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Nutzung von Tranketupfern in der
Geflugelpestdiagnostik

Ein Exrfahrungsbericht aus Mecklenburg-Vorpommern

Carola Wolf, Matthias Seelmann

In Mecklenburg-Vorpommern wurden bei der Routinediagnostik auf
Avidre Influenza in Gefliigelbestédnden Tranketupfer entnommen und
die Ergebnisse mit denen der parallel entnommenen kombinierten
Rachen-/Kloakentupfer verglichen. Die Erfahrungen sind hier kurz
zusammengefasst.

Bei Verdacht auf anzeigepflichtige Tierseuchen, meldepflichtige Tier-
krankheiten oder nach Animal Health Law (AHL, Verordnung EU 2016/429)
gelistete Seuchen bzw. Zoonosen werden im Regelfall Proben direkt von
lebenden oder toten Tieren untersucht. Bei Fragestellungen wie Moni-
toring, Uberwachung der Unverdéchtigkeit, Freitestung von Kontakt-
bestanden etc. ist die Untersuchung von Umgebungsproben (z. B. Staub,
Giille, Sockentupfer, Kaustricke) oder Sammel- bzw. Poolproben (z. B.
Sammelkot, Tank-/Poolmilch, Poolserum, Hodensaft) teilweise gesetzlich
verankert (wie bei der Umsetzung der , Verordnung (EG) Nr. 2160/2003
des Européischen Parlaments und des Rates vom 17. November 2003
zur Bekdmpfung von Salmonellen und bestimmten anderen durch
Lebensmittel iibertragbaren Zoonoseerregern” mit nachfolgenden Ande-
rungsverordnungen). Weitere mdgliche Untersuchungsanldsse waren die
Verbringung zur Ausstellung bzw. zur Schlachtung. Es werden aber auch
Proben, die im Zusammenhang mit biotechnologischen MaBnahmen ent-
stehen, auf diverse, z. T. auch auBerhalb der Anzeige- bzw. Meldepflicht
liegende Tierkrankheiten untersucht (z. B. Ohrstanzen nach der ,,Verord-
nung zum Schutz der Rinder vor einer Infektion mit dem Bovinen Virus-
diarrhoe-Virus (BVDV-Verordnung)“ vom 11.12.2008, Fleischsaft nach
Schweine-Salmonellose-Verordnung vom 13.03.2007). Es handelt sich

um material- und zeitsparende, fiir den Bestand aussagekraftige und
nicht zuletzt kostengiinstige Verfahren aus vergleichsweise leicht und
tierschonend zu gewinnenden Proben.

Grundsatzliche Uberlegungen zum Einsatz von
Tranketupfern

Zur Untersuchung auf Avidre Influenza (Al)-Viren ist in Geflligelbe-
stdnden die Gewinnung kombinierter Rachen-/Kloakentupfer von
individuellen, lebenden Tieren zeitaufwéndig und mit hohen Belas-
tungen fiir alle Beteiligten verbunden. Dariiber hinaus wird im Labor
ein erheblicher Ressourcenverbrauch generiert. Im Landesamt fiir
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-
Vorpommern (LALLF M-V) wurden 2023 rund 3000 solcher Proben
(ein Drittel einzeln, zwei Drittel im Pool) auf Al-Viren untersucht. Im
Zusammenhang mit epidemiologischen Fragestellungen wurden bei
Gefligelpestausbriichen auch Futter- und diverse Staub-/Umgebungs-
proben (Tupfer vom Eierband, Liifter etc.) auf Al-Viren getestet, teils mit
plausibel positivem Ergebnis.

Die bisher wenig etablierte Gewinnung und Untersuchung von
Tranketupfern in Putenhaltungen ist eine tierschonende Methode zur
Erlangung von aussagekréaftigen Bestandsproben [1]. Jedes Tier mit einer
Atemwegsinfektion hinterldsst bei der Wasseraufnahme geringe Mengen
seines infektiosen Atemwegssekrets in/an der Trénke. Nach Sieverding
[1] ist bereits vor dem Auftreten erster klinischer Auffalligkeiten Al-Virus-
material in den Trénken enthalten. Mit der Beprobung von gleichmaBig
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im Stall verteilten Tranken erhdlt man annéhernd von jedem infizierten
Tier geringste Mengen Atemwegssekret [1]. Im Vergleich zu Sammel-
kotproben oder auch Kloakentupfern befinden sich in Tranketupfern nur
wenig Verunreinigungen bzw. potenzielle PCR'-Inhibitoren, sodass sehr
sensitive Al-PCR-Nachweise moglich sein sollten.

