprogramme im europäischen Raum 

 

Die ersten europaweiten AIV-Wildvogel-Monitorings wurden gemäß der EU-Richtlinie 

2002 / 694 / EC aufgrund freiwilliger Entscheidungen der Mitgliedsstaaten durchgeführt 

(EC 2002). Laut  der  Richtlinie  2005  /   94  /  EG  vom  20.12.2005  sind  allerdings  alle  

EU-Mitgliedstaaten verpflichtet, jährliche Monitorings zur aviären Influenza bei 

Wildvögeln durchzuführen. Dadurch sollen die Risiken einer Einschleppung von 

HPAIV (besonders H5N1 und H7N1) rechtzeitig erkannt werden (EC 2005). Im 

Rahmen dieses EU-Monitorings wurden in Deutschland seit 2005 die 

Wildvogelüberwachungsstudien kontinuierlich in allen 16 Bundesländern fortgesetzt  

und durch das Bundesministerium für Ernährung, Landwirtschaft und Verbraucher- 

schutz über das Nationale Referenzlabor für AviäreInfluenza am Friedrich-Loeffler- 

Institut (FLI) koordiniert. Gesetzliche Grundlagen für eine Bekämpfung der Geflügel- 
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pest stellten bis Oktober 2007 folgende Regelwerke dar: (i) Verordnung zum Schutz 

gegen die Geflügelpest und die Newcastle-Krankheit (Geflügelpest-Verordnung) vom 

20. Dezember 2005, (ii) Verordnung über Untersuchungen auf die Klassische 

Geflügelpest sowie zum Schutz vor der Verschleppung der Klassischen Geflügelpest 

(Geflügelpestschutzverordnung) vom 1. September 2005 in der Fassung (i.d.F.) vom 

31.10.2006, (iii) Verordnung zur Aufstallung des Geflügels zum Schutz vor der 

Klassischen Geflügelpest (Geflügel-Aufstallungsverordnung) vom 9. Mai 2006 i.d.F. 

vom 27.02.2007, (iv) Verordnung über Schutzmaßnahmen beim Auftreten von 

Geflügelpest beim Nutzgeflügel (Nutzgeflügel-Geflügelpestschutzverordnung i.d.F. 

vom 10.08.2006, zuletzt geändert durch Bundesanzeiger vom 30.11.2006), (v) 

Verordnung über Schutzmaßnahmen bei Auftreten von Geflügelpest bei 

wildlebenden Vögeln (Wildvogel-Geflügelpestschutzverordnung i.d.F. vom 

08.09.2006, zuletzt geändert durch Bundesanzeiger vom 30.11.2006). Ab dem 18. 

Oktober 2007 trat dann eine neue Verordnung zum Schutz gegen die Geflügelpest 

(Kurztitel: Geflügelpest-Verordnung, zuletzt geändert vom 18.12.2009) in Kraft, in die 

die oben beschriebenen Verordnungen eingegliedert wurden. 

Im Rahmen der deutschlandweit koordinierten Monitoring-Aktivitäten fand darüber 

hinaus die Etablierung einer nationalen Datenbank zum Wildvogelmonitoring am 

Institut  für  Epidemiologie  des  FLI  statt, die  die  Sammlung von Informationen aus         

der ganzen Bundesrepublik Deutschland und darauf basierend umfangreiche 

epidemiologische Analysen erlaubte (FLI 2007). Die in den einzelnen Bundes-

ländern, auch in Bayern, in den Monitoring-Untersuchungen in den Jahren 2006, 

2007, 2008, 2009 und 2010 erhobenen Daten von 69.000, 25.000, 21.815, 13.397 

bzw. 10.945 Wildvögeln wurden in diese zentrale Datenbank integriert (HARDER et 

al. 2009, Tiergesundheitsjahresbericht  2010 und 2011). 

In Bayern beauftragte das bayerische Staatsministerium für Umwelt, Gesundheit und 

Verbraucherschutz das bayerische Landesamt für Gesundheit und Lebensmittel-

sicherheit (LGL) mit der Durchführung der Wildvogel-Überwachungsstudien. Seit 

Herbst 2005 wurden Daten über das bayernweite AI-Vorkommen mittels Lebend- 

und Totfundmonitoring gesammelt und analysiert (Abb. 3 (Seite (S.) 30)). Für das 
Lebendmonitoring wurden in enger Zusammenarbeit des LGL mit dem Landesbund 

für Vogelschutz in Garmisch-Partenkirchen, der Klinik für Vögel, Reptilien, Amphibien 
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und Zierfische der Ludwig-Maximilians-Universität München sowie dem Bayerischen 

Jagdverband ein standardisiertes Studiendesign hinsichtlich des zeitlichen Ablaufes, 

einbezogener Vogelspezies, der Probenarten (Tracheal- und Kloakaltupfer) und der 

geographischen Regionen (Risikogebiete für Ein- und Verschleppung der Influenza-

viren, also z. B. Seengebiete, Nationalparks, Zoos) erstellt. Nach Erteilung von 

Genehmigungen durch die Regierung von Oberbayern und der bayerischen Tier- und 

Naturschutzbehörden war es möglich, Beprobungen bei Wasservögeln durch 

Mitarbeiter des LGL und der bayerischen Veterinärämter durchzuführen. Am LGL 

fand die Analyse der aus Großjagden und Lebendfang von Wasservögeln 

stammenden Tracheal- und Kloakaltupfer sowie Kotproben mit molekularbiologi-

schen Methoden statt. Neben den molekularbiologischen AI-Nachweisverfahren 

erfolgten auch die Virusvermehrung und die serologische Analyse des Virus mit 

klassischen virologischen Untersuchungen (Abb. 3 (S. 30)).  

Nachweise der anzeigepflichtigen aviären Influenza H5  / H7 / N1-Subtypen folgten 

mittels Echtzeit Reverser Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-rPCR) nach 

SPACKMANN et al. (2002), also dem vom Nationalen Referenzlabor für Geflügelpest 

empfohlenen Test. Im Rahmen eines wissenschaftlichen Projektes wurden zudem 

die nachgewiesenen H5-Subtypen näher charakterisiert und durch Sequenzierung 

der HA-Gene diese Viren als niedrig oder hoch pathogen typisiert sowie, mittels 

zusätzlicher Sequenzierung von NA-, NP- und PA-Genen, deren phylogenetische 

Beziehungen zu anderen H5-Viren untersucht. Parallel zu den am LGL durchge-

führten Untersuchungen wurden die vom LGL als für Influenza-A-Virus positiv 

identifizierten Proben zur Bestätigung zum Nationalen Referenzlabor für Geflügelpest 

am FLI versandt. Dort erfolgte die Einstufung der als H5 oder H7 differenzierten 

Viren als hoch oder niedrig pathogen und zusätzlich, wenn möglich, die Feststellung 

des Subtyps bei Nicht-H5- (oder H7-) Viren. Im Totfundmonitoring waren verendete 

Wildvögel, die zur Untersuchung an das LGL oder die Klinik für Vögel, Reptilen, 

Amphibien und Zierfische gebracht worden waren, einbezogen. Im Totfundmonitoring 

nachgewiesene Viren spiegeln die Präsenz des aviären Influenzavirus in diesem 

Gebiet wieder. Die AIV-Untersuchungen der beim Totfundmonitoring gescreenten 

Proben folgten nach dem gleichen Schema wie beim Lebendmonitoring  (Abb. 3).  
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Abbildung 3: Nachweis anzeigepflichtiger aviärer Influenza H5 / H7 / N1-
Subtypen 
Darstellung nach EU-Diagnostikhandbuch (EC 2005) und modifiziert nach LGL-
Untersuchungsmethoden 
1Embryonierte Hühnereier, 2Zellkultur, FLI=Friedrich-Loeffler-Institut, IC2=Interne 
Kontrolle (Nicht-AIV-Kontroll-RNA), LGL=Bayerisches Landesamt für Gesundheit 
und Lebensmittelsicherheit, M=Matrix, RTr-PCR=Echtzeit (Real-Time) Reverse  
Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion 
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2.3 Epidemiologie der H5- und H7-Virusinfektionen bei Wildvögeln 

2.3.1 Vorkommen aviärer Influenzaviren bei Wildvögeln  

Überwachungsstudien zur Erfassung des Vorkommens von Influenzaviren bei 

Wildvögeln sind von zentraler Bedeutung, da sie die Grundlage für die Vorhersage 

zukünftiger Entwicklungen und für gesetzliche Regelungen und Empfehlungen 

darstellen. Darüber hinaus erlauben die dabei erfassten Daten die Überprüfung der 

Wirksamkeit von Interventionen. Bei in den letzten Jahren weltweit durchgeführten 

Surveillance-Studien zur aviären Influenza bei Vögeln wurden folgende Aspekte 

analysiert: (i) Bestimmung der AIV-Prävalenz, (ii) molekular-epidemiologische 

Charakterisierung des Virusurspungs, (iii) Analyse der beginnenden Drift- und/oder 

Shiftereignisse von Influenzaviren, (iv) rechtzeitige Einschätzung des Eintragsrisikos 

hochpathogener aviärer Influenza, (v) Evaluierung der lokalen und kontinentüber-

greifenden Migrationswege von Wildvögeln, (vi) Erforschung des Einflusses von 

Ökosystemänderungen auf das Vogelzugverhalten, (vii) detaillierte Kenntnisse über 

die Evolution der Influenza-A-Viren.  

Nach retrospektiven Analysen der Grippepandemien im 18., 19., 20. und 21. 

Jahrhundert und wegen des Potentials einer raschen weltweiten Ausbreitung neuer 

Influenzaerreger, stieg das Interesse an dieser Thematik in der Fachöffentlichkeit 

(LEICHTENSTERN 1896, LEICHTENSTERN 1912, ROBERTSON 1918, BERLINER 

MEDIZINISCHE GESELLSCHAFT 1958, ANONYM 1968, PATTERSON 1986, 

KILBOURNE 2006, TAUBENBERGER et al. 2007). Dennoch wurden erst seit Mitte 

der 70er Jahre Wildvogelüberwachungsstudien zum AIV-Vorkommen weltweit 

(besonders in Europa und Nordamerika) durchgeführt (ALEXANDER 2000). Bisher 

waren NPAI-Viren bei mindestens 105 verschiedenen Wildvogelarten identifizierbar 

(OLSEN et al. 2006), und dabei am häufigsten bei Vögeln der Ordnungen 

Anseriformes (Enten, Gänse, Säger, Schwäne) und Charadriiformes (Watvögel, dazu 

gehören Alken, Möwen, Seeschwalben) (HINSHAW et al. 1980a, KALETA et al. 

2005a). Vögel dieser Ordnungen gelten daher allgemein als Wildvogelreservoire für 

aviäre Influenzaviren (WEBSTER et al. 1992). Möglicherweise spielen Watvögel als 

Virusreservoire nur eine geringe oder regional  / saisonal eine unterschiedlich große 

Rolle (IVERSON et al. 2008), denn in den letzten Jahren wurde in mehreren Studien 
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sowohl in Nordamerika als auch in Europa bei diesen Vögeln nur eine sehr geringe 

Prävalenz (0-0,01 %) festgestellt (FOUCHIER et al. 2003, HLINAK et al. 2006, 

MUNSTER et al. 2007, WINKLER et al. 2007, IP et al. 2008, DUSEK et al. 2009). 

Allerdings ergaben Untersuchungen bei Watvögeln in Australien eine AI-Prävalenz  

von  6 %  (HURT et al. 2006)   und   bei   Watvögeln   in   Nordamerika   von   14,2 %  

(KRAUSS et al. 2004).  

Differenzierung von AIV-Subtypen. Bei Stockenten (n=8.938) im nordeuropäischen 

Raum wurden fast alle Subtypen (H1-H13 und N1-N9) aviärer Influenzaviren 

nachgewiesen, dabei stellten MUNSTER et al. (2007) überwiegend die Subtypen H4, 

H6 und H7 fest. H13 und H16 konnten lediglich bei Watvögeln und H14 sowie H15 

gar nicht detektiert werden (MUNSTER et al. 2007). In Nordamerika waren in den 

Jahren 1976-2001 bei Wildenten die Subtypen H6, H3, H1, H4 und H10 sowie bei 

Watvögeln die Subkomponenten H3, H11, H1, H10, H9 und H7 am häufigsten zu 

ermitteln (KRAUSS et al. 2004 und 2007). Auch hier war H13 nur bei Watvögeln 

identifizierbar (KRAUSS et al. 2004). Im Gegensatz hierzu zeigten die Ergebnisse 

einer Studie von SPACKMAN et al. (2009) die NPAIV-Isolierung der Subtypen H13 

und H16 (mit den Subkomponenten N6 und N3) insgesamt aus vier Möwen, und 

zwar bei Lachmöwen (Larus ridibundus) und Mongolenmöwen (Larus vagae 

mongolicus) während des Wildvögelmonitorings 2005-2007 in der Mongolei. 

Interessanterweise wurde ebenfalls in Bayern ein H13-Virus aus der Kotprobe eines 

Blässhuhns (Fulica) während der Surveillance-Studie innerhalb der Jahre 2007 und 

2009 isoliert (Rabl 2010). 

Im Gegensatz zum Hämagglutinin ergaben sich sowohl in Europa als auch in 

Nordamerika bei den N-Subtypen keine Hinweise auf Wirtsspezifität (KRAUSS et al. 

2004 und 2007, MUNSTER et al. 2007). Eine Zusammenfassung ausgewählter 

Untersuchungen zum weltweit durchgeführten Wildvogel-Monitoring mit Darstellung 

häufig nachgewiesener AI-Subtypen und der Prävalenz von H5 / H7-Subkomponen-

ten bei Vögeln der Ordnungen Anseriformes und Charadriiformes findet sich in 

Tabelle 2 (S. 34).  
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Übertragungswege aviärer Influenzaviren: Der fäkal-oralen Übertragung der 

Influenzaviren zwischen Vögeln wird eine essentielle Rolle beigemessen (HINSHAW 

und WEBSTER 1982). Eine Virusexkretion mit dem Kot über 2 bis 14 Tage wurde bei 

experimentell mit H7N2 infizierten Hühnern beobachtet (LU et al. 2003). Mehreren 

wissenschaftlichen Arbeiten weisen zwar auf eine aerosole Infektionsübertragung hin 

(MITCHELL et al. 1968, SCHAFFER et al. 1976, TELLIER 2006, BÜTTNER et al. 

2008), dennoch spielt sie bei Influenzainfektionen der Wildvögel nur eine 

untergeordnete Rolle. Die Virusexkretion mit dem Kot ist unter Umständen erheblich, 

so wurden bei Wildvögeln bis zu 107,8 50 %-Ei-Infektiöse Dosen (EID50) pro Gramm 

Kot gemessen (WEBSTER et al. 1978). Bemerkenswerterweise waren infektiöse 

Viruspartikel in Kotproben bei 4 °C  32 Tage und bei  20 °C sieben Tage identi- 

fizierbar (WEBSTER et al. 1978). 

Altersabhängige Unterschiede der Influenzavirusprävalenz bei Wildvögeln. 

Influenzaviren werden im Allgemeinen bei Jungvögeln mit höherem Vorkommen  

erwiesen als bei Altvögeln. So stellten HINSHAW et al. (1985) unterschiedliche AIV-

Prävalenz zwischen jungen und adulten Vögeln bei einem Wasservogelmonitoring 

bei insgesamt 10.755 untersuchten wild lebenden Vögeln in Nordamerika (Alberta 

und New York) im Zeitraum von 1976 bis 1983 fest. Das aviäre Influenzavirus-

Genom war bei 2.113 Jungvögeln (29 % (n=7197)) im ersten Lebensjahr 

nachweisbar.  Dagegen  wurden  AI-Viren  lediglich  bei  475  adulten  Wasservögeln  

(13 % von 3558 untersuchten Tieren) ebenfalls in dieser Studie belegt.  

In Minnesota variierte die Prävalenz von aviären Influenzaviren bei juvenilen 

Stockenten in den Jahren 1998-2000 zwischen 11 und 23 %, während Influenzaviren 

nur bei 2 % der adulten Stockenten im gleichen Zeitraum identifizierbar waren 

(HANSON et al. 2003). Folglich führte dies zur weithin akzeptierten Auffassung, dass 

immunologisch naive Jungvögel für eine AI-Infektion besonders empfänglich sind, 

große Mengen von Virus ausscheiden und Antikörper erst verzögert ausbilden (KIDA 

et al. 1980). 
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Land 
Zeitraum 

der  
Studie 

                                    Vorkommen niedrigpathogener aviärer Influenza 

Häufig nachgewiesene Viren
1
  H5-Viren  H7-Viren 

 Quelle 
Subtyp %  Subtyp %  Subtyp  % 

            

D
e
u

ts
c
h

la
n

d
 1977-19892 H4N6, H2N3, H1N1 1,0  n.n3   H7N3, H7N7 0,3  SÜSS et al. 1994 

           

2001-2002 H4N6, H3N8 0,6  n.n   n.n   HLINAK et al. 2006 
           

2003-2005 H10N7, H2N3, H4N6 0,6  H5N2, H5N3   0,09  H7N1, H7N7 0,06  GLOBIG et al. 2006 
           

2007-2008 H11, H9, H1N1   0,08  H5, H5N2, H5N3 0,9  n.n   RABL et al. 2009 
           

2008 H6N2, H3N8, H4N6 0,2  H5, H5N3, H5N2 0,3  H7 0,01  HARDER et al. 2009 
            

            

It
a
li

e
n

 

1992-1998 H1N1, H10N8, H3N8  2,6  H5N24 0,1  n.n   De MARCO et al. 2004 
           

1998-2000 H2N3, H11N6, H1N1 0,8  H55 1,6  n.n   De MARCO et al. 2005 
           

2003-2005 H4N6, H1N1, H10N4   0,04  H5N1, H5N2, H5N3   0,03  H7N4, H7N7 0,08  CATTOLI et al. 2007 
           

            

K
a
n

a
d

a
 1976-2001 H3N8, H6N2, H4N6   24,8  H5 mit N2-N4, N8, N9 1,2  H7 mit N1-N5, N7-N9 1,5  KRAUSS et al. 2004 

           

2001-20066 H10N7, H4N6, H1N4 2,9  H5N7, H5N8 0,1  H7N3, H7N4, H7N5 1,0  KRAUSS et al. 2007 
           

2005-2007 H4N6, H3N8, H3N2  0,8  H5 mit N1-N3, N8, N9 0,3  H7N3, H7N4, H7N7 0,1  PASICK et al. 2010 
           

            

U
S

A
 

1991-1994 H4N6, H3N8, H10N7 3,3  n.n   H7N3 0,03  ITO et al. 1995 
           

2006-2007 H4N2, H4N6, H6N2   0,02  H5N2, H5N3, H5N9 0,1  n.n   DUSEK et al. 2009 
           

2007-2008 H6N1, H10N7, H3N5 0,7  H5N2, H5N7 0,06  H7N3, H7N7 0,3  HILL et al. 2010 
            

Tabelle 2: Prävalenz der Influenza-A-Viren bei Wildvögeln in Surveillance-Studien (Auswahl) 

1
H5- und H7-Subtype sind nicht einbezogen, 

2
Sentinel-Vögel wurden nicht berücksichtig, 

3
Nicht nachgewiesen, 

4
Nur aus der Kloakal-Tupferproben isolierte Viren,

  

5
Lediglich serologisch bestätigte H5-Viren, 

6
Auch in New Jersey (United States of Amerika (USA)) 
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2.3.1.1 NPAIV mit H5- und H7-Subkomponente 

Eurasien und Afrika: NPAI-Viren mit H5- oder H7-Subkomponenten perpetuieren in 

der Wildvogelpopulation (WALLENSTEN et al. 2007). In Nordeuropa wurden in den 

Jahren 1998-2006 bei der Untersuchung von 36.809 Wasservögeln niedrig 

pathogene aviäre Influenzaviren mit der Subkomponente H5 in einer Prävalenz von 

0,07 % und H7-Subtypen mit einer Isolierungsrate von 0,1 % detektiert (MUNSTER 

et al. 2007). 

In Deutschland in den Jahren 1977-2008 durchgeführte Wildvogelüberwachungs-

studien ergaben Prävalenzbereiche von 0,09 % bis 0,9 % und 0,01 % - 0,3 % für H5- 

bzw. H7-Subkomponenten (eine Auswahl ist in Tab. 2 dargestellt (S. 34)) (SÜSS et 

al. 1994, GLOBIG et al. 2006, HLINAK et al. 2006, HARDER et al. 2009, RABL et al. 

2009). Niedrig pathogene H5N1-Viren konnten in Deutschland von 1977 bis 2008 

nicht festgestellt  werden (Tab. 2). Des Weiteren waren  24 Proben  mit  NPAIV  H5 

(mit den  Serotypen  N1,  N2,  N3,  mit  unbestimmten  NA-Gen  (N?) (n=17))  und  

H7  (mit N7 sowie N? (n=7)) mit einem Vorkommen von 0,13 % bzw. 0,05 % bei 

untersuchten 13.397 Wildvögeln im Jahr 2009 deutschlandweit positiv (Tiergesund-

heitsjahresbericht 2010). Im Jahr 2010 war die Zahl der Probennahmen mit 10.945 

Wildvögeln in Deutschland rückgängig (Tiergesundheitsjahresbericht 2011). Die 

Untersuchungen auf Influenza-A-Virus ergaben 246 positive Proben (2,2 % / 10.945) 

und insgesamt 40 von diesen Proben enthielten die Subtypen H5N1, H5N2, H5N3 

und H5N? (eine Prävalenz von 0,4 % von 10.945). Niedrig pathogene aviäre Influen-

zaviren des H7-Sybtyps mit unbestimmtem NA-Gen wurden mit einer Prävalenz von 

0,03 % (n=3) in diesem Zeitraum belegt (Tiergesundheitsjahresbericht  2011). 

Europaweit konnte im Jahr 2006 bei H5- und H7- Surveillance-Studien (Lebend- und 

Totfundmonitoring sowie Sentinelsurveillance) der 14 Mitgliedstaaten der EU, bei 

denen 120.706 Vögel einbezogen waren, NPAI H5-Viren bei 136 Vögeln (0,11 %) 

eruiert werden. 26 (0,021 %) Wildvögeln waren für Viren mit H7-Subkomponente 

positiv gescreent (HESTERBERG et al. 2009). Bei im Jahr 2007 europaweit durch-

geführten H5- und H7- Surveillance-Studien nahmen zwar sieben zusätzliche 

Mitgliedstaaten (n=21) der EU teil, dennoch war die Zahl untersuchter Vögel 

(n=79.392 Proben)  im  Vergleich zum  Jahr  2006 geringer. In  dieser Studie  konnten  
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NPAI H5- und H7-Viren bei 105 (0,13 %) bzw. sieben Vögeln (0,009 %) festgestellt 

werden (BREED et al. 2010). Ferner gab es europaweit 2009 lediglich folgende 

NPAI-Viren-Nachweise bei Wildvögeln: die Subtypen H5N3 bei Enten (n=2) in 

Frankreich und H7N9 bei einer Gans in der Tschechischen Republik (BROWN 2010). 

