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l. EINLEITUNG

Eine Infektion mit dem Influenza A Virus (IAV) verursacht in der
Schweineproduktion erhebliche wirtschaftliche Schaden und birgt zudem
als potenzieller Zoonoseerreger eine Gefahr fur den Menschen (BENNETT
und [JPELAAR, 2005; FREIDL et al, 2014; ER et al, 2016).
Das Influenza A Virus der Schweine ist ein weltweit verbreiteter Erreger
mit unterschiedlich auftretenden Subtypen (YOON und JANKE, 2008; VAN
REETH und VINCENT, 2019). So ist die Schweinepopulation in Europa ein
wichtiges Reservoir fur eine zunehmende Anzahl von [AV-Varianten mit
zoonotischem und moglicherweise  prapandemischem  Potenzial
(HENRITZI et al., 2020).

In schweinehaltenden Betrieben wird in den letzten Jahren das typische
Bild einer akuten Influenzainfektion seltener beobachtet, da stattdessen
der endemische Verlauf mit wiederkehrenden Krankheitsverlaufen und
einer oft unspezifischen Klinik dominiert (YOON und JANKE, 2008;
SIMON-GRIFE et al., 2012; KYRIAKIS et al., 2013). Dieses unspezifische
klinische Erscheinungsbild einer endemischen Influenza A Virus Infektion
stellen  bestandsbetreuende  Tierarzt:innen  haufig vor grofe
Herausforderungen bei der Diagnostik (MA, 2020; UNTERWEGER et al.,
2021). Erschwert wird diese zudem durch die hohe Diversitat der
Influenzastamme so wie der Moglichkeit, dass mehrere Influenzastamme

gleichzeitig im Bestand zirkulieren konnen (MA, 2020).

Die Beprobung von Einzeltieren stellt fur die Diagnostik ein aufwendiges
Verfahren dar. Sie stoSt bei niedriger Intraherdenpravalenz an ihre
Grenzen, weshalb in den letzten Jahren die Untersuchung von Tiergruppen
beschrieben wurde (GOODELL et al., 2013; GARRIDO-MANTILLA et al.,
2019; LOPEZ MORENO et al., 2021). Die Ergebnisse der von GARRIDO-
MANTILLA et al. (2019) in den USA durchgefuhrten Studie lassen sich
jedoch nur eingeschrankt auf europaische Verhaltnisse ubertragen. Die
unterschiedlichen Haltungsbedingungen fuhren zu unterschiedlichen
Infektionsdynamiken und die in den USA zirkulierenden [AV-Stamme

unterscheiden sich von den europaischen Isolaten (NELSON et al., 2015;
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RAJAO et al., 2015).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob
Gruppenuntersuchungsmethoden die Einzeltierdiagnostik  fur 1AV
erganzen oder moglicherweise ersetzen konnen. Zum anderen sollte die
Studie daruber Aufschluss geben, in welcher Produktionsstufe
beziehungsweise Altersgruppe in Ferkelerzeugerbetrieben vorzugsweise
Proben genommen werden sollen und welches Probenmaterial am besten
geeignet ist, um Influenza A Viren in endemisch infizierten Bestanden zu
detektieren. Dadurch sollte die vorliegende Arbeit bestandsbetreuende
Tierarzte:innen bei der Auswahl einer geeigneten diagnostischen
Vorgehensweise bei Verdacht einer Influenza A Virus Infektion in

endemisch infizierten Schweinebestanden unterstitzen.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Influenza
1.1. Atiologie

1.1.1. Taxonomie, Klassifikation und Morphologie

Das Influenza A Virus wird in die Familie der Orthomyxoviridae
eingeordnet, welche neben dem Alphainfluenzavirus acht weitere Genera,
die Beta-, Gamma-, Deltainfluenzaviren, Isa-, Mykiss-, Quarana-, Sardinio-
und Thogotoviren, umfasst (INTERNATIONAL COMMITEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES, 2021). Alle Mitglieder der Orthomyxoviren
besitzen ein segmentiertes Einzelstrang-Genom mit negativer Polaritat
ihrer RNA (DUESBERG, 1968; BALTIMORE, 1971). Im Genus
Alphainfluenzavirus bildet das IAV die einzige Spezies (INTERNATIONAL
COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2021).

Das IAV wird anhand der Oberflachenglykoproteine Hamagglutinin (HA)
und Neuraminidase (NA) in Subtypen eingeteilt wobei anhand der
Kombination des HA und des NA der Subtyp benannt wird (YOON und
JANKE, 2008; VAN REETH und VINCENT, 2019). Es existieren insgesamt
16 HAs (HA1 bis HA16) und neun NAs (NAT bis NA9), die in Vogeln,
Pferden, Meeressaugetieren, Menschen und Schweinen zirkulieren, wobei
alle derzeit nachgewiesenen Subtypen nur in Wasservogeln nachgewiesen
wurden (WEBSTER et al.,, 1992; VAN REETH und VINCENT, 2019;
MODROW et al., 2021). Im Jahr 2010 wurden in Fledermausen H17 und
H18, N10 und N11 nachgewiesen, die vorubergehend als H17N10 (TONG
etal.,2012) und H18N11 (TONG et al., 2013) bezeichnet wurden. Aufgrund
fehlender Ahnlichkeit zu den bekannten H1 bis H16 und N1 bis N9 werden
diese gegenwartig als HA-like (HL) und NA-like (NL), entsprechend
HL17NL10 und HL18NL11 bezeichnet (SUN et al., 2013; MA et al., 2015).

Die Hulle des Influenza Virus besteht aus einer Lipiddoppelmembran, in
welcher HA und NA als sogenannte Spikes verankert sind und das
Matrixprotein (M2) als lonenkanal eingelagert ist (WEBSTER et al., 1992).
An die Innenseite der Membran legt sich die Matrixprotein 1 (M1) Schicht



4 Il. Literaturtbersicht

an, in der sich das Nuclear export protein (NEP), das auch als
Nichtstrukturprotein / nonstructural protein 2 (NS 2) bezeichnet wird
befindet (BOUVIER und PALESE, 2008; SHAW und PALESE, 2013).
Umhullt von der Membran liegt zentral das Genom aus acht viralen
Segmenten, welche wiederum aus Einzelstrangen bestehen (NELSON und
HOLMES, 2007). Dieser Viral Ribonucleinprotein Complex (vRNP) besteht
aus acht viralen RNA-Segmenten, den drei Polymerase-Proteinen
polymerase basic 1 (PB1) und polymerase basic 2 (PB2), polymerase acid
(PA), die an jedem 3’ Ende einen viruseigenen Polymerasekomplex bilden
sowie dem Nukleoprotein (NP) (SHAW und PALESE, 2013; BEER, 2015).
Das IAV als behtlltes Virus kann in pleomorpher (HORNE et al., 1960)
Form einen Durchmesser von ca. 80-120nm (LAMB und CHOPPIN, 1983)
oder in filamentoser Form mehrere Mikrometer betragen (BEER, 2015).
MESEKO et al. (2018) betonen die bemerkenswerte Fahigkeit des IAV, im
Gegensatz zu den anderen derzeit bekannten Influenzaviren ein breites
Wirtsspektrum zu besitzen und Artengrenzen zu uberspringen. Auch
KRAMMER et al. (2018) beschreiben, dass AV fur vergangene Pandemien
verantwortlich war und verweisen auf das hohe Potential des IAV saisonale

Epidemien auszulosen.

Die Benennung einzelner Isolate wird nach folgendem Schema gelistet: A
/ die infizierte Tierspezies, aus der das Virus isoliert wurde / der Ort, an
dem es nachgewiesen wurde / die Nummer des Isolates / das Jahr der
Isolation mit dem jeweiligen Subtyp. Falls keine Spezies benannt ist, wurde
das Isolat in einem Menschen nachgewiesen (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1980; SHAW und PALESE, 2013). Beispielsweise ist
damit A/swine/Bavaria/123/2020(H1N1) ein Influenza A Virus des Subtyps
H1N1, das im Jahr 2020 aus Schweinen in Bayern mit der Nummer 123
isoliert wurde (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1980; BEER, 2015).