Material und Methodik
Insgesamt wurden im LALLF M-V bisher Trénketupfer aus 18 Stallein-
heiten untersucht. Die ersten Tranketupfer wurden Ende des Jahres
2023 bei Verdacht auf Gefliigelpest in einem Wassergefliigelbestand
zusétzlich zu den amtlichen Rachen-/Kloakentupfern eingesandt. 2024
wurden sowohl bei der Uberwachung unverdéchtiger Kontaktbestinde
als auch bei klinischem Gefliigelpestverdacht in Legehennen- und Puten-
bestinden Tranketupfer zusétzlich zu den gesetzlich vorgeschriebenen
Rachen-/Kloakentupfern untersucht. Im Fall von klinischem Al-Verdacht
und bei paralleler Einsendung verendeter Tiere zur Sektion (hier nicht
dargestellt) wurden in drei Fallen weniger als 20 Kombitupfer eingesandt.

Die Entnahme von Trinketupfern erfolgte mit dem Sigma Virocult®-
System und ist exemplarisch in Abbildung 1 und 2 dargestellt. Details
zur Entnahme von Tranketupfern sind in der Arbeit von Sieverding [1]
dargelegt.

Die Nukleinsaureextraktion erfolgte mit dem NucleoMag® VET-Kit
(Fa. Macherey-Nagel), die generische AIV-PCR? mit dem virotype®

! Polymerase-Chain-Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
® PCR zum Nachweis von Influenzavirus A, unabhéngig vom Subtyp

Abb. 2: Entnahme von Trénketupfern an Strangtranken
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Influenza A 2.0 RT-PCR-Kit sowie eine Subtypisierungs-PCR®
mit dem virotype® Influenza A H5/H7/H9 RT-PCR-Kit (beide Kits
Fa. Indical). Parallel zu den insgesamt 125 Tranketupfern wurden
die kombinierten Rachen-/Kloakentupfer repréasentativer Stichpro-
ben (insgesamt 397) aus den jeweiligen Bestdnden untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung sind in der Tabelle 1
aufgelistet. Beginnend im Dezember 2023 wurden im LALLF M-V erst-
mals Tranketupfer parallel zu kombinierten Rachen-/Kloakentupfern bei
Ausbruch der Gefliigelpest in einem Wassergefliigelbestand untersucht.
In den insgesamt 18 Einsendungen wurde in 17 Féllen eine Uberein-
stimmung der Ergebnisse zwischen Trénketupfern und kombinierten
Rachen-/Kloakentupfern festgestellt. Nur einmal lag durch die fehlende
Auswertbarkeit der Tranketupfer eine Abweichung vor.

® hier PCR zur Bestimmung der Hamagglutinin-Subtypen von Influenza A-Viren

Be- Tier- . Ergebnis
stinde | art Vorbericht (IVA%) Bewertung
9x Kontaktbestand zu
Huhn | HPAI KTundTT | . .
W 1x | H5N1-Ausbruchs- negativ Lty
Pute | bestand ohne Klinik
Kontaktbestand zu . 2 x Ubereinstim-
HPAI KT negativ, mung
8 Huhn H5N1-Ausbruchs- a.tsgsﬁ)n' a 1 x keine Bewer-
bestand ohne Klinik tung mgl.
Verendungen, Ubereinstimmung,
1 Pute | Sektion: kein ﬁ: I:IETT Verendung tech-
Al-Verdacht 9 nol. bedingt
Enten mit Klinik KT und TT
positiv
Ente | Génse ohne Klinik, KT und TT L
1 ) " Ubereinstimmung
Gans | ohne Sentinel positiv
Enten ohne Klinik, mit | KT und TT
Sentinel (gesund) negativ
Stall 1 ohne Klinik KT und TT o -
ositiv Ubereinstimmung
p (TT bereits im
! Hufin Stall ohne Kiinik
Stall 2 mit Klinik und KT und TT ositvl)
H5N1 aus Verendungen | positiv p ’
Hiihner mit H5N1 KT und TT
positiv
1 E:tr; " Ubereinstimmung
Enten ohne Klinik KT und TT
(rdumlich getrennt) negativ
Stall 1 ohne Klinik KTund TT | Ubereinstimmung
negativ
1 Huhn Stall 2 mit Klinik und KT positiv, Ubereinstimmung,
H5N1 aus Verendungen | TT 2 positiv, | aber 1 TT ,falsch“
1 negativ negativ*