Im Gegensatz hierbei konnten beim Wirtschaftsgeflügel die niedrig patogenen AI-

Subtypen H5 und H7 mit den Subkomponenten N1, N2 in Belgien, Dänemark, 

Deutschland, Frankreich und Italien in den Jahren 2008 und 2009 dokumentiert 

werden (DEFRA 2009, BROWN 2010). 

In Taiwan wurden insgesamt 29.287 Wildvögel in den Jahren 1998-2007 untersucht. 

Dabei stellten CHENG et al. (2010) in drei Fällen NPAIV H5 fest, während niedrig 

pathogene H7-Subtypen aus 19 Vögeln angezüchtet werden konnten, dies entspricht 

Prävalenzen von 0,01 % bzw. 0,06 %.  

Für Afrika liegen keine Berichte über systematische Untersuchungen zum 

Vorkommen von NPAI-Viren der Subtypen H5 und H7 bei Wildvögeln vor. ABOLNIK 

(2007) publizierte lediglich einen Nachweis eines NPAI H5N2-Virus bei einem Strauß 

(Struthio camelus) in Südafrika im Jahre 2004. Mittels der RTr-PCR war eine 

Kloakalprobe bei einer Eilseeschwalbe (Sterna bergii) mit H5N8-Virus positiv 

(ABOLNIK et al. 2010), zur Ermittlung der Pathogenität wurde die H0-Spaltstelle 

dieses Virus allerdings nicht analysiert. 

Nord- und Südamerika, Australien: Untersuchungen aus den Jahren 1967 bis 

2008 stellten  bei Wasservögeln in Nordamerika eine stark variierende Häufigkeit der 

Viren mit NPAI-H5 und H7-Subkomponenten von 0,06 % bis 1,2 %  bzw.  0,03-1,5 % 

dar (Tab. 2 (S. 34)). Kürzlich durchgeführte Studie von PEDERSEN et al. (2010) in 

den Vereinigten Staaten von Amerika ergaben eine stabile Prävalenz der NPAI H5-

Viren, und zwar von 0,38 % (n=555). Im Gegensatz dazu stellten die Autoren den 

H7-Subtyp lediglich in drei Proben mit einem Vorkommen von 0,002 % fest. In dieser 

Arbeit wurden 145.055 Tupferproben von Wildvögeln aus 50 Bundesstaaten der USA 

im Zeitraum von April 2006 bis März 2008 mit der RTr-PCR untersucht. Prävalenz  

bei der Virusisolierung betrug dabei mit 18 % (99 / 555) für die  H5-Subkomponente  

in  Kombination  mit   N1-N4   und  N7-N9. Insgesamt vier H7N2- und H7N3-Viren 

konnten in dieser Studie isoliert werden (PEDERSEN et al. 2010). 
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Für den südamerikanischen Raum existieren nur einzelne Berichte über Nachweise 

(bis 2010) von niedrig pathogenen AIV der Subtypen H5 und H7 bei Wildvögeln. So 

erfolgte im Jahr 2001 eine NPAI H7N3-Isolierung aus einer Zimtente (Anas 

cyanoptera) in Bolivien (SPACKMAN et al. 2007), und dieses Virus war 

höchstwahrscheinlich als Donor-Virus für HPAI-Ausbrüche in Chile im darauf 

folgenden Jahr verantwortlich (SUAREZ et al. 2004). Ein NPAI H5N9-Nachweis 

konnte bei einer Dominikanermöwe (Larus dominicanus) außerdem in Chile im Jahr 

2008 geführt werden (SENNE 2010). Allerdings wurde von 2006 bis 2009 durch das 

Caribbean Animal Health Network ein Wildvogelmonitoring in vier karibischen 

Ländern durchgeführt (LEFRANÇOIS et al. 2010). In dieser Studie waren 

interessanterweise alle untersuchten 627 Proben von Wildvögeln (Enten, Watvögel 

und Tauben) in der RTr-PCR auf Influenza-A-Virus negativ.  

In Australien ermittelten HANSBRO et al. (2010) mittels quantitativer Reverse 

Transkriptase-PCR die Subtypen H5 (n=19) und H7 (n=8) mit einer Prävalenz von 

0,09 % bzw. 0,04 % bei 21.858 untersuchten Kloakal- und Fäkalproben von 

Wildvögeln aus den Jahren 2005-2008.  

 

2.3.1.2 HPAI H5- und H7-Viren 

Bei Wildvögeln wurden hochpathogene aviäre Influenzaviren der Subtypen H5 und 

H7 bisher nur selten dokumentiert (RABL et al. 2010). Nach heutigem Wissensstand 

geht man davon aus, dass lediglich die niedrig virulenten aviären Influenzaviren  bei 

Wildvögeln (z. B. H1N1, H6N2, H6N8 und H7N7 bei Stockenten) vorkommen und 

wohl auch keine Bedeutung als Krankheitserreger besitzen (LATORRE-MARGALEF 

et al. 2009).  

Eine Ausnahme stellt H5N1 asiatischer Herkunft dar. So war von 30.04 bis 04.05. 

2005 am Qinghai-See (Volksrepublik China) ein HPAI H5N1-Seuchengeschehen mit 

tödlichem Ausgang für etwa 3.000 Wasservögel wie Streifengänse (Anser indicus), 

Braunkopfmöwen (Larus brunnicephalus), Lachmöwen (Larus ichthyaetus) und 

Kormorane (Phalacrocorax carbo) zu beobachten (CHEN et al. 2005). 
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Eurasien und Afrika. Für Eurasien und Afrika beschränken sich, wie im Folgenden 

dargestellt, die Nachweise hochpathogener AI bei Wildvögeln bisher auf den Subtyp 

H5, und hier auf H5N1, H5N2 und H5N3. Veröffentlichungen zum Vorkommen von 

HPAIV H7 bei Wildvögeln liegen für diese Gebiete nicht vor. 

HPAI H5N1: Die derzeit zirkulierenden hochvirulenten H5N1-Viren asiatischer 

Herkunft wurden im Jahr 1996 erstmalig nachgewiesen, und zwar bei domestizierten 

Gänsen (A/goose/Guangdong/1/96) in Südchina (XU et al. 1999). Dieses Virus führte 

jedoch anschließend in Südostasien zu hohen Mortalitätsraten und zahlreichen 

Todesfällen unter Wildvögeln, wie beispielsweise 2002 in Hong Kong (STURM-

RAMIREZ et al. 2004). In China, wo mindestens vier unterschiedliche Genotypen von 

H5N1 am Geschehen beteiligt waren, starben 6.184 Wasservögel (Gänse, Enten, 

Schwäne, Möwen und Kormorane) von 04.05.05 bis 29.06.05 (CHEN et al. 2006a). 

Die Volksrepublik China gilt immer noch als endemisches Gebiet für multiple HPAI 

H5N1-Sublinien, von wo diese diversen Virus-Sublinien (z. B. Genotype V, Z, Z+) 

möglicherweise stammten (CHEN et al. 2006b). Basierend auf HA-Sequenzen dieser 

genetisch und antigenetisch verschiedenen H5N1-Virusstämme werden insgesamt 

10 Clades (von 0 bis 9) und deren Subclades (beispielsweise 2.2, 2.2.1) 

unterschieden (WHO 2011b).  

Vermutlich über subklinisch infizierte Enten (GILBERT et al. 2006a) breitete sich das 

Virus schließlich nach Westen aus und wurde sowohl bei Wildvögeln als auch beim 

kommerziellen Geflügel inzwischen in mehr als 60 Ländern in Eurasien festgestellt 

(VIJAYKRISHNA et al. 2008). Die Ein- und Verschleppung der HPAI-Viren des 

Subtyps H5N1 aus Südostasien nach Mittelasien und Russland sowie in weitere 

Länder in Europa und Afrika ereignete sich möglicherweise seit 1996, da in diesem 

Zeitraum in oben genannten Ländern Geflügelpestausbrüche beim Nutzgeflügel 

unter Beteiligung genetisch ähnlicher HPAI H5N1-Viren (Gs / GD-Linie) gemeldet 

wurden. Im Jahr 2005 ergaben so HPAI H5N1-Nachweise bei Wildvögeln, und zwar 

im Juli in Russland und Kasachstan, im August in der Türkei und Rumänien und im 

Oktober in Weißrussland (KEAWCHAROEN et al. 2008). Das Virus erreichte 

schließlich Ende 2005 auch Westeuropa (BRAGSTAD et al. 2007, NAGY et al. 2007, 

PALMAI et al. 2007, TEIFKE et al. 2007) und Anfang 2006 Deutschland (RINDER et 

al. 2007, STARICK et al. 2008). Diese Viren konnten in mehreren Arbeiten lediglich 
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bei verendeten Wildvögeln europaweit nachgewiesen  werden (RINDER et al. 2007, 

HOFFMANN et al. 2008, SZELECZKY et al. 2009).  

In Deutschland wurden die hochpathogenen aviären Influenzaviren des Subtyps 

H5N1 bei Wildvögeln erstmals am 15. Februar 2006 bei einem verendeten 

Höckerschwan im Landkreis Rügen (Mecklenburg-Vorpommern) dokumentiert. In 

Mecklenburg-Vorpommern waren HPAI H5N1-Viren im Jahr 2006 anschließend nicht 

nur bei 344 Wildvögeln, sondern auch bei drei Hauskatzen und einem Steinmarder 

identifizierbar (FLI 2007). Im Jahr 2007 konnten deutschlandweit 326 Wildvögel auf 

HPAI H5N1-Influenzaviren positiv getestet werden (FLI 2008a). Dabei wies GLOBIG 

et al. (2009a) diese Viren in sieben verschiedenen Bundesländern bei 30 

unterschiedlichen Wildvogelspezies nach, allerdings am häufigsten auf der Insel 

Rügen, und hier am zahlreichsten bei Singschwänen, während am Bodensee vor 

allem Tafelenten betroffen waren. Im Jahr 2009 wurde H5N1 sowohl deutschlandweit 

als auch europaweit nur einmal, und zwar im März 2009 bei einer wildlebenden 

Stockente in Possenhofen in Bayern ermittelt (FLI 2009). Im Jahr 2010 gab es keine 

HPAI H5N1-Nachweise bei Wildvögeln in Deutschland (Tiergesundheitsjahresbericht 

2011).  

Europaweit wiesen HESTERBERG et al. (2009) und BREED et al. (2010)  auf die 

hochvirulenten H5N1-Viren in den Ländern der EU im Jahr 2006 bei 591 Wildvögeln 

(0,5 % von 120.706) und im Jahr 2007 bei 329 wildlebenden Vögeln hin (0,4 % / 

79.392). Im Jahr 2008 konnte lediglich ein einziges Mal HPAIV H5N1 bei einem 

Wildvogel in Europa entdeckt werden, und zwar in den Monaten Februar / März am 

Sempacher See in der Schweiz bei einer gesunden Tafelente (Aythya ferina). Andere 

Vögel aus diesem Gebiet, die im Rahmen eines Monitoringprogrammes untersucht 

wurden, waren negativ (O.I.E. 2008a). Im Jahr 2010 waren HPAI H5N1-Viren nur in 

Rumänien beim Hausgeflügel (in zwei Dörfern im Donaudelta) (O.I.E. 2010a) und in 

Bulgarien bei einem tot aufgefundenen Bussard feststellbar (O.I.E. 2010b). 

In Afrika wurde das Vorkommen von HPAIV H5N1 bisher lediglich bei kommerziell 

gehaltenen Hühnern nachgewiesen, dabei war die Virusübertragung vermutlich über 

Wildvögel erfolgt. Die Nachweise beschränken sich allerdings bisher auf Nigeria und 

die  östlichen,  zentralen  und  westlichen Landesteile  von  Burkina Faso  und auf die 
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Jahre 2006-2008 (DUCATEZ et al. 2006 und 2007, FUSARO et al. 2010). 

Bemerkenswert ist, dass die Nachweise von H5N1 bei Wildvögeln bis zum Jahr 2004 

stets mit hohen Mortalitätsraten verbunden waren (STURM-RAMIREZ et al. 2004). 

Später konnten allerdings auch Infektionen mit HPAIV H5N1 mit subklinischem 

Verlauf identifiziert werden. So gelang in der Volksrepublik China 2004 KOU et al. 

(2005) die Isolierung der hochvirulenten AIV vom Subtyp H5N1 bei Untersuchungen 

aus drei Feldsperlingen (Passer montanus), die keinerlei Krankheitssymptome 

zeigten. Im Zeitraum vom Januar bis März 2005 wurden am chinesischen Poyang-

See H5N1 (HPAI) bei gesunden Wildenten, unter anderem  aus der Sichelente (Anas 

falcata), der Stockente (Anas platyrhynchos) und der Fleckschnabelente (Anas 

poecilorhyncha), isoliert (CHEN et al. 2006b). Bei umfangreichen AI-Untersuchungen 

ergab auch in Europa mittlerweile die Detektion von HPAI H5N1-Viren bei offenbar 

klinisch gesunden Wildvögeln, und zwar bei Lachmöwen (Chroicocephalus ridibun-

dus) in Kroatien im Jahre 2006 (Savić et al. 2010), bei einer Tafelente (Aythya ferina) 

am Sempacher See in der Schweiz im Februar / März 2008 (O.I.E. 2008a) und bei 

einer wildlebenden Stockente im März 2009 in Possenhofen in Bayern (FLI 2009). 

 

Im Mai 2010 wurde ein Massensterben von 170 Wildvögeln in Co Nyi (China) 

beobachtet, in welchem das Virus zum HPAI-H5N1-Subtyp gehörte (PromedMail 

2010). Dies stützt die These eines kontinuierlichen Vorkommens dieser Viren in der 

Wildvogelpopulation. Des Weiteren bestätigt ebenso das weltweite Vorkommen von 

H5N1- und H7N1-Viren und die von 2004 bis heute kontinuierlich nachgewiesenen 

Fälle der oben genannten Subtypen bei Wildvögeln und beim Wirtschaftsgeflügel 

diese Vermutung (O.I.E. 2004, 2005a, 2006a, 2007, 2008b, 2009b, 2010c, 2011a). 

Trotz umfangreicher internationaler Bemühungen die AIV-Seuchengeschehen unter 

Kontrolle zu bringen, werden regelmäßig neue Krankheitsherde bei kommerziellen 

Geflügelbeständen registriert. Es muss sogar angenommen werden, dass das 

Ausmaß der Problematik noch unterschätzt wird, da nur mangelhafte Informationen 

aus Staaten wie Indonesien und Kambodscha vorliegen (DESVAUX et al. 2006, 

ELLY 2007). Außerdem kommt HPAIV H5N1 in Indonesien und Ägypten weiterhin 

endemisch beim Geflügel vor (SMITH et al. 2006, VAN KERKHOVE et al. 2011). 

Eradikationsmaßnahmen wie flächendeckende Impfkampagnen und Keulung von 

Wirtschaftsgeflügel gelten in den oben genannten Ländern aufgrund der strukturellen  

Gegebenheiten der betroffenen Geflügelhaltungen als unzureichend.  
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H5N2  

Bei Wildvögeln besitzen hochpathogene AIV vom Subtyp H5N2 bisher, im 

Gegensatz zum Wirtschaftsgeflügel, keine große Bedeutung als Krankheitserreger, 

und es existieren nur vereinzelte Publikationen zum Nachweis dieser Viren bei 

Wildvögeln. So wurden HPAI H5N2-Viren serologisch bei klinisch unauffälligen 

Sträußen und Hühnern im Rahmen eines Monitoringprogrammes (insgesamt bei 

sechs kommerziellen Unternehmen) vom November 2005 bis Februar 2006 in 

Zimbabwe identifiziert (O.I.E. 2005b und 2006b). Ferner konnten hochvirulente 

H5N2-Viren im Februar 2007 in Nigeria bei  anscheinend gesunden Wildvögeln, und 

zwar einer Witwenente (Dendrocygna viduata) und mehreren Sporngänsen 

(Plectropterus gambensis), nachgewiesen werden (GAIDET et al. 2008). Vielmehr 

waren ebenfalls mehrere Betriebe für kommerzielle Straußenzucht von HPAI H5N2-

Ausbrüchen innerhalb der Monaten Februar und September 2011 in Südafrika 

betroffen (O.I.E. 2011b). 

 

H5N3 

Das erste Massensterben unter Wildvögeln durch aviäre Influenza wurde erst im Jahr 

1961 dokumentiert, und zwar bei Fluss-Seeschwalben (Sterna hirundo) in Südafrika. 

Dabei war ein HPAIV vom Subtyp H5N3 feststellbar, das eine nahe Verwandtschaft 

mit einem hochpathogenen Virus A/Chicken/Scotland/1959 (H5N1) aufwies, welches 

die Geflügelpest bei kommerziellen Hühnerbeständen in Schottland ausgelöst hatte 

(BECKER 1966 und 1967). 
 

H7N1 

Dieses hoch pathogenes Virus wurde im Jahr 1972 aus einem erkrankten Wildvogel, 

und zwar einem Erlenzeisig (Carduelis spinus) in Deutschland isoliert. KALETA und 

HÖNICKE (2005b) wiesen auf die Virusübertragung vom Erlenzeisig auch auf 

Kanarienvögel (Serinus canaria forma domestica) hin. Allerdings war im Jahr 1979 

eine Probe von einem Erlenzeisig in Deutschland positiv für hoch pathogene aviäre 

Influenzaviren des Sybtyps H7N1 (ECKERT 1979). Interessanterweise kam es 

außerdem in diesem Zeitraum zum massiven Seuchengeschehen mit HPAI H7N7 

beim Wirtschaftsgeflügel (Hühner und  Enten) in Leipzig (RÖHM et al. 1996). 
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Nord-und Südamerika, Australien 

Infektionen mit hoch virulenten Viren der Subtypen H5 und H7 konnten, trotz 

extensiver Wildvogelüberwachungsstudien bis zum 07.10.2011 weder in Nord- und 

Südamerika (ITO et al. 1995, KRAUS et al. 2004 und 2007, IP et al. 2008, DELIBER-

TO et al. 2009, JINDAL et al. 2010) noch in Australien (DOWNIE und LAWER 1973, 

MACKENZIE et al. 1985, PEROULIS und O`RILEY 2004) ermittelt werden. Es ist ein 

rätselhaftes Phänomen, da die Wildvogelpopulationen von Asien und Amerika 

geographisch nicht vollständig getrennt sind, sondern jährlich während der 

Migrationszeiten zwischen 1.5-2.3 Millionen  Wildvögel (Anatidae, Charadriidae und 

Scolopacidae) aus Asien nach Alaska fliegen (WINKLER et al. 2007). Weitgehend 

unverstanden bleibt diese Sondersituation bislang auch, weil in mehreren Studien 

der interkontinentale Austausch von NPAI-Subtypen zwischen Nordamerika und 

Asien belegt ist (HATCHETTE et al. 2004, KOEHLER et al. 2008, DUGAN et al. 

2008). Als mögliche Ursache für die fehlenden Nachweise von HPAI-Influenzaviren 

bei Wildvögeln in Nordamerika wurde die sehr geringe aviäre Influenza-Prävalenz bei 

Zugvögeln vermutet (WINKLER et al. 2007, IVERSON et al. 2008).  

 

2.3.2 Evolution aviärer Influenzaviren 

Kenntnisse über die Evolution aviärer Influenzaviren basieren auf molekular-epide-

miologischen Untersuchungen, die die phylogenetischen Beziehungen zwischen 

unterschiedlichen Influenzaviren mittels Sequenzanalysen verschiedener Gene 

erfassen. Mehrere AIV-Subtypen haben sich an diversen Spezies (Vögel und 

Säugetiere) im Laufe der Fortentwicklung adaptiert, so dass sie innerhalb dieser 

Tierarten eigene Hauptlinien etablierten und weltweit bis zum heutigen Zeitpunkt bei 

bestimmten Wirten zirkulieren (WEBSTER et al. 1992). Basierend auf Analysen des 

NP-Gens werden derzeit fünf genetische Hauptlinien von Influenza-A-Viren mit 

verschiedener Wirtsspezifität unterschieden: (i) die equine Linie 1 (H7N7), (ii) die 

equine Linie 2 (H3N8), (iii) eine Linie der klassischen Schweineinfluenzaviren (H1N1, 

H3N1) und der AI-Menschen (H1N1, H2N2, H3N2), (iv) die Linie des H13Nx-

Influenzavirus der Möwen, (v) Influenzavirus der Vögel (GORMAN et al. 1991). Bei 

Betrachtung des Hämagglutiningens H5 ließen sich eine amerikanische und eine 

eurasische  Linie  voneinander  abgrenzen  (RÖHM et al. 1995,  DUAN et al. 2007). 



 

 

43 

43  SCHRIFTTUM 

  

Evolution der amerikanischen Linie: Bei den in Nordamerika vorkommenden  H5-

Viren stellten GARCIA et al. (1997) vier genetische Linien fest. Dabei konnte Viren 

aus drei Linien bei Wildwasservögeln und Watvögeln sowie bei unterschiedlichen 

Arten von Wirtschaftsgeflügel identifiziert werden, während die vierte Linie nur H5-

Viren enthielt, deren Detektion bei einem Influenzavirus-Ausbruch in Mexiko folgte. 

Bei oben genannten Vogelarten waren also multiple H5-Virus-Linien aufrecht-

erhalten, die räumlich und zeitlich koexistierten und sich fortlaufend veränderten und 

weiterentwickelten. Einzelne Viren von Wildvögeln waren zudem nahe verwandt mit 

H5-Viren aus Wirtschaftsgeflügel. Daher wurde gefolgert, dass Viren aus Wildvögeln 

sporadisch in Wirtschaftsgeflügelbestände eingeschleppt werden (GARCIA et al. 

1997). 

Evolution der eurasischen Linie: Molekulargenetische Analysen aviärer 

Influenzaviren des Subtyps H5 aus Europa und Asien von DUAN et al. (2007) 

zeigten auch hier eine Heterogenität und die Existenz unterschiedlicher Linien. Zwei 

Hauptlinien der Hämagglutiningene ließen sich voneinander abgrenzen, eine 

sogenannte frühe („early“) und eine heutige („contemporary“) Linie.  

Die frühe Hauptlinie enthielt vor allem „ältere“ Influenzaviren, die aus ganz Eurasien 

von 1959 bis 1991 isoliert worden waren. Diese Linie galt daher als Repräsentant 

eines frühen einheimischen eurasischen Genpools (DUAN et al. 2007).  

