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Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung
hochpathogener aviarer Influenzavirus-A-Stamme der Subtypen H5 und H7
und davon abgeleiteter Laborstamme
gemaB § 5 Absatz 1 GenTSV

Influenza-A-Viren verflgen Uber ein einzelstrangiges, negativ-orientiertes, segmentiertes
RNA-Genom. Sie sind der Familie der Orthomyxoviridae zugeordnet und werden auf Basis
der antigenen Eigenschaften ihrer Glykoproteine Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase
(NA) in Subtypen unterteilt. Bislang sind 18 unterschiedliche HA (H1-18) und 11 unterschied-
liche NA (N1-11) Subtypen bekannt, die in verschiedenen Kombinationen (Bezeichnung
HxNy, z. B. H5N1) auftreten kénnen. Mit Ausnahme der Subtypen H17N10 und H18N11 las-
sen sich alle Influenza-A-Viren in Végeln nachweisen, so dass diese Tiere als natlrliches
Reservoir angesehen werden [1, 2]. In der Regel verlaufen Infektionen bei Végeln ohne
schwerwiegende Symptomatik. Einzelne Virussubtypen kdnnen jedoch eine generalisierte
Infektion mit hoher Letalitat insbesondere bei Nutzgefligel verursachen. Viren mit diesen
Eigenschaften werden als hochpathogene aviére Influenza-A-Viren (HPAIV) oder als Geflu-
gelpest bezeichnet. Bislang handelte es sich bei HPAIV ausschlieBlich um Viren der Subty-
pen H5 oder H7, die an der Spaltstelle des HA multiple basische Aminosauren aufweisen.
Basische Aminosauren im Spaltbereich ermdglichen die Spaltung des HA-Vorlauferproteins
durch ubiquitére zelluldre Proteasen und erlauben somit die systemische Ausbreitung der
Viren im Korper [3, 4]. HPAIV kénnen sich in einem Geflligelbestand rasch ausbreiten und
verursachen so groBe wirtschaftliche Schaden. Die Ubertragung findet durch virushaltige
Aerosole sowie den direkten Kontakt von mukosalen Membranen mit infektidsen Sekreten
statt. Infektionen des Menschen mit hochpathogenen aviaren Influenza-A-Viren treten nur
sporadisch auf, wobei einige Subtypen, insbesondere einige H5N1-Stamme, schwerwiegen-
de Erkrankung verursachen kénnen.

Die Richtlinie 2005/94/EG des Rates vom 20. Dezember 2005 gibt Empfehlungen zur Be-
kampfung der avidaren Influenza. In Anhang | Nr. 2 der Richtlinie findet sich zudem eine Defi-
nition fr den Begriff ,hochpathogene aviére Influenza (HPAI)*:

a. Viren der aviaren Influenza der Subtypen H5 oder H7 mit einer Genomsequenz, wie sie
auch bei anderen hochpathogenen Gefllgelpestviren festgestellt wird, die fir multiple
basische Aminosauren im Spaltbereich des Hamagglutininmolekdils kodiert, d.h. das
Hamagglutininmolekdl kann von einer ubiquitdren Wirtszellprotease gespalten werden
oder

b. Viren der avidren Influenza mit einem intravenésen Pathogenitatsindex von tber 1,2 bei
6 Wochen alten Hihnern.

Diese Definition wird auch von der World Organisation of Animal Health (OIE) verwendet. Im
Gegensatz dazu werden avidre Viren, die die oben genannten Kriterien nicht erfillen, als
niedrigpathogene Influenza-A-Viren oder als low pathogenic avian influenzaviruses (LPAIV)
bezeichnet. Die Begriffe niedrig- bzw. hochpathogen beziehen sich dabei ausschlie3lich auf
die Pathogenitat der Viren im Vogel. So ist z. B. das neuartige aviare Virus H7N9 trotz seiner
hohen Pathogenitat fir den Menschen eindeutig den niedrigpathogen aviaren Viren zuzu-



ordnen, da es keine erkennbare Erkrankung im Gefligel hervorruft und auch nicht Uber die
HPAIV-typischen multiplen basischen Aminos&uren im Spaltbereich des HA verfigt [5].