1.1.2. Replikation

Um an eine Wirtszelle binden zu konnen, lagert sich das Virus an die
Zelloberflache an und das Hamagglutinin bindet an Sialinsaure-
Rezeptoren (N-Acetylneuraminsauren). Dadurch wird das Virus
endozytotisch aufgenommen (ROGERS und D'SOUZA, 1989; BEER, 2015;
VAN REETH und VINCENT, 2019). Die Verteilung der entsprechenden
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Rezeptoren bestimmen bei dem jeweiligen Wirt die Wirtsspezifitat. Porzine
und humane IAV bevorzugen die Bindung an Sialinsaurereste, die uber
a(2,6)-glykosidische Bindungen mit Galaktose verbunden sind, wahrend
aviare IAV vor allem an Zellen mit SAa2,3Gal Rezeptoren binden (ROGERS
und PAULSON, 1983; MEDINA und GARCIA-SASTRE, 2011; VAN REETH
und VINCENT, 2019; MODROW et al., 2021). Durch den sinkenden pH-
Wert des Endosoms, begunstigt durch Einstromen von H*-lonen durch den
lonenkanal M2 (SUGRUE und HAY, 1991; PINTO et al., 1992) kommt es zu
einer Konformationsanderung des HA (SHAW und PALESE, 2013; BEER,
2015). Das HAO spaltet sich nun in HA1 und HA2 (WEBSTER et al., 1992;
LANGE, 2007). Dabei wird an HA2 ein Fusionspeptid frei, welches mit der
Membran des Endosoms interagiert und somit zur Fusion von
Endosomvesikel und Virusmembran fuhrt (STEGMANN et al., 1990;
STEGMANN et al., 1991). Dadurch gelangen freie vVRNP ins Zytoplasma,
nachdem diese sich zuvor aufgrund des niedrigen pH-Werts vom M1
Protein gelost haben (MARTIN und HELENIUS, 1991; BUI et al., 1996).
Diese freien VRNP werden zum Zellkern transportiert (NIETO et al., 1994;
WANG etal., 1997), wo sie durch Kernporen in den Nukleus gelangen, dort
startet die Replikation (MARTIN und HELENIUS, 1991; BEER, 2015).
Die virale RNA (vRNA, Negativstrang) dient dabei als Matrize fur die
Synthese der messenger RNA (mRNA, Positivstrang), die dann wiederum
als Vorlage fur die virale Proteinsynthese genutzt wird. Die complementary
RNA (cRNA, Positivstrang) fur die Transkription weiterer Kopien der vRNA
(BOUVIER und PALESE, 2008). Mit Hilfe der viruseigenen
Polymeraseproteine PB1, PB2 und PA findet die Transkription und
Replikation statt (HERZ et al., 1981). Die fertigen vRNA-Strange
assoziieren mit NP, PB1, PB2 und PA zu dem fertigen vRNP und werden
unter Beteiligung des NS2-Proteins/ NEP ins Zytoplasma entlassen (BEER,
2015). Das , Nicht-Strukturprotein® NS1 befindet sich in der infizierten
Zelle und hat wichtige Aufgaben, wie beispielsweise die schutzende
Wirkung wahrend der Virusvermehrung oder als Gegenspieler des

unspezifischen Immunsystems der Wirtszelle (LIN et al., 2007).

1.1.3. Genetische Variabilitat

Zwei Mechanismen ermoglichen dem IAV eine hohe genetische
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Variabilitat, die entstehenden neuen Varianten durch veranderte
antigenetische Eigenschaften das Immunsystem zu umgehen oder neue
Wirte zu infizieren (BEER, 2015).

Wegen des fehlenden Proofreading-Mechanismus der viralen RNA-
Polymerase (DRAKE, 1993; BEER, 2015) konnen, anders als bei DNA-
Polymerasen, die eine solche Korrekturlesefunktion besitzen, Fehler bei
dem Replikationszyklus entstehen (bei einer Fehlerrate von ca. 10 pro
Replikationszyklus (PARVIN et al., 1986)). Aufgrund dessen ist die
Mutationsrate der RNA-Genome weitaus hoher als bei DNA-Genomen
(HOLLAND et al., 1982). Diese spontanen Punktmutationen konnen durch
neue  Nukleotidsequenzen  Veranderungen der phanotypischen
Eigenschaften im Sinne von strukturellen Veranderungen der Antigene zur
Folge haben (HOLLAND et al., 1982; PARVIN et al., 1986; WRIGHT et al.,
2013; BEER, 2015). Kommt es im Zuge der Punktmutation zu einem
Austausch von Aminosauren, spricht man von Antigendrift (BEER, 2015).
Die meisten der neu entstandenen Viren konnen sich nicht etablieren,
jedoch konnen neu entstandene Viren, die vorteilhafte Mutationen
aufweisen, unter den richtigen Bedingungen durchaus dominant werden
(WEBSTER et al., 1992). Der zweite Mechanismus, der sogenannte
Antigenshift, wird durch das segmentierte Genom und die Infektion einer
Wirtszelle mit zwei oder mehreren unterschiedlichen Subtypen ermoglicht
(BEER, 2015; MODROW et al.,, 2021). Dieser Prozess wird auch als
Reassortment bezeichnet, da HA- oder NA-Segmente ausgetauscht
werden (BOUVIER und PALESE, 2008; VAN REETH und VINCENT, 2019;
MODROW et al., 2021).

Schweine werden als ,mixing vessel” bezeichnet, da in ihrem
Respirationstrakt ein Reassortment von |AV unterschiedlicher Subtypen
stattfinden kann (SCHOLTISSEK, 1990; SCHOLTISSEK, 1995; ITO et al.,
1998), da sie sowohl af(2,3)- als auch a(2,6)-gebundenen N-Acetyl-
Neuraminsaurereste-Rezeptoren besitzen (MODROW et al., 2021).
HENNIG et al. (2022) weisen jedoch darauf hin, dass diese beiden
Rezeptoren sowohl auch im Respirationstrakt von Menschen als auch in
Wachteln und anderen Vogelarten wie Truthahnen vorhanden sind und

stellen damit die Einzigartigkeit des Schweins als ,mixing vessel” in Frage.
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1.2. Epidemiologie

Das IAV der Schweine ist ein weltweit vorkommender Erreger in der
Schweinepopulation (YOON und JANKE, 2008; VAN REETH und
VINCENT, 2019). Es kursieren derzeit vier endemische Subtypen in
Europas Schweinepopulation (BROOKES et al., 2010; ZELL et al., 2013;
HENRITZI et al., 2020). Zu den endemischen Subtypen zahlen das H1N1
aviaren Ursprungs (H1avN1) (PENSAERT et al., 1981), das , human-like”
H3N2 (H3N2) (MIWA et al., 1987; CASTRUCCI et al., 1993), das ,human-
like” HIN2 (H1huN2) (BROWN et al, 1998) und seit 2009 das
pandemische HTN1 (pdmH1TN1) (BROOKES et al., 2010; HENRITZI et al.,
2020). H1avN1 verursachte 1918 die verheerendste Influenza Pandemie
des 20. Jahrhunderts, die ,,Spanische Grippe”, bei der fast ein Drittel der
gesamten Weltbevolkerung erkrankte (TAUBENBERGER und MORENS,
2006). TAUBENBERGER und MORENS (2010) zahlen bisher funf
Influenza-Pandemien in den letzten 100 Jahren. Neben der ,,Spanischen
Grippe” 1918 sind die , Asiatische Grippe” 1957, die ,Hongkong Grippe”
1968, die ,,Russische Grippe” 1977 und die H1N1 Pandemie aus dem Jahr
2009 von Bedeutung (TAUBENBERGER und MORENS, 2006, 2010). Die
seit 1918 bekannten Influenza A Viren sind Reassortanten mit aviaren
Influenzaviren oder durch genetic drift entstanden (TAUBENBERGER und
MORENS, 2006). HANCOCK et al. (2009) fanden Hinweise, dass das 2009
neu aufgetretene pandemische H1N1 eng mit dem HA des H1avN1, dem
Ausloser der Spanischen Grippe verwandt sein muss. Auch die klassische
porzine Viruslinie HIN1 (,klassische Schweinegrippe”) ist eng verwandt
mit dem H1avN1 (SHOPE, 1931; REID et al., 1999; CHEN et al., 2009;
ANDERSON et al.,, 2016). Das ,human-like” H3N2 stammt von dem
humanen Erreger H3N2 der Pandemie 1986 in Hongkong (MIWA et al.,
1987) sowie dem H1avN1 ab (SIMON et al., 2014). Durch Reassortment
des humanen H3N2 Subtypen mit einem humanen H1N1 entstand das
,human-like” HIN2 (BROWN et al.,, 1998). Diese drei IAV-Subtypen,
H1avN1, H3N2 und HThuNZ2, breiteten sich bis 2009 relativ gleichmaRig
auf die europaische Schweinepopulation aus (BROWN, 2013). Seit 2009
wird das pdmH1N1 als vierter endemischer Subtyp gewertet (BROOKES et
al., 2010; SIMON et al., 2014). SMITH et al. (2009) analysieren das Genom

und fuhren die Entstehung des pdmH1N1 auf eine Triple-Reassortante aus
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humanen, porzinen und aviaren Stammen, die mit einem eurasischen

porzinen HTN1 aviaren Ursprungs reassortiert, zuruck.