Die heutige („contemporary“) H5-Hauptlinie bestand aus drei Gruppen. Die Gruppe 1 

enthielt Isolate aus ganz Eurasien, also desgleichen vom westlichen und östlichen 

Rand dieses Gebietes. Dies wurde als Hinweis auf einen gemeinsamen Genpool mit 

kontinuierlichem genetischem Austausch zwischen den H5-Viren dieser Linie in 

diesem Gebiet interpretiert. Zur Gruppe 2 gehörten ausschließlich Viren aus 

Westeuropa bis auf eine Ausnahme, ein Isolat aus Sibirien, A/Anas platyrhynchos/ 

Chany Lake/9/2003 (H5N3), das sich ebenfalls hier eingruppierte. Demgegenüber 

umfasste die dritte Gruppe nur die aktuellen H5N1-Influenzaviren aus Singapur und 

Japan, die aus Vögeln der westpazifischen Flugroute („western Pacific flyway“) 

stammten. 
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3 ZIELSETZUNG  

Wie aus den Abschnitten  2.2, 2.3.1 und 2.3.2 deutlich hervorgeht, ist es aufgrund 

des effizienten Ausbreitungspotenzials der Subtypen H5N1 und H7N1 der aviären 

Influenzaviren in Hausgeflügelbeständen und aufgrund einer möglichen Übertragung 

der Viren von Wildvögeln auf Wirtschaftsgeflügel oder den Menschen von enormer 

Bedeutung, das Vorkommen von Influenzaviren bei Wildvögeln zu erfassen und 

ständig zu überwachen. Kenntnisse über Vorkommen und Fluktuation von Influenza 

A Viren (NPAI ebenso wie HPAI) in der Wildvogelpopulation stellen eine rationale 

und wissenschaftliche Grundlage dafür dar, gegebenenfalls Maßnahmen zur 

Unterbrechung potentieller Infektionswege und zur Minimierung des Risikos des 

Auftretens dieser Infektionen beim Wirtschaftsgeflügel und dem Menschen zu treffen. 

Ein besonderes Augenmerk ist dabei auf die möglichen Influenza-Übertragungswege 

über Wildvögel aus Südostasien nach Deutschland zu richten.  

Ziel dieser Arbeit war es, anhand repräsentativer Stichproben von verschiedenen 

Wildvogelarten einen umfassenden Überblick über das Vorkommen von aviären 

Influenzaviren in den Jahren 2006 und 2007 in Bayern zu gewinnen. Dabei wurde 

dem Vorkommen der veterinärmedizinisch bedeutenden Influenza-A-Virus-Subtyp-

komponenten H5, H7 und N1 besondere Beachtung geschenkt und deren 

geographische Herkunft sowie mögliche Übertragungswege durch molekular-

epidemiologische Analysen bestimmt. 
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Abstract 

 

The almost simultaneous initial detections of H5N1 viruses in central Europe in 

February 2006, at a time devoid of migratory bird activity, raised the question of the 

origin of these viruses. This report presents molecular data from Europe providing 

evidence for multiple and spatially overlapping H5N1 introductions into Bavaria, 

Germany. 

  

  

  

Key words: H5N1 virus; influenza A virus; phylogeny; epidemiology. 
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            Since 2003, highly pathogenic avian influenza A (HPAI) subtype H5N1 

viruses have spread and become endemic in several Southeast Asian countries,3,5,7-8, 

10  causing more than two hundred human infections with fatal outcomes in more than 

half of them. In 2005, a novel epidemiologic trend was observed for the first time 

when thousands of wild birds died at Qinghai Lake in central China, a congregational 

place for hundreds of thousands of migratory birds. By August 2005, HPAI outbreaks 

in poultry were reported along migratory bird flight routes in northwest China, Russia 

and Kazakhstan. It was feared that the virus could spread further west towards 

Europe via migratory birds. This became evident when HPAI subtype H5N1 was 

detected in poultry and wild birds in Turkey, Romania and Croatia during October, 

2005. Thereafter, coinciding with the end of the migratory bird season, there were no 

further reports from countries further west and it was widely believed  that central 

Europe would not be not be in danger until the following spring, when migratory birds 

were expected to return from their winter quarters in Africa. 

It was therefore quite unexpected when, in the absence of migratory bird 

activity, the first HPAI detections were almost simultaneously reported during one 

week of mid-February 2006 in Germany, Austria, and France. Hence, the role of 

migratory birds was questioned, as well as that of possible illegal imports of bird 

products from other affected countries as an explanation for these almost 

simultaneous reports. In an effort to elucidate the origin and the relatedness of HPAI 

viruses, the molecular phylogeny of the hemagglutinin and neuraminidase genes of 

21 H5N1 HPAI samples from 10 different species of dead wild birds from throughout 

Bavaria were analyzed. Bavaria represents the largest state of Germany, covering 

70,547 square kilometers in central Europe. The data were compared with those of 

HPAI viruses from neighboring and other countries involved in the current avian flu 

pandemic. 

            For this study, the Bavarian State Ministry of the Environment, Public Health 

and Consumer Protection coordinated the collection of dead birds which were 

screened at the Bavarian Health and Food Safety Authority in Erlangen and 

Oberschleissheim for the presence of influenza A in tracheal swabs and internal 

organs. RNA extractions using "Trizol" reagent (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) were 

done according to the instructions of the manufacturer and were followed by a real-

time screening PCR for the matrix protein gene using the "OneStep RT-PCR" kit  
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(Qiagen, Hilden, Germany) with primers, probes and cycling conditions according to 

Spackman et al.9 Positive cases were further examined with H5 and N1 subtype 

specific real-time PCR for which primer and probe sequences as well as the cycling 

conditions were provided by the German Reference Center for Avian Influenza 

(Friedrich Loeffler Institute, Boddenblick 5a, 17493 Greifswald-Insel Riems, 

Germany, unpublished, available from the Reference Center upon request). Between 

the first case in February 2006 and the last H5N1 detection in May 2006, 7825 birds 

were screened. Out of 93 (1.2 %) influenza A virus positive birds, 74 (0.9 %) tested 

positive for the H5N1 subtype (Table 1).  

 

 

Table 1. Summary of influenza A/H5N1 screening results 

 

  

 

Species (or higher taxon) No. influenza A 

virus positive 

No. H5N1 

 positive 

No. included in 

this study 

Swan 46 40 6 

Goose, unspecified 2 1 0 

Mallard 2 1 1 

Gadwall duck 1 1 0 

Common pochard 4 4 1 

Tufted duck 5 5 3 

Goldeneye duck 1 1 1 

Duck, unspecified 12 8 0 

Goosander 3 3 2 

Great crested grebe 3 3 1 

Buzzard 5 4 4 

Falcon 2 1 1 

Eagle owl 2 2 1 

Eurasian coot 4 0 0 

Crow 1 0 0 
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For 21 of these birds for which additional material was available and which were 

chosen to best possibly represent the affected host species and their geographic 

distribution, the complete coding sequences of their hemagglutinin and 

neuraminidase genes were determined by four and three PCR amplifications, 

respectively, targeted to overlapping gene sections. These newly developed primers 

(Table 2) could also be used for directly sequencing the PCR products thus 

facilitating the simultaneous determination of the entire coding regions without 

subcloning.  

 

Table 2. Forward (for) and reverse (rev) PCR primers used for amplification and 

sequencing of the hemagglutinin gene (HA, primers INF-1 to INF-8) and the 

neuraminidase gene (NA, primers INF-23 to INF-28). Locations of primer 

positions are relative to the start of the coding regions of the hemagglutinin 

gene (reference sequence: GenBank accession number DQ458992) and the 

neuraminidase gene (reference sequence: DQ458993). 

 

 

Gene 

 

Primer name 

 

Sequence (5'-3') 

base positions 
relative to the 
coding region 

 

HA (1st fragment) 
INF-1b (for) aaa gca ggg gtm yva tct -24 to -7 

INF-2 (rev) ttc ttt ttg ata agc cat a 509 to 491 

 

HA (2nd fragment) 
INF-3 (for) gtg agc tca gca tgt cc 439 to 455 

INF-4b (rev) atg gtg agr ggg tgk at 944 to 928 

 

HA (3rd fragment) 
INF-5 (for) acc aag tgt caa act cca 874 to 891 

INF-6 (rev) tcg gac ctt gtc gta aag 1407 to 1390 

 

HA (4th fragment) 
INF-7 (for) gat gtc tgg act tay aat 1306 to 1323 

INF-8 (rev) aca atc tga act cac aaa t 1708 to 1726 

 

NA (1st fragment) 
INF-23 (for) caa aag cag gag tty aaa -18 to -4 

INF-24 (rev) caw gcr ctt gcy gac ca 491 to 475 

 

NA (2nd fragment) 
INF-25 (for) tga caa rca ytc haa tgg 363 to 380 

INF-26 (rev) att dgg rtc cca aat cat 1070 to 1057 

 

NA (3rd fragment) 
INF-27 (for) gga tay atm tgc agy gg 883 to 899 

INF-28 (rev) agt aga aac aag gag ttt 1378 to 1361 
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In detail, after reverse transcription with random primers (Invitrogen), PCR reactions 

were done in a total volume of 50 µl containing 2.5 units of HotStar Taq DNA 

polymerase (Qiagen), 250 M of each dNTP and 1 M of each primer. Amplifications 

were performed with an initial 14.5 min Taq polymerase activation step at 95°C 

followed by 50 cycles of denaturation at 95°C for 1 min, annealing at 45°C for 1 min 

and elongation at 72°C for 1 min. PCR products were purified from agarose gels 

using the "QIAquick Gel Extraction" kit (Qiagen) and sequenced using the same 

primers. All polymorphic sites were confirmed by at least one additional DNA 

sequence originating from an independent PCR amplification to rule out PCR 

polymerase artifacts. Sequences were aligned using the CLUSTAL W algorithm 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw) and phylogenetic analysis was done using the 

PHYLIP phylogeny package (version 3.5c)2 employing the maximum parsimony 

method using the DNAPARS algorithm, with gaps counted as one event each. 

Support for phylogenies was measured by bootstrapping 1,000 replicates with the 

programs SEQBOOT and CONSENSE. Trees were drawn with the programs 

RETREE and DRAWGRAM from the same PHYLIP package. 

Sequence analysis demonstrated the HPAI cleavage site PQGERRRKKRGLF 

(single-letter amino-acid notation) in all 21 specimens. Alignment of the complete 

coding regions showed two separated genetic groups with 18 and 3 specimens for 

both the hemagglutinin genes (GenBank accession numbers DQ458992, DQ659679, 

EF165048-EF165066) and the neuraminidase genes (DQ458993, DQ659680, 

EF165571-EF165588). The first genotype ("Bavaria 1") was found throughout 

Bavaria and in all host species (Table 1). The second genotype ("Bavaria 2") was 

found in 1 swan, 1 great crested grebe and 1 buzzard from eastern Bavaria. For the 

hemagglutinin genes, the identities within the two groups were >99.65 % and >99.77 

%, identities between these groups were 98.65 % to 98.89 %. For neuraminidase, 

the identities within the two groups were >99.70 % and >99.93 %, identities between 

these groups were 98.74 % to 98.96 %.  

            The demonstration of two genotypically distinct, non-overlapping groups of 

isolates is indicative of separate introductions of HPAI H5N1 viruses into Bavaria. 

Phylogenetic analysis of the hemagglutinin genes (Fig. 1) resulted in a clustering of  
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Figure 1. Phylogenetic analysis of the H5 hemagglutinin genes, based on 1559 base 
pairs of commonly reported coding region (position 64 to 1652), for 21 Bavarian 
isolates from this study (written in bold) in relation to closely related and 
representative strains: Cygnus olor/Czech Republic/5170/2006 (Genbank accession 
number DQ515984), chicken/Lagos.NIE/8.06/SO300 (AM262546), chicken/Egypt/56 
12NAMRU3-S/2006 (DQ837589), turkey/Turkey/1/2005 (DQ407519), chicken/Vol-
vograd/236/06 (DQ864719), whooper swan/Mongolia/3/05 (AB233322), whooper 
swan/Mongolia/6/05 (AB233320), cat/Germany/606/2006 (DQ64 3982), swan/Ger-
many/R65/2006 (DQ464354), duck/Tuva/01/2006 (DQ861291), Cygnus olor/Italy/-
742/2006 (DQ412997), chicken/Crimea/08/2005 (DQ650663), migratory duck/Jiang-
xi/2295/2005 (DQ320920), Hong Kong/213/03 (AB212054), crested eagle/Belgi-
um/01/2004  (DQ182483), duck/Hong Kong/821/02 (AY676033), and goose/Guang-
dong/1/96 (AF144305). 
 

 

 



 

 

52  PUBLIKATION I 

  

these isolates within the previously described "genotype V"6 and showed close 

relationships of the "Bavaria 1" genotype (type isolate A/mallard/Bavaria/1/2006, 

GenBank accession number DQ458992) with previously reported sequences from 

Russia (A/chicken/Volvograd/236/06) and Mongolia (A/whooper swan/Mongolia/3/05 

and A/whooper swan/Mongolia/6/05). Genotype "Bavaria 2" (type isolate A/common 

buzzard/Bavaria/2/2006, GenBank accession number DQ659679) was closely 

related to isolates from the Czech Republic (A/Cygnus olor/Czech 

Republic/5170/2006), Turkey (A/turkey/Turkey/1/2005), Egypt (A/chicken/Egypt/5612 

NAMRU3-S/2006) and Nigeria (A/chicken/Lagos.NIE/8.06/SO300). For the above 

mentioned isolates, neuraminidase gene sequences have been reported only for the 

two Mongolian isolates A/whooper swan/Mongolia/3/05 and A/whooper swan/ Mon-

golia/6/05 (GenBank accession number AB239311 and AB239325, respectively), 

which also clustered with genotype "Bavaria 1". 

            The distribution of the above mentioned countries (Russia and Mongolia 

versus Czech Republic, Turkey, Egypt, Nigeria) is suggestive of the two main bird 

migratory routes to central Europe, one being East-West from Asia, the other being 

South-North from Africa (via Spain, Italy or Turkey). This finding supports the role of 

migratory birds as the main vector for the H5N1 HPAI virus import to central Europe 

and suggests that the current outbreak results from separate introductions. Multiple 

imports of HPAI H5N1 virus by different migratory bird routes have previously been 

reported from Nigeria1 but not from Europe, where thus far only an outbreak with a 

single genotype was reported for the Czech Republic.4  

The observed time lag between the main migratory season in this study and 

the time of detections supports the view that these introductions can go unnoticed for 

periods of several months, until, possibly after accumulation of large numbers of 

birds at still unfrozen watering places, virus transmission increases. It can further be 

speculated that the extraordinarily hard winter season 2005/2006 increased fatalities 

which might have been unnoticed in previous years when monitoring activities were 

less intense. 
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Summary 

 

To define avian influenza virus (AIV) prevalence in wild birds in Bavaria, 12,930 

tracheal, cloacal swabs, or tissue samples from various waterfowl species were 

screened between January 2006 and December 2007. In 291 (2.3%) birds genomes 

of influenza A viruses were detected by real-time reverse transcription PCR (RTr-

PCR) targeting the matrix protein genes. Furthermore, solitary H5 hemagglutinin or 

N1 neuraminidase encoding genes were identified in 35 (0.3%) apparently healthy 

birds; whereas highly pathogenic (HPAI) H5N1 virus genomes were only diagnosed 

in dead wild birds (n = 93; 0.7%) found across this federal state region. In this study, 

multiple import events for H5N1 viruses were confirmed during 2006 and 2007. In 

addition, our findings argue against an existing HPAI H5N1 reservoir in aquatic birds 

in Bavaria. By contrast, phylogenetic analyses of the H5 or N1 sequences of low 

pathogenic avian influenza (LPAI) viruses revealed a marked diversity and multiple 

genetic lineages. This diversity of LPAI H5 and N1 subtype components indicates the 

existence of LPAI HA and NA gene pools which differ from the Bavarian HPAI H5N1. 

Moreover, the hemagglutinin amino acid differences between LPAI H5 viruses of a 

western European genotypic lineage observed in wild birds suggest a continuous 

evolution of LPAI viruses in Bavaria. 

 

Keywords 

Avian influenza; phylogeny; H5; N1; genetic diversity 
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Impact: 

 To reveal distinctions and co-existences of multiple genetic lineages of H5 

as well as of N1 viruses (LPAI) within a small geographic region. 

 To argue for a continuous evolution of LPAI viruses occurring in wildfowls. 

 To demonstrate multiple-event imports of avian influenza A subtype H5N1 

into Bavaria arguing against an H5N1 reservoir of epidemiological 

importance in healthy wild birds in Bavaria. 

 

 

Introduction 

Avian influenza virus (AIV) of the genus influenza A virus in the Orthomyxoviridae 

family is distributed worldwide. Wild birds, particularly aquatic birds are natural hosts 

and the primary reservoir for transmission of influenza A virus to domestic poultry. 

AIV are classified on the basis of the hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) 

surface glycoproteins. To date, 16 HA and nine NA antigenic types have been 

identified (Fouchier et al., 2005) which can occur in multiple combinations, 

designated as subtypes (Webster et al., 1992; Kaleta et al., 2005). Although AIV from 

over 105 wild bird species of 26 different families have been isolated (Olsen et al., 

2006), the main reservoirs for the perpetuation of influenza A virus are water birds of 

the orders Anseriformes (mostly ducks, goose and swans) and Charadriiformes 

(particularly gulls, terns and waders) (Alexander, 2000). 

While AIV infections in wild birds usually are clinically inapparent, it is 

accepted that after introduction into domestic poultry, LPAI viruses can change to 

HPAI viruses causing severe disease in poultry characterized by high morbidity and 

mortality (Alexander, 2008). Such a switch to the highly pathogenic phenotype has so 

far only been described for H5 and H7 subtypes (Alexander, 2000). This mechanism 

can occur by point mutations, insertions, and recombination events (Garcia et al., 

1996). However, even some H5 and H7 viruses, highly pathogenic for chicken 

usually do not cause disease in wild water birds (Webster et al., 2007).  
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Since 2002, HPAI H5N1 epidemics in Asia and Europe have been observed 

(Chen et al., 2006).  This has created a new paradigm about these viruses because 

of the high mortality in wild birds, especially swans, ducks and geese (Li et al., 2004; 

Sturm-Ramirez et al., 2004). Nevertheless, differences in pathogenicity have been 

described for H5N1 strains (Kishida et al., 2005; Sturm-Ramirez et al., 2005) which 

include varying susceptibility of host bird species (Brown et al., 2008) and age-

related resistance (Pasick et al., 2007). Furthermore, as a result of the ongoing H5N1 

epidemics in wild birds, the World Organization for Animal Health  revised the 

definition of notifiable avian influenza (NAI) for poultry in 2005 (O.I.E., 2005).  Instead 

of the previous restriction of notification for HPAI viruses only, NAI is now extended 

to include H5 and H7 subtype AIV of low virulence as well. Similarly, in the new 

European Union Directive (CEC, 2006) control measures were extended to H5 and 

H7 viruses that do not show molecular nor in vivo criteria of high virulence 

(Alexander, 2008). 

Detailed knowledge of the epidemiology of H5 or H7 subtypes of influenza A 

virus is a prerequisite to assess infection risks for poultry and the risk of interspecies 

transmission (Hulse-Post et al., 2005). However, at present, transmission routes for 

avian influenza are not yet fully identified. This is especially important considering the 

current H5N1 epidemic situation (Kilpatrick et al., 2006; Feare, 2007). Furthermore, 

seasonality of certain subtypes is unpredic-table, and it is not clear whether regional 

reservoirs of HPAI H5N1 viruses have been established in Europe.  

Multiple import events for HPAI H5N1 viruses were demonstrated in 2006 in 

Bavaria (Rinder et al., 2007), but information regarding the overall prevalence of AIV 

in Bavaria particularly that of H5 and H7 containing subtypes in living wild birds is 

largely missing. Therefore, within the frame of a monitoring program that was initiated 

by the European Union and executed by the Bavarian Ministry of Environment, 

Health and Consumer Protection samples from wild birds across this federal state 

were collected and tested for influenza A viruses between 2006 and 2007. The aim of 

this work was to obtain a comprehensive overview of the prevalence of H5, H7, and 

N1 genes based on AIV positive samples isolated from a variety of wild bird species 

in diverse districts of Bavaria in both years. 
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Materials and Methods 

Samples. Samples collected during an influenza A monitoring program were either 

from the internal organs of wild birds found dead or tracheal and cloacal swabs of 

apparently healthy birds probed during hunting activities between 2006 and 2007 in 

Bavaria. 

RNA extraction, PCR, and sequencing. RNA was extracted from the respective 

samples using TRIzol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the 

instructions of the manufacturer. Screening for viral RNA was done according to a 

protocol described by Spackman et al.  (2002) using a one-step RTr-PCR targeting 

the matrix protein gene. AIV-PCR reactive RNA was further examined with H5, H7, 

and N1 subtype-specific RTr-PCR protocols which were provided by the German 

Reference Laboratory for Avian Influenza (Friedrich Loeffler Institute, Greifswald-

Insel Riems, Germany, available from the Reference Laboratory upon request). The 

complete coding sequences of positive H5 or N1 RNA were determined as previously 

described (Rinder et al., 2007). Selected HA and NA gene sequences of other types 

and individual nucleoprotein (NP) and protein PA polymerase gene (PA) sequences 

were amplified using published primers and PCR conditions (Hoffmann et al., 2001) 

or with in-house primers and protocols which are available upon request. PCR 

products were purified from agarose gels using the QIAquick gel extraction kit 

(Qiagen, Hilden, Germany). Template DNA was sequenced by the MWG Biotech AG 

using BDTv3.1 (Applied Biosystems, Inc. Foster City, California) and analyzed (ABI 

3730 XL DNA sequencer; Applied Biosystems, Inc.). To rule out PCR polymerase 

induced artefacts, all polymorphic sites were analyzed by at least one additional 

analysis of sequences using DNA originating from an independent PCR amplification. 

Sequence alignments and phylogenetic analyses. Sequence alignments were 

done using the CLUSTAL W Algorithm (Thompson et al., 1994; 

www.ebi.ac.uk/clustalw). Pairwise identities were calculated using the Quick align-

ment method (Wilbur and Lipman, 1983) included in the DNAMAN software package.  

Phylogenetic analysis was done employing distance matrix, maximum 

likelihood, and maximum parsimony methods using the DNADIST and NEIGHBOR 

as well as the DNAML and the DNAPARS algorithms included in the PHYLIP version  

3.5c software (Felsenstein, 1989). Support for phylogenies was measured by  
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Bootstrapping 1000 and 100 replicates with the programs SEQBOOT and 

CONSENSE for Neighbor joining and maximum parsimony methods, respectively. 

Phylogenetic trees were drawn with the programs RETREE and DRAWGRAM of the 

same PHYLIP package.  

The similarities (Si) of the virus sequences were analysed with the Expectation value 

(E-Value) using the FASTA (Nucleotide Similarity Search) online-program provided 

by the European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33-

/index.html). 

Nucleotide sequence accession numbers. Influenza A virus sequences reported 

here have been deposited in the NCBI GenBank database under the accession 

numbers GU046706 - GU046783. 

 

Results 

A total of 9561 and 3369 wild birds from all administrative districts of Bavaria 

were screened for AIV in 2006 and 2007, respectively. As shown in table 1, at least 

16 different bird species were found to be infected. Matrix protein genes of influenza 

A virus were detected in 152 birds (1.6%) in 2006 and in 139 birds (4.1%) in 2007 

using RTr-PCR. HPAI H5N1 subtype was specified for 74 (0.8% of 9561) samples of 

wild birds found dead in 2006 and for 19 (0.6% of 3369) in 2007 (Table 1). 