Stellungnahme der ZKBS

Far den Umgang mit hochpathogenen aviaren Influenza-A-Viren (HPAIV) werden Sicher-
heitsmaBnahmen der Stufe 3 empfohlen. Die ZKBS bewertet die Kriterien des Anhangs | Nr.
2 der Richtlinie 2005/94/EG als relevant fir die Einordnung eines Influenzavirusstammes als
HPAIV.

Risikobewertung HPAIV-abgeleiteter Laborstamme

Influenzaviren zeigen eine ausgepragte genetische Variabilitét, die auf einer hohen Mutati-
onsfrequenz und der Fahigkeit zur genetischen Reassortierung beruht. Mutationen des Ge-
noms konnen bei hdheren Passagenzahlen, Wechsel des Wirtsorganismus oder der Zelllinie
auftreten und von Anderungen der Pathogenitat begleitet werden [6, 7]. Auch Reassortanten
kénnen gegenlber ihren Parentalstdmmen ein veréndertes pathogenes Potenzial aufweisen
[8, 9]. FUr die hohe Pathogenitat aviarer Influenzaviren in Végeln ist das Vorhandensein mul-
tipler basischer Aminosauren an der Spaltstelle des HA von herausragender Bedeutung. So
wurde gezeigt, dass sich die Pathogenitat eines HPAIV deutlich reduziert, wenn die basi-
schen Aminosauren im Spaltbereich deletiert werden und somit eine Spaltstelle entsteht, wie
sie fUr niedrigpathogene aviare Influenza-A-Viren charakteristisch ist [10]. Allerdings konnte
auch demonstriert werden, dass neben der Spaltstelle weitere Faktoren zur hohen Pathoge-
nitdt von HPAIV beitragen [11]. So konnten in mehreren Studien rekombinante oder
reassortante Viren mit multiplen basischen Aminosauren in der Spaltstelle erzeugt werden,
die sich aber nur zu einem Teil als hochpathogen fir Hihner erwiesen [8, 12, 13]. Daher ist
fir die Einordnung eines aviaren Influenzavirus als HPAIV sowohl das Vorhandensein von
multiplen basischen Aminosauren an der Spaltstelle des Hamagglutinins als auch die Patho-
genitat entscheidend. Die Einordnung eines aviaren Influenzavirus als LPAIV ist andererseits
nicht automatisch gleichbedeutend mit der Einstufung des Virus in die Risikogruppe 2. So
ist seit Auftauchen des neuartigen aviaren Influenza-A-Virus H7N9 ein Virus des Subtyps H7
bekannt, welches den LPAIV zugeordnet wird, jedoch im Menschen eine schwerwiegende
Erkrankung verursachen kann und daher der Risikogruppe 3 zugeordnet wurde [14]. Daher
sind aviare Viren nicht allein bezlglich ihres Geféahrdungspotenzials fir Gefliigel zu bewer-
ten, sondern missen auch auf ihr Gefahrdungspotenzial fir den Menschen und ggf. andere
Saugetiere Uberprift werden. Letzteres gilt insbesondere dann, wenn Laborstdmme (siehe
Hinweis I) verwendet werden, die sich von einem hochpathogenen aviaren Virus ableiten.

Die Bewertung von HPAIV und davon abgeleiteter Laborstdmme durch die ZKBS erfolgt da-
her anhand unten gelisteter Kriterien:

1. Isolate einer generalisierten aviaren Influenza oder ungeprifte HPAIV-Stdmme geman
der Definition des Anhang | Nr. 2 der Richtlinie 2005/94/EG vom 20. Dezember 2005
werden als Spender- und Empfangerorganismen fir gentechnische Arbeiten geman §
5 Absatz 1 GenTSV i.V.m. den Kriterien im Anhang | GenTSV der Risikogruppe 3 zu-
geordnet.