In den letzten Jahren werden zahlreiche Genotypen und neue Varianten in
Europas Schweinepopulation beschrieben (SIMON et al., 2014;
CHASTAGNER et al., 2018; CHIAPPONI et al., 2018; HENRITZI et al.,
2020). HENRITZI et al. (2020) stellen die variierende geographische
Verteilung der verschiedenen Subtypen wahrend eines dreijahrigen
Beobachtungszeitraumes dar. HENRITZI et al. (2020) weisen alle der vier
Hauptlinien sowie sieben Reassortanten aus diesen Linien nach, die je
nach Land unterschiedlich dominant auftreten. Als eine Reassortante des
H1av tritt H1avN2 in Deutschland nur gelegentlich auf, genauso wie in
Spanien, Frankreich, den Niederlanden und Polen, in Danemark hingegen
ist dieser Subtyp weit verbreitet. Der Subtyp H1pdmN2 wurde von
HARDER et al. (2013) hauptsachlich im Norden Deutschlands und in
Danemark nachgewiesen und auf diese Gebiete begrenzt. HENRITZI et al.
(2020) wiederum wiesen H1pdmN2 einige Jahre spater in Deutschland,
Danemark, Spanien und den Niederlanden nach. H3N2 finden HENRITZI
et al. (2020) in Belgien, Deutschland, den Niederlanden und in Irland. Die
weiteren detektierten Reassortanten des H7lav, H1hu und H3 sind
H1avN1pdm, HThuN1av, H1pdmN1av, H3N1av sowie H3huN2.

1.3. Pathogenese

Influenzaviren verursachen eine akute Infektion des Respirationstraktes.
Nach der aerogenen Virusaufnahme folgt die Adsorption uber das
Schleimhautepithel (BEER, 2015). Die Virusreplikation beginnt wenige
Stunden post infectionem (p. i.) in den oberen und unteren Atemwegen, in
den Epithelzellen der Nasenschleimhaut, der Trachea, den Bronchien und
Bronchiolen (GROSSE BEILAGE, 2013; VAN REETH und VINCENT, 2019).
Nach der Inkubationszeit von ein bis drei Tagen erfolgt die
Virusausscheidung funf bis sieben Tage lang uber nasale, orale und
okulare Sekrete (BROOKES et al., 2010; VINCENT et al., 2010).
Demzufolge werden Influenzaviren vor allem aerogen, aber auch durch
direkten Kontakt ubertragen (TRUYEN, 2010) und nach neun bis elf Tagen
wird das IAV aus der Lunge eliminiert (DUERRWALD et al., 2013;
DEBLANC et al.,, 2020). KHATRI et al. (2010) beschreiben, dass die
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Replikation des |AV bevorzugt in der Lunge stattfindet, da in den
untersuchten Lungen proinflammatorische Zytokine sowie eine |AV
spezifische Antikorperreaktion nachgewiesen werden kann. Bei
Untersuchungen der Bronchoalveolaren Lavage (BAL) bestatigen
EDMANS et al. (2021) die ausgepragte Immunreaktion der Lunge im
Vergleich zu der Immunreaktion im Blut. Die Lungen weisen zudem bei
der pathologischen Untersuchung IAV typische Lasionen auf: das
Lungengewebe, insbesondere die Spitzenlappen, sind tiefrot gefarbt und
weisen in der histologischen Untersuchung beispielsweise verdickte
Alveolarsepten im Zusammenhang mit einer exsudativen interstitiellen
Pneumonie sowie Ablagerungen im Lumen der Bronchiolen in
Zusammenhang mit einer Bronchiolitis auf (KHATRI et al., 2010; BEER,
2015). Neben der Virusreplikation im Respirationstrakt wird der IAV-
Infektion die Degeneration und Ablosung von Epithelzellen, als auch
Neutrophileninfiltration  zugeschrieben, welche fur die typische
Atemwegsproblematik und die schwere Schadigung der Lunge
mafRgebend ist (VAN REETH et al., 2002). Laut VAN REETH et al. (2002)
geht der prozentuale Anstieg der neutrophilen Granulozyten sowohl mit
dem Anstieg der klinischen Anzeichen als auch mit dem Anstieg
bestimmter Zytokine einher. SRETA et al. (2009) stellen fest, dass sich die
Pathogenese nicht zwischen verschiedenen Subtypen unterscheidet. In
einer weiteren Studie vergleichen LANDOLT et al. (2003) zwei genetisch
unterschiedliche H3N2 und stellen einen Unterschied bei der Aufnahme
des Virus in die Zelle, der Replikation und auch der Virusausscheidung
fest. Hierbei zeigen sich auch unterschiedlich schwerwiegende
Lungenschadigungen (LANDOLT et al., 2003).

HENRITZI et al. (2020) zeigen in ihrer Studie, dass Infektionen mit

Influenza Viren ganzjahrig nachgewiesen werden konnen.

1.4. Klinik

Eine Infektion mit IAV aullert sich unabhangig vom Subtyp mit klinischen
Anzeichen einer respiratorischen Erkrankung (LOEFFEN et al., 1999;
BROOKES et al., 2010; MEINERS et al., 2014; RYT-HANSEN et al., 2019a).
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Nach einer Inkubationszeit von ein bis drei Tagen sind erste klinische
Anzeichen erkennbar (ZIMMERMANN und PLONAIT, 2004; VAN REETH
und VINCENT, 2019). Bei einem akuten IAV Ausbruch zeigen die Tiere
hohes Fieber bis uber 41°C, gelegentlich auch bis 42,5°C (GROSSE
BEILAGE, 2013), Anorexie, Dyspnoe und nach einigen Tagen Husten
(HAESEBROUCK und PENSAERT, 1986; HOWDEN et al., 2009; LANGE et
al., 2009; BROOKES et al., 2010; HOLYOAKE et al., 2011; VAN REETH und
VINCENT, 2019), welcher von REINER (2015) als schmerzhafter
Brullhusten beschrieben wird. Zudem kann sich eine verstarkte
abdominale Atmung bei einer auffallig erhohten Atemfrequenz zeigen
(GROSSE BEILAGE, 2013). Es konnen Nasenausfluss, Niesanfalle und
Konjunktivitiden auftreten (BEER, 2015). EASTERDAY (1980) und REINER
(2015) beschreiben den epidemischen Verlauf als plotzlich beginnend und
alle Tiere des Bestandes betreffend. Die klinische Symptomatik kann je
nach Produktionsstufe unterschiedlich ausgepragt sein (GRONTVEDT et
al., 2011). GUMBERT et al. (2020) stellen in Sauenherden
Reproduktionsstorungen wie Aborte, Umrauschen und geringe
WurfgroRBen fest. Diese Symptomatiken beschreiben auch GOURREAU et
al. (1985) und GRANTVEDT et al. (2011), wobei die Aborte auf das hohe
Fieber und freigesetzte Zytokine und Lymphokine zuruckzufuhren sind
(REINER, 2015). Bei Sauen wird haufig eine verminderte Futteraufnahme
beschrieben (YOON und JANKE, 2008; GRINTVEDT et al., 2011).

Allgemein wurde der endemische Verlauf in Bestanden in den letzten
Jahren haufiger beobachtet (YOON und JANKE, 2008; SIMON-GRIFE et al.,
2012; KYRIAKIS et al., 2013).

Eine Infektion in der Aufzucht und in der Mast au3ert sich hingegen durch
reduzierte Wachstumsraten und erhohte Verluste (ALVAREZ et al., 2015;
ER et al., 2016). RYT-HANSEN et al. (2019b) beschreiben in ihrer Studie
eine negative Auswirkung auf das Gewicht der Tiere in der Saugezeit und
in der Aufzucht. Gelegentlich kann eine IAV-Infektion subklinisch auftreten
(CORZO et al., 2013; GROSSE BEILAGE, 2013). Die Mortalitat bei einer
|IAV-Infektion liegt unter 1 %, die Morbiditat hingegen bei 100 % (VAN
REETH und VINCENT, 2019). In der Regel verlauft eine IAV-Infektion

selbstlimitierend und die Tiere erholen sich zwischen funf und sieben
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Tagen (EASTERDAY, 1980; VAN REETH und VINCENT, 2019).