* IVA: Influenzavirus A aus Al- bzw. H5/H7/H9-PCR
** Nippeltrdanke ohne Auffangschale

Tab. 1: Untersuchung von Tranketupfern (TT) parallel zu kombinierten
Rachen-/Kloakentupfern (KT) im Rahmen der Gefliigelpestdiagnostik in M-V
2023/2024
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Auch der Al-Ausbruch bei Wassergefliigel, das selbst bei Infektionen
mit hochpathogenen Al-Viren Klinisch unaufféllig bleiben kann, sofern
keine Sentinelhiihner im Bestand sind, wurde richtig erkannt. Im vorlie-
genden Fall waren Tranketupfer bereits in einer Herde ohne Sentineltiere
Al-positiv, in der noch keine klinischen Symptome, geschweige denn
Verluste auftraten. Im zugehdrigen klinisch unauffalligen Puten-Kontakt-
bestand waren sowohl die Tranketupfer als auch die kombinierten
Rachen-/Kloakentupfer in der Al-PCR negativ.

Auf die Angabe der ct-Werte* aus Kombi- und Tranketupfern wurde in
Tabelle 1 aus Griinden der Datenmenge bzw. Ubersichtlichkeit verzichtet.
Die Werte der Trénketupfer lagen im Mittel 3 bis 9 Act® héher als die Wer-
te der Kombitupfer. Exemplarisch seien zur GroBenordnung der Tranke-
tupfer die ct-Werte des Falls in Tabelle 1 Zeile 5 genannt: Im Klinisch
unauffalligen Stall 1 lagen die ct-Werte der Tranketupfer zwischen 26 und
34 (Mittelwert 30,7), im klinisch auffalligen Stall 2 zwischen 25 und 27
(Mittelwert 25,8), wahrend die ct-Werte der Kombitupfer verendeter Tiere
aus Stall 2 zwischen 17 und 23 betrugen.

Wenngleich die Probenmatrix , Tranketupfer” auBerhalb der Zulas-
sung des Testkitherstellers liegt, lieBen sich bei ausreichend vorhande-
nem Biofilm valide PCR-Ergebnisse erzielen. Im Al-positiven Fall waren
aus den Tranketupfern schon in der Al-PCR ausnahmslos gut auswert-
bare Signale der sogenannten ,endogenen internen Kontrolle“ (B-Actin,
Housekeeping-Gen aus tierischen Zellen zur Bestatigung der korrekten
Entnahme, Extraktion und Amplifikation) zu verzeichnen. Diese Kontrolle
zeigt an, dass bei der Probenahme tierische Zellen aufgenommen
wurden und schlieBt u. a. falsch negative Ergebnisse durch fehlenden
Tierkontakt i. w. S. aus. Im Al-negativen Fall (z. B. bei Untersuchung
von Kontaktbestianden) fielen diese internen Kontrollen in Tranke-
tupfern jedoch aufgrund des Vorhandenseins von nur wenig zelluldrem
Material iiberwiegend schwach aus bzw. fehlten, was zu teils nicht
auswertbaren (n. a.) Ergebnissen fiihrte. Insbesondere wenn aufgrund
der Trénkekonstruktion wenig Biofilmfliche bestand (Strangtranken,
v. a. Nippeltrdnken ohne Auffangschale), trat dieses Problem auf. Bei
Verwendung des H5/H7/H9-Typisierungskits mit einer synthetischen,
sogenannten ,.exogenen internen Kontrolle®, die lediglich den Erfolg der
Amplifikation abbildet, waren hingegen in allen Tranketupfern akzep-
table Signale der internen Kontrolle zu verzeichnen und die Ergebnisse
zumindest technisch auswertbar. Diese synthetische Kontrolle wird der
PCR hinzugefiigt und schlieBt lediglich falsch negative Ergebnisse durch
Inhibition der PCR aus.