Phylogenetic analysis was performed with 33 H5N1 sequences from 2006. From 

these 33 HPAI H5N1 samples 21 sequences have been published in a previous 

report (Rinder et al., 2007). To complete the data of the year 2006, in this study 

additional nucleotide sequences from twelve new H5N1 strains were determined. 

The subtype HPAI H5N1 originated from various species of wild birds from several 

counties of Bavaria in this particular year (Table 1). Altogether, in this study HPAI 

H5N1 was investigated from distinct bird species (common pochard, great crested 

grebe, goosander, and tufted duck), some not exactly specified (swans) from 2006. 

The subtype H5N1 emerged again in Bavaria in 2007; however, the positive samples 

were collected only in two counties, i.e. Munich and Nuremberg, from mute swans, 

Canada goose, graylag goose, also from unspecified swans and wild duck nestlings. 
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2006 
 

  

2007 
 

 
Species 

 

No. of screened 
samples 

 

No. samples 
investigated  

in two studies
■
 

  

No. of screened 
samples 

 No. samples 
investigated 
in this study 

 
 

AIV 
 

 

H5N1 
 

 

H5
▲ 

 

 

N1
▼ 

 

  

H5N1 
 

 

H5
▲ 

 

 

N1
▼ 

 

  

AIV 
 

 

H5N1 
 

 

H5
▲ 

 

 

N1
▼ 

 

 
 

H5N1 
 

 

H5
▲ 

 

 

N1
▼ 

 
                  

Mallard 47 1 7 4  1 7 4  104 1 7 8  - 1 - 
Tufted duck 7 5 1 -  5 - -  3 - - -  - - - 
Goosander 5 3 - -  3 - -  - - - -  - - - 
Common pochard 4 4 - -  2 - -  - - - -  - - - 
Goldeneye duck 1 1 - -  1 - -  - - - -   - - 
Red-crested pochard - - - -  - - -  1 - - -  - - - 
Gadwall duck 1 1 - -  - - -  - - - -  - - - 
Common teal 1 - - -  - - -  1 - - -  - - - 
Shoveler - - - -  - - -  1 - - -  - - - 
Duck, unspecified 21 8 - 4  - - 4  5 3 - -  3 - - 
Mute swan 3 2 - -  1 - -  9 6 - -  1 - - 
Swan, unspecified 47 38 2 -  12 - -  7 7 1 -  5 1 - 
Graylag goose - - - -  - - -  3 1 - -  1 - - 
Canada goose - - - -  - - -  1 1 - -  1 - - 
Goose, unspecified 2 1 - -  - - -  - - - -  - - - 
Great crested grebe - 3 - -  2 - -  3 - - -  - - - 
Eurasian coot 4 - - -  - - -  1 - - -  - - - 
Common buzzard 1 1 - -  1 - -  - - - -  - - - 
Buzzard, unspecified 3 3 - -  3 - -  - - - -  - - - 
Falcon, unspecified 2 1 - 1  1 - -  - - - -  - - - 
Eagle owl 2 2 - -  1 - -  - - - -  - - - 
Crow, unspecified 1 - - -  - - -  - - - -  - - - 

Total 152 74 10 9  33 7 8  139 19 8 8  11 2 - 

Table 1. Prevalence of wild-bird-origin Avian Influenza viruses in Bavaria 

 
 

■Samples investigated in this work and in previous study of Rinder et al. (2007); ▲Not in association with N1; ▼Not in combination with H5. 
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The aim of our monitoring program was to obtain a comprehensive overview of 

the prevalence of LPAIV containing H5 HA or N1 NA encoding genes. Furthermore, 

the H5 and N1 sequences of Bavarian HPAI and LPAI strains from both years were 

compared. Based on the cleavage sites, ten (0.1% of 9561) and eight (0.2% of 3369) 

positive LPAI H5 samples (not with N1) were detected in 2006 and 2007, 

respectively. A total of nine LPAI H5 sequences from both years were analyzed 

completely (Table 1). Moreover, the NA type N1 without H5 and H7 association were 

detected in Bavaria. Nine (0.1% in 2006) and eight (0.2% in 2007) birds were positive 

for the gene N1 (not in combination with H5 and H7). In this work eight LPAI N1 

viruses were investigated from mallards and a duck from 2006 (Table 1). 

Interestingly, the hemagglutinin type H7 was not observed in wildfowl in Bavaria in 

either year.  

Phylogenetic analyses based on neighbour joining, maximum likelihood and 

maximum parsimony algorithms were always confirmed in nearly identical trees (data 

not shown). Therefore, only the results of dendrographic plots produced by neighbour 

joining methods are presented in detail below. 

 

Molecular analysis of H5N1 viruses from 2006 and 2007 

Hemagglutinin  

A total of 44 HPAI H5N1 virus sequences from 2006 (n = 33; 21 sequences Rinder et 

al., 2007; 12 sequences determined in this study) and 2007 (n = 11) were compared. 

In preceding analyses the existence of two H5 genotypic clusters was demonstrated 

for the Bavarian wild-bird-origin H5N1 strains found between February and May 

2006. These viruses belonged to the subclade 2.2.1 and were named Bavaria 1 and 

2 (Rinder et al., 2007). All the twelve additional sequences from 2006 described in 

this investigation corroborated previous results and clearly grouped to the genotype 

Bavaria 1 (subclade 2.2.1). Analyses of a representative subset of the sequences 

from Bavaria are shown in figure 1A. This cluster also comprised sequences from 

Switzerland. The HA genes of H5N1 were most similar to the isolates from Nigeria, 

Burkina Faso, Turkey, Iraq, Mongolia, and Russia (Si = 92.90% - 95.75%, E-Value = 

2.1 x e-179). As described previously (Rinder et al., 2007) the genotype Bavaria 2 was  
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Fig. 1A. Phylogenetic tree of HPAI H5 sequences from selected wild-bird-
origin viruses in Bavaria (2006, 2007)  
Analyses were based on nucleotide sequences of HA (positions 76-1706). This tree 
was produced by neighbour joining analysis and rooted to A/Goose/Guangdong/1/96/ 
(H5N1). Support for major branch subdivision is given as percentage bootstrap 
values. The Bavarian strains are written in bold. 
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detected only in three wild birds from eastern Bavaria in 2006 and clustered with AIV 

originating from Italy and the Czech Republic, Austria, Slovenia, Turkey, Israel, and 

Egypt (Si = 94.34% - 95.82%, E-Value = 2.8 x e-179) (Figure 1A). In contrast to the 

results from 2006, phylogenetic analysis of HA sequences from 2007 demonstrated 

the existence of two new distinct clusters of H5N1 viruses (named genotypes Bavaria 

3 and 4) in this work (Figure 1A). All wild-bird-origin AI viruses observed in the county 

of Nuremberg built the genotype Bavaria 3 (subclade 2.2.4), while the samples from 

the county of Munich grouped to the genotype Bavaria 4 (subclade 2.2.4). The 

sequences of the genotype Bavaria 3 showed the closest relationship to the viruses 

from other parts of Germany and Russia (Si = 86.31% - 95.53%, E-Value = 3.4 x e-

179), while those of the genotype Bavaria 4 were most closely related to the H5N1 

strains from Romania and the Czech Republic (Si = 87.20%-95.51%, E-Value = 1.3 x 

e-174). Both genotypes were related to the sequences from Kuwait, Korea, Mongolia, 

Tuva (Russia), and Afghanistan (Si = 83.43% - 98.79%, E-Value = 1.2 x e-171).  

The HA cleavage site of the Bavarian H5N1 genotypes 1, 2, and 3 was 

composed of the multiple basic amino acids PQGERRRKKR*GLF. Interestingly, 

three sequences of the genotype 4 from 2007 differed in a single amino acid with the 

sequence PQEERRRKKR*GLF. Nevertheless, the multi basic character of the HA 

cleavage site for HPAI viruses remained unchanged.  

Pairwise sequence comparisons of the H5 coding regions revealed high 

nucleotide and amino acid identities within and between the genotypes Bavaria 1 and 

2. The similar relations of both identities were also found for the genotypes Bavaria 3 

and 4 (Table 2).  

Neuraminidase  

Phylogenetic analysis of the NA gene elucidated tree topologies nearly 

identical to the hemagglutinin gene (Figure 1B). Two genotypic groups were found 

corresponding to the genotypes Bavaria 1 and 2 as described above. The sequences 

of the genotype Bavaria 1 were most closely related to the viruses from Switzerland 

(Si = 97.97% - 98.42%, E-Value = 2.7 x e-152); while the genotype Bavaria 2 grouped 

together with isolates from the Czech Republic and Italy (Si = 98.13% - 99.18%, E-

Value = 1.5 x e-156). The NA gene of the genotype Bavaria 3 presented the closest 
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Fig. 1B. Phylogenetic tree of HPAI N1 sequences from selected wild-bird-
origin viruses in Bavaria (2006, 2007)  
Analyses were based on nucleotide sequences of NA (positions 48-1373). The tree 
was produced by neighbour joining analysis and rooted to A/Goose/Guang-
dong/1/96/ (H5N1). Support for major branch subdivision is given as percentage 
bootstrap values. The Bavarian strains are written in bold.  

 



 

 

66  PUBLIKATION II 

  

relationship to H5N1 sequences from Germany and Russia (Si = 67.82% - 79.22%, 

E-Value = 2.9 x e-152). In contrast to this result, the sequence of the genotype Bavaria 

4 clustered with the sequences from the Czech Republic and Kuwait (Si = 84.12% - 

91.72%, E-Value = 2.0 x e-154) (Figure 1B). Pairwise sequence comparisons of the 

N1 gene showed high nucleotide and amino acid identities within all Bavarian 

genotypes (Table 2). 

Sequence of non subtype determining genes in H5N1 

The putative differences of H5N1 samples were determined with the 

conserved NP and PA genes. For this phylogenetical analysis, the following four AIV 

isolates were chosen to represent the different genotypes from both years: A/tufted 

duck/Bavaria/26/2006 (Bavaria 1), A/great crested grebe/Bavaria/22/2006 (Bavaria 

2), A/swan/Bavaria/2/2007 (Bavaria 3) and A/wild duck/Bavaria/13/2007 (Bavaria 4).  

Nucleoprotein 

Interestingly, based on sequence comparisons, the genotype Bavaria 1 was 

shown to be most closely related with 99.4% similarity to A/Bar-headed 

Goose/Qinghai/60/05 (H5N1). However, the Bavarian genotypes 2, 3, and 4 

presented the same similarity as that of their HA and NA genes to 

A/mallard/Italy/835/2006, A/mute swan/Germany/R1359/2007 (also A/Cygnus 

cygnus/Krasnodar/329/07) and A/chicken/Czech Republic/11242-38/07, respectively 

(Si = 99.3% - 99.6%).  

PA polymerase 

The genotype Bavaria 1 revealed the closest relationship with high similarity of 

99.5% to an AIV sequence from China [(A/Bar-headed Goose/Qinghai/75/05 

(H5N1)]. In addition, the PA gene phylogenic analysis revealed that genotypes 2, 3, 

and 4 were most similar to sequences of the same strains as their HA, NA, and NP 

genes (Si = 99.1% - 99.7%). 
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               Table 2. Intra-and inter-genotypic sequence identities in HA and NA H5N1 (2006, 2007)  

                             based on pairwise sequence comparisons  

 

Genotype 

 

HA 
 

 

NA 

Nukleotid (%) Amino acid (%)   

      

Bavaria 1 ≥ 99.71 ≥ 99.65  ≥ 99.85 ≥ 99.65 
      

Bavaria 2 ≥ 99.77 ≥ 99.83  ≥ 99.93 100 
      

Bavaria 3 ≥ 99.67 ≥ 99.47  ≥ 99.76 ≥ 99.86 
      

Bavaria 4 ≥ 99.82 ≥ 99.64  ≥ 99.68 ≥ 99.82 
      

Bavaria 1 and 2 98.76-98.84 98.82-99.47  99.04-99.81 98.89-99.11 
      

Bavaria 3 and 4 98.65-99.84 98.85-99.43  98.21-99.61 98.80-99.76 
      

HA, hemagglutinin; NA, neuraminidase; HPAI, high pathogenic avian influenza. 
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Analyses of H5 sequences not linked to N1  

A total of nine H5 positive samples (not in combination with N1) were analyzed in this 

work from both years. The HA cleavage site of eight viruses identified with the amino 

acid sequence PQRETR*GLF; however, the sequence of A/mallard/Bavaria/41/2006 

differed in one amino acid (PKRETR*GLF). All H5 subtypes were classified as LPAI 

based on the cleavage sites (Table 3). 

Phylogenetic analysis of this relatively small number of samples already 

indicated the existence of at least three separate LPAI H5 lineages. The first lineage 

includes closely related seven viruses from both years (Figure 2A). Furthermore, all 

these H5 sequences clustered together with the sequence A/mallard/Bavaria/1/2005 

(H5N2). These sequences built a monophyletic group with other recent H5N2 and 

H5N3 strains detected in Europe (Italy and France) and South Africa (Si = 97.13% - 

99.63%, E-Value = 1.9 x e-177). The HA of the Bavarian viruses within the first lineage 

differed by one to eleven amino acids with the identities ranging between 98.05% 

and 99.82% during the time frame of 2005 to 2007. 

To the second lineage belonged the sequence of A/mallard/Bavaria/1/2007 

(H5N2) which was a clearly distinct to the first group (Figure 2A). It was most closely 

related to isolates from Sweden (Si = 99.61%, E-Value = 1.2 x e-181) in 2002 and 

clustered with viruses from Eurasian countries including Mongolia, China, Japan, 

Russia, Malaysia, France and Italy (Si = 97.37% - 99.02%, E-Value = 1.4 x e-169).  

The third lineage with A/mallard/Bavaria/41/2006 (H5N?) was even more 

distantly related to the main phylogenetic group of the Bavarian LPAI H5 viruses 

described here. This strain clustered with viruses from France, England, and Italy (Si 

= 94.17% - 96.33%, E-Value = 1.4 x e-151) isolated from 1991 to 2002 (Figure 2A). It 

is noteworthy that the HPAI H5N1 lineage including the Bavarian H5N1 subtype was 

again clearly separated from the LPAI H5 lineages (Figure 2A). 

Amino acids at HA-positions 113, 124, 142, 154, 228, and 233 (numbering 

from the initiating methionine residue) are known to affect the pathogenicity of HPAI 

viruses (Hulse et al., 2004). All the Bavarian LPAI H5 subtypes were completely 

identical to each other at these positions, but two viruses:  A/mallard/Bavaria/36/2006 

(H5N3) and A/mallard/Bavaria/41/2006 (H5N?) differed by one and two amino 

acids, respectively (Table 3).  
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                    Table 3. Amino acid comparison of H5 gene between HPAI and LPAI viruses 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HPAI, high pathogenic avian influenza; LPAI, low pathogenic avian influenza. 
aNumbering of the amino acid positions from the initiating methionine residue. 
bRepresentative for HPAI genotypes Bavaria 1-3. 
cRepresentative for HPAI genotype Bavaria 4. 
dRepresentative for a group of LPAI H5 virus strains including also Bavaria/1/2005, Bavaria/35/2006, Bavaria/37/2006, 
  Bavaria/38/2006, Bavaria/39/2006, Bavaria/40/2006 and Bavaria/15/2007. 

 

Virus strain 

 

Amino acid positiona 

 

113 
 

124 
 

142 
 

154 
 

228 
 

233 
 

337-345 
 

        

A/swan/Bavaria/2/2007 (H5N1)b D I E Q K S PQGERRRKKR 
        

A/wild duck/Bavaria/13/2007(H5N1)c D I E Q K S PQEERRRKKR 
        

A/mallard/Bavaria/36/2006 (H5N3)d D T D N K P P- - - - QRETR 
        

A/mallard/Bavaria/41/2006 (H5N?) V T D N E P P- - - - KRETR 
        

A/mallard/Bavaria/1/2007 (H5N2) D T D N E P P- - - - QRETR 
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Fig. 2A. Phylogenetic tree of H5 sequences with selected LPAI viruses 
in Bavaria (2006, 2007)  
Analyses were based on the gene HA (nucleotide positions 93-1677). This 
tree was produced by neighbour joining analysis and rooted to A/duck/ 
Potsdam/1402-6/86 (H5N2). Support for major branch subdivision is given as 
percentage bootstrap values. The Bavarian strains are written in bold.  
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Analyses of N1 neuraminidase sequences not linked to H5 

In this study eight N1 sequences (without H5 component) from mallards and ducks 

were compared from 2006. Similar to the results obtained for H5 sequences, 

phylogenetic analysis revealed several separate N1-lineages. A group of three viral 

sequences, Bavaria/43 (H1N1), Bavaria/44 (H?N1) and Bavaria/45 (H1N1), were 

nearly identical (Figure 2B). They were most closely related to two isolates from Italy 

of 2002 and 2005 and clustered with strains from France, Taiwan, and Mongolia (Si = 

99.83% - 99.67%, E-Value= 1.5 x e-158).  

The second lineage was represented by Bavaria/42 (H1N1) which was closely 

related, but separable from the first N1-cluster (Figure 2B).  

A third lineage was specified by Bavaria/46, Bavaria/47, and Bavaria/48 with 

the closest relationship to viruses from France in 2002 (Si = 99.43%, E-Value= 4.3 x 

e-156). Interestingly, the N1 sequence of a LPAI H11N1 virus isolated from domestic 

duck was only distantly related to the N1 sequences from other birds determined in 

this work (Figure 2B). This virus grouped together with isolates of domestic and wild 

ducks from France in 2001 (Si = 98.93% - 99.47%, E-Value = 1.6 x e-156) and from 

Taiwan in 1999 (Si = 98.71%, E-Value = 6.4 x e-156). 

The N1 containing viruses were only distantly related to the H1N1 viruses of 

swine origin circulating in humans during 2009 (data not shown). In none of the eight 

LPAI N1 sequences was a deletion in the stalk region similar to one observed in 

Bavarian HPAI H5N1 genes. Taken together, the phylogenetic analysis of LPAI H5 

sequences as well as LPAI N1 viruses showed only a very distant relation to the 

H5N1 strains found in Bavaria during both years (Figure 2B). 
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Fig. 2B. Phylogenetic tree of N1 sequences with selected LPAI viruses in 
Bavaria (2006, 2007) 
Analyses were based on the gene NA (nucleotide positions 57-1448). The 
tree was produced by neighbour joining analysis and rooted to A/quail/ 
Nanchang/12-340/2001 (H1N1). Support for major branch subdivision is given 
as percentage bootstrap values. The Bavarian strains are written in bold.  
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DISCUSSION 

To gain more knowledge about HPAI as well as LPAI subtype spectra, 

sequence analyses were performed to further characterize HA, NA, NP, and PA 

encoding genes from samples collected in Bavaria during 2006 and 2007. Using rRT-

PCR, AIV genomes of the H5 type were positive in a total of 84 (2006) and 27 (2007) 

swab and organ samples from wild birds (Table 1), thus substantially adding data to 

the initial results reported for H5N1 sequences in a previous study (Rinder et al., 

2007). The N1 type was verified in 83 and 27 birds in 2006 and 2007, respectively 

(Table 1).  

Interestingly, the HA type H7 was not observed in wildfowls in Bavaria in either year. 

This, of course, does not exclude the presence of H7 in Bavaria possibly either at low 

frequency or at higher prelevances in other years. There is evidence that the 

frequency of AIV subtypes varies between years (Olsen et al., 2006), and in other 

regions within Germany not only H5 but also H7 viruses were confirmed in aquatic 

birds. In Germany, wild-bird-origin LPAI H5 and H7 subtypes were isolated during 

2003-2007 (Globig et al., 2006; Wilking et al., 2009). In eastern Germany, the H7 

genomes (no H5 subtype) were determined in feral ducks during a period from 1977 

to 1989 (Süss et al., 1994).  

A total of 12 HPAI H5N1 sequences of the genotype Bavaria 1 investigated in 

this work completed the data in 2006. The genotypes 1 and 2 from 2006 were 

unequivocally separated in the phylogenetic tree indicating independent viruses 

(Figure 1A and B). Similarly, the two genotypes newly detected in Bavaria in 2007 

differed from each other (Figure 1A and B). The distinct genotypic feature of these 

viruses suggests multiple introductions into Bavaria not only in 2006, but also in 

2007. Furthermore, the phylogenetic analysis of the H5N1 Bavarian genotypes also 

demonstrated that these AIV were distinct although they belonged to the subclade 

2.2 (Qinghai-like viruses) according to the WHO nomenclature system for HPAI 

H5N1 viruses (WHO, 2007). The sequences of H5N1 from 2006 were part of the 

subclade 2.2.1, while the Bavarian sequences from 2007 were classified to the 

subclade 2.2.4 (Salzberg et al., 2007; Starick et al., 2008). Our findings do not 

support the view of a persistence and resurgence of viruses between both years  
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because of the vast extent of genotypic differences and only distant relation found 

between viral genes from both years which cannot be explained by evasion and 

evolution of a persisting virus strain. As ongoing wild bird monitoring in the years 

2008 and 2009 did not reveal HPAI H5N1 in more than 6.000 samples screened by 

RTr-PCR, separate introductions of HPAI H5N1 found in 2007 are most likely. The 

actual data argue against an existing HPAI H5N1 reservoir in wild birds in Bavaria. 

Multiple introductions of H5N1 strains also were assumed to have occurred in Nigeria 

(Ducatez et al., 2006), in other regions of Germany (Starick et al., 2008) and in 

France (Le Gall-Reculé et al., 2008). 

The geographical distributions of H5N1 positive birds all-over Bavaria in 2006 

contrasts with the limited detection of only two geographically restricted outbreaks in 

2007. The cause of the limited spread of AIV in 2007 is not clear. However, it could 

be the result of a ceasing import of HPAI viruses by migrating birds. Only three dead 

nestling ducks were tested positive for H5N1 in a pond of a bird observation area in 

the county of Munich in August 2007. Although the area was carefully searched for 

additional AIV positive dead birds, none were found. It is possible that these nestling 

ducks (infected with viruses of the genotype Bavaria 4) were especially susceptible to 

HPAI H5N1 which caused disease. An age dependent pathogenicity of AIV has 

previously been suggested for water birds (Pantin-Jackwood et al., 2007).  

Moreover, the H5 sequences of the genotype Bavaria 4 differed in one amino 

acid at position 339 (G→E) within the HA cleavage site to the other three Bavarian 

H5N1 genotypes without further changes of the multi basic HPAI characteristic 

(Table 3). The impact of this amino acid exchange on the virus pathogenicity is still 

unclear, but it might influence pathogenicity especially in young birds. Further 

experiments are necessary to confirm this hypothesis.  