2. Laborstamme (siehe Hinweis 1), die sich von den unter Nr. 1 genannten aviaren In-
fluenzaviren ableiten, kénnen durch die ZKBS der Risikogruppe 2 zugeordnet werden,
wenn eine geringe Pathogenitat fir Gefligel gezeigt wurde (erflllt eines der unter a. -
d. gelisteten Kriterien) und das Geféahrdungspotenzial fiir den Menschen héchstens als
gering zu bewerten ist (siehe Kriterien e. - f.):

a. Es handelt sich um Viren der avidren Influenza mit einem intravenésen Pathogeni-
tatsindex von unter 1,2 bei 6 Wochen alten Hihnern, bei einer Infektionsdosis von
108 plaque forming units (pfu).



. Es handelt sich um Viren der aviaren Influenza mit einem intravendsen Pathogeni-
tatsindex von Uber 1,2 bei 6 Wochen alten Hiihnern, Infektionsdosis 108 pfu, bei de-
nen aber keine Ubertragung bei 10 experimentell infizierten Hiihnern auf 6 Sentinel-
hihner festgestellt wird. Die infizierten Hilhner werden 24 Stunden nach der Infekti-
on den SentinelhGihnern zugeflhrt. Die Haltung erfolgt bei gemeinsamer Futterquel-
le und Tranke und maximal 15 m? Stallflache. Nach Auftreten von Krankheitssymp-
tomen der infizierten Tiere werden die Sentineltiere 10 Tage kontrolliert. Gemessen
wird die symptomatische Infektion der Sentinelhihner.

. Es handelt sich um Viren der avidren Influenza, die nach nasaler oder intratrachea-
ler Infektion von 6 Wochen alten Hihnern, Infektionsdosis 10° pfu, keine systemi-
sche Infektion zeigen.

. Es handelt sich um Viren der aviaren Influenza, die nach nasaler oder intratrachea-
ler Infektion von 6 Wochen alten Hihnern, Infektionsdosis 10° pfu, eine systemi-
sche Infektion hervorrufen, bei denen aber keine Ubertragung von 10 experimentell
infizierten HOhnern auf 6 SentinelhGhner festgestellt wird. Die infizierten HOhner
werden 24 Stunden nach der Infektion den SentinelhGihnern zugefihrt. Die Haltung
erfolgt bei gemeinsamer Futterquelle und Tranke und maximal 15 m? Stallflache.
Nach Auftreten von Krankheitssymptomen der infizierten Tiere werden die Sentinel-
tiere 10 Tage kontrolliert. Gemessen wird die symptomatische Infektion der Senti-
nelhihner.

Handelt es sich bei einem HPAIV-abgeleiteten Laborstamm um einen Virustyp, welcher
nachweislich schwere Erkrankungen beim Menschen verursachen kann oder um ein
Virus, welches an ein Sdugetier adaptiert wurde, missen fir eine Einstufung in die Ri-
sikogruppe 2 zusétzlich folgende Kriterien erfillt sein.

e. Handelt es sich um einen Laborstamm, welcher sich von einem Virustyp ableitet,

der bereits nachweislich schwere Erkrankungen im Menschen ausgeldst hat, mis-
sen fUr den abgeleiteten Laborstamm klare Hinweise auf eine Attenuierung im Men-
schen erbracht werden. Dies kann durch die Testung in einem geeigneten Sauger-
modell erfolgen. In Einzelféllen, insbesondere wenn Sequenzdaten eine starke Atte-
nuierung als hdchst wahrscheinlich erscheinen lassen (z. B. Deletion des NS1-
Gens) kann ggf. auf den Nachweis der Attenuierung im Tiermodell verzichtet wer-
den. Flr Laborstamme, die sich von humanpathogenen H5N1-Viren ableiten, wird
zusatzlich die Veranderung der HA-kodierenden Sequenz empfohlen (siehe Hinweis

).