Um bei Nippeltrdnken ohne Auffangschale geniligend zelluldres
Material zu erhalten, ware es ratsam, den Nippel mit dem Tupfer abzu-
wischen und zusatzlich den Tupfer mit dem feuchten Material vom Boden
unterhalb der Nippeltranke zu benetzen. Aus Griinden der Ressourcen-
schonung und Effektivierung des Verfahrens wurden seit Februar 2024
die Tranketupfer nur noch mit der H5/H7/H9-Typisierungs-PCR unter-
sucht. Diese Vorgehensweise vermindert einerseits nicht auswertbare
Ergebnisse, birgt allerdings theoretisch die Gefahr falsch negativer
Ergebnisse bei fehlender Erfassung von Gefliigelzellen bei der Probe-
nahme. Nach eigenen Erfahrungen wird im Fall von Gefliigelpest im Be-
stand jedoch von erkrankten Tieren so viel zelluldres Material freigesetzt,
dass selbst 5 Wochen nach der Bestandsrdumung und erfolgter erster

* cycle threshold (Schwellenwertzyklus): Die Zahl der Zyklen in einer PCR, die nétig
sind, um einen vorher definierten Grenzwert der amplifizierten DNA zu iiber-
schreiten und um ein positives Signal zu erhalten. Je mehr Nukleinséure in einer
Probenldsung vorliegt, desto kleiner ist die Zahl der Amplifikationszyklen bzw. der
ct-Wert.

® Differenz der ct-Werte zwischen unterschiedlichen Ansitzen/Messungen: ein
hoherer Act von 3 entsteht durch ca. 10-fach weniger Nukleinséure, ein héherer
Act von 9 durch knapp 1000-fach weniger Nukleinsdure, d. h. in den Trénke-
tupfern war i. d. R. deutlich weniger AI-RNA als in den Kombitupfern
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Reinigung/Desinfektion Umgebungstupfer
von z. B. Anflugstangen, Eier- und Kotbandern
u. U. noch sicher positive Al-PCR-Ergebnisse
generieren (aktuelle, unveroffentlichte
Daten). Um falsch negative Ergebnisse mit
Sicherheit zu vermeiden, muss man aber die
generische AI-PCR mit endogener interner
Kontrolle verwenden, wohl wissend, dass
im Al-negativen Fall (in Ermangelung von
Gefliigelzellen in Tranketupfern) auch mit
Lnicht auswertbar“-Resultaten zu rechnen ist.

Ein Disclaimer beziiglich der Probenmatrix
zum Einsatz des Testkits auBerhalb der Zulas-
sung ware im Befund aktuell ohnehin notwen-
dig und konnte mit einer Erklarung fiir nicht
auswertbare Ergebnisse erganzt werden. Es ist
geplant, diese Verfahrensweise — generische
AI-PCR mit ggf. nicht auswertbaren Ergeb-
nissen — kiinftig im LALLF M-V einzusetzen.

In der Zusammenschau der Ergebnisse
bestétigt sich, dass Tranketupfer in der Sum-
me in jedem Fall den Al-Ausbruch anzeigen,
teils sogar bereits vor dem Auftreten klini-
scher Symptome (s. Tab. 1, Zeile 5). Dabei
sind jedoch mehrere, reprasentativ verteilte
Tranketupfer pro Stall notwendig; eine Poolung
von bis zu 10 Tupfern ist sinnvoll (Details bei
[1]). Die anscheinend bestehende ,Schwach-
stelle“ der Nippeltrdnke ohne Auffangschale
ohne nennenswerten Biofilm (s. Tab. 1, Zeilen
2 und 7) muss dabei insbesondere durch eine
ausreichende Zahl beprobter Tranken beriick-
sichtigt werden.

Die Abschlussuntersuchungen in unauf-
falligen Kontaktbestdnden zeigten — abgese-
hen von einem Fall nicht auswertbarer Tranke-
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tupfer — iibereinstimmend negative Ergebnisse
aus Kombi- und Trénketupfern, was auch unter
Praxisbedingungen fiir eine hohe Spezifitit des
Verfahrens spricht.

Fazit

Die in der Al-Routinediagnostik in Gefliigel-
bestdnden bisher wenig gebrduchlichen
Tranketupfer haben nach unseren bisherigen
Erfahrungen bei korrekter Entnahme im Bio-
film am Ubergang von der Wasseroberfléche
zur Trankewand an représentativen Stellen im
Bestand ein hohes diagnostisches Potenzial,
da sie Al-Virus im Bestand sehr zeitig und sen-
sitiv anzeigten. Zudem konnten Trénketupfer
Verwendung in einer okonomisch vertret-
baren Freitestung von Gefliigelbestanden vor
Ausstellungen bzw. zur Schlachtung finden.
Allerdings sind sie bisher noch nicht in die
amtliche Methodensammlung aufgenommen
worden. Praktische Erfahrungen ersetzen zwar
keine geplanten Studien, kénnten diese jedoch
trefflich ergdnzen und vielleicht — kombiniert
mit Proben von Indikatortieren — in spe zur
»amtlichen Etablierung“ von Tranketupfern
beitragen.
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