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Zur Tenazitat und Desinfektion von aviaren Influenza A-Viren

Dr. Ayhan Yilmaz und Prof. Erhard F. Kaleta (GieBen)

Einleitung

Die klassische Geflugelpest und die Newcastle-Krankheit
(= atypische Geflugelpest) sind Seuchen des Hausgeflu-
gels von Uberragender Bedeutung. Beide fuhren zu er-
heblichen Verlusten und zur nachhaltigen Beeinflussung
des internationalen Handels. Deshalb werden weltweit
groBe Anstrengungen zur Tilgung bzw. zur Eindammung
der Ausbreitung unternommen. Die Bek&mpfung der klas-
sischen Geflligelpest beruht Uberwiegend auf der ,Keu-
lung® betroffener Bestéande. Die Newcastle-Krankheit wird
dagegen in den meisten Landern dieser Welt durch Imp-
fungen mittels Lebend- und Inaktivatvakzinen bekampft.

Die klassische Geflugelpest wird mit Bezug auf den Erre-
ger auch als hochpathogene aviare Influenza A (HPAI)
der Hamagglutinin-Subtypen H5 und H7 und die atypi-
sche Gefllgelpest als Newcastle Disease bezeichnet. Ei-
ne diagnostische Differenzierung anhand der klinischen
Erscheinungen ist aufgrund der weitgehenden Ahnlich-
keit nicht moglich. Urséachlich far die klassische Geflu-
gelpest sind die hoch pathogenen Viren der Subtypen H5
und H7 der Familie Orthomyxoviridae, wéhrend die aty-
pische Geflugelpest durch Paramyxoviren der Serogrup-
pe 1 hervorgerufen wird. Die Virionen der Orthomyxoviri-
dae sind behdllt, pleomorph, meistens sphérisch und tra-
gen einzelstrangige RNA als Erbmaterial (VAN
REGENMORTEL et al., 2000). Die Verschleppung und
Ubertragung der Viren erfolgt nur horizontal mit infizierten
Tieren und deren Ausscheidungen sowie unbehandelten
Tierprodukten einschlieBlich belebter und unbelebter Vek-
toren (WERNER und KALETA, 2004).

Akute Anlésse zu erneuten Arbeiten Uber die Tenazitat
und Méglichkeiten der chemischen Desinfektion sind die
zahlreichen Ausbriche der klassischen Geflligelpest
wahrend der letzten Jahre (ALEXANDER, 2003) in Italien
durch den hoch pathogenen AlV-Subtyp H7N1 und an-
dere Subtypen (CAPUA und MINELLI, 2001; CAPUA et
al., 2003), in den Niederlanden, Belgien und Deutschland
durch den hoch pathogenen AlV-Subtyp H7N7 (PARKER
et al., 2003), in Texas, USA, durch den Subtyp H5N2, in
Kanada durch den Subtyp H7N3, und durch den Subtyp
H5N1 in mehreren sidasiatischen L&ndern und erst kirz-
lich im August 2004 durch den Subtyp H5N2 in einer Pro-
vinz der Republik Sudafrika.

Hier soll Uber die Stabilitat der Infektiositat des aviaren In-
fluenza A-Virus (AlV) auf Federn verschiedener Vogelarten
und Uber Mdglichkeiten der chemischen Desinfektion von
AlV der Subtypen H5 und H7 berichtet werden.

Zur Tenazitat der aviaren Influenza-A-Viren

Unter ,Tenazitat” versteht man den Erhalt der Infektions-
und Vermehrungsfahigkeit eines Krankheitserregers auB3er-
halb eines Tieres unter naturlichen Bedingungen. Diese
Eigenschaft kann man auch als Widerstandsféhigkeit des
Erregers gegenuber auBeren Einflissen bezeichnen. AlV
wird in groBen Mengen im infizierten Geflugel gebildet und
mittels Kot sowie Sekreten wie Schleim aus Lidbindehdu-
ten, Nase und Rachen ausgeschieden. Erreicht dieses
neu gebildete Virus innerhalb kurzer Zeit und unter gin-
stigen Bedingungen ein empfangliches Tier, so erfolgt

Uber den Atem- und Verdauungstrakt eine Infektion mit
nachfolgender Erkrankung. Ist kein empfangliches Tier
erreichbar, so geht das Virus innerhalb einer gewissen
Zeitspanne zugrunde, d. h., es verliert seine Infektiositat
und Vermehrungsfahigkeit. Krankheitsfalle kbnnen durch
ein inaktiviertes Virus nicht mehr ausgeldst werden.