Das Immunsystem bleibt nach Regeneration der Tiere fur ein paar Monate
geschwacht und diese gelten somit als anfalliger (REINER, 2015). Das IAV
kann im Bestand persistieren und somit den Grund fur eine neue Infektion
in weiteren Bestanden oder auch fur einen Neuausbruch im gleichen
Bestand darstellen (ZIMMERMANN und PLONAIT, 2004; KYRIAKIS et al.,
2013). Bei der endemischen Form im Bestand werden hauptsachlich
jungere Tiere klinisch auffallig, wohingegen sich bei dem epidemische
Verlauf in allen Altersgruppen klinische Anzeichen auBern konnen (YOON
und JANKE, 2008). Abgesehen von der Produktionsstufe konnen auch
andere Faktoren wie der Immunstatus, die Aufstallung, die Beluftung und
zeitgleiche Sekundarinfektionen eine Rolle bei der Auspragung des
klinischen Erscheinungsbildes spielen (VAN REETH und VINCENT, 2019).
Nach dem Zeitraum von funf bis sieben Tagen p. i. in dem die Replikation
und Virusausscheidung stattfindet, zeigt sich haufig eine Milderung der
klinischen Anzeichen (TRUYEN, 2010; VAN REETH und VINCENT, 2019).
Bakterielle Sekundarinfektionen konnen jedoch oftmals zu Komplikationen
fuhren (TRUYEN, 2010; BEER, 2015; LIN et al., 2015). So konnen diese
bakteriellen Sekundarinfektionen das klinische Bild einer Infektion mit IAV
verstarken (REINER, 2015; VAN REETH und VINCENT, 2019).

Influenza Viren zahlen neben dem Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome Virus (PRRSV), Porcine Circovirus Type 2 (PCV2), Mycoplasma
hyopneumoniae,  Bordetella  bronchiseptica und  Actinobacillus
pleuropneumoniae zum Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC).
PRDC beschreibt einen multifaktoriellen Krankheitskomplex, dem sowohl
virale und bakterielle Pathogene als auch nicht-infektiose Faktoren
zugeordnet werden (BROCKMEIER et al., 2002). THACKER (2001)
beschreiben eine Infektion mit dem PRDC zwischen vierzehnter und
zwanzigster Lebenswoche, GROSSE BEILAGE (2013) hingegen von einem

Infektionszeitraum von sechster bis vierundzwanzigster Lebenswoche.

1.5. Diagnose
Fur die Diagnostik einer Influenzavirusinfektion stehen direkte und

indirekte Nachweisverfahren zur Verfugung, die fur eine aussagekraftige
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Diagnose kombiniert werden sollten (OIE WORLD ORGANISATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2015).

1.5.1. Direkter Erregernachweis

Durch den direkten Erregernachweis konnen Viruspartikel, Virusantigen
und virale Nukleinsaure bestimmt werden (BEER und HAAS, 2015).
Ebenso weisen BEER wund HAAS (2015) darauf hin, geeignetes
Probenmaterial zu wahlen. Am lebenden Tier gelingt der direkte Nachweis
nur innerhalb der ersten sieben Tage p. i., wahrenddessen auch klinische
Anzeichen auftreten konnen (BROOKES et al., 2010). Hierbei wird der
Nasentupfer (NT) favorisiert (DETMER et al.,, 2013; HENRITZI und
HARDER, 2017), die vorzugsweise aus synthetischen Fasern wie Dacron
oder Rayon beschaffen sind (YOON und JANKE, 2008).

1.5.1.1. Virusisolierung

Die Virusisolierung (VI), haufig als klassische Nachweismethode
bezeichnet, beschreibt den Vorgang der Vermehrung eines Virus, sprich
eine  Virusanzucht in einer Zellkultur, wofur demnach ein
vermehrungsfahiges Virus vorausgesetzt wird (BEER und HAAS, 2015).
Die Anzucht und Isolation von Influenzaviren erfolgt im embryonierten
Huhnerei (SWENSON et al., 2001, ZHANG und GAUGER, 2020).
Mittlerweile werden auch andere Zelllinien, wie beispielsweise aus
verschiedenen Organen des Schweins oder auch anderen Tierarten, fur
diesen Vorgang der Virusisolierung genutzt (FERRARI et al., 2003; ZHANG
und GAUGER, 2020). So beschreiben SUDERMAN et al. (2021) die
Eignung und Sensitivitat von Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) und
MDCK-Derivaten zur Virusisolierung. Als geeignetes Probenmaterial
werden Nasentupfer (GROSSE BEILAGE, 2013), brochoalveolare Lavage
Flussigkeit (MA et al.,, 2009), Rachentupfer, Oral Fluids (OF) und
Tracheobronchialtupfer (TBS) beschrieben (ZHANG und GAUGER, 2020).
GOODELL et al. (2013), DECORTE et al. (2015) sowie GARRIDO-
MANTILLA et al. (2019) zeigen auf, dass Nasentupfer fur die VI ein
geeigneteres Beprobungsmaterial als OF darstellen. Studien belegen, dass
aus Nasentupfern infektioses Virus in den ersten sieben Tage nach der

Infektion (days post infectionem, dpi) nachgewiesen werden kann (MA et
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al., 2009; WEINGARTL et al., 2010; GOODELL et al., 2013). Mit der VI
konnen neue Virusvarianten nachgewiesen werden, dessen Detektion
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  aufgrund  fehlender
Primersequenzen nicht moglich ist (HENRITZI et al, 2016;
CHRISTOPHER-HENNINGS et al., 2019). Allerdings ist diese Methode ein
zeitintensives Verfahren, welches mehr als zwei Wochen andauern kann
und hohe Voraussetzungen und Anforderungen an das Labor stellt
(CHRISTOPHER-HENNINGS et al., 2019).

1.5.1.2. Immunassay

Der Immunfluoreszenztest (IFT) beruht auf dem Nachweis von Antigenen
durch fluorochrom-markierte Antikorper (direkter IFT), deren Emission
mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops ausgewertet werden kann, aber
wiederrum ein zeitintensives und komplexes Verfahren darstellt (MULLER,
2013; BEER und HAAS, 2015). Bei der Immunhistochemie wird durch die
Bindung von markierten Antikorpern an Antigene ein mikroskopischer
Nachweis moglich (VINCENT et al., 1997). Es werden Proben in Formalin
gelegt, in Paraffin eingebettet und dann geschnitten (CHRISTOPHER-
HENNINGS et al., 2019).

1.5.1.3. Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR-Technik beruht auf dem Verfahren ein spezifisches DNA-
Fragment eines Virus mit Hilfe einer hitzestabilen Polymerase in-vitro zu
amplifizieren (MULLIS et al., 1986; BEER und HAAS, 2015). Dieser gelingt
selbst die Vermehrung kleinster Nukleinsauremengen aus dem
Virusgenom (SAIKI et al., 1986; BEER und HAAS, 2015), im Vergleich zur
Virusisolierung ist hier kein vermehrungsfahiges Virus notig (NATHUES et
al.,, 2013). Zu den Vorteilen der PCR zahlt die hohe Sensitivitat bei hoher
Spezifitdt und relativ hoher Nachweisgeschwindigkeit (MULLER, 2013).
Wobei die hohe Spezifitat zum Nachteil werden kann, da bei Auswahl nicht
kompatibler Primer verschiedene Antigene nicht erkannt werden konnen
(MULLER, 2013).

Da Influenzaviren zu den RNA-Viren gehoren (INTERNATIONAL
COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2021) wird die RNA durch die
reverse Transkription in cDNA (Copy-DNA / complementary DNA)



14 II. Literaturtbersicht

umgeschrieben, um anschlieBend in der PCR vervielfaltigt zu werden
(BEER und HAAS, 2015). Diese beiden Schritte werden als Reverse-
Transkriptase-PCR (RT-PCR) bezeichnet (BEER und HAAS, 2015).