Substantial genetic differences should become obvious in highly conserved 

genes, e.g. PA and NP. Therefore, both genes were sequenced for selected samp-

les. Interestingly, the phylogeny for the PA and NP genes of the genotype 1 revealed 

a close relationship to sequences from China in 2005. These results lead to the 

suggestion of the possible Asian origin of A/tufted duck/Bavaria/26/2006 (genotype 

Bavaria 1). This might support the theory that wild birds play a significant role in the 

spreading of influenza A virus, and also possibly the subtype HPAI H5N1 from Asia 

to Europe during times of migration (Gilbert et al., 2006; Kilpatrick et al., 2006; Wal- 
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lace et al., 2008). However, this speculation is argumentative because HPAI H5N1 

viruses were not proven from infected wildfowls (clinically inapparent)during the long 

migration time (Weber and Stilianakis, 2007). Furthermore, based on the distinct 

origins of HA, NA, PA and NP sequences this virus might be a reassortant. 

Conversely further investigations are necessary to verify this proposal. In contrast to 

the results described above, the results of the phylogenetic analysis of the genotypes 

2, 3, and 4 were comparable to those demonstrated for the HA and NA genes. Our 

findings uphold the fact that the H5N1 strains isolated in both years do not appear to 

be genetically similar to each other. This indicates multiple virus introductions 

between 2006 and 2007 in Bavaria. 

LPAI virus and even HPAI infection do not necessarily cause clinical 

symptoms in wild birds. It is possible that the infection with a certain AIV subtype can 

raise an efficient immune protection to this influenza subtype, but presumably could 

not protect wild fowls from re-infection with other LPAI subtypes. There is no 

information about the dynamics of mutation and transition of LPAI subtypes into HPAI 

in free ranging wild birds. Consequently, it is important to achieve a better 

understanding about LPAI virus prevalence, pathogenicity and their genetic diversity 

in wild bird species.    

To gain information about the totality of circulating H5 and N1 pools, LPAI H5 

or N1 subtypes were also studied. Phylogenetic analyses of H5-LPAI sequences of 

both years presented an unexpected heterogeneity, which so far has been 

demonstrated only when influenza viruses from large geographic areas were 

compared. The separation of the Eurasian isolates from African and North American 

strains had shown similar variations in previous investigations (Röhm et al., 1995; 

Garcia et al., 1997; Duan et al., 2007, Ma et al., 2007). All Bavarian H5 sequences 

clearly belonged to the Eurasian lineage (Figure 2A). Phylogenetic analyses of the 

H5 subtypes from Eurasia and Africa resulted in the description of an “early” and a 

“contemporary” genetic sublineage (Duan et al., 2007). The early lineage included 

viruses from across Eurasia found before 1991, and one more recent strain from Italy 

detected in 1997. This lineage was therefore interpreted as representing the early 

domestic Eurasian H5 gene pool (Duan et al., 2007). Interestingly, the virus 

A/mallard/Bavaria/41/2006 (the third lineage of LPAI H5 reported here) belonged to 

this early sublineage, indicating that this lineage still circulates within wild water birds. 
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Duan et al. (2007) showed the existence of three distinct contemporary H5 AIV 

groups. Noteworthy, in this study we found that two Bavarian LPAI H5 sublineages 

and the HPAI H5N1 viruses comprised representatives of all these contemporary 

groups of Duan et al. (2007). Our first lineage of H5 LPAI viruses presented a high 

similarity to viruses of a Western European group described by Duan et al. (2007) 

which included sequences from viruses nearly exclusively from Western Europe. In 

this group, H5N2 from Bavaria in 2005, Europe (Italy and France) and South Africa 

are found. These phylogenetic relationships were already confirmed for 

A/mallard/Bavaria/1/2005 (H5N2) by Gaidet et al. (2008). It supports the hypothesis 

that influenza strains might circulate mainly in resident birds or in birds migrating over 

rather short distances and/or thus form a more regional gene pool. Distinct amino 

acid sequence differences between the HA of the Bavarian viruses of this lineage 

suggest a continuous evolution of LPAI H5 viruses. The virus Bavaria/1/2007 (the 

second lineage of LPAI H5 observed in this work) clustered within the first group of 

Duan et al. (2007), the contemporary Eurasian gene pool. This specifies a link of the 

Bavarian LPAI virus with the Eurasian gene flow. The third H5 genotypic group of 

Duan et al. (2007) subtype represent the western Pacific migratory flyway and 

includes the recent H5N1 viruses which were isolated during 1996 and 2005 in Asia 

(Duan et al., 2007). The Bavarian H5 sequences of HPAI H5N1 clustered with this 

group. These might support the assumption of the potential origin of influenza A 

viruses in Asia and their spreading worldwide through wild birds migration routes as 

previously described by Boyce et al. (2008) and Dugan et al. (2008).  

Taken together, our findings point for the first time the co-existence of the 

whole range of genetic variety of the Eurasian-African H5 isolates within a confined 

geographical area. The view is supported that LPAI viruses show a continuous 

evolution in wild birds. Recently, clear H5 sequence variations elucidated in influenza 

strains from wild water birds in North America also suggested a continuous Influenza 

virus evolution (Spackman et al., 2007). Virus transmission via surface waters and 

the frequency of contacts within and among species of aquatic birds during long 

migration times are a major risk factor for the spreading of influenza A virus 

(Garamszegi and Møller, 2007). In this context, the continuous evolution of LPAI in 

birds could not only increase the risk of recombining new H5N1 viruses out of the  
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existing gene pool, but also the risk of introducing mutated strains into domestic 

poultry. On the one hand, the rate of virus mutations has previously been assumed to 

enhance when AIV is introduced into domestic poultry from wild bird sources (Garcia 

et al., 1997). On the other hand, no differences in the evolutionary mutation rates 

between wildfowls and poultry were shown (Spackman et al., 2006). However, 

influenza virus sequences will continue to change, and evolution is unpredictable 

when large numbers of susceptible water birds accumulate in stopovers on their way 

to breeding and wintering areas worldwide. Especially in the view of the second 

ongoing influenza virus threat, the H1N1 pandemic, it is important to continue 

worldwide monitoring of wild birds representing the classical reservoir for all Influenza 

A virus subtypes.    
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6 DISKUSSION 

6.1 Zeitraum, Gebiete und Vogelarten der AIV-Untersuchungen  

Die vorliegende Arbeit präsentiert Ergebnisse, die im Rahmen einer Wildvogelüber-

wachungsstudie zur Erkennung des Vorkommens Influenza A Virus, und hier 

insbesondere der Subtypen H5, H7 und N1, sowie des Ursprungs aviärer Influenza 

aus den Jahren 2006 und 2007 in Bayern erarbeitet wurden. Diese Studie ist vom 

Bayerischen Staatsministerium für Umwelt, Gesundheit und Verbraucherschutz in 

Auftrag durchgeführt und gefördert worden. Neben dem Erkenntnisgewinn zu 

Prävalenz und Phylogenie der Influenzaviren in Bayern stand die Fragestellung nach 

der Existenz sowohl eines HPAI H5N1-Reservoirs als auch eines NPAI-Reservoirs 

der H5- und N1-Subkomponente (in Kombination mit anderen N- bzw. H-

Komponenten) im Mittelpunkt. Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit war 

ebenfalls die Analyse der Sequenzverwandtschaft zwischen bayerischen HPAI H5N1 

und NPAI-H5- und N1-Viren. 

Vorkommen von Influenzaviren. In den Jahren 2006 und 2007 waren bayernweit 

12.930 Wildvögel in die Untersuchung einbezogen und aviäre Influenza bei 152    

(1,2 %) bzw. 139 (1,1 %) Vögeln identifizierbar (Tab. 1, siehe (s.) Abschnitt 5, (S. 

61)). Influenzaviren konnten in beiden Untersuchungsjahren in einem breiten 

Spektrum verschiedener Vogelarten (mindestens 16 unterschiedliche Arten) endeckt 

werden (Tab. 1 (S. 61)). Bei wild lebenden Vögeln in Bayern ließen sich in beiden 

Untersuchungsjahren ebenfalls Viren mit H5- und N1-Subkomponenten, und dabei 

sowohl HPAIV als auch NPAIV, festzustellen.  

Wie in Untersuchungen von RABL et al. (2009) und RABL (2010) gezeigt wurde, 

variiert die Prävalenz der Influenza-A-Viren in Bayern saisonal. So waren in den 

Jahren 2007 und 2008 bei 5.864 untersuchten Tieren insgesamt 219 AIV-positiv, 

also mit einem Vorkommen von 3,7 % (RABL et al. 2009). Die Nachweisrate lag im 

September 2007 und 2008 mit 9,3 % (31 / 334) bzw. mit 19,5 % (75 von 384) am 

höchsten (RABL et al. 2009). Diese Saisonalität konnte ebenso in anderen Regionen 

Deutschlands beobachtet werden. Im Zeitraum von März 2003 bis Januar 2005 egab 

so die Untersuchungen an Wildvögeln (3.182 Kloakenabstriche) in einer 

deutschlandweit durchgeführten Wildvogelüberwachungsstudie, die 80 unterschied- 
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liche Gebiete aus 12 Bundesländern umfasste. Peaks der AI-Vorkommen der 

untersuchten Vögel lagen im Oktober mit 0,5 % (16 / 3.182) (GLOBIG 2007). 

Desgleichen waren im Jahr 2008 ebenso deutschlandweit aviäre Influenzaviren 

überwiegend im Herbst nachweisbar, und zwar im  September (57 von 2.185 - 2,6 %) 

bei Wildvögeln (HARDER et al. 2009). Im Jahr 2010 war die AI-Nachweisrate im 

Oktober mit einer Prävalenz von 0,3 % (34 / 10.945) in Deutschland am höchsten, 

die zweit- und dritthöchste Prävalenz (jeweils mit 0,2 %) aviärer Influenzaviren 

konnte in den Monaten Februar bzw. November (n=21 und n=20 von 10.945 

beprobten Wildvögeln) beobachtet werden (Tiergesundheitsjahresbericht 2011). 

Europaweit durchgeführte Untersuchungen zum Vorkommen aviärer Influenza 

spiegeln das obengenannte Bild wider. So war in der Wildvogel-Surveillance im 

europäischen Raum bei einer ganzjährigen Beprobung der Wildvögel eine hohe 

Influenza-A-Virus-Prävalenz bei Stockenten in den Herbstmonaten (September und 

Oktober (MUNSTER et al. 2007) und Oktober / November (WALLENSTEN et al. 

2007)) feststellbar. Dieses Muster des zeitlich gehäuften Auftretens aviärer Influenza 

im Herbst ist möglicherweise sowohl für Europa als auch für Nordamerika 

charakteristisch (WEBSTER et a. 1992, MUNSTER et al. 2007, IP et al. 2008). Die 

erhöhte Prävalenz in Herbstmonaten kann im Hinblick auf den  Wildvogelzug und 

daraus folgenden enormen Vogelansammlungen sowie mit der Influenzavirusüber-

tragungen zwischen diversen Vogelspezies begründet werden kann. In den Winter-

monaten wurde demgegenüber ein niedriges Vorkommen aviärer Influenzaviren (DE 

MARCO et al. 2005, BREED et al. 2010,  HANSBRO et al. 2010). Dieses Phänomen 

einer niedrigen Prävalenz im Winter könnte mit einer Immunität gegen Influenzaviren 

in dieser Jahreszeit erklärt werden.  

Allerdings waren bei Wildvogel-Monitoringuntersuchungen aviärer Influenza (diverse 

AI-Subtypen einschließlich H5 und H7) nicht nur im Herbst, sondern auch zu anderen 

Jahreszeiten identifizierbar, z. B. im Frühling bis  in  den Monat  April (CHENG et al. 

2010)  und  im  Sommer sowie Frühherbst (LEBARBENCHON et al. 2010), gelegent-

lich sogar im Januar und März (GOUJGOULOVA et al. 2010). Im Sommer kommen 

aviäre Influenzaviren anscheinend nur sehr selten bei Wildvögeln in nachweisbarer 

Menge vor. So konnte in Tupferproben, die von Wildvögeln zwischen den Monaten 

Mai und August gesammelt wurden, AIV nicht nachgewiesen werden (CHENG et al. 
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2010). Diese Differenzen in der Prävalenz und in der Virusisolierungsrate könnten 

dennoch nicht nur mit dem Alter und der Art der untersuchten Vögel, sondern auch 

mit der Logistik des Probentransportes sowie mit der Sensitivität der virologischen 

Methoden zum Influenza-A-Virus-Nachweis zusammenhängen.  

Das höchste AI-Vorkommen ergab sich bei Stockenten mit 1,2 % (151 (47 und 104 

positive Proben in 2006 bzw. 2007) von 12.930 gescreenten Tieren) unter der 

verschiedenen Wildvogelarten in der vorliegenden Studie (Tab. 1, s. Publikation II (S. 

61)). Bereits von SLEMONS et al. (1974) wurde den Wildenten eine Rolle als AIV-

Reservoirwirt und somit mögliche Rolle als Entstehungsort für rekombinante Viren 

zugeschrieben. Des Weiteren sprechen die oben genannten Daten dafür, dass 

Stockenten als subklinisch infizierte Trägerwirte und somit als AIV-Indikatoren bei 

Monitoringstudien in Frage kommen könnten. Auch in anderen Arbeiten, die sowohl 

in Bayern als auch deutschlandweit durchgeführt wurden, konnten aviäre 

Influenzaviren am häufigsten bei Stockenten festgestellt werden (HARDER et al. 

2009, RABL et al. 2009). Die Befunde mehrerer Studien wiesen auf die höchste 

Influenzavirus-Präsenz bei Vögeln der Ordnungen Anseriformes (Enten, Gänse, 

Säger, Schwäne) hin (HINSHAW et al. 1980a, KALETA et al. 2005).  

Wie von RABL et al. (2009) beschrieben, stammten in Bayern nachgewiesene 

niedrig virulente aviäre Influenzaviren im Wesentlichen von Wildvögeln aus 

bayerischen Seengebieten. Bereits mehrere Arbeiten belegten einen kausalen 

Zusammenhang zwischen Gewässer und aviäre Influenzavirus-Prävalenz (ZHANG et 

al. 2006, LANG et al. 2008). Seengebiete stellen den wichtigsten Lebensraum der als 

Reservoire angesehenen Vogelarten der Anseriformes dar. Zudem gilt Wasser 

offenbar ein optimales Medium für die Ausbreitung der Influenzavirusinfektion 

(HINSHAW und WEBSTER 1982).  

Zur Dauer der Aufrechterhaltung der AIV-Infektiösität in kontaminiertem Wasser 

existieren allerdings unterschiedliche Studienergebnisse. So wurden für die Dauer  

der  Virusstabilität  bei  20 °C  sieben Tage  und  bei 4 °C  mehr  als  30 Tage 

(WEBSTER et al. 1978) ermittelt, wobei belegten STALLKNECHT et al. (1990a) die 

Überlebenszeit des H6N2-Virus (1x106 TCID50 / ml) bei 28 °C (0 ppt Salzgehalt, 

pH=6,2-8,2) von 12 bis 50 Tage, aber beim Salzgehalt von 20 ppt (mit gleichen Test- 

bedingungen) bis einschließlich 26 Tage. Desweitern zeigten die Untersuchungen 
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mit destilliertem Wasser die Verluste diverser Virus-Infektiosität (u.a. H4N6, H6N2, 

H12N5 mit 1x106 TCID50 / ml) bei 17 °C bis zu 207 Tage, dennoch senkte dieser 

Parameter bei 28 °C bis zu 102 Tage (STALLKNECHT et al. 1990b).  

Weiterhin variierte die Überlebenszeit von NPAI-Viren je nach Subtyp (minimale 

2,2621 TCID50 / ml), und zwar H5-Subtyp mit N2, N3, N7, N8 und H7-Subtyp mit 

N3,N4 (bei 28 °C): (i) bei 0 ppt Salzgehalt - von 36 bis 118 Tage bzw. 24-74 Tage, 

(ii) bei 15 ppt Salzgehalt - innerhalb 42-61 Tage bzw. 19-29 Tage,  (iii) bei 30 ppt 

Salzgehalt - von 22 bis 42 Tage bzw. 22-32 Tage (BROWN et al. 2007). 

Bemerkenswert blieb die Infektiösität von HPAI-H5N1-Viren (n=2) unter gleichen 

oben genannten Bedingungen bis 30 Tage (bei 0 ppt Salzgehalt), 28 Tage (bei 15 

ppt Salzgehalt) und bis 18 Tage (bei 30 ppt Salzgehalt) erhalten (BROWN et al. 

2007). Diese Daten zeigen eindeutig, dass die Überlebenszeit aviärer Influenzaviren 

nicht nur von physikalisch-chemischen Parametern des Bodens und Wassers und 

anderen abiotischen ökologischen Faktoren abhängig ist, sondern auch zwischen 

verschiedenen AI-Viren variiert. 

Zudem existieren bei Wildvögeln, also den Reservoirwirten, kaum Daten zur 

Pathogenese nach Exposition mit niedrig und hoch pathogenen Viren. Man geht 

allerdings davon aus, dass aviäre Influenzaviren vor allem im Darmtrakt der 

Wildvögel replizieren, in großen Mengen mit den Faeces ins Wasser ausgeschieden 

werden und so innerhalb der Wasservogelpopulation zirkulieren. Auf diese Weise 

infizieren sich insbesondere auch Jungvögel, die erst nach dieser Erstinfektion in der 

Jugend langsam eine Immunität gegen diese Viren aufbauen können (GARAMS-

ZEGI und MOLLER 2007). Folglich ist anzunehmen, dass diese erstmals infizierten 

Jungvögel als inapparente Träger für die Weiterverbreitung der Influenzaviren 

während der Zugzeiten dienen könnten. Auch im Winter in Eis (also in gefrorenem 

Wasser) waren NPAI-H1-Viren nachweisbar (ZHANG et al. 2006). Ferner konnte ITO 

et al. (1995) und KIDA (1997) aviäre Influenzaviren im Wasser isolieren, obwohl in 

diesem Zeitraum keine Wildvögel in den beprobten Wassergebieten beobachtet 

wurden. Daher vermutet man, dass Eis das Überleben der Viren über einen langen 

Zeitraum ermöglicht und dieses nach Auftauen eine denkbare Quelle für 

Virusinfektionen der Wasservögel darstellt. Es ist jedoch anzumerken, dass die 

Hypothese einer epidemiologischen Bedeutung der Influenza-A-Virus-Persistenz im 

Wasser bisher nicht belegt ist. Problematisch ist, dass Influenzaviren im Wasser sehr 
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stark verdünnt werden und möglicherweise nur in niedrigeren Mengen von einem Ort 

zum anderen verbreitet werden. Die dadurch bedingten Schwierigkeiten beim 

Nachweis der Viren erschwert die Überprüfung der Richtigkeit dieser Theorie der 

Influenzavirus-Persistenz im Wasser. 

HPAI-H5-Viren. In der vorliegenden Studie konnte in den Jahren 2006 und 2007 

hochpathogene H5N1-Viren lediglich bei tot aufgefundenen Wildvögeln nachge-

wiesen werden. Im gleichen Zeitraum gab es deutschlandweit Belege zum Auftreten 

des HPAI H5N1 bei Wildvögeln im Totfundmonitoring (RINDER et al. 2007, STARICK 

et al. 2008, GLOBIG et al. 2009a, MÜLLER et al. 2009, WILKING et al. 2009).  

In Bayern wurden die hochpathogenen aviären Influenzaviren bei einem breiten 

Spektrum von Wirten belegt, wobei 16 bis zum Artniveau differenziert und sechs 

nicht identifiziert waren (Tab. 1, s. Publikation II (S. 61)). Interessanterweise stamm-

ten die HPAI H5N1 allerdings nahezu ausschließlich von Schwänen (Höckerschwäne 

und Schwäne, die nicht bis zum Artniveau differenziert worden waren), und zwar mit 

54 % (40  von  74) in 2006 und mit 68 % (13 / 19) in 2007 (Tab. 1, Abschnitt 5). Bei 

den anderen Arten lagen nur Einzelnachweise vor. Ferner stammten auf der Insel 

Rügen vom Februar bis April 2006 ein Großteil, und zwar 76 % der gefundenen HPAI 

H5N1, ebenfalls aus Schwänen (94 von 124 H5N1 positiv getesteten Wildvögeln) 

(GLOBIG et al. 2009a). Folglich könnten Schwäne demnach eine Sonderrolle als 

„Sentinel“ Tiere für den Nachweis des HPAIV H5N1 spielen. 

Desgleichen erwiesen sich in mehreren anderen Studien Schwäne und Gänse für 

HPAIV des Subtyps H5N1 als hoch empfänglich für HPAI (PALMAI et al. 2007, 

TEIFKE et al. 2007, BROWN et al. 2008). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass 

Schwäne einer Infektion mit H5N1 nicht immer sofort erliegen. So überlebten adulte 

Schwäne eine experimentelle Infektion mit einer niedrigen Dosis (<104 EID50 / Tier) 

des HPAI H5N1-Subtyps (KALTHOFF et al. 2008). Demzufolge könnten Schwäne 

gleichfalls eine essentielle Rolle als Vektor bei HPAI H5N1-Infektionen in der 

Wildvogelpopulation einnehmen. Um diese Annahmen zu überprüfen, ob Schwäne 

als „Sentinel“ und / oder als „Vektor“ für aviäre Influenza (auch HPAI H5N1) in Frage 

kommen könnten, sind dennoch weitere Untersuchungen notwendig. 
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Hoch pathogene H5N1-Viren waren in der vorliegenden Studie nicht nur bei 

Vertretern der Anseriformes, sondern auch bei Greifvögeln und Eulen identifizierbar 

(Tab. 1 (S.  61)). Ergebnisse zum Vorkommen dieser Viren bei Raubvögeln wurden 

ebenfalls in anderen Studien präsentiert (KHAN et al. 2009, MARJUKI et al. 2009). 

Die Nachweise der hochvirulenten H5N1-Viren in Bayern zeigten sowohl räumlich als 

auch zeitlich in den Jahren 2006 und 2007 unterschiedliche Muster (Abb. 4  (S. 90)). 

So waren im Jahr 2006 insgesamt 26 Landkreise Bayerns von HPAI H5N1-Viren 

betroffen, während dieser Subtyp im Jahr 2007 nur in zwei Landkreisen (Nürnberg 

und München) festgestellt wurde. Im Jahr 2006 erfolgten die Nachweise fast 

ausschließlich in einem Zeitraum von Ende Februar bis Mitte Mai. Hingegen waren 

im Jahr 2007 die HPAIV H5N1 bei Wildvögeln lediglich in zwei getrennten 

Ausbrüchen in den Monaten Juli und August nachweisbar (Abb. 4). Die Gründe für 

die Differenzen in diesen Jahren sind dennoch weitgehend unbekannt. 