Die Kenntnis der Inaktivierungsgeschwindigkeit und der
Umsténde, unter denen eine solche Inaktivierung erfolgt,
ist fUr die Ausbreitung des Erregers und fur die Diagno-
stik von groBer Bedeutung (BOHM, 2002). Aus zahlrei-
chen Studien ist bekannt, dass die Zerstérung der Infek-
tiositat eines jeden Influenza-A-Virus von mehreren Fak-
toren abhangig ist. Gleichzeitig zeigen diese Studien, dass
die Infektiositat in logarithmischer Weise abnimmt. Von
besonderer Bedeutung flr die Abnahme der Infektiositat
sind erfahrungsgemal Temperatur, Feuchte, pH-Wert und
Struktur sowie chemische Zusammensetzung des umge-
benden Milieus.

Je hoher die Temperatur desto schneller erfolgt die Zer-
stérung der Infektiositat. Aufgrund dieser Erkenntnis ist
die Hitzebehandlung von infektiésem Material gangige
Praxis, wobei Warme durch Pasteurisieren (KING, 1991),
Kochen, Verbrennen oder im Labor durch Autoklavieren
erzeugt werden kann. Unter eher naturlichen Bedingun-
gen kann Wérme auch durch Kompostierung erzeugt wer-
den, was ebenfalls als wirksames Verfahren anzusehen
ist (ANONYM,1997; BERGDORF,1989; BEHR und GER-
DES, 2003). GemaB Angaben des Internationalen Tier-
seuchenamtes (Paris) wird AlV durch Einwirkung von 56 °C
fUr drei Stunden oder 60 °C fur 30 Minuten vollstandig in-
aktiviert (OIE Disease Card, 2004). Einfrieren des AlV er-
halt dagegen die Infektiositat in direkter Abh&ngigkeit von
der Gefriertemperatur fUr sehr lange Zeitrdume (Monate
bis Jahre).

Die Feuchte in der Umgebung des Virus ist ebenfalls von
groBer Bedeutung fur die Uberlebensfahigkeit des AlV.
Alle Influenza A-Viren befinden sich nach der Ausschei-
dung durch infizierte Tiere zunachst in wassriger Phase. In
Wasser (Teiche, Tranken, Glle) Ubersteht das AlV lange
Zeitraume. Demgegenuber sind AlV hinsichtlich Aus-
trocknung besonders empfindlich. Wasserverlust entsteht
beim Antrocknen von Virus auf diversen Oberflachen oder
durch Erhitzen. In SUB- und Salzwasser aber auch in tie-
rischen Geweben einschliefllich Muskulatur (SWAYNE und
SUAREZ, 2000) bleibt die Infektiositat des AlV fir Wochen
bis Monate erhalten.

Der pH-Wert der das Virus umgebenden Feuchte nimmt
direkten Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit des AIV. Sau-
res Milieu zerstort die Infektiositat, wahrend ein neutraler
oder schwach alkalischer Bereich die Vermehrungs-
fahigkeit des AlV stabilisiert. Die natUrliche Fleischreifung,
die mit einem Absinken des pH-Wertes einhergeht, reicht
beim Gefllgelfleisch nicht aus, um die Infektiositat des
AlV innerhalb angemessener Zeitrdume zu zerstoren.

Die Struktur und Zusammensetzung des Milieus, in dem
sich das AlV befindet, wirkt ebenfalls auf dessen Stabilitat
ein. Proteine haben einen stabilisierenden Effekt. Sauerstoff
und UV-Strahlen zerstéren dagegen die Infektiositat (STETT-
MUND und MAHNEL, 1980). Die Emulgierung in Fetten oder
Fett-Protein-Mischungen erhalt die Infektiositét.
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Aus diesen Ausflhrungen lassen sich folgende wesentli-
che SchlUsse ziehen:

e die Inaktivierung des AlV auBerhalb eines empfangli-
chen Tieres erfolgt als komplexer Vorgang, an dem
mehrere unter praktischen Bedingungen nur schwer
zu kontrollierende Faktoren wie Temperatur, Feuchte,
pH-Wert, UV-Strahlung und Sauerstoffmilieu beteiligt
sind.

e Das Absinken der Infektiositat erfolgt in logarithmischer
Weise. Damit ist erklart, dass eine vollstandige Elimi-
nierung von infektidsem AIV zumindest theoretisch nicht
zu erreichen ist.

e Der Faktor Zeit ist von Uberragender Bedeutung bei al-
len MaBnahmen zur Tilgung des AlV in kontaminierten
Materialien.