Dieser erste Schritt ermoglicht einen generischen Nachweis aller porzinen
IAV und ist somit fur ein erstes Screening, ohne die einzelnen Virus-
Subtypen zu bestimmen, sehr gut geeignet (SPACKMAN et al., 2002).
Die PCR dient als Basis fur anschlieBende Untersuchungen, wie
beispielsweise die Sequenzierung (BEER und HAAS, 2015). Bei der
Multiplex-PCR sind mehrere Primer enthalten, die mehrere Sequenzen
erkennen und spezifisch amplifizieren konnen (BEER und HAAS, 2015). In
diesem zweiten Schritt werden die vorangegangen, mittels generisch 1AV
positiv getesteten Proben, mit einer tetraplex-HA- und triplex-NA-
spezifischen RT-qPCRs (quantitative oder Real-Time RT-PCR) untersucht,
um Subtypen zu unterscheiden (HENRITZI et al., 2016). Hierbei wird
innerhalb der HA-Subtypen H1av, H1hu, H1pdm und H3 sowie zwischen
den NA-Subtypen in N1, N1pdm und N2 differenziert (HENRITZI et al.,
2016). HENRITZI et al. (2016) weisen mit ihrem Protokoll speziell fur
europaische IAV-Uberwachungsprogramme darauf hin, dass es einer
laufenden Aktualisierung der verwendeten Primer bedarf. HENRITZI et al.
(2018) stellen eine weitere tetraplex real-time RT-PCR vor, mit der es
moglich ist, auch neben dem Influenza Typ A, die Influenzatypen B, C und
D nachzuweisen. DECORTE et al. (2015) zeigen in ihrer Studie, dass der
IAV-Nachweis aus OF mittels PCR der Virusisolierung uberlegen ist.
Ebenfalls wird festgestellt, dass die PCR-Untersuchung der OF bis 21 dpi
positive Ergebnisse aufweist (DECORTE et al., 2015).

In der Studie von VANGROENWEGHE und THAS (2021) wurden
Tracheobronchialtupfer in unterschiedlichen Altersgruppen entnommen
und veranschaulicht, dass IAV mit einer multiplex-PCR darin detektiert
werden kann, der Nachweis allerdings auch saisonal variieren kann.
Weitere Studien belegen, dass der direkte IAV-Nachweis durch
Umgebungsproben moglich ist (CHOI et al., 2015; NEIRA et al., 2016) und
GARRIDO-MANTILLA et al. (2019) bestimmen sogar eine hohere
Nachweisrate mittels rRT-PCR der Umgebungsproben im Vergleich zu

anderen Materialien. Ebenfalls eignen sich Gesaugewischproben (GWP)
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um eine |AV-Infektion eines Wurfes zu bestimmen (GARRIDO-MANTILLA
et al., 2019) und koénnen als Ansatz einer Uberwachungsstrategie /
Surveillanceprogramms vor dem Absetzen der Ferkel dienen (DE LARA et
al.,, 2022). Aufgrund der hohen Sensitivitat sowie der zeit- und
kostensparenden Durchfuhrung der PCR (FOUCHIER et al., 2000), wird

diese in der vorliegenden Studie als Nachweismethode der Wahl genutzt.

1.5.2. Indirekter Erregernachweis
Der indirekte Erregernachweis beruht auf dem Prinzip des spezifischen
Antikorpernachweises im Serum (HAAS und BEER, 2015).

1.5.2.1. Virusneutralisationstest (VNT)

Mit  diesem  diagnostischen  Verfahren  werden  vorhandene
neutralisierende Antikorper gegen ein bestimmtes Virus gemessen
(CHRISTOPHER-HENNINGS et al.,, 2019), welche an die
Oberflachenproteine des Virus binden und somit dessen Eintreten in die
Wirtszelle verhindern (HAAS und BEER, 2015). Bleibt der zytopathische
Effekt aus, beweist dieser das Vorhandensein neutralisierender Antikorper
(HAAS und BEER, 2015). Die Durchfihrung des VNT dauert
dementsprechend einige Tage und ist fur eine grofBe Probenanzahl nicht
geeignet, da dieser nicht automatisierbar (HAAS und BEER, 2015) und
sehr zeitintensiv in der Durchfuhrung ist und zusatzlich materiellen
Aufwand mit sich bringt (MULLER, 2013).

1.5.2.2. Enzyme linked immunosorbent Assay (ELISA)

Im ELISA sind Antigene an eine feste Phase gebunden, an welche die
passenden Antikorper binden konnen, die wiederum in einem weiteren
Schritt mit enzym-markierten Antispezies-Globulinantikorpern versehen
werden und bei positiver Reaktion ein Farbumschlag stattfinden kann.
Durch die Messung der Farbintensitat kann die Menge des gebundenen
Antigens bestimmt werden (MULLER, 2013; HAAS und BEER, 2015).
Diese Moglichkeit Antikorper nachzuweisen, wird als indirekter ELISA
bezeichnet. Der kompetitive ELISA (Blocking-ELISA) wird ebenfalls den

indirekten  Nachweismethoden zugeordnet, der Sandwich-ELISA
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hingegen wird zu den direkten Nachweismethoden gezahlt, da Antigen
detektiert wird (BEER und HAAS, 2015; HAAS und BEER, 2015).
Um  far  Screening-Programme  subtypubergreifende Infektionen
(Nachweis von Nukleoprotein-spezifischer Antikorper) zu detektieren,
eignet sich ein ELISA mit seiner hohen Sensitivitat sehr gut (CIACCI-
ZANELLA et al., 2070; BEER und HAAS, 2015). Der Subtypspezifische
Nachweis (Nachweis von Hamagglutinin- bzw. Neuraminidase-
spezifischer Antikorper) ist mit dem ELISA moglich (BEER und HAAS,
2015), allerdings weniger sensitiv als der
Hamagglutinationshemmungstest (LEUWERKE et al., 2008; BARBE et al.,
2009). Wegen der besseren Differenzierung der Subtypen sollte nach
GROSSE BEILAGE (2013) die serologische Standardmethode, der
Hamagglutinationshemmungstest (HAH), verwendet werden. RIZZO et al.
(2016) zeigen, dass der ELISA bei der fruhen Identifizierung IAV positiver

Tiere dem HAH unterlegen ist.

1.5.2.3. Hamagglutinationshemmungstest

Die Hamagglutinine auf der Virushulle konnen mit Rezeptorstrukturen auf
der Erythrozytenoberflache reagieren, was wiederrum zu der Ausbildung
eines Erythrozyten-Virus-Komplex fuhrt, die durch Zugabe von
spezifischen Antikorpern gehemmt werden konnen (GROSSE BEILAGE,
2013; NATHUES et al., 2013). Somit ist das Ausbleiben der
Hamagglutination als positiver Befund zu interpretieren (HAAS und BEER,
2015; CHRISTOPHER-HENNINGS et al.,, 2019), da die vorhandenen
spezifischen Antikorper mit dem Virusantigen einen Komplex bilden und
nicht mit den Erythrozyten agglutinieren (MULLER, 2013). Entsprechend
kann der HAH Aussagen uber die Titerhohe der Antikorper geben (BEER
und HAAS, 2015), der Infektionszeitpunkt lasst sich jedoch nicht
bestimmen (NATHUES und GROSSE BEILAGE, 2010). Der HAH-Titer wird
durch den Kehrwert bestimmt, bei dessen Serumverdunnung noch eine
vollstandige Hamagglutination zu erkennen ist (HAAS und BEER, 2015).
Nach einer Impfung reagiert das Immunsystem schnell, es konnen HAH-
Antikorper nach sieben bis zehn Tagen im Serum nachgewiesen werden
und erreichen ihren Hohepunkt bereits nach zwei bis drei Wochen
(LARSEN et al.,, 2000). Es empfiehlt sich die Untersuchung einer
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sogenannten gepaarten Serumprobe, die erste Probe bestenfalls wahrend
der akuten Infektion, die zweite Probe nach drei bis vier Wochen, um einen
ansteigenden Serumtiter festzustellen (GROSSE BEILAGE, 2013). Der
HAH zeichnet sich durch seine Sensitivitat und Spezifitat aus, der es
ermoglicht einen subtypspezifischen Nachweis der Influenza A Viren zu
erzielen (GROSSE BEILAGE, 2013; HAAS und BEER, 2015). Allerdings
kann nicht zwischen Impfantikorpern, maternalen Antikorpern oder einer
Infektion differenziert werden, zusatzlich erschwert das Auftreten von
Kreuzreaktionen verschiedener Subtypen die Interpretation der Serologie
(VAN REETH et al., 2006; UNTERWEGER et al., 2021).