Bemerkenswert ist, dass im Jahr 2008 HPAI H5N1-Viren bei Wildvögeln bayernweit 

nicht mehr detektiert werden konnten (LGL 2011). In Deutschland  war in diesem 

Jahr lediglich bei einer in einem Geflügelbetrieb in Markersdorf (Sachsen) gehal-

tenen Ente hoch virulentes H5N1-Virus während einer Surveillance-Untersuchung 

feststellbar (FLI 2008b). Im Jahr 2009 gab es deutschlandweit nur im März einen 

HPAI H5N1-Einzelgenomnachweis bei einer wildlebenden Stockente in Possenhofen 

(Freistaat Bayern) (FLI 2009). Dieser Nachweis erfolgte im Rahmen des Wildvogel-

monitorings, bei dieser Stockente wurden allerdings keine Symptome einer aviären 

Influenza-Infektion beobachtet, auch wenn es sich in diesem Fall um ein Genom des 

hoch virulenten H5N1-Virus Typ Asia handelte (FLI 2009). Stockenten könnten also 

möglicherweise nicht nur für die NPAIV sondern auch für die HPAIV als subklinisch 

infizierte Carrier und somit als Langzeitvektoren für die Verbreitung über kurze oder 

weite Distanzen in Fragen kommen. Dass Stockenten subklinisch mit HPAIV infiziert 

sein können, belegen Studienergebnisse ebenso von KEAWCHAROEN et al. (2008). 

Hier zeigten experimentell mit HPAIV H5N1 infizierte Stockenten keine klinischen 

Symptome oder pathologischen Befunde, aber eine signifikante Virusexkretion über 

den gesamten Versuchszeitraum. Zudem fanden die Autoren mehrerer Arbeiten 

ebenso natürliche HPAI-H5N1-Infektionen bei anscheinend gesunden Wildvögeln 

sowohl in Europa als auch in Asien (ausführlich beschrieben im Abschnitt 2.3.1.2  
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Abbildung 4: Geographische Verteilung der Fundorte von H5N1-positiven Wildvögeln in Bayern 

  (Modifizierte Darstellung, http://www.stmugv.bayern.de/tiergesundheit/vogelgrippe/index.htm) 
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(S. 37-40)) (KOU et al. 2005,  O.I.E. 2008a, FLI 2009, SAVIĆ et al. 2010). Folglich 

kann also auch bei fehlenden Krankheitssymptomen bei Wildvögeln ein gewisses 

Risiko einer HPAIV-Übertragung zwischen Wildvögeln und von subklinisch infizierten 

wild lebenden Vögeln auf Wirtschaftsgeflügel nicht ausgeschlossen werden. 

NPAI-Viren mit H5- oder N1-Komponente. In der vorliegenden Arbeit konnten bei 

Wildvögeln NPAI-Virus-Komponente mit H5 und N1 (n=18 bzw. n=17) mit einer 

Prävalenz von 0,3 % (35 / 12.930) in den Jahren 2006 und 2007 identifiziert werden, 

allerdings nie in Kombination miteinander. Es ist auffällig, dass die Mehrzahl sowohl 

der NPAIV H5-Subtypen mit 78 % (14 / 18) als auch der niedrig virulenten N1-

Genome mit 71 % (12 von 17) von Stockenten stammten (Tab. 1 (S. 61)). Daraus 

ergibt sich, dass sich Stockenten als Indikatoren für ein Vorkommen veterinär-

medizinisch bedeutender H5-Viren im Rahmen des Wildvogelmonitorings ganz 

besonders eignen könnten. Die Ergebnisse anderer Monitorings zeigten ebenfalls, 

dass Stockenten die höchste NPAIV-Prävalenz aller Wildvögel aufwiesen. So waren 

bis zu 20 % der Tiere Virusträger (MUNSTER et al. 2007), und auch in Deutschland 

ergab sich ein hohes NPAIV-Vorkommen bei Anseriformes, und hier insbesondere 

bei Stockenten, in Studien von GLOBIG et al. (2006), HARDER et al. (2009) und 

RABL et al. (2009). 

Versuche, Stockenten als Sentinels im Rahmen von „aktiven“ Wildvogelüber-

wachungsstudien zu verwenden, um die Prävalenz von Influenza A Viren realnah 

abzuschätzen, wurden bereits durchgeführt (SINNECKER et al. 1982 a und b, SÜSS 

et al. 1994, GLOBIG et al. 2009b). In einer Surveillance-Studie erfolgte dabei die 

Feststellung der NPAIV-Prävalenz von 37 % bei Sentinel-Pekingenten (Anas platy-

rhynchos domestica) im Vergleich zu 8,7 % bei Wildenten. Niedrig pathogene aviäre 

Influenzaviren des Subtyps H4N6 konnten sowohl bei den Sentinels als auch bei den 

freilebenden Wildvögeln nachgewiesen werden, während Viren des Subtyps H7N7 

nur bei Sentinelenten feststellbar waren (SÜSS et al. 1994). In einem weiteren 

Wildvogel-Monitoring gelang die Isolierung diverser NPAIV-Subtypen bei Sentinel-

Stockenten in Deutschland, Österreich und in der Schweiz innerhalb der Jahre 2006 

und 2008 (GLOBIG et al. 2009b). Die höchste Nachweisrate von AIV mit Subtypen 

H3, H3N2 und H6N8 wurde in dieser Studie festgesellt, und berug 0,3 %. Ebenfalls 

konnten H5- und H7-Viren (H5N?, H5N3 bzw. H7N?, H7N3) mit einem Vorkommen  
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jeweils von 0,1 % identifizierbar. Ob die Subtypenverteilung und die aviäre Virus-

Prävalenz zwischen Sentinels und Wildvögeln übereinstimmen, wurde in dieser 

Studie allerdings nicht untersucht. Aus diesem Grund ist es schwer zu beurteilen, ob 

Sentinel-Stockenten realitätsnah die Influenza-A-Virus-Prävalenz widerspiegeln 

können.  

Influenzaviren des H7-Subtyps. Der Influenzavirus-Subtyp H7 konnte bei 

Wildvögeln innerhalb der Jahren 2006 und 2007 in Bayern nicht detektiert werden. 

Außerdem waren die H7-Viren auch bayernweit bei wildlebenden Vögeln in 2008 

nicht nachweisbar (RABL et al. 2009). Trotz dieses Befundes kann man jedoch das 

Vorkommen des Subtyps H7 nicht mit Sicherheit ausschließen, da dieses sporadisch 

in Bayern vorhanden sein könnte. In anderen Regionen Deutschlands wurden in den 

Jahren 1977-2008 NPAIV mit H7-Subkomponenten bei Wildvögeln durchaus 

dokumentiert (detaillierte Subtypangaben in der Tabelle 2 (S. 34) (SÜSS et al. 1994, 

GLOBIG et al. 2006, HARDER et al. 2009). Auch gelang der Nachweis von H7-Viren 

deutschlandweit in den Jahren 2009 und 2010 bei Wildvögeln in mehreren 

Surveillance-Studien (ausführlich beschrieben im Abschnitt  2.3.1.1 (S. 35 ff.)) und 

diese erlangten dadurch große epidemiologische Bedeutung (Tiergesundheitsjahres-

bericht 2010 und 2011). Darüber hinaus wird aus diesen Studienergebnissen 

ersichtlich, dass nicht nur zeitliche, sondern auch geographische Unterschiede des 

Virus-Vorkommens in verschiedenen Teilen Deutschlands vorhanden sind. Daten 

von OLSEN et al. (2006) belegten ebenfalls, dass die Häufigkeitsrate der 

Influenzavirus-Subtypen in bestimmten Regionen Europas mit den Jahren variiert. 

 

6.2 Vergleichende Analyse der HPAI H5N1-Viren  

Die vorliegende Arbeit umfasste phylogenetische Untersuchungen zu den HPAI 

H5N1-Viren, um mögliche Einschleppungswege zu ermitteln und um die Frage zu 

beantworten, ob möglicherweise in Bayern ein Wildvogelreservoir für diese Viren 

existiert. Dabei erfolgte die Ermittlung von Identitäten und Similaritäten für Nukleotid-

sequenzen unterschiedlicher Gene (s. Publikation I, II (S. 45-83)). Die Identität wurde 

als prozentuale Basenübereinstimmung zwischen Sequenzen berechnet, während  
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bei der Similaritätsanalyse ein Erwartungswert zugrunde liegt, der eine Auffassung 

der Zufallsübereinstimmung berücksichtigt (KARLIN und ALTSCHUL 1990, DEMBO 

et al. 1994). Phylogenetische Stammbäume wurden generell mit Distanz-Matrix-

(Neighbor Joining), Maximum Parsimony und Maximum Likelihood-Methoden 

analysiert. Da die erhaltenen phylogenetischen Beziehungen mit allen drei Methoden 

nahezu identisch waren, wurden im Folgenden nur Stammbäume, deren 

Bezeichnungen mittels Neighbor-Joining-Methode folgte, dargestellt (s. Publikation I, 

II sowie die Abschnitte 6.2, 6.3 und 6.4). 

Beim Vergleich repräsentativer Sequenzen der HA-Gene der in Bayern in den Jahren 

2006 und 2007 nachgewiesenen H5N1 mit Viren aus Eurasien und der NPAI H5N1-

Viren aus Amerika ergab sich, wie zu erwarten war (RÖHM et al. 1995, DUAN et al. 

2007), eine Trennung der eurasischen und der amerikanischen Viren in zwei 

Hauptäste. Die bayerischen Influenzaviren des Subtyps H5N1 aus beiden Jahren 

gruppierten sich mit den Viren aus Eurasien und grenzten sich von der amerika-

nischen Linie ab (Abb. 5 (S. 94)). Ein Ursprung der bayerischen Viren aus dem 

eurasischen Raum ist also zu folgern. 

Weitere Untersuchungen zum Ursprung der bayerischen HPAI-H5N1 ergaben 

explizit eine entfernte Verwandtschaft dieser Viren bei Vergleich der Jahre 2006 und 

2007. So waren vier HPAI-H5N1-Genotypen (Bavaria 1, 2, 3 und 4) in Bayern 

differenzierbar. Die hochvirulenten Viren der Genotypen Bavaria 1 und 2 aus dem 

Jahr 2006 gruppierten sich in einem Hauptast zusammen und getrennt von den im 

Jahr 2007 festgestellten Genotypen Bavaria 3 und 4 (Abb. 1A (S. 63)). Bemerkens-

wert ist, dass die H5N1-Viren des Genotyps 4 nur bei drei jungen, tot aufgefundenen 

Enten isoliert wurden. Dies lässt durchaus annehmen, dass diese immunologisch 

naiven Vögel für diese Influenzaviren sehr empfänglich waren. Auch deuten Befunde 

anderer Studien generell auf eine besonders hohe Empfänglichkeit von Jungvögeln 

für die Influenzaviren hin (PERKINS und SWAYNE 2003, PASICK et al. 2007b).  

Die bayerischen Viren der Genotypen 1 und 2 aus dem Jahr 2006 unterschieden sich 

jedoch weiterhin voneinander und konnten basierend auf ihren Verwandschaftsbe-

ziehungen mit anderen H5N1-Viren diversen Herkünften zugeordnet werden: 

Genotyp Bavaria 1 war nahe verwandt mit Sequenzen von Viren aus der Schweiz,   

Nigeria, Burkina Faso, der Türkei, Irak, der Mongolei und Russland; der Genotyp  
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Abb. 5:    Phylogenetische Analyse des HA-Gens der HPAI H5N1-Viren aus 
              Eurasien und der NPAI H5N1-Viren aus Amerika  

   Nukleotid-Positionen der H5-Gene von 76 bis 1706 waren einbezogen.  
    Die Bootstrap-Werte sind in Prozent für die Hauptknotenpunkte angegeben. 
    Die bayerischen Stämme sind fett gedruckt. 
   HA=Hämagglutinin, HPAI=Hoch pathogene aviäre Influenza,  
   NPAI=Niedrig pathogene aviäre Influenza 
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Bavaria 2 zu den Stämmen aus der Tschechischen Republik, Italien, Österreich, 

Slowenien, der Türkei, Israel, Ägypten und Nigeria (Abb. 1A, s. Publikation II (S. 63)). 

In später durchgeführten phylogenetischen Vergleichen des HA-Gens zeigte sich 

zudem eine nahe Verwandtschaft der bayerischen H5N1-Viren von 2006 mit H5N1-

Viren aus der Schweiz und Tschechischen Republik aus dem gleichen Jahr 

(HOFFMANN et al. 2008, NAGY et al. 2007und 2009, SZELECZKY et al. 2009). 

Bei der Identifizierung der Herkunft der bayerischen HPAI-Viren von 2007 ergab sich, 

dass der Genotyp 3 hohe Sequenzähnlichkeit mit H5N1-Viren aus anderen Regionen 

Deutschlands und Russland hatte, während der Genotyp 4 nahe verwandt mit den 

Viren aus Rumänien und der Tschechischen Republik war. Beide Genotypen grup-

pierten sich im Dendrogramm zudem zusammen mit Sequenzen von Influenzaviren 

aus Kuwait, Korea, der Mongolei, Russland und Afghanistan (Abb. 1A, (S. 63)). Die 

Ergebnisse der vorliegenden Studie wurden in anderen phylogenetischen Analysen 

bestätigt (STARICK et al. 2008, NAGY et al. 2009, SZELECZKY et al. 2009). 

Eine zentrale Fragestellung unserer Studie war, ob ein H5N1-Reservoir bei 

Wildvögeln in Bayern existiert. In Abbildung 1A ist deutlich zu sehen, dass während 

der Jahre 2006 und 2007 multiple Einträge von HPAI H5N1-Viren nach Bayern statt-

fanden. Alle eingeschleppten H5N1-Viren gehörten zum Subclade 2.2. Allerdings 

gruppierten sich alle HPAI H5N1-Stämme von 2006 mit den Viren des Subtyps H5N1 

aus Eurasien im Subclade 2.2.1, während sich die hochvirulenten Influenzaviren von 

2007 in das Subclade 2.2.4 einordnen ließen (Abb. 1A, Abschnitt 5). Demnach sind 

die Viren der Jahre 2006 und 2007 auf getrennte HPAI H5N1-Importe zurückzu-

führen. Aber auch die innerhalb 2006 und 2007 nachgewiesenen diversen Genoty-

pen 1 und 2 bzw. 3 und 4 wurden als getrennte, also multiple Einschleppungen 

interpretiert, da sie sich in den phylogenetischen Bäumen in getrennten Ästen 

darstellten und andere, nicht in Bayern identifizierte H5N1-Viren in ihren HA-Genen 

näher mit den einzelnen bayerischen Genotypen verwandt waren als die bayerischen 

H5 miteinander. Basierend auf den HA-Gensequenzvergleichen der bayerischen 

Genotypen Bavaria 1, 3 und 2, 4 ist eine AI-Einschleppung über eine ost-westliche 

Wildvogelmigrationsroute aus Asien bzw. über eine Süd-Nord-Wanderroute aus 

Afrika (über Spanien, Italien oder die Türkei) denkbar. In der vorliegenden Arbeit 

fanden sich keine Hinweise dafür, dass ein HPAIV H5N1-Reservoir in Wildvögeln in  
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Bayern existiert. Die Ergebnisse unserer Studie stützen vielmehr die Ansicht, dass 

die aus wild lebenden Vögeln isolierten Viren vermutlich während der Migration nach 

Bayern verbreitet worden waren. 

Desgleichen bekräftigen andere Arbeiten die weithin akzeptierte Auffassung, dass 

die HPAI H5N1-Viren über Wildvogelzug eingeschleppt wurden. So schlug FINK et 

al. (2010) zwei Subcluster der HPAIV H5N1 vor, die die beiden in der vorliegenden 

Arbeit angenommenen Verbreitungswege bestätigen: (i) Subcluster-Süd mit H5N1-

Viren aus Österreich, Slowenien, der Türkei, Ägypten und Nigeria, (ii) Subcluster 

Nordwest (Subgroup Bavaria) mit Isolaten aus Bayern, der Tschechischen Republik, 

Italien und der Slowakei. Zudem präsentierten ebenfalls weitere Studien multiple 

Einschleppungen von HPAI-Virus H5N1 in den Jahren 2006 und 2007 in den Westen 

Afrikas (DUCATEZ et al. 2006 und 2007, FUSARO et al. 2010), nach Deutschland 

(RINDER et al. 2007, STARICK et al. 2008), Frankreich (LE GALL-RECULÉ et al. 

2008), Italien (SALZBERG et al. 2007), Österreich (FINK et al. 2010), Ungarn 

(SZELECZKY et al. 2009), Polen (SMIETANKA et al. 2010), Schweden (KISS et al. 

2008, ZOHARI et al. 2008), in die Schweiz (HOFFMANN et al. 2008) und die 

Tschechische Republik (NAGY et al. 2009) sowie nach Saudi-Arabien (MONNE et al. 

2008). Ferner lassen Infektionen sowohl bei Wildvögeln als auch beim Hausgeflügel 

von H5N1-Viren der Subclade 2.2 in diesen oben genannten Ländern eine H5N1-

Ausbreitung über den Schwarzmeer-Mittelmeerregion-Migrationsweg in die Länder 

Europas und möglicherweise eine Virusübertragung von Wasservögeln auf 

Wirtschaftsgeflügel vermuten. 

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es allerdings keine eindeutigen Erkenntnisse über 

den Ursprung des Subclades 2.2. Beim HPAI H5N1 / 2005-Ausbruch in Qinghai wur-

den Viren (detailliert beschrieben im Abschnitt  2.3.1.2 (S. 37 f.)), welche zum 

Subclade 2.2  gehören, isoliert, die mindestens vier Genotypen angehörten (CHEN et 

al. 2006a). Die Aminosäureanalyse dieser Viren ergab die Änderung Glu627Lys im 

PB2-Gen, welche als ein Indikator der AIV-Passage durch Säugetiere angesehen 

wird und bereits bei Viren des pandemischen H1N1-Virus 1918 (TAUBENBERGER 

et al. 2005) sowie beim einen H7N7-Isolat in den Niederlanden 2003 (FOUCHIER et 

al. 2004) legidlich bei der menschlichen Population erwiesen wurde. Das Phänomen 

dieses Aminsäureaustausches war erstmals bei Viren des Subclade 2.2 bei 

Wildvögeln nachweisbar, die Ursachen für diese Mutation sind jedoch unbekannt.  
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Die Entstehung eines virulenten HPAI H5N1-Subtyps bei Wildvögeln aus einem in 

Bayern permanent vorhandenen Reservoir an NPAI-Viren ist nicht mit letzter 

Sicherheit auszuschließen, wird aber durch die vorliegenden Daten nicht gestützt. 

Eine Umwandlung von NPAI-Viren in HPAI-Viren ist beispielsweise über Reassort 

ments denkbar. Es ist anzunehmen, dass ein Reassortment des Influenzavirus dann 

entstehen kann, wenn ein empfänglicher Wirt gleichzeitig mit mehreren AI-Subtypen 

befallen wird (HINSHAW et al. 1980b). So wies MUKHTAR et al. (2007) auf die 

Sequenzähnlichkeit der HA- und PA-Gene zwischen den Viren A/Goose/Guang-

dong/1/96 (H5N1) und A/Swan/Hokkaido/51/96 (H5N3) hin. Ebenfalls konnte in 

dieser Studie eine große Similarität der N1-Gene der Isolate A/Gs/Gd/1/96 (H5N1) 

und A/Dk/Hokkaido/55/96 (H1N1) identifiziert werden. Überdies waren die 

Sequenzen der PB1-, PB2-, NP- und M-Proteine dieses hochvirulenten H5N1 Virus 

aus Guangdong sehr ähnlich zu den NPAI-Sequenzen von Subtypen H3N8 und 

H7N1 aus Nanchang, die im Jahr 1992 in der Volksrepublik China isoliert waren. 

Bemerkenswert war, dass das NS-Gen eine enge Verwandtschaft zum Isolat 

Ty/Eng/50-92/91 (H5N1) und zum gleichen H3N8-Subtyp aus Nanchang (1992) 

zeigte. Infolgedessen wurde angenommen, dass das Virus A/Gs/Gd/1/96 ein 

Reassortant der oben genannten vier Influenzaviren ist (MUKHTAR et al. 2007). 

Außerdem zeigen phylogenetische Untersuchungen, dass der Ursprung des Virus 

A/Gs/Gd/1/96 auf NPAIV-H5 aus Wildvögeln zurückzuführen ist und dass sich dieses 

Virus nach multiplen Reassortmentgeschehnissen mit anderen Wildvogel-Viren seit 

den 70er Jahren in Eurasien etabliert hat (DUAN et al. 2007). Die Befunde in kürzlich 

veröffentlichten Studien stellten dar, dass sich NPAI H5N3-Viren mit HPAI H5N1-

Viren gruppierten (FUJIMOTO et al. 2010) und dass ein niedrig pathogenes H5N1-

Virus aus Südkorea eine große Ähnlichkeit mit ostasiatischen und europäischen  

NPAI-Viren besaß (KIM et al. 2011). Dies stützt auch die These über einen 

kontinuierlich stattfindenden Genomaustausch innerhalb der NPAI und HPAI-Viren, 

welcher zur Entwicklung neuer genetischer Linien oder mehrerer Linien hoch oder 

niedrig pathogener Influenzaviren führen kann.  

Bei der molekularen Analyse der HA-Segmente der bayerischen HPAI H5N1 

ergaben sich hohe Identitäten bei Viren innerhalb der Genotypen Bavaria 1, 2, 3 und 

4, aber gleichfalls zwischen den Genotypen 1-2 und 3-4 (Tab. 2, Abschnitt 5 (S. 67)). 
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Die Analyse der Aminosäuresequenz des Hämagglutinins zeigte, dass die H5N1-

Viren der Genotypen Bavaria 1, 2 und 3 (Tab. 3, Publikation II (S. 69)) identische 

Aminosäuren an den AIV-Positionen 113, 124, 142, 154, 228, 233 und 337-345 

(Nummerierung ab dem ersten Methionin) besaßen, also an Positionen, für die ein 

kausaler Zusammenhang mit hoher Virulenz bewiesen ist (HULSE et al.2004). Die 

H0-Spaltstelle der Genotypen Bavaria 1, 2 und 3 unterschied sich von der von 

Bavaria 4 in einer Aminosäureposition (339) =PQGERRRKKR*GLF bzw. 

=PQEERRRKKR*GLF (Tab. 3, (S. 69)). Diese Reihenfolge und das Vorkommen 

basischer Aminosäuren sind in beiden Fällen charakteristisch für HPAI-Viren des 

Subtyps H5N1. Die Bedeutung der Mutation von Glutaminsäure E an Position 3 nach 

dem initialen Prolin (P) des Genotyps 4 ist bis zum heutigen Zeitpunkt unbekannt. 

Sie wurde bisher lediglich für drei bayerische Viren in der NCBI-Gendatenbank 

(GU046774, GU046776 und GU046780) veröffentlicht. Es ist durchaus denkbar, 

dass dieser einzige Aminosäureunterschied zur Veränderung von Influenzavirus-

Pathogenitätsfaktoren führen könnte. Weitgehend unverstanden ist bisher, wie eine 

solche Diversität an der Schnittstelle des HA-Gens der Influenzaviren entstehen 

kann. Desweitern wird ebenso diskutiert, dass Rekombinationen zwischen HA und 

anderen Genen vorkommen können, die zu einer Insertion von Nukleotiden in dieses 

Gen führen (SUAREZ et al. 2004).  

In dieser Studie wurden nicht nur die HA-Gene der H5N1-Influenzaviren aus Bayern 

analysiert, sondern auch die Neuraminidasegene einbezogen. Die NA-Gene der 

bayerischen HPAI H5N1-Viren aus den Jahren 2006 und 2007 ließen sich ebenfalls 

zur eurasischen Linie und nicht zur AI-Gruppe aus Amerika zuordnen (Abb. 6 (S. 99)). 

Die Analyse der N1-Sequenzen der bayerischen H5N1-Stämme präsentierte ebenso 

die Existenz von jeweils zwei unterschiedlichen Genotypen in beiden Untersuchungs-

jahren (Abb. 1B (S. 65)). Darüber hinaus ist ersichtlich, dass die bayerischen H5N1-

Viren in den beiden Jahren keine Genomsegmente mit anderen Viren ausgetauscht 

haben, da phylogenetische Analysen dieser Viren sowohl basierend auf dem HA-

Gen als auch auf dem NA-Gen größtenteils enge Verwandtschaftsbeziehungen zu 

denselben Viren aus Europa und Asien darstellte (Abb. 1B). Auf eine hohe Homolo-

gie der bayerischen H5N1-Viren von 2006 mit AIV des gleichen Jahres aus der 

Schweiz wiesen ebenso die Studienergebnisse von HOFFMANN et al. (2008) hin. 
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Zur Ermittlung der Herkunft der HPAI H5N1 aus Bayern wurden also PA- und NP-

Gene in die phylogenetischen Untersuchungen einbezogen und diese Gene bei 

ausgewählten bayerischen HPAI H5N1-Viren aus den Jahren 2006 und 2007 

sequenziert (Abb. 7 und 8 (S. 100 bzw. 101)): A/tufted duck/Bavaria/26/06 (Genotyp 

1), A/great crested grebe/Bavaria/22/06 (Genotyps 2), A/swan/Bavaria/2/07 (Genotyp 

3) und A/wild duck/Bavaria/13/07 (Genotyp 4).  

Abb. 6: Phylogenetischer Baum des NA-Gens der HPAI H5N1-Viren aus  
  Europa, Asien und der NPAI H5N1-Viren aus Amerika 
  Nukleotidpositionen der NA-Sequenzen von 48 bis 1373 wurden einbezogen. 
  Die Bootstrap-Werte sind in Prozent für die Hauptknotenpunkte angegeben. 
  Die bayerischen Stämme sind fett gedruckt. 
   NA=Neuraminidase, HPAI=Hoch pathogene aviäre Influenza,  
   NPAI=Niedrig pathogene aviäre Influenza 
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Die PA-Sequenzen dieser H5N1-Viren aus beiden Jahren gruppierten sich in einem 

phylogenetischen Baum mit A/duck/Hong Kong/821/02 (H5N1) (Abb. 7). Demzufolge 

sind die Influenzaviren von 2006 und 2007 aus Bayern dem Genotyp Z der 

asiatischen H5N1-Linie nach LI et al. (2004) zuzuordnen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Phylogenetische Untersuchungen des PA-Gens der bayerischen  
  HPAI H5N1-Viren (2006-2007)  
  Nukleotidpositionen der PA-Sequenzen sind 25-2176. 
  Die bayerischen Stämme und die Genotype Z, Z+, V sind fett bzw. fett und  
  kursiv gedruckt.  
  Die Bootstrap-Werte sind in Prozent für die Hauptknotenpunkte angegeben. 

              PA=Polymerase acid Protein, HPAI=Hoch pathogene aviäre Influenza  
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Interessanterweise stellten sich nur die PA- und NP-Gene des Influenzavirus des 

Genotyps 1 (A/tufted duck/Bavaria/26/06) in enger Verwandtschaft zu Sequenzen 

aus der Volksrepublik China dar (Abb. 7 und 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Da sowohl während der Zugzeiten als auch in den Rastzeiten eine Ansammlung v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 8: Phylogenetischer Baum des NP-Gens der HPAI H5N1-Viren aus Bayern 
  (2006-2007) 
  Nukleotidpositionen der NP-Sequenzen von 46 bis 1527 wurden einbezogen.  

             Die bayerischen Stämme und die Genotype Z, Z+ sind fett bzw. fett und kursiv 
  gedruckt.  

             Die Bootstrap-Werte sind in Prozent für die Hauptknotenpunkte angegeben.  
             NP=Nukleoprotein, HPAI=Hoch pathogene aviäre Influenza  
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Basierend auf den phylogenetischen Untersuchungen kann zudem spekuliert 

werden, dass das Virus Bavaria/26/2006 (Genotyp 1) aufgrund unterschiedlicher 

Herkünfte der HA-, NA-, PA- und NP-Gene ein Reassortant ist  (Abb. 1A (S. 63), 1B 

(S. 65), 7 und 8 (S. 100 bzw. 101)) und dass dieses Virus möglicherweise aus der 

Volksrepublik China stammt. Um diese Annahme zu überprüfen, sind jedoch weitere 

Untersuchungen notwendig. 

Ein zeitlicher und ursächlicher Zusammenhang wird zwischen dem Wildvogelzug und 

der AI-Übertragungen durch Wildvögel von Asien nach Europa vermutet 

(GAUTHIER-CLERC et al. 2007). Es werden drei Hauptzüge der Wildvögel in 

Eurasien unterschieden (WANG et al. 2008): (i) die Ostasiatische-Australische (durch 

asiatische Länder (z. B. die Volksrepublik China, die Mongolei, Japan) in die 

Russische Föderation), (ii) die Zentraasiatische (der Vogelzug erfolgt zwischen 

Russland, Kasachstan, Afghanistan und Pakistan), (iii) die Schwarzmeer-Mittelmeer-

Route (von Russland in die Türkei, nach Europa und Afrika). Bei diesen drei 

Zugflugrouten treffen sich Vögel aus verschiedenen Zügen in Russland (Novosibirsk) 

und ziehen dann in die Winterquartiere (ein Hauptaufenthaltsort zwischen Weg- und 

Heimzug) weiter (WANG et al. 2008). Möglicherweise verbreiten Zugvögel durch 

ihren Flug HPAI H5N1-Viren aus Südostasien über Russland und Kasachstan nach 

Europa und Afrika (GAUTHIER-CLERC et al. 2007). 

Da sowohl während der Zugzeiten als auch in den Rastzeiten eine Ansammlung von 

Wildvögeln verschiedener Arten auf engem Raum stattfindet, besteht die Möglichkeit, 

dass wild lebende Vögel sich mit diversen Influenza-Subtypen (HPAI und NPAI) 

anstecken und folglich virussubtypspezifische Immunitäten entwickeln und während 

des Vogelzugs als Langzeitvektor für die Ausbreitung des Subtyps HPAI H5N1 aus 

Südostasien nach Europa in Frage kommen können (GILBERT et al. 2006b, 

KEAWCHAROEN et al. 2008). Ergebnisse von Studien mit Satelliten-Telemetrie 

stützen diese These, indem festgestellt wurde, dass HPAI-H5N1-Viren von 

Wildvögeln während der Zugzeiten vom Qinghai See in die Mongolei (PROSSER et 

al. 2009) und von Japan nach Russland (Khabarovsk) eingeschleppt haben könnten 

(YAMAGUCHI et al. 2010). Dennoch ist die Hypothese der HPAI H5N1-Verbreitung 

durch Wildvögel derzeit noch nicht zweifelsfrei bestätigt. So konnte klinisch 

inapparente Infektionen von Wildvögeln mit Influenzaviren während der langen 



     

    

 

103  DISKUSSION 

  

Zugzeiten bisher noch nicht nachgewiesen werden (WEBER und STILIANAKIS 

2007). Das bringt uns wieder auf die Frage, ob hoch virulente Viren stabil in der 

Wildvogelpopulation zirkulieren, welche überdies derzeit weitgehend unklar ist. 

Dessen ungeachtet postulierte KILPATRICK et al. (2006) eine bedeutende Rolle der 

Wildvögel bei der Verschleppung der Influenzaviren (auch HPAI H5N1) während der 

Zugzeiten innerhalb der verschiedenen aisatischen Ländern, nach Europa und 

Afrika. 

Möglicherweise kann, wie Arbeiten von MUZAFFAR et al. (2006) und WERNER 

(2006) zeigen, auch Wirtschaftsgeflügel in Auslaufhaltung für eine aviäre Influenza-

Übertragung bzw. HPAI H5N1-Weiterverbreitung auf Wildvögel verantwortlich sein. 

Molekular-epidemiologische Analysen des HA-Gens von H7-Subtypen (n=414) 

stellten eine unabhängige Entwicklung aviärer Viren sowohl bei Wildvögeln als auch 

beim Hausgeflügel dar (LEBARBENCHON und STALLKNECHT 2011). Auf ein 

interessantes Phänomen wiesen SMITH et al. (2011) hin, nämlich dass bei einem in 

Hong Kong im Jahr 2007 tot aufgefundenen Wildvogel ein Vertreter der beim 

kommerziellen Geflügel im südasiatischen Raum etablierten Subclade 2.3.4  (von 

2005 bis 2007) nachweisbar war. Dennoch bleiben die Fragestellungen bezüglich der 

AIV-Übertragung vom Geflügel auf Wildvögel offen.  

Eine weitere wichtige Frage, die sich immer wieder im Bereich aviärer Influenzavirus-

Evolution stellt, ist, ob aviäre Influenza sich an den Wirt anpassen kann und nach der 

Virus-Adaptation eine sogenannte evolutionäre Stasis vorliegt, oder ob sie sich 

fortlaufend weiterentwickelt. Rekombination ist die Grundlage für die Entstehung 

genetischer Vielfalt und eine Basis des positiven Selektionsdrucks der Virusevolution 

(SHIH et al. 2007). Dies bedeutet, dass Influenzaviren sich durch genetische 

Zufallsdrift ständig verändern und sich mit geänderten Eigenschaften (Virulenz, 

Pathogenität) bestmöglich an ihre Wirte anpassen. Dagegen passen sich bei 

sogenanntem negativem Selektionsdruck die Viren optimal an Vögel an und 

verändern sich infolge eines evolutionären „Druckes“ auf Konserviertheit in dem 

Wirtspool nicht kontinuierlich (WEBSTER et al. 1992). Die Ergebnisse unserer Studie 

stützen die These einer kontinuierlichen Influenza-A-Virus-Genomveränderung, da 

die multiplen belegten Genotypen Bavaria 1 - 4, die innerhalb der Jahre 2006 und 

2007 nachgewiesen wurden, eine stetige Veränderung der Viren anzeigen. Ferner  
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bestätigen auch Studienergebnisse von LVOV et al. (2008) und SHARSHOV et al. 

(2010) diese Annahme, da die in Russland in dem Jahr en 2006 identifizierten HPAI 

H5N1-Viren zum Subclade 2.2 gehörten, während Viren aus dem Jahr 2008 sich in 

den Subclade 2.3.2 gruppierten. Außerdem zeigten USUI et al. (2009) eine große 

Sequenzähnlichkeit aus dem Jahr 2008 von einem Singschwan isoliertes 

japanischen HPAI H5N1-Stämmes mit einem russischen Isolat vom Hausgeflügel 

vom April 2008 und mit Isolaten von Wildvogeln aus Hong-Kong 2007 / 2008, die sich 

in den Subcladen 2.3.2 und 2.3.4 einordnen ließen. Interessanterweise wiesen HU et 

al. (2011) darauf hin, dass von Wildvögeln isoliereten HPAI H5N1-Viren (Subclade 

2.3.2) nah verwandt mit den H5N1-Viren von der Nähe des Qinghai See 

stammenden  schwarzlippigen Pfeifhasen (Ochotona curzoniae) waren. Ungeachtet 

dieses H5N1-Vorkommens bekräftigen diese Autoren die These des AIV-

Genomaustauschs innerhalb des eurasischen Kontinents. 

 

Es wird angenommen, dass aviäre Influenza ursprünglich eine Viruskrankheit der 

Vögel war (WEBSTER et al. 1993). Erst im Laufe der Evolution fand eine Übertra-

gung bestimmter Subtypen (z. B. H1N1, H2N2 und H3N2) auf andere Spezies statt. 

Die Annahme des kontinuierlichen Influenza-A-Virus-Genomaustausches führt zu der 

wichtigen Frage, ob die hoch pathogenen Viren auf Menschen übertragbar sind. In 

der Tat ließen sich erste humane Infektionen mit HPAI H5N1 in Hong-Kong 1997 

nachweisen (WEBSTER 1998). Seit Mitte 2003 bis zum 19.08.2011 konnten weltweit 

565 bestätigte Fälle von menschlicher H5N1-Infektion registriert werden (WHO 

2011c). Dabei handelt es sich nach bisherigem Wissensstand um eine sehr seltene 

menschliche Infektion, allerdings ist der Verlauf mit einer relativ hohen Letalitätsrate 

von 58 % (331 von 565) schwerwiegend, wobei als ein signifikanter Risikofaktor für 

die Infektion der direkte Kontakt mit infiziertem Geflügel und dessen Ausscheidungen 

(Kot, Sekrete) aufgeführt werden kann (WHO 2011d). Die Studienergebnisse von 

SUAREZ et al. (1998) bestätigen diese Auffassung, da eine Übereinstimmung der 

Sequenzen von HPAI H5N1-Isolaten aus Mensch (HK/156) und Geflügel (Hühner 

(CK/HK/220)) von mehr als 99 % in Hong-Kong im Jahre 1997 feststellbar waren.  

Theoretisch könnte im Zuge der Mutationen ein neues H5N1- oder H7N1-Virus 

entstehen, das sich schnell an menschliche Populationen anpasst und effektiv  
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weltweit verbreitet wird. Interessant dagegen ist die Tatsache, dass bis zum heutigen 

Tage nur sehr vereinzelt, wenn überhaupt, Übertragungen von Mensch zu Mensch 

beobachtet wurden. SCHMOLKE et al. (2011) vermuten, dass diese schlechte 

Übertragbarkeit von Mensch zu Mensch besonders durch Eigenschaften des  Gens 

PB1-F2 bedingt ist. Möglicherweise steigt jedoch auf Grund zunehmender 

Infektionen beim Menschen die Wahrscheinlichkeit einer direkten Ansteckung von 

Mensch zu Mensch mit H5N1-Viren und des damit zusammenhängenden Pandemie-

Risikos bei gleichbleibend hoher Letalität. 

 

6.3 NPAI H5-Subkomponente (N1 negativ) 

In der vorliegenden Surveillance-Studie waren ebenso NPAIV mit der Subkom-

ponente H5 einbezogen, da diesem Subtyp wegen der internationalen Meldepflicht 

des Vorkommens bei Wirtschaftsgeflügel besondere Bedeutung zukommt. Die 

Annahme, dass sich NPAIV H5, wie auch H7, nach Einschleppung in Wirtschafts-

geflügelbestände in HPAIV umwandeln können, ist allgemein anerkannt. In dieser 

Arbeit durchgeführte molekular-epidemiologische Analysen basierend auf den HA-

Genen zeigten, dass die bayerischen NPAI H5-Viren sich zur eurasischen Linie 

zuordnen ließen, und nicht zur amerikanischen Linie, die Influenzaviren aus Nord- 

und Südamerika enthält (Abb. 9 (S. 106)). Umfassende Ergebnisse mehrerer Studien 

bestätigen diese verschiedenen phylogenetischen Linien (RÖHM et al. 1995, DUAN 

et al. 2007).  

Im Mittelpunkt unserer Arbeit stand zudem die Fragestellung, ob ein NPAI-Reservoir 

der H5-Viren in Bayern vorhanden ist. Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse 

der bayerischen NPAI H5-Viren weisen auf eine stark ausgeprägte Heterogenität hin, 

also auf einen verschiedenartigen Ursprung und die Existenz von drei getrennten 

NPAI-H5-Linien in diesem Bundesland.  

Bei der phylogenetischen Analyse der bayerischen Viren aus den Jahren 2006 und 

2007 konnten drei NPAI-H5-Linien belegt werden. Die erste genetische Linie bildeten 

NPAI-H5-Viren (N?-, N2- und N3-Subkomponenten) mit hoher Similarität zu H5-

Sequenzen aus Europa (Abb. 2 A, Abschnitt 5 (S. 70)). Die enge Verwandtschaft  

des Virus A/mallard/Bavaria/1/2005 (H5N2) zu H5-Sequenzen von Wildvögeln aus 
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Abb. 9: Phylogenetische Analyse des H5-Gens der NPAI-Viren aus Euroasien,  
  Nord- und Südamerika 
  Nukleotidpositionen der H5-Sequenzen von 93 bis 1677 waren einbezogen. 
  Die Bootstrap-Werte sind in Prozent für die Hauptknotenpunkte angegeben. 
  Die bayerischen Stämme sind fett gedruckt. 
   H5=Hämagglutinin-Subtyp 5, NPAI=Niedrig pathogene aviäre Influenza 
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Italien wurde gleichfalls in anderen Studien dargestellt (TERREGINO et al. 2007, 

GAIDET et al. 2008). Zur zweiten genetischen NPAI-H5-Linie gehörte das 

Influenzavirus A/mallard/Bavaria/1/2007 (H5N2) (Abb. 2A (S. 70)), welches eine 

große Ähnlichkeit sowohl zur H5-Sequenz eines Virus aus Schweden von 2002 als 

auch zu Isolaten aus Frankreich, Italien, Japan, Malaysia, der Mongolei, der 

Volksrepublik China und Russland besaß. Der dritten genetischen NPAI-H5-Linie ließ 

sich ein H5-Virus mit unbestimmtem NA-Subtyp zuordnen, das eng verwandt war mit 

A/duck/France/ 02166/2002 (H5N3). Ebenfalls gruppierte sich diese genetische Linie 

mit Viren aus europäischen Ländern (Abb. 2A, Publikation II).  

Basierend auf der molekular-epidemiologischen Analyse ließen sich die bayerischen 

NPAI-H5-Viren zu unterschiedlichen H5-Linien nach DUAN et al. (2007) zuordnen 

(ausführlich beschrieben im Abschnitt 2.3.2 (S. 42 f.)). Die erste genetische NPAI-H5-

Linie dieser Arbeit gruppierte sich in die Gruppe 2 nach DUAN et al. (2007), die einen 

westeuropäischen Genpool repräsentiert. Folglich könnte ein AIV-Genomaustausch 

innerhalb dieses Pools während der Vogelzugzeiten über kurze Distanzen innerhalb 

von Europa in den Jahren 2006 und 2007 oder früher stattgefunden haben. Das 

repräsentative Influenzavirus der zweiten genetischen NPAI-H5-Linie A/mallard/Ba-

varia/1/2007 (H5N2) ließ sich in die Gruppe 1, der sogenannten „contemporary“ H5-

Linie nach DUAN et al. (2007) einordnen. Diese Daten zeigen deutlich einen Genom-

austausch zwischen Viren innerhalb Europas und Asiens, welcher vermutlich auf 

ziehende Wildvogelarten aus Asien zurückzuführen ist. Ein interessantes Ergebnis 

bezüglich des Virus A/mallard/Bavaria/41/2006, der dritten in dieser Arbeit 

beschriebenen genetischen NPAI-H5-Linie ist, dass dieses Virus zur „early“ Linie 

nach DUAN et al. (2007) gehörte. Daraus könnte man die Schlussfolgerung ziehen, 

dass diese Linie unter Umständen seit mehreren Jahren als ein NPAI-H5-Pool in 

Bayern existiert und zur genetischen Vielfalt der H5-Viren beiträgt.  

Die Untersuchungen der Aminosäuresequenzen des Hämagglutinins der 

bayerischen NPAI-H5-Viren ergaben mehrere Unterschiede. So grenzten sich die 

Stämme aus den Jahren 2006 und 2007 A/mallard/Bavaria/36 (H5N3), A/mallard/Ba-

varia/41(H5N?) bzw. A/mallard/Bavaria/16 (H5N2) in drei Aminosäuren von den 

restlichen niedrig virulenten H5-Viren ab (Tab. 3 (S. 69)). Es ist bemerkenswert, dass 

die Aminosäuren der Viren A/mallard/Bavaria/36/2006 und A/mallard/Bavaria/1/2007 
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in zwei Positionen (113, 228) bzw. in einer Position (113) identisch mit den 

bayerischen HPAI H5N1-Influenzaviren waren (Tab. 3, Abschnitt 5). Diese Amino-

säurepositionen der HPAI-Viren (113, 228) wurden in der Arbeit von HULSE et al. 

(2004) bei den NPAI-H5-Viren nicht beobachtet oder beurteilt. Ob diese Positionen 

eine bestimmte Rolle bei der Virulenz der NPAI-Viren spielen könnten, ist unklar.  

Die Analyse der Spaltstellen der NPAI-H5-Viren aus Bayern ergab eine geringe 

Heterogenität der Aminosäurenreihenfolge, da überwiegend die Schnittstelle 

=PQRETR*GLF und  nur  bei  einem Virus  =PKRETR*GLF  festzustellen war (Tab. 3  

(S. 69)). Ob dieser einzige Aminosäureunterschied Lysin (K) an Position 2 nach dem 

initialen Prolin (P) eine bestimmte Funktion bei der Virulenz ausüben könnte, ist noch 

nicht bekannt. Um die Auswirkung dieser Punktmutation auf die Virusvirulenz 

identifizieren zu können, sind weitere Untersuchungen notwendig.  

Wie in der Abbildung 2A deutlich zu sehen ist (s. Abschnitt 5 (S. 70)), bildeten die 

NPAI-H5-Viren unterschiedliche Cluster, und waren weit entfernt von HPAI H5N1-

Viren. Überdies unterstreicht dies eindeutig die Vermutung, dass in Bayern in den 

Jahren 2006 und 2007 kein Reassortment zwischen NPAI- und HPAI-Viren stattfand. 

Eine große Vielfalt der NPAI-H5-Viren wurde auch in der Surveillance-Studie von 

BRIAND et al. (2010) für Frankreich festgestellt, indem zehn untersuchte H5-Stämme 

mit den Subkomponenten N1, N2 und N3 (2002-2008) ein Reassortmentereignis 

zeigten und sich aber auch zur eurasischen Linie gruppierten. Die Herkunft dieses 

Reassortments der in Frankreich isolierten Influenzaviren (mindestens zwei 

unterschiedliche H5-Linien) ist dennoch bislang unklar (BRIAND et al. 2010). 

Zusammenfassend stellen die drei bayerischen NPAI-H5-Linien die genetische 

Diversität der eurasisch-afrikanischen Influenzaviren dar. Die nachgewiesenen 

deutlichen Unterschiede nicht nur auf Nukleotidebene, sondern auch auf 

Aminosäureebene von H5-Viren bei Wildvögeln stützen nicht das Konzept einer 

evolutionären Stasis der niedrig pathogenen Influenza A Viren. In dieser Arbeit 

erhobene Daten und vorgeschlagene Hypothese verleihen der Annahmen weiteres 

Gewicht, dass aviäre Influenzaviren sich kontinuierlich verändern und 

weiterentwickeln. Gegen die Existenz einer evolutionären Stasis sprechen ebenfalls 

Nachweise von ausgeprägten H5-Sequenzvariationen der Influenzaviren bei 

nordamerikanischen Wasservögeln (GARCIA et al. 1997).  
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6.4 NPAI N1-Viren (H5 negativ) 

Die NA-Gene der bayerischen NPAI-N1-Sequenzen bildeten eine Gruppe mit den 

Viren aus Eurasien und grenzten sich bei phylogenetischen Analysen von der 

amerikanischen Linie ab (Abb. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10: Phylogenie des N1-Genoms der NPAI-Viren aus Europa, Asien,  
    Nordamerika 
    Nukleotidpositionen der N1-Gens sind 57-1448. 
    Die Bootstrap-Werte sind in Prozent für die Hauptknotenpunkte angegeben.  
    Die bayerischen Stämme sind fett gedruckt. 

                N1=Neuraminidase-Subtyp 1, NPAI=Niedrig pathogene aviäre Influenza     
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Ein weiterer Schwerpunkt unserer Studie war zu erforschen, ob ein NPAI N1-

Reservoir bei Wildvögeln in Bayern existiert und ob bei NPAIV auch N1 aus den 

HPAIV H5N1 vorkommt. Molekular-epidemiologische Untersuchungen von 

Wildvögeln aus dem Jahr 2006 wiesen auf einen heterogenen Ursprung der N1-

Gene und die Existenz mehrerer genetischer Linien in Bayern hin.  

Drei Influenzaviren der Subtypen H1N1 und ein Virus mit unbestimmten HA-Gen (H?) 

aber mit identifizierten N1-Subtyp bildeten die erste genetische NPAI-N1-Linie, die 

eine Verwandtschaft zu Sequenzen aus Italien, Frankreich, Taiwan und der Mongolei 

zeigte (Abb. 2B, Abschnitt 5 (S. 72)). Die zweite genetische Linie mit dem Virus 

Bavaria/42 (H1N1) positionierte sich in einem Stammbaum nahe der ersten Linie, 

war aber die eindeutig unterschiedlich von diesem Cluster (Abb. 2B). Drei NPAI-N1-

Influenzaviren mit unbestimmten HA-Subtyp ließen sich in die dritte genetische Linie 

mit Verwandtschaft zu Sequenzen aus Frankreich einordnen (Abb. 2B (S. 72)). 

Weitere phylogenetische Analysen des bayerischen N1-Gens des Subtyps H11N1, 

der aus Hausenten isoliert wurde, ergaben nur eine entfernte Verwandtschaft mit den 

N1-Sequenzen der Wildvögel aus Frankreich und aus Taiwan (Abb. 2B, s. 

Publikation II). Wie in dieser Abbildung offensichtlich zu sehen ist, gruppierten sich 

die Sequenzen der NPAI-N1-Subtypen in unterschiedlichen Clustern, deutlich 

abgegrenzt vom N1-Gen der HPAI H5N1. Dies weist darauf hin, dass in den Jahren 

2006 und 2007 kein Genomaustausch zwischen bayerischen niedrig und hoch 

virulenten aviären Influenzaviren stattfand. Zusätzlich zeigten die NPAI-N1-Viren (H5 

negativ) keine Deletion in der NA-Stammregion, die für die aktuellen asiatischen 

HPAI-H5N1 charakteristisch ist.  

Erklärungsansätze für diese Ergebnisse finden sich in der Tatsache, dass ein NPAI 

N1-Reservoir bei Wildvögeln in Bayern existiert. Außerdem bekräftigen multiple 

genetische NPAI-N1-Linien eine fortlaufende Entwicklung aviärer Influenzaviren bei 

wild lebenden Wasservögeln in diesem Bundesland. Die Befunde der vorliegenden 

Arbeit heben die Wichtigkeit der Durchführung der Influenza-A-Virus-Überwachungs-

studien bei Wildvögeln in Bayern hervor, da nur so neue Erkenntnisse über die 

Übertragungswege und Weiterverbreitung der aviären Influenza gewonnen werden 

können. 
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7 AUSBLICK 

Die erhobenen Daten und vorgeschlagenen Hypothesen unserer Studie sowie die 

Ergebnisse mehrerer molekular-epidemiologischer Arbeiten, die weltweit durch-

geführt wurden, stützen die Annahme eines positiven Selektionsdrucks bei Influenza-

A-Viren und eines kontinuierlichen Genomaustausches aviärer Influenzaviren 

innerhalb des eurasischen Kontinents.  

Im Hinblick auf das Influenza-A-Vorkommen bei Wildvögeln konnten Hinweise auf die 

Herkunft des AI-Virus gewonnen werden, die die Vermutung erlauben, dass eine 

HPAI-H5N1-Virus-Verbreitung in den Jahren 2006 und 2007 über den Vogelzug 

vermutlich aus Südostasien nach West Afrika, die europäischen Länder, in die 

Schweiz, die Tschechische Republik und das Königreich Saudi-Arabien sowie auch 

nach Bayern stattfand (DUCATEZ et al. 2006 und 2007, RINDER et al. 2007, 

SALZBERG et al. 2007, LE GALL-RECULÉ et al. 2008, KISS et al. 2008, MONNE et 

al. 2008, STARICK et al. 2008, NAGY et al. 2009, SZELECZKY et al. 2009, FINK et 

al. 2010, FUSARO et al. 2010, SMIETANKA et al. 2010).  

Im Gegensatz zur Situation bei HPAI-H5N1-Viren belegten phylogenetische 

Analysen von Genabschnitten niedrig virulenter Influenzaviren die Existenz eines 

Reservoirs von Viren mit H5- und N1-Subkomponenten (in Kombination mit anderen 

NA- bzw. HA-Komponenten) in Bayern. Die oben genannten Daten heben die 

Wichtigkeit der Durchführung von Influenza-A-Virus-Surveillance bei Wildvögeln und 

beim Wirtschaftsgeflügel hervor, auf deren Basis neue Erkenntnisse über die 

weltweiten Übertragungswege der aviären Influenzaviren gewonnen und durch 

präventive Maßnahmen die Influenza-A-Virus-Weiterverbreitung verhindert werden 

können. 

Wie die Befunde von O.I.E., WHO und FLI präsentieren, perpetuieren hoch 

pathogene Viren des Subtyps H5N1 desgleichen bei anscheinend gesunden 

Wasservögeln (O.I.E. 2008a, FLI 2009, Savić et al. 2010). Damit könnten die 

Wildvögel als subklinisch infizierte Carrier und somit als Langzeitvektoren bei der 

aviären Influenzavirus-Ausbreitung über kurze oder weite Distanzen in Fragen 

kommen. Um diese Mechanismen der Virus-Ausbreitung über Wildvögel zu 

erforschen, ist eine kontinuierliche Durchführung der Wildvogelüberwachungsstudien  
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(Lebend- und Totfundmonitoring) von großer Bedeutung. Dessen ungeachtet sollten 

in diesen Studien gleichfalls bisher seltener untersuchte Vogelarten einbezogen 

werden, da die Prävalenz bei diesen Tieren unbekannt ist und möglicherweise 

unterschätzt wird.  

Ein Überwachungsprogramm von kommerziell gehaltenem Geflügel zielt darauf ab, 

durch regelmäßige Untersuchungen frühzeitig das Auftreten nicht nur von HPAIV, 

sondern auch von NPNAIV-H5-H7-Subtypen zu erkennen und zu bekämpfen, da 

diese das Potenzial der Entstehung von novo-Mutanten der hochvirulenten Viren in 

sich bergen. Darüber hinaus wäre die Durchführung experimenteller Studien von 

großer Relevanz, in denen diverse Virusübertragungswege (von Wildvögeln auf das 

Hausgeflügel  und  vom  Geflügel auf  Wildvögel)  unter  feldähnlichen Bedingungen  

(z. B.  unter Beteiligung von verschiedenen Varianten von Sekundärinfektionen) oder 

im Feld untersucht werden. 

Neben der Ein- und Verschleppung aviärer Influenzaviren durch infizierte Wildvögel 

ist ebenfalls über die Infektionsausbreitung durch den Handel zu diskutieren. In 

diesem Fall stellt das infizierte Geflügel selbst das Mittel der Virusweiterverbreitung 

dar, insbesondere wenn sich HPAI-Virus infizierte Vögel in der Inkubationsphase 

befinden oder wenn die entsprechend gehandelten Tiere mit NPAIV infiziert sind und 

keine offensichtlichen Krankheitssymptome vorweisen (beispielsweise Entenarten). 

Die Influenzavirusinfektion kann auf diese Weise effizient durch den legalen oder 

illegalen Import lebenden Federviehs oder dessen Produkte in andere Länder 

verbreitet werden (HARDER et al. 2009). 

 

 

 



     

    

 

113  ZUSAMMENFASSUNG 

  

8 ZUSAMMENFASSUNG 

Seit 2002 wird die aktuelle HPAI H5N1-Epizootie in Asien, Europa und Afrika 

beobachtet. Das Ziel dieser Arbeit war, durch repräsentative Stichproben von 

verschiedenen Wildvogelarten einen umfassenden Überblick zur Prävalenz und zum 

Ursprung von Influenzaviren der Subtypen H5, H7 und N1 in Bayern in den Jahren 

2006 und 2007 zu gewinnen. Ferner stand die Frage nach der Existenz sowohl eines 

HPAI H5N1-Pools als auch eines NPAI-Reservoirs der H5- und N1-Subkomponente 

(nie in Kombination miteinander) in Bayern im Mittelpunkt dieser Studie. 

12.930 Rachen- und Kloakentupfer sowie Gewebeproben von verschiedenen 

Wasservogelarten wurden zwischen Januar 2006 und Dezember 2007 in Bayern 

analysiert. Im dargestellten Zeitraum erfolgte die Detektion vom Matrixproteingen des 

Influenza A Virus mittels RT-rPCR in 291 (2.3 %) Proben. Weiterhin waren die 

kodierenden Regionen für die Hämagglutininkomponente H5 und die N1-

Subkomponente in 35 (0,3 %) gesunden Vögeln identifizierbar, während HPAI H5N1 

Virusgenome (0,7 % (n = 93)) lediglich von toten Wildvögeln aus diesem Bundesland 

stammten. Aviäre Influenzaviren konnten in beiden Jahren bei mindestens 16 

Wildvogelspezies festgestellt werden. Überraschenderweise ergaben sich keine H7-

Subtyp-Nachweise bei wild lebenden Vögeln in diesen beiden Jahren in Bayern. 

Trotz dieses Befundes kann man jedoch das Vorkommen des Subtyps H7 nicht 

ausschließen, da dieser in Bayern sporadisch vorhanden sein könnte, bzw. jederzeit 

eingeschleppt werden kann.  

In dieser Studie wurden in den Jahren 2006 und 2007 multiple Einträge von HPAI 

H5N1 anhand der nachgewiesenen Genotypen Bavaria 1, 2, 3 und 4 belegt. Diese 

Befunde sprechen gegen die Existenz eines H5N1-Reservoirs bei Wildvögeln in 

Bayern. Im Gegensatz hierzu zeigten phylogenetische Analysen die besondere 

Vielfalt und die Existenz multipler genetischer Linien von H5- und N1-NPAI-Viren (nie 

in Kombination miteinander) auf. Dies deutet auf die Präsenz verschiedener NPAI-

H5- und N1-Genpools hin, die sich von bayerischen HPAI H5N1 abgrenzen. Des 

Weiteren wiesen HA-Aminosäureunterschiede der H5-NPAI-Viren (N1 negativ) der 

westeuropäischen genetischen Linie auf eine fortlaufende Entwicklung der NPAI-

Viren bei Wildvögeln in Bayern hin.  
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Zusammenfassend wiesen die erhobenen Daten und Annahmen der vorliegenden 

Arbeit auf ein Vorkommen von H5- und N1-Subkomponenten von hoch- und niedrig 

pathogenen Influenza-A-Viren mit potentieller veterinärmedizinischer Bedeutung bei 

Wildvögeln hin. Diese Erkenntnisse belegen explizit die Wichtigkeit und die 

Notwendigkeit eines kontinuierlichen, flächendeckenden Überwachungsprogramms 

der aviären Influenzaviren (HPAI- und NPAI) bei Wildvögeln und beim 

Wirtschaftsgeflügel (insbesondere Wasservögel). 
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9 SUMMARY  

Since 2002, ongoing epizootic diseases caused by HPAI H5N1 viruses have been 

observed in Asia, Europe and Africa. The aim of this work was to obtain a 

comprehensive overview of the prevalence and the origin of influenza A viruses 

based on the samples isolated from different wild bird species in Bavaria during 2006 

and 2007. Further, the central question of this study was to analyze the presence of a 

HPAI H5N1 pool as well as of a LPAI reservoir of the sub-components H5 and N1 

(never in combination with each other). 

12930 tracheal, cloacal swabs and tissue samples from wildlive birds belonging to 

distinct water fowl species were screened between January 2006 and December 

2007 in Bavaria. 291 (2.3%) influenza A virus positive samples based on matrix 

protein RTr-PCR were detected in this time frame. Furthermore, solitary H5 

hemagglutinin or N1 neuraminidase encoding genes were identified in 35 (0.3%) 

apparently healthy birds; whereas HPAI H5N1 virus genomes were only diagnosed in 

dead wild birds (n = 93; 0.7%) found across Bavaria. At least 16 different bird species 

were affected with avian influenza viruses during both years. Interestingly, the 

subtype H7 was not observed in wild fowls in either year. However, the occurrence of 

the subtype H7 can not be excluded in Bavaria because it might be sporadically 

present in this federal state.  

In this study, multiple import events for H5N1 viruses were confirmed on the basis of 

proven genotypes Bavaria 1, 2, 3 and 4 during the years 2006 and 2007. 

Additionally, our findings argue against an existing HPAI H5N1 reservoir in aquatic 

birds in Bavaria. In contrast, phylogenetic analyses of LPAI H5 and N1 sequences 

(never in combination with each other) revealed a marked diversity and multiple 

genetic lineages. This indicates the existence of different LPAI gene pools which also 

separated from the Bavarian HPAI H5N1. Moreover, the hemagglutinin amino acid 

differences between LPAI H5 viruses of a western European genotypic lineage 

observed in wild birds suggest a continuous evolution of LPAI viruses in Bavaria.  
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Taken together, the outcome and the hypothesis of the present work revealed the 

potential role of the high and low pathogenic sub-components H5 and N1 in 

veterinary medical field. These results emphasize explicitly the importance and the 

necessity of an active surveillance program of avian influenza viruses (HPAI and 

LPAI) in wild bird and domestic poultry. 
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11.3 Im Rahmen dieser Arbeit sequenzierte Influenza A Viren  

Tab.3: Veröffentlichte Sequenzen der Influenza-A-Viren (2006)  

(2006 - 2007)  

 

1
National Center for Biotechnology Information, AIV=Aviäre Influenza Virus, HA=Hämagglutinin, NA=Neuraminidase, NP=Nukleoprotein, PA=Polymerase acid Protein,  

 HPAI=Hoch pathogene aviäre Influenza, NPAI=Niedrig pathogene aviäre Influenza, H? und N?=Der HA- bzw. NA-Subtyp ist unbekannt 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Gen-Datenbank  Zugangsnummer in NCBI
1
 

       

 
 

Name und der Subtyp der AIV-Sequenzen 
 

 

 
 

Pathogenität 
 

 

HA 
 

 

 

NA 
 

 

 

NP 
 

 
 

PA 
 

  

 
         

A/tufted duck/Bavaria/4/2006 (H5N1) HPAI EF165048  EF165571  -  - 

A/buzzard/Bavaria/5/2006 (H5N1) HPAI EF165049  EF165572  -  - 

A/swan/Bavaria/6/2006 (H5N1) HPAI EF165050  EF165573  -  - 

A/common pochard/Bavaria/7/2006 (H5N1) HPAI EF165051  EF165574  -  - 

A/tufted duck/Bavaria/8/2006 (H5N1) HPAI EF165052  -  -  - 

A/tufted duck/Bavaria/9/2006 (H5N1) HPAI EF165053  EF165575  -  - 

A/eagle owl/Bavaria/10/2006 (H5N1) HPAI EF165054  EF165576  -  - 

A/common buzzard/Bavaria/11/2006 (H5N1) HPAI EF165055  EF165577  -  - 

A/mute swan/Bavaria/12/2006 (H5N1) HPAI EF165056  EF165578  -  - 

A/buzzard/Bavaria/13/2006 (H5N1) HPAI EF165057  EF165579  -  - 

A/swan/Bavaria/14/2006 (H5N1) HPAI EF165058  EF165580  -  - 

A/falcon/Bavaria/15/2006 (H5N1) HPAI EF165059  EF165581  -  - 

A/swan/Bavaria/16/2006 (H5N1) HPAI EF165060  EF165582  -  - 

A/swan/Bavaria/17/2006 (H5N1) HPAI EF165061  EF165583  -  - 

A/goosander/Bavaria/18/2006 (H5N1) HPAI EF165062  EF165584  -  - 

A/goldeneye duck/Bavaria/19/2006 (H5N1) HPAI EF165063  EF165585  -  - 

A/goosander/Bavaria/20/2006 (H5N1) HPAI EF165064  EF165586  -  - 

A/swan/Bavaria/21/2006 (H5N1) HPAI EF165065  EF165587  -  - 

A/great crested grebe/Bavaria/22/2006 (H5N1) HPAI EF165066  EF165588  GU046732  GU046733 

A/swan/Bavaria/23/2006 (H5N1) HPAI GU046706  GU046707  -  - 

A/swan/Bavaria/24/2006 (H5N1) HPAI GU046708  GU046709  -  - 

A/swan/Bavaria/25/2006 (H5N1) HPAI GU046710  GU046711  -  - 
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Gen-Datenbank  Zugangsnummer in NCBI
1
 

       

 
 

Name und der Subtyp der AIV-Sequenzen 
 

 

 
 

Pathogenität 
 

 

HA 
 

 

 

NA 
 

 

 

NP 
 

 
 

PA 
 

  

 
         

A/tufted duck/Bavaria/26/2006 (H5N1) HPAI GU046712  GU046713  GU046714  GU046715 

A/tufted duck/Bavaria/27/2006 (H5N1) HPAI GU046716  GU046717  -  - 

A/mute swan/Bavaria/28/2006 (H5N1) HPAI GU046718  GU046719  -  - 

A/swan/Bavaria/29/2006 (H5N1) HPAI GU046720  GU046721  -  - 

A/common pochard/Bavaria/30/2006 (H5N1) HPAI GU046722  GU046723  -  - 

A/great crested grebe/Bavaria/31/2006 (H5N1) HPAI GU046724  GU046725  -  - 

A/swan/Bavaria/32/2006 (H5N1) HPAI GU046726  GU046727  -  - 

A/swan/Bavaria/33/2006 (H5N1) HPAI GU046728  GU046729  -  - 

A/goosander/Bavaria/34/2006 (H5N1) HPAI GU046730  GU046731  -  - 

A/mallard/Bavaria/35/2006 (H5N?) NPAI GU046734  -  -  - 

A/mallard/Bavaria/36/2006 (H5N3) NPAI GU046735  GU046736  -  - 

A/mallard/Bavaria/37/2006 (H5N?) NPAI GU046737  -  -  - 

A/mallard/Bavaria/38/2006 (H5N3) NPAI GU046738  GU046739  -  - 

A/mallard/Bavaria/39/2006 (H5N3) NPAI GU046740  GU046741  -  - 

A/mallard/Bavaria/40/2006 (H5N?) NPAI GU046742  -  -  - 

A/mallard/Bavaria/41/2006 (H5N?) NPAI GU046743  -  -  - 

A/mallard/Bavaria/42/2006 (H1N1) NPAI GU046744  GU046745  -  - 

A/wild duck/Bavaria/43/2006 (H1N1) NPAI -  GU046746  -  - 

A/wild duck/Bavaria/44/2006 (H?N1) NPAI -  GU046747  -  - 

A/wild duck/Bavaria/45/2006 (H1N1) NPAI -  GU046748  -  - 

A/mallard/Bavaria/46/2006 (H?N1) NPAI -  GU046749  -  - 

A/mallard/Bavaria/47/2006 (H?N1) NPAI -  GU046750  -  - 

A/mallard/Bavaria/48/2006 (H?N1) NPAI -  GU046751  -  - 

A/duck/Bavaria/49/2006 (H11N1) NPAI -  GU046753  -  - 
         

1
National Center for Biotechnology Information, AIV=Aviäre Influenza Virus, HA=Hämagglutinin, NA=Neuraminidase, NP=Nukleoprotein, PA=Polymerase acid Protein,  

 HPAI=Hoch pathogene aviäre Influenza, NPAI=Niedrig pathogene aviäre Influenza, H? und N?=Der HA- bzw. NA-Subtyp ist unbekannt 

Tab. 3: Fortsetzung  
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 Gen-Datenbank  Zugangsnummer in NCBI
1
  

       

 

 

Name und der Subtyp der AIV-Sequenzen 
 

 

 

Pathogenität 
 

 

HA 
 

 
 

NA 
 

 
 

NP 
 

  

PA 
 

  

 
         

A/swan/Bavaria/2/2007 (H5N1) HPAI GU046754  GU046755  GU046756  GU046757 

A/mute swan/Bavaria/3/2007 (H5N1) HPAI GU046758  GU046759  -  - 

A/canada goose/Bavaria/4/2007 (H5N1) HPAI GU046760  GU046761  -  - 

A/swan/Bavaria/5/2007 (H5N1) HPAI GU046762  GU046763  -  - 

A/swan/Bavaria/6/2007 (H5N1) HPAI GU046764  GU046765  -  - 

A/swan/Bavaria/7/2007 (H5N1) HPAI GU046766  GU046767  -  - 

A/swan/Bavaria/8/2007 (H5N1) HPAI GU046768  GU046769  -  - 

A/swan/Bavaria/9/2007 (H5N1) HPAI GU046770  GU046771  -  - 

A/greylag goose /Bavaria/11/2007 (H5N1) HPAI GU046772  GU046773  -  - 

A/wild duck/Bavaria/12/2007 (H5N1) HPAI GU046774  GU046775  -  - 

A/wild duck/Bavaria/13/2007 (H5N1) HPAI GU046776  GU046777  GU046778  GU046779 

A/wild duck /Bavaria/14/2007 (H5N1) HPAI GU046780  GU046781  -  - 

A/swan/Bavaria/15/2007 (H5N2) NPAI GU046782  GU046783  -  - 
         

Tab.4: Publizierte Gensequenzen aviärer Influenzaviren (2007) 

1
National Center for Biotechnology Information, AIV=Aviäre Influenza Virus, HA=Hämagglutinin, NA=Neuraminidase, NP=Nukleoprotein, PA=Polymerase acid Protein,  

 HPAI=Hoch pathogene aviäre Influenza, NPAI=Niedrig pathogene aviäre Influenza 
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