Es obliegt der Weisheit, Fachkenntnis und Erfahrung je-
nes Personenkreises, der sich um die Tilgung hoch pa-
thogener AIV (und NDV) von Berufswegen zu bemihen
hat, im konkreten Seuchenfall die richtigen Uberlegungen
anzustellen und schnelle, fachlich korrekte Entscheidun-
gen zu treffen.

Desinfektionsmittelpriifungen mit AlV nach DVG-Richt-
linie, CEN-Richtlinie und Richtlinie des Bundesgesund-
heitsamts

Aus der Kenntnis der Gesichtspunkte Uber den Verlust
der Infektiositat des AlV auBerhalb des empfanglichen Tie-
res leitet sich der Bedarf nach einer kontrollierten und zeit-
lich beschleunigten Inaktivierung des AlV ab. Dies kann
durch gezielte Desinfektion erreicht werden. Gem&B Emp-
fehlungen des Internationalen Tierseuchenamtes kommen
als Desinfektionsmittel in Betracht: oxidierende Mittel, Li-
pidldsungsmittel und Formalin oder Handelspréparate.

Die Richtlinie des Bundesministeriums fur Ernahrung, Land-
wirtschaft und Forsten Uber Mittel und Verfahren fur die
Durchfthrung der Desinfektion bei anzeigepflichtigen Tier-
seuchen (Stand 1997) nennt fur die Desinfektion des Vi-
rus der klassischen Geflugelpest (aviare Influenza) die
Flachendesinfektionsmittel Formalin (2 % - 2 Std.), Per-
essigsaure (1 % - 1 Std.) und Handelsdesinfektionsmittel,
die geméaB Richtlinien der DVG getestet, als wirksam ge-
genUber behullten Viren (Spalte 7a: begrenzt viruzid) ge-
funden, héchstens innerhalb von 2 Stunden inaktivierend
wirken und in die aktuelle 12. Liste der DVG (ANONYM,
2003a) aufgenommen worden sind, und zwar in doppel-
ter Konzentration der empfohlenen Konzentration (ANO-
NYM, 1997).

Die Uberprifung der Wirksamkeit von chemischen Des-
infektionsmitteln unter Laborbedingungen zum Einsatz im
Bereich der Tierhaltung erfolgt derzeit nach den Richtli-
nien der Deutschen Veterinarmedizinischen Gesellschaft
e V. GieBen (ANONYM, 2000) und innerhalb der Europai-
schen Union nach den in der Entwicklung und Erprobung
befindlichen Guidelines des CEN (Comité Européen de
Normalisation) (ANONYM, 2003b).

Material und Methoden

Aufgrund der leichteren Handhabung und ergiebigen Vi-
rusvermehrung wurde bei allen Testvorgdngen zunachst
der Subtyp H7N1 (Influenza A/Carduelis/Germany/72) ver-
wendet. In einem Versuch zur Kl&rung der Frage ,Tenazitat
von Influenza-A-Virus auf Federn® wurden gemauserte Fe-

dern (Rudcken-, Bauch-, Flugel- und Schwanzfedern) je-
weils mit 0,1 ml AlV (verdtnnt in phosphatgepufferter Koch-
salzlésung, PBS) beschichtet, bei Raumtemperatur an-
getrocknet und aufbewahrt. Zu verschiedenen Zeiten wur-
de das verbliebene Virus durch Titration in HEF-Kulturen
quantitativ bestimmt.

Zur Bestimmung der Widerstandsfahigkeit der AIV ge-
genuber Desinfektionsmitteln wurden funf verschiedene
Handelspraparate einer Prifung unterzogen. Derzeit gibt
es in Europa keine einheitliche Viruzid-Prufvorschrift flr
chemische Desinfektionsmittel im Bereich der Tierhaltung.
Deshalb wurden die Stalldesinfektionsmittel Venno FF su-
per (20 % Glutaraldehyd, 12 % Oligomeres Pentaerithri-
tose-Kondensat) und Venno Vet 1 super (55 % Amei-
senséure, 7 % Glyoxylsdure) nach DVG-Richtlinien (ANO-
NYM, 2000a), die Handedesinfektionsmittel Manorapid
Synergy 63 (14 % Propan-2-ol, 0,115 % 1,3-Butandiol)
und Poly-Alcohol Hande-Antisepticum nach der Richtlinie
des Bundesgesundheitsamtes (ANONYM 1982, 1983) und
das Praparat Halamid (100 % Natrium-p-toluolsulfon-
chloramid) nach CEN-Richtlinien (ANONYM, 2003b) ge-
pruft. Dabei wurden mehrere Parameter wie Zeit, Kon-
zentration, organische Belastung, Oberflachenbeschaf-
fenheit, Umgebungstemperatur sowie Wasserharte in
Betracht gezogen.