. Handelt es sich um einen Laborstamm, welcher sich von einem Virustyp ableitet,
der bisher nicht mit schweren Erkrankungen im Menschen assoziiert ist, dieser je-
doch durch Passagierung an ein Saugetier adaptiert wurde, muss Uberprift werden,
ob die Adaptation zu einer Erhéhung des Gefahrdungspotenzials fir den Menschen
fihrt. FOr die Beurteilung des Gefahrdungspotenzials sind die Pathogenitat sowie
die Transmissibilitat im S&uger ein wichtiges Kriterium, wobei die Unterschiede des
verwendeten Tiermodells zur menschlichen Physiologie zu bertcksichtigen sind.
Weiterhin kdnnen Ergebnisse aus relevanten in-vitro-Versuchen (z. B. Bindungsaffi-
nitétstest fir a-2,6-verknipfte Sialinsauren, Sensitivitdt gegenlber antiviralen zellu-
laren Effektoren) und die Historie des Virus (Ursprung, Passagierung und ggf. bishe-
rige Verwendung) in der Bewertung bertcksichtigt werden.

Verwendung von HPAIV-abgeleiteten Laborstammen

Wurde ein HPAIV-abgeleiteter Laborstamm der Risikogruppe 2 zugeordnet, werden fir den
Umgang SicherheitsmaBnahmen der Stufe 2 empfohlen. Werden herabgestufte Stamme
jedoch als Spenderorganismen fiir weitere gentechnische Arbeiten verwendet, ist zu berick-
sichtigen, dass ein abgeleiteter Laborstamm ggf. Virulenzmerkmale eines HPAIV (z. B. ein
HA mit multiplen basischen Aminosauren im Spaltbereich) tragen kann. Daher ist insbeson-
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dere bei der Ubertragung von Nukleinsdureabschnitten von einem HPAIV-abgeleiteten La-
borstamm auf andere Influenza-A-Viren zu Uberprifen, ob die zu Ubertragenden Abschnitte
in ihrer Sequenz identisch mit denen des Ursprungs-HPAIV sind. Werden identische Nukle-
insdureabschnitte Gbertragen, ist das Gefahrdungspotenzial des urspriinglichen HPAIV in die
Risikobewertung miteinzubeziehen. Daher wird empfohlen, dass HPAIV-abgeleitete Labor-
stdmme bei Anmeldung bzw. Anzeige einer gentechnischen Arbeit unter Angabe der
Stammbezeichnung aufgefiihrt werden. Die bloBe Nennung des Subtyps ist in diesem Fall
flr eine Bewertung der gentechnischen Arbeit nicht ausreichend.

Hinweise

Unter einem Laborstamm wird ein Virusstamm verstanden, der durch mehrere Passa-
gen, in Ausnahmefallen auch durch gentechnische Veranderungen, an die Virusvermeh-
rung im Hihnerei, in Ublichen Zelllinien oder einem Modellorganismus adaptiert wurde.
Unter Adaptation wird nicht der kurzzeitige Wechsel des Wirtsorganismus fir ein Expe-
riment verstanden.

Aufgrund der besonderen Bedeutung sowohl fir Geflligelbestdnde als auch fir den
Menschen, kdnnen Laborstdmme, die sich von humanpathogenen Viren des Subtyps
H5N1 ableiten, nicht der Risikogruppe 2 zugeordnet werden, solange sie ein Wildtyp-
identisches HA tragen.

Grundsatzlich wird empfohlen, gentechnische Arbeiten mit Influenzavirus-A-Stammen
der Subtypen H5 oder H7 im Einzelfall durch die ZKBS prifen zu lassen.
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