1.5.2.4. Kreuzreaktivitat

Die Wahrscheinlichkeit einer Kreuzreaktivitat wird in Zusammenhang mit
dem Alter der beprobten Tiere, bei welchen bereits Antigenkontakte
vorhanden waren, gebracht (VAN REETH et al., 2006). Bei einer
Screeninguntersuchung einer Herde beschreiben UNTERWEGER et al.
(2021), dass ungeimpfte Altsauen HAH-Titer gegenuber H1lavN1 und
pandemischen Stammen aufwiesen. Fur die Interpretation des HAH gilt
eine Kreuzreaktivitat bei den in Europa am haufigsten vorkommenden
Subtypen H1N1, H1N2, H3N2 und dem pandemischen H1N1 zu beachten
(KYRIAKIS et al., 2010). Auch die Ergebnisse von DURRWALD et al. (2010)
lassen darauf schlieBen, dass eine Kreuzreaktivitat zwischen dem porzinen
H1N1 und dem pandemischen Stamm vorhanden ist. VAN REETH et al.
(2004) wiesen in einer Studie, mittels HAH und VNT, sowohl nach einer
Infektion als auch nach einer Impfung, Kreuzreaktionen bei den Subtypen
H1avN1, HThuN2 und H3N2 nach. In einer weiteren Studie zeigten VAN
REETH et al. (2006) ahnliche serologische Ergebnisse in Bezug auf die
Kreuzreaktivitat der genannten Subtypen. Aufgrund der serologischen
Kreuzreaktion wird angenommen, dass eine vorherige Infektion mit einem
aviaren H1N1 vor einer folgenden Infektion mit dem pandemischen H1N1
schutzen kann (BUSQUETS et al., 2010; QIU et al., 2015).

1.6. Monitoring- und Surveillance-Systeme

Der Begriff Monitoring wird als passives Beobachtungssystem zur
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systematischen Erfassung und kontinuierlichen Uberwachung von
Vorgangen oder Prozessen mit Hilfe technischer Hilfsmittel oder anderer
Systeme definiert. Essentiell ist zudem die wiederholte Durchfuhrung der
Uberwachung (NATHUES et al., 2011; NATHUES und GROSSE BEILAGE,
2013). Im Gegensatz dazu gehort zur Surveillance zusatzlich die
Interpretation der Ergebnisse und das Ergreifen notiger MaBnahmen im
Bestand (NATHUES etal., 2011; NATHUES und GROSSE BEILAGE, 2013).
Nach European Surveillance Network for Influenza in Pigs 3 (ESNIP 3)
(2010-2013) gab es keine weiteren europaweiten Surveillance Programme
mehr (10.1371/journal.pone.0115815). In Deutschland wird aktuell keine
staatliche Uberwachung der IAV beim Schwein durchgefiihrt.
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Il. MATERIAL UND METHODEN

1. Arbeitshypothesen

Ziel dieser Arbeit war es, die Diagnostik in endemisch infizierten

Ferkelerzeugerbetrieben mit angeschlossener Aufzucht zu verbessern.

Bei endemisch infizierten Betrieben wird eine unspezifische Klinik und
eine niedrige Intraherdenpravalenz erwartet, weshalb man mit einer
umfangreichen Einzeltierdiagnostik an eine Kosten-/ Machbarkeitsgrenze
stoBt. So ist die Auswahl geeigneter Untersuchungsmaterialien unter
Berucksichtigung verschiedener Altersgruppen von hoher Relevanz fur

den Nachweis von IAV insbesondere auf endemisch infizierten Betrieben.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung sollen folgende Arbeitshypothesen

uberpruft werden:

1. Bei IAV verdachtigen Betrieben eignen sich
Gruppenuntersuchungsmethoden fur ein Influenza A Virus Monitoring

ebenso wie die Einzeltierdiagnostik.

2. Der Nachweis von IAV in den unterschiedlichen Produktionsstufen bzw.

Altersgruppen differiert.

3. Der IAV-Nachweis bei Schweinen ist nicht immer mit klinischen

Anzeichen assoziiert.

2. Auswahl der Bestande

Die vorliegende Arbeit wurde durch die Ethikkomission der Tierarztlichen
Fakultat  Ludwig-Maximilians-Universitat ~ Munchen, unter dem
Aktenzeichen 254-10-02-2021 genehmigt.

Es wurden insgesamt 25 Betriebe aus ganz Deutschland in der

vorliegenden Studie ausgewertet. Die Probenentnahmen fanden von Marz
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2021 bis Februar 2022 statt. Es wurden neun Betriebe in Ostdeutschland,
acht Betriebe in Norddeutschland und acht Betriebe in Suddeutschland
beprobt (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Verteilung der untersuchten Betriebe, gekennzeichnet
durch rote Stecknadeln auf einer Deutschlandkarte. Google Maps,
2022.
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Es wurden nur IAV verdachtige Ferkelerzeuger mit angeschlossener
Aufzucht beprobt. Bei den eingeschlossenen Betrieben musste der
Verdacht einer Influenzainfektion im Bestand bestehen und der / die
bestandsbetreuende Tierarzt:in sollte zeitnah Proben im Rahmen der
Routinediagnostik zur Identifizierung einer IAV-Infektion entnehmen. Im
Abferkelstall, Deckzentrum und Wartestall sollten immer vier Jungsauen,
drei Sauen mit zweitem bis vierten Wurf (mittlere Paritat) und drei Sauen
mit mehr als vier Wurfen zu beproben sein. Die Sauen im Abferkelstall
sollten Saugferkel im Alter von zwei bis drei Wochen saugen. In der
Aufzucht mussten drei Altersgruppen vorhanden sein, welche in Anfang
Aufzucht, Mitte Aufzucht und Ende Aufzucht eingeteilt wurden. Die Ferkel
der Anfang Aufzucht waren in der vierten bis sechsten, die Mitte Aufzucht
siebte bis achte und die Ende Aufzucht neunte bis zehnte Lebenswoche.

Des Weiteren sollte der Impfstatus der Tiere bekannt sein.

3. Beprobung

3.1. Beprobungsschema

Das Beprobungsschema wird in Tabelle 1 dargestellt. In jedem
Produktionsbereich der Sauen wurden jeweils vier Jungsauen, drei Sauen
mittlerer Paritat (zwei bis vier Wurfe) und drei Sauen mit uber vier Wurfen
ausgewahlt. Die zu beprobenden Saugferkel wurden zufallig aus den
Waurfen der beprobten Muttersauen ausgewahlt. In der Aufzucht wurden

jeweils drei Altersgruppen beprobt.



22 [11. Material und Methoden

Tabelle 1: Beprobungsschema.

(Nasentupfer (NT), Blutproben (BP), Umgebungsprobe Tierbereich (UT),
Umgebungsprobe Staub (US), Gesaugewischprobe (GWP),
Tracheobronchialtupfer (TBS), Oral Fluids (OF), Lebenswoche (LW)

Sauen
Standort Routine sonstige
10 NT 1UT
Abferkelstall
10 BP 1 US
170 NT 1UT
Deckzentrum
10 BP 1 US
10 NT 1UT
Wartestall
10 BP 1 US

— jeweils 4 Jungsauen, 3 Sauen 2.-4. Wurf, 3 Altsauen > 4. Wurf

Saugferkel
Altersstufe Routine sonstige
2.-3. LW 10 NT 10 GWP

— je ein Ferkel pro Wurf der beprobten Sauen

Aufzucht
Altersstufe Routine sonstige
Anfang 10 NT 1UT
Aufzucht 5 TBS 1US
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4 OF
1UT

Mitte 10 NT
1US

Aufzucht 5 TBS
4 OF
1UT

Ende T0NT
1US

Aufzucht 5 TBS
4 OF

3.2. Einzelproben und Poolproben

Die Nasentupferproben der Sauen wurden in allen Produktionsstufen nach
Paritat der Sauen gepoolt. Ebenso wurden die Nasentupferproben der
Ferkel im Abferkelstall nach der Paritat der Muttersau gepoolt. Die
Gesaugewischproben wurden einzeln in Rohrchen Uberfuhrt und
anschliefend im Labor nach Paritat der Sauen gepoolt. Die Nasentupfer
der Aufzuchttiere wurden pro Altersgruppe in zwei Poolproben, jeweils
bestehend aus funf Einzelproben aufgeteilt, die TBS wurden pro
Altersgruppe in einem Pool aus funf Proben gesammelt. Die
Umgebungsproben sowie die OF wurden einzeln in Rohrchen uberfuhrt
und einzeln untersucht. Eine Ubersicht der Pool-/ und Einzelproben ist in

Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Ubersicht der Einzelproben und Poolproben anhand des

Beprobungsschemas.
Sauen
Standort Routine sonstige
3 Poolproben NT:
(bestehend aus 4, 3 und 1UT
Abferkelstall .

3 Einzelproben) 1US

10 BP einzeln

3 Poolproben NT:

(bestehend aus 4, 3 und 1TUT
Deckzentrum
3 Einzelproben) 1US
10 BP einzeln
3 Poolproben NT:
(bestehend aus 4, 3 und 1UT
Wartestall
3 Einzelproben) 1US
10 BP einzeln

— jeweils 4 Jungsauen, 3 Sauen 2.-4. Wurf, 3 Altsauen > 4. Wurf,

Saugferkel

Altersstufe Routine sonstige

3 Poolproben NT:
2.-3. LW (bestehend aus 4, 3 und
3 Einzelproben)

10 GWP Einzelproben

— je ein Ferkel pro Wurf der beprobten Sauen
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Aufzucht
Altersstufe Routine sonstige
2 Poolproben NT
(bestehend aus jeweils
i 1TUT
Anfang 5 Einzelproben)
1US
Aufzucht eine Poolprobe TBS 4 OF
(bestehend aus 5
Einzelproben)
2 Poolproben NT
(bestehend aus jeweils
; 1UT
Mitte 5 Einzelproben)
1US
Aufzucht eine Poolprobe TBS 4 OF
(bestehend aus 5
Einzelproben)
2 Poolproben NT
(bestehend aus jeweils 1UT
Ende
5 Einzelproben) 1US
Aufzucht
4 OF
eine Poolprobe TBS
(bestehend aus 5
Einzelproben)
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3.3. Durchfiihrung der Probenentnahme

Die Entnahme der Blutproben, Nasentupfer und Tracheobronchialtupfer
fanden im Rahmen der Routinediagnostik der bestandsbetreuenden
Tierarzt:innen statt. Es handelte sich um eine einmalige Beprobung der
Tiere. Bei der Probenentnahme wurden die bestandsbetreuenden

Tierarzt:innen durch Mitarbeiter:innen der Klinik fur Schweine unterstutzt.

3.3.1. Gewinnung der Blutproben
Die ausgewahlten Sauen wurden mit einer Oberkieferschlinge von einer
Hilfsperson fixiert und die Blutentnahme erfolgte nach HEINRITZI (2006).

3.3.2. Gewinnung der Nasentupfer

Unmittelbar nach der Blutprobenentnahme der Sauen wurden von der
durchfuhrenden Person die Nasentupfer (Dryswab™ MW113 von Check
Diagnostics GmbH, Bad Oldesloe, Deutschland) entnommen, indem der
Tupfer in beide Nasenlocher des Tieres eingefuhrt und mehrmals gedreht
wurde. Die Saugferkel wurden von einer Hilfsperson fixiert und mit
kleineren Nasentupfern (Dryswab™ MW112 von Check Diagnostics
GmbH, Bad Oldesloe, Deutschland) beprobt. Die Auswahl der
Nasentupfergrolle wurde bei den Aufzuchttieren individuell nach der
GroBe des Tieres entschieden. Die Ferkel Anfang und Mitte Aufzucht
wurden zur Entnahme des Nasentupfers auf dem Arm fixiert, wahrend die
Ferkel Ende Aufzucht mit einer Oberkieferschlinge fixiert wurden. Alle
entnommenen Tupfer wurden nach dem oben beschriebenen Schema in
2ml Virocult®-Medium (Sigma-Virocult® MW950S von Check Diagnostics
GmbH, Bad Oldesloe, Deutschland) gepoolt, welches aufgrund seiner
geeigneten Eigenschaften als Transportmedium, wie von PEREZ et al.

(1984) beschrieben, ausgewahlt wurde.
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3.3.3. Gewinnung der Gesaugewischproben

Um die Ergebnisse der Blutproben und Nasentupfer mit weiteren
Untersuchungsmethoden zu vergleichen, dient die GWP als
Gruppenuntersuchungsmethode der Gewinnung einer Probe aller
saugenden Ferkel. Da sich die Sauen des Abferkelstalls im Kastenstand
befinden, war es nicht notig diese zusatzlich zu fixieren. Die
durchfuhrende Person wischte mit einem sterilen Gazetupfer (OP-
Mullkompressen Gazin® 5x5cm von WDT eG, Garbsen, Deutschland), der
mit Natriumchlorid (Isot. Kochsalzlosung NaCl Braun 0,9 % ad us. vet. von
WDT eG, Garbsen, Deutschland) benetzt war, uUber das Gesauge
(Abbildung 2) und verbrachte den Tupfer anschlieBend in 2ml Virocult®-

Medium.

|7

Abbildung 2: Entnahme der Gesaugewischprobe im Abferkelstall.

3.3.4. Gewinnung der Umgebungsproben

Fur die Gewinnung der Umgebungsproben wurden sterile Gazetupfer mit
NaCl benetzt. Die Umgebungsproben setzten sich aus jeweils zwei Proben
(Umgebungsprobe Tierbereich (UT) und Umgebungsprobe Staub (US))

zusammen, wobei fur die Umgebungsprobe UT alle Bereiche abgewischt
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wurden, welche die Tiere mit Nase und Maul beruhren, wie beispielsweise
die Tranke, den Futtertrog oder auch Beschaftigungsmaterial (siehe
Abbildung 3). Bei der Umgebungsprobe US wurden alle Bereiche
abgewischt, die aulBerhalb der Reichweite der Tiere waren, wie

beispielsweise Futterrohre, Fensterbanke oder Wasserleitungen (siehe

Abbildung 4). Die Tupfer wurden jeweils in 2ml Virocult®-Medium
uberfuhrt.

Abbildung 3: Entnahme der Umgebungsprobe Tierbereich (UT) bei

Beschaftigungsmaterial.
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Abbildung 4: Entnahme einer Staubprobe (US) bei Aufzuchtferkeln.

3.3.5. Gewinnung der Tracheobronchialtupfer

Im Rahmen der Routinediagnostik wurden in der Aufzucht je Altersgruppe
zehn Tiere beprobt. Bei jedem zweiten Ferkel, das auch mittels
Nasentupfer beprobt wurde, wurde zusatzlich noch ein TBS entnommen.
In ihrer Studie zeigte WEIR (2015), dass der kurzzeitige Stress einer TBS-
Entnahme mit dem einer Nasentupferentnahme vergleichbar ist. Um TBS
zu entnehmen, wurde entsprechend nach FABLET et al. (2010)
vorgegangen. Die Spitze des Katheters (ca. 5cm) wurde mit einer sterilen
Schere abgeschnitten und in ein Rohrchen mit 4ml Phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) (Roti®-CELL PBS, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) verbracht. Die beprobten Tiere wurden markiert, um nicht
zweimal das gleiche Tier zu fangen und zu beproben. Die Tiere der Ende
Aufzucht wurden mit einer Oberkieferschlinge fixiert, um die TBS
ungehindert entnehmen zu konnen, wahrend die Tiere am Anfang und
Mitte der Aufzucht auf dem Arm fixiert werden konnten (siehe Abbildung
5).
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Abbildung 5: Entnahme eines Tracheobronchialtupfers bei einem
Ferkel Anfang Aufzucht.

3.3.6. Gewinnung der Oral Fluids
Fur die Entnahme der Sammelspeichelproben, auch als OF bezeichnet,
wurden die Oral Fluid Sample Collection Accessory Kits von IDEXX,

Westbrook, Maine, USA verwendet.

In diesem Kit befindet sich Material fur die Entnahme von funf OF, welches
aus funf Baumwollstricken und funf Trichtertuten mit einem am Ende
befestigten Probenrohrchen besteht. In dem Kit befinden sich zusatzlich
Handschuhe und funf Deckel, um die Rohrchen zu verschlieBen. Die
Beprobung erfolgte wie von HERNANDEZ-GARCIA et al. (2017)
beschrieben: die Kaustricke wurden an der Buchtenwand mit dem Ende
auf Hohe der Schulter der Tiere angebracht (siehe Abbildung 6). Abhangig
von der BuchtengroBe, wurde ein Baumwollstrick bei unter 25 Tieren, bei
einer Gruppenzahl uber 25 zwei Baumwollstricke befestigt. Die Stricke
wurden, um eine Verschmutzung zu vermeiden, nicht direkt neben dem
Futterplatz  angebracht. Die naturliche Neugierde und das
Erkundungsverhalten der Schweine stellen die Moglichkeit eines nicht
invasiven und kostengunstigen Herdenmonitorings dar (ROMAGOSA et al.,
2011; RAMIREZ et al., 2012). In der Bucht verblieben die Stricke fur 20-30
Minuten und wurden anschlieBend mit den mitgelieferten Trichtertuten in

die daran befestigten Probenrohrchen ausgedruckt. Die Oral Fluids
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wurden im Verhaltnis 1:1 einzeln in 2ml Virocult®-Medium uberfihrt.

Abbildung 6: Gewinnung von Oral Fluids bei Aufzuchtferkein.

3.3.7. Erhebung des Husten- und Niesindex

Das klinische Erscheinungsbild bzw. respiratorische Symptome
ausgewahlter Tiere wurde anhand des Husten- und Niesindex definiert.
Der Hustenindex (HI) wurde nach NATHUES et al. (2012) bei den
Saugferkeln und bei den drei beprobten Altersgruppen der Aufzucht
erhoben. Der Niesindex (NI) wurde nach dem gleichen Schema

durchgefuhrt und berechnet.

Der Index umfasst zwei Durchgange, die aus jeweils zwei
Beobachtungszeitraumen bestehen. Ein Durchgang dauert sieben Minuten
und setzt sich aus drei Minuten Beobachtungszeitraum, einer Minute
Pause und nochmals drei Minuten Beobachtungszeitraum zusammen. In
diesen drei Minuten werden separat alle Husten- und Niesanfalle gezahlt.
Vor Beginn eines Durchganges sowie am Ende der einminutigen Pause
werden die Tiere, mit Ausnahme der Saugferkel, aufgetrieben. Die Anzahl
der zu beobachtenden Tiere sollte mindestens 20 Tiere pro Bucht oder in

zwei benachbarten Buchten betragen.

Der zweite Durchgang wurde im selben Abteil, aber mit neuen Tieren aus

einer neuen Bucht bzw. Buchten, durchgefuhrt. Zwischen zwei
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aufeinanderfolgenden Husten- oder Niesanfallen musste eine Pause von
mindestens zehn Sekunden liegen. AnschlieBend konnte daraus der Index

berechnet werden:

Anzahl gezahlter Hustenanfalle

HI = , —
Anzahl untersuchter Tiere*Untersuchungszeit in min
N| = Anzahl gezahlter Niesanfalle
"~ Anzahl untersuchter Tiere*Untersuchungszeit in min
3.4. Probenversand und Lagerung

Die NT, OF, TBS, Umgebungsproben und GWP wurden am Tag der
Probenahme direkt am Betrieb abgeholt und gekuhlt per Expressversand
uber Nacht an das Labor von Vaxxinova Diagnostics GmbH in Leipzig

geschickt.

Die BP wurden gekuhlt transportiert und in der Klinik fur Schweine
(Ludwig-Maximilians-Universitat, Munchen) weiterverarbeitet. Dort
wurden die Proben im Labor fur 10 Minuten bei 20°C, 3000 RPM und 1560
g zentrifugiert (Rotana 460R Zentrifuge, Andreas Hettich® GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, Deutschland), in 1,5ml Safe-Lock Tubes der Firma Eppendorf
(Hamburg, Deutschland) pipettiert und anschlieBend bei -20°C
eingefroren. Die Blutproben wurden gesammelt und an das Labor der Ceva
Innovation Center GmbH in Dessau-Rof8lau zur Untersuchung auf IAV-

Antikorper geschickt.

3.5. Labordiagnostik

3.5.1. PCR zum Nachweis von Influenza A Viren

In einem externen Labor wurden die NT, GWP, Umgebungsproben UT und
US, OF sowie TBS mittels Influenza A RT-qPCR auf IAV untersucht.

Es wurden die Influenza A Viren mit einem modifizierten Primersystem
nach SPACKMAN et al. (2002) nachgewiesen. Mittels RT-gPCR wird ein
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Abschnitt des M-Gens amplifiziert. Die gemessenen Ergebnisse wurden in

Cycle threshold-Werten (Ct-Werten) angegeben.

3.5.2. Hamagglutinationshemmungstest zum Nachweis von I|AV-
Antikorpern
Im Labor der Ceva Innovation Center GmbH wurden die Serumproben
mittels Hamagglutinationshemmungstest untersucht. Zuvor wurden die
Serumproben mit  Hilfe  einer  Neuraminidase und einer
Adsorptionsreaktion mit Erythrozyten vorbehandelt, da in den Seren
mancher Tiere unspezifische Agglutinationsinhibitoren / unspezifische
Agglutinine enthalten sein konnen. AnschlieBend wurde von jeder
Serumprobe auf einer 96-Loch-Rundbodenplatte eine Verdunnungsreihe
in log2-Stufen durchgefuhrt. Auf eine 96-Loch-Rundbodenplatte passen
insgesamt 8 Proben, je 1 Serum pro Reihe. Es wurden 50pl PBS in die
Kavitaten der ersten Spalte (A1 bis H1) und 25ul PBS in die der zweiten bis
zur 11. Spalte vorgelegt. Die letzte Spalte (A12 bis H12) blieb leer. 50yl
des zu untersuchenden Serums wurden bei einer Verdunnungsstufe von
1:20 in Kavitat A1 bis H1 pipettiert. 50ul aus diesen Kavitaten der ersten
Spalte wurden nun in die letzte Spalte (A12 bis H12) pipettiert und dienten
als Serumkontrolle. Weitere 25ul aus der ersten Spalte wurden in die
zweite Spalte (A2 bis H2) pipettiert. Dann lief die Verdunnungsreihe in
log2-Stufen bis zu 11. Spalte an. Aus der letzten Spalte wurden 25pl
verworfen. In die angefertigte Verdunnungsreihe wurden jeweils 25pl
Antigen (8 hamagglutinierende Einheiten (HAE)) in jede Kavitat,
ausgenommen die 12. Spalte, pipettiert. Die Antigen-Antikorper-Reaktion
wurde fur 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieRend
erfolgte die Zugabe der Erythrozytensuspension (0,5 %ig), 50pl in jede
Kavitat. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei Raumtemperatur

erfolgte die Auswertung.

Um die Prasenz oder das Fehlen der Hamagglutination zu beurteilen,
wurde die Platte mit einem Winkel von ca. 70-80° fur 30 — 45 Sekunden
aufgestellt und das Auflaufen der sedimentierten Erythrozyten bewertet.
Eine Hamagglutination liegt vor, wenn bei Schragstellung der Platte keine
sedimentierten Erythrozyten auslaufen. Demgegenuber liegt keine

Hamagglutination vor, wenn eine vollstandige Sedimentation der
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Erythrozyten, als sogenannte Knopfbildung, erkennbar ist und aus den
Kavitaten auslaufen. Letzteres wird als posititv fur die Anwesenheit
hamagglutinationshemmender Antikorper einer Influenza A Virus
bedingten Hamagglutination gewertet. Zusatzlich wurden auf einer
Kontrollplatte die Positivkontrollseren eingesetzt. Der Testansatz zahlt als

auswertbar, wenn bestimmte Kriterien erfullt sind.

Das Ergebnis der Untersuchung wird als  Titer  der
hamagglutinationshemmenden Antikorper (HAH-Titer) der jeweils zu
untersuchenden Serumprobe angegeben. Dieser entspricht der hochsten
Verdunnungsstufe der Serumprobe, in der eine vollstandige Hemmung der

Hamagglutination auftritt.

3.5.3. Weitere Untersuchungen

Die im Rahmen der Routinediagnostik entnommenen
Tracheobronchialtupfer wurden zusatzlich auf verschiedene,
differentialdiagnostich beim Schwein relevanten Pathogene mittels einem
Sequenzierungssystem der dritten Generation (Nanopore Technologie)
untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung werden in der

vorliegenden Arbeit nicht weiter thematisiert.

3.6. Statistische Auswertung

Alle gesammelten Daten wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm
Excel® 2016 (Microsoft Office, Fa. Microsoft, Redmond, USA) erfasst. Die
deskriptive Datenauswertung der RT-qPCR Ergebnisse sowie die
Diagrammerstellung erfolgte ebenfalls mit diesem Programm sowie mit
der Statistiksoftware IBM SPSS® Statistics Version 26 (Fa. IBM Corp.,
Armonk, USA). Der restliche Teil der statistischen Auswertungen wurde
mit Stata 13.1 (Stata Statistical Software, College Station, TX, USA)
durchgefuhrt. Ein Betrieb galt als positiv, wenn mindestens eine der
untersuchten Proben, unabhangig vom Probenmaterial und der

Altersgruppe, mittels RT-qPCR positiv getestet wurde.

Bei allen Berechnungen wurde das Signifikanzniveau auf 5 % (p < 0,05)

festgelegt, das Konfidenzintervall betrug 95 %.
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Der Cochran Q-Test wurde verwendet, um Unterschiede im Anteil der
Nachweisraten zwischen den verschiedenen Untersuchungsmaterialien in

den jeweiligen