Zur Aufklarung der Frage, ob zwischen H7- und H5-Sub-
typen ein Resistenzunterschied besteht, wurden zuséatz-
lich vergleichende Desinfektionsversuche mit Subtypen
H7N1 (A/carduelis/Germany/72), HSN2 (A/chicken/Penn-
sylvania/1370/83) und H5N9 (A/turkey/Ontario/7732/66)
durchgefuhrt. Als Referenzdesinfektionsmittel diente Amei-
sensdure. Es wurden 1,0 ml virushaltige Allantoisflussigkeit
mit 1,0 ml Ameisenséaurelésung in 2facher Konzentration
der erwlnschten Endkonzentration gemischt. Negativ-
kontrollen wurden mit PBS behandelt. Nach einer Reakti-
onszeit von 15 Min. bei 20 °C wurde jeweils 0,1 ml Probe
auf Restvirus quantitativ untersucht. Als Nachweissystem
wurden primare Hihnerembryofibroblasten (HEF)-Kultu-
ren verwendet. Die Details der Virusnachweise sind den
DVG-Richtlinien zu nehmen (ANONYM, 2000).

Die Desinfektionsmittelversuche nach DVG-Richtlinien er-
folgten in Suspensions- und Keimtragerversuchen, dieje-
nige nach Richtlinien des Gesundheitsamts und nach
CEN-Richtlinien gegenwaértig nur in Suspensionsversu-
chen. Wahrend bei Suspensionsversuchen die Inaktivie-
rungskinetik in flussiger Phase festgestellt wird, werden
bei Keimtragerversuchen nach DVG-Richtlinien 0,1 ml Vi-
russuspension mit 40 % Serumzusatz auf Holz- und Mull-
keimtragern getrocknet und erst dann jeweils mit 4 ml der
Desinfektionsmittelverdinnungen behandelt. Infolge der
Schutzfunktion der Proteine und der Porositat der Keim-
trageroberflache sind die Virionen besonders auf Holz-
keimtragern wesentlich schwerer zu inaktivieren. Mull-
keimtrager dagegen lassen sich relativ leichter desinfi-
zieren. Deshalb wurden Versuche mit Mullkeimtréger bei
unseren Untersuchungen ausgeschlossen.

Ergebnisse
Persistenz von AIV auf Federn

AlV kann in den Ausscheidungen infizierten Geflugels, im
Tierkorper selbst und im Gefieder des Geflugels vorhan-
den sein. Bei Tilgungsaktionen und der unschéadlichen
Beseitigung der Kadaver kommt es regelméaBig zu einer
unbeabsichtigten Streuung von Federn in die nahere Um-
gebung. Deshalb ist es wesentlich, Kenntnis Uber die Dau-
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er der Uberlebensfahigkeit des AV auf Federn zu erhalten.
In Versuchen zur Klarung dieser Frage wurden gemau-
serte Federn jeweils mit 0,1 ml Virussuspension be-
schichtet. Die Virus-kontaminierten Federn wurden bei
Zimmertemperatur aufbewahrt und zu verschiedenen Zei-
ten das verbliebene noch infektidse Virus quantitativ be-
stimmt. Die Titrationen ergaben folgende Befunde:

e Innerhalb der Zeit ,0" bis ,1 Stunde* tritt durch das An-
trocknen des AlV auf den Federn ein Abfall des Virus-
titers ein.

e Infektidses Virus ist bis zu 24 Stunden nach dem Auf-
tragen auf die Federn aller Vogelspezies nachweisbar.

¢ Am langsten ist infektidses AlV auf den Federn der Pe-
kingenten nachweisbar, wobei der Mechanismus der
langeren Verweildauer des AlV auf Federn dieser Spe-
zies noch unbekannt ist.

e Auf den HUhnerfedern ist infektidses Virus immerhin bis
zu 48 Stunden nach dem Auftragen erhalten geblie-
ben.

e Zwischen den Federn von Huhn, Taube und Bussard
bestehen keine erheblichen Unterschiede im Restvi-
rusgehalt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass unter den hier verwende-
ten Bedingungen der Virusgehalt der kontaminierten Fe-
dern mit zunehmender Dauer der Lagerung abnimmt. Min-
destens flr zwei Tage bleibt jedoch infektidses AlV nach-
weisbar.

Tabelle 1: Nachweis von Influenza A-Virus (H7N1) auf
kontaminierten Federn von vier Vogelarten
zu verschiedenen Zeiten nach deren Be-
schichtung mit Al-Virus

Zeit zwischen Virus-Titer! in log 10 KlIDgj

Beschichtung je 0,1 ml auf den Federn

der Federn und

Bestimmung des AlV
in Stunden Huhn  Taube Bussard Ente

0 6,7 6,7 6,7 6,7
1 5,1 5,6 4,6 6,3
6 3,9 2,3 4,4 6,0
12 3,1 2,1 2,5 5,0
24 1,8 1,8 2,0 3,3
36 -2 1,4 1,1 3,5
48 1,9 1,2 - 2,0
72 - - - -
96 - - - 1,5

"= Geometrische Mittel von jeweils 6 einzeln untersuchten Federn von
drei verschiedenen Kdrperregionen

2 = Titer unterhalb der Nachweisgrenze

Desinfektionsversuche mit AIV und zwei Handelsprapa-
raten nach DVG-Richtlinie

GemaB DVG-Richtlinie aus dem Jahre 2000 dient zyto-
pathogenes Virus der Newcastle-Krankheit (Stamm Mon-
tana) als Prifvirus. Zur Uberprifung der Wirksamkeit ge-
gen AIV wurden vier Handelspréparate untersucht. Es er-
gaben sich folgende Resultate:

Tabelle 2: Viruzide Wirksamkeit des Venno Vet 1 super und Venno FF super gegen aviares Influenza-A-Virus unter
verschiedenen Testbedingungen' geméB Priifung nach DVG-Richtlinien (ANONYM, 2000)

Versuch Testtem- Versuchs- Protein- Ausgangs- Einwirkzeiten (Minuten) bis zur Inaktivierung?®
peratur (°C) ansatz belastung titer? Venno Vet 1 Super Venno FF super
01% 05% 10% 20% 01% 05% 10% 20%
SV 20 | - 8,1 5 5 5 5 5 5 5 5
+ 8,0 5 5 5 5 15 5 5 5
Il - 8,1 5 5 5 5 5 5 5 5
+ 8,1 10 5 5 5 15 5 5 5
10 | - 8,1 15 5 5 5 5 5 5 5
+ 8,0 60 5 5 5 - 5 5 5
Il - 8,1 15 5 5 5 5 5 5 5
+ 8,1 60 5 5 5 - 5 5 5
4 | - 8,1 30 5 5 5 5 5 5 5
+ 8,0 120 10 5 5 - 5 5 5
Il - 8,1 30 5 5 5 5 5 5 5
+ 8,1 - 10 5 5 - 5 5 5
KTV
20 | + 7,1 60 30 10 5 - 30 5 5
Il + 7,0 60 15 5 5 - 30 5 5
10 | + 7,1 - - 15 10 - - 5 5
Il + 7,0 - - 15 10 - 120 5 5
4 | + 7,1 - - 30 15 - - 60 10
Il + 7,0 - - 30 15 - - 30 10
"1 Zu Details der Virusinaktivierungskinetik siehe YILMAZ et al., 2004 2. KIDgg/ml

3 : Untere Nachweisgrenze liegt bei 3,5 KIDgy/ml in SV, 2,5 KIDgy/ml in KTV
SV: Suspensionsversuch KTV: Keimtragerversuch mit Pappelholz

-: Keine Desinfektion innerhalb von 120 Min.
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Venno FF super

Bei Zimmertemperatur verliert das H7N1-Virus seine In-
fektiositat innerhalb von 15 Minuten, wenn es mit 0,1 %
Venno FF super in flissiger Phase behandelt wird (Tab. 2).

Eine Temperaturreduktion auf 10 °C erfordert verlan-
gerte Einwirkzeiten von 0,1 % Venno FF super bis zur
vollstandigen Eliminierung der Infektiositat.

Bei 4 °C erfolgt eine sichere Desinfektion mit 0,1 % Ven-
no FF super nur ohne organische Belastung. Bei Ge-
genwart von Proteinen konnte eine Desinfektion im Sus-
pensionsversuch erst mit 0,5 % innerhalb von 10 Mi-
nuten erreicht werden.

Auf Keimtragern wurde H7N1-Virus erst nach 60 Mi-
nuten Einwirkung der 0,1 % Venno FF super bei 20 °C
erreicht.

Bei 10 °C wurden die Keimtrager innerhalb von 15 Mi-
nuten mit 1,0 % und 10 Min. mit 2,0 % Venno FF super
desinfiziert. Die Temperaturreduktion auf 4 °C fuhrte
zur weiteren Verluste der Wirksamkeit, jedoch schalte-
te eine 2,0 %ige Losung die Infektiositat trotz all dieser
Hemmungsfaktoren innerhalb von 15 Minuten aus.

Bei allen Testtemperaturen desinfizierte 0,1 % Venno
Vet 1 super das IAV N7N1 innerhalb von 15 Minuten
ohne Proteinbelastung.

Venno Vet 1 super:

Tabelle 3:

Bei Gegenwart von Proteinen wurden Wirkungsverlu-
ste des 0,1 % Venno Vet 1 super festgestellt (Tab. 2).
Die 0,5 %ige Losung fuhrte dagegen bei allen Test-
temperaturen innerhalb von 5 Minuten zur vollstandi-
gen Desinfektion.

¢ Eine Desinfektion der Viren auf Keimtragern erforder-
te 1&ngere Reaktionszeiten oder hdhere Konzentratio-
nen des Venno Vet 1 super.

Poly-Alcohol Hande-Antiseptikum und Manorapid Synergy

Bei allen Suspensionsversuchen gemaR Prufvorschrift des
Bundesgesundheitsamts aus den Jahren 1982 und 1983
konnte sowohl ohne als auch mit 10 % fetalem Kalberse-
rum (FKS) oder 0,2 % bovinem Serumalbumin (BSA),
schon nach einer Einwirkzeit von 15 bzw. 30 Sekunden
des 80,0 %igen Poly-Alcohol Hande-Antisepticum und
des 80,0 %igen Manorapid Synergy kein vermehrungs-
fahiges Influenza-A-Virus mehr festgestellt werden (Tab. 3).

Halamid

Unabhangig von der Proteinbelastung mit 0,3 % bovinem
Serumalbumin (BSA) oder mit 1 % BSA plus 1 % Hefeex-
trakt (gemaB CEN-Prufvorschrift) inaktivierte das Prépa-
rat Halamid in Konzentrationen von 0,1, 0,3 und 0,5 % das
AlV des Subtyps H7N1 innerhalb von 30 Minuten bei ei-
ner Testtemperatur von 10 °C.

Wirksamkeitsvergleich von Ameisenséure gegeniiber
AIV-Subtypen

GemaB Entwurf der CEN-Richtlinien soll zukunftig Amei-
sensdaure als Referenz-Desinfektionsmittel bei allen Wirk-
samkeitsuntersuchungen chemischer Desinfektionsmittel
eingesetzt werden. Deshalb werden hier auch die Er-
gebnisse der Desinfektionsversuche mit Ameisenséaure
mitgeteilt. Die Ameisensaurekonzentrationen von 0,005
bis 0,025 % fuhrten zu geringen und etwa gleichen Titer-

Inaktivierung des aviéren Influenza-A-Virus (A/carduelis/Germany/72, H7N1) durch Poly-Alcohol Hande-

Antisepticum und Manorapid Synergy im quantitativen Suspensionsversuch. Priifung gemaB Richtlinie des

BGA (ANONYM, 1982, 1983)

Ansatz Produkt Desinfektionsmittel-  Belastung  Restinfektiositat in log;o KIDg/ml =4logq
Konzentration (%) nach Reduktion
15 Sekunden 30 Sekunden nach
Poly-Alcohol Hande-Antisepticum 80,0 ohne =2,50 =2,50 15 Sekunden
Poly-Alcohol Hande-Antisepticum 80,0 0,2% BSA =2,50 =2,50 15 Sekunden
Poly-Alcohol Hande-Antisepticum 80,0 10,0% FKS =2,50 =2,50 15 Sekunden
Virus-Kontrolprobe 0,0 ohne n. d. 7,6 -
Virus-Kontrolprobe 0,0 0,2% BSA n. d. 7.5 -
Virus-Kontrolprobe 0,0 10,0% FKS n. d. 7.6 -

Il Poly-Alcohol Hande-Antisepticum 80,0 ohne =2,50 =2,50 15 Sekunden
Poly-Alcohol Hande-Antisepticum 80,0 0,2% BSA =2,50 =2,50 15 Sekunden
Poly-Alcohol Hande-Antisepticum 80,0 10,0% FKS =2,50 =2,50 15 Sekunden
Virus-Kontrolprobe 0,0 ohne n. d. 7,6 -
Virus-Kontrolprobe 0,0 0,2% BSA n. d. 7,6 -
Virus-Kontrolprobe 0,0 10,0% FKS n. d. 7.5 -
Manorapid Synergy 80,0 ohne =2,50 =2,50 15 Sekunden
Manorapid Synergy 80,0 0,2% BSA =2,50 =2,50 15 Sekunden
Manorapid Synergy 80,0 10,0% FKS =2,50 =2,50 15 Sekunden
Virus-Kontrolprobe 0,0 ohne n. d. 7,5 -
Virus-Kontrolprobe 0,0 0,2% BSA n. d. 7,6 -
Virus-Kontrolprobe 0,0 10,0% FKS n. d. 7.5 -

Il Manorapid Synergy 80,0 ohne =2,50 =2,50 15 Sekunden
Manorapid Synergy 80,0 0,2% BSA =2,50 =2,50 15 Sekunden
Manorapid Synergy 80,0 10,0% FKS =2,50 =2,50 15 Sekunden
Virus-Kontrolprobe 0,0 ohne n. d. 7,5 -
Virus-Kontrolprobe 0,0 0,2% BSA n. d. 7.5 -
Virus-Kontrolprobe 0,0 10,0% FKS n. d. 7.6 -
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Tabelle 4: Viruzide Wirkung des Halamid gegen aviéres Influenza-A-Virus (A/carduelis/Germany/72, H7N1) in Sus-
pensionsversuchen. Testtemperatur 10 = 1 °C. Reaktionszeit 30 min. Priifung nach CEN-Richtlinie (ANO-

NYM, 2003b)
Desinfektions- Ansatz Ohne organische Mit geringer Mit hoher
mittelkonzentration Belastung organischen Belastung’ organischen Belastung?
Virustiter Titerreduktion Virustiter Titerreduktion Virustiter Titerreduktion
(KIDgg/ml) (in logyq) (KIDgg/ml) (in'logyg) (KIDgo/ml) (in log4)
Negative Kontrolle 1 8,5 - 8,5 - 8,5 -
2 8,1 - 8,0 - 8,0 -
0,1 % 1 =2,5 =6,0 =2,5 =6,0 =2,5 =6,0
2 =2,5 =5,6 =2,5 =55 =25 =55
0,3 % 1 =2,5 =6,0 =2,5 =6,0 =2,5 =6,0
2 =2,5 =5,6 =2,5 =55 =25 =55
0,5 % 1 =2,5 =6,0 =2,5 =6,0 =2,5 =6,0
2 =2,5 =5,6 =2,5 =55 =25 =55

1: 0,3 % bovines Serumalbumin (Fraktion V)

reduktionen in Suspensionen von H7N1, H5N2, H5N9. Ab
0,05 % Ameisenséure konnte keine Virusvermehrung ober-
halb der Nachweisgrenze festgestellt werden.

Tabelle 5: Wirksamkeit von Ameisenséure gegentiber
verschiedenen AIV-Subtypen

Konzentration (%) Infektiositatstiter (in KID50/ml)
H7N11 H5N22 N5N93
0,000 59 6,0 59
0,005 538 6,0 6,0
0,010 54 5,8 5,6
0,025 53 5,6 55
0,050 =2,5 =25 =25
0,100 =25 =25 =2,5
0,250 =25 =25 =25
0,500 =25 =25 =2,5

1: Alcarduelis/Germany/72
2: Alchicken/Pennsylvania/1370/83
3: A/turkey/Ontario/7732/66

Diskussion

Obwohl Influenza A-Viren hinsichtlich ihrer geringen Ten-
azitat in der Natur und Widerstandsfahigkeit gegentber
chemisch-physikalischen Noxen zu den labilen Viren zu
zahlen sind (HAUSSMANN und GRAFE, 1956, 1957; ALB-
RECHT, 1957; ALBRECHT et al., 1957-58;, HENNEBERG
und HOPPNER, 1960; SPROSSIG und MUCKE, 1968;
KING, 1991; DAVISON et al., 1999; LU et al., 2003), kon-
nen bestimmte Faktoren ihr Uberleben auBerhalb des
Wirtsorganismus oder in tierischen Produkten besonders
begulnstigen. Hierbei sind niedrige Umgebungstempera-
turen oder Schutzfunktionen organischer Stoffe beson-
ders wirksam. Unter solchen Umstanden kénnen die Vi-
ruspartikel in Produkten oder Abfallen tierischer Herkunft
wochenlang infektids bleiben (ALEXANDER, 2000; SWAY-
NE und SUAREZ, 2000). HAAS und Mitarbeiter (1995)
stellten fest, dass die Influenza A-Viren in flussigem Mist
zwar innerhalb einer Stunde bei 55 °C zugrunde gehen,
jedoch bei 20 °C erst nach zwei Wochen und bei 5 °C so-
gar erst nach neun Wochen inaktiviert wurden. Unsere
Untersuchungen zur Bestimmung der Tenazitat auf Fe-

21,0 % bovines Serumalbumin (Fraktion V) + 1,0 % Hefeextrakt

dern zeigen, dass das AlV auf Federn von Huhn, Taube
und Bussard ab 72 Stunden nicht mehr zu detektieren
war, wahrend es auf Entenfedern bis zu 96 infektios ge-
blieben ist. Die minimale infektiose Dosis des AlV fur Hih-
nerkUken liegt bei nur 1 bis 10 vermehrungsfahigen Vi-
ruspartikeln (LU et al., 2003). Bleiben auch nur sehr ge-
ringe Mengen infektiosen AV auf Federn, die bei der
Verladung von Tierkadavern unbeabsichtigt verstreut wer-
den, so kommt der Vermeidung dieser Streuung von im
Seuchenfalle kontaminierten Federn eine beachtliche prak-
tische und epidemiologische Bedeutung zu.

Im Gegensatz zu den unbehlliten Viren sind die Viren mit
Hulle relativ leicht zu desinfizieren. Die behllten Viren der
Orthomyxoviridae stellen hierbei keine Ausnahme dar.
Auch unsere Untersuchungen bestatigen, dass die Des-
infektion von AlV in fllssiger Phase keine wesentlichen
Probleme breitet. Die gepruften Handedesinfektionsmit-
tel auf alkoholischer Basis inaktivierten die Viren innerhalb
wenigen Sekunden. Besonders schwierig war jedoch die
Desinfektion des AlV auf pordsen, saugféhigen Ober-
flachen. Nach jeder Erweiterung des Grades der Eiweil3-
belastung und durch Temperaturreduktion wurde ein Ruck-
gang der Wirksamkeit beobachtet. Trotz dieser extrem er-
schwerten Bedingungen konnten die getesteten
Hande-Desinfektionsmittel innerhalb von relativ kurzen
Einwirkzeiten und akzeptablen Konzentrationen eine Des-
infektion zustande bringen.

Die Desinfektion der behullten Viren beruht auf der phy-
sikalischen und chemischen Denaturierung der Virushul-
le. Das Aufbauprinzip der Hullmembran ist bei allen Sub-
typen des AlV, abgesehen von den Oberflachenprotei-
nen Hamagglutinin und Neuraminidase, fast identisch.
Folglich durfte es keine nennenswerten Resistenzunter-
schiede gegenUber chemischen Desinfektionsmitteln zwi-
schen den Subtypen des AlV geben. Unsere Untersu-
chungen bestétigten diese Feststellung. Es konnten zwi-
schen den Subtypen H7N1, H5N2 und H5N9 kaum
Unterschiede hinsichtlich der Widerstandsfahigkeit ge-
gen Ameisenséure festgestellt werden.

Zusammenfassung
Auf experimentell mit AIV kontaminierten und bei Zim-

mertemperatur gelagerten Federn kommt es spontan zu
einem langsamen Absinken der Gehalte an infektidsem
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Virus. Es konnte jedoch infektidses Virus fir mehr als zwei
Tage auf den AlV-beschichteten Federn nachgewiesen
werden. Auf Federn von Hihnern und Tauben war infek-
tidses Virus bis zu zwei Tagen nach dem Aufbringen des
AlV nachweisbar. Auf Federn der Pekingente waren ge-
ringe Virusmengen sogar bis zu vier Tagen vorhanden.
Alle gepruften chemischen Desinfektionsmittel (Handels-
namen: Venno FF super, Venno Vet 1 super, Poly-Alcohol
Hande-Antisepticum, Manorapid Synergy und Halamid),
die hier als Handelspraparate auf Wirksamkeit gepruft
wurden, fuhrten zu einer vollstadndigen Desinfektion in-
nerhalb kurzer Zeiten in Suspensions- und Keimtrager-
versuchen. Die erforderlichen Einwirkzeiten und Desin-
fektionsmittel-Konzentrationen sind flr das geprifte AlV
des Subtyps H7N1 nahezu identisch und unterscheiden
sich nicht wesentlich von den Werten, die fur die Desin-
fektion von zytopathogenem Virus der Newcastle-Krankheit
in die 12. Liste der DVG-geprUften und gelisteten chemi-
schen Desinfektionsmittel eingetragen sind. Ameisenséure
desinfizierte in niedriger Konzentration AlV der Subtypen
H5 und H7. Somit eignet sich Ameisenséaure als Refe-
renzdesinfektionsmittel im Sinne der CEN-Richtlinie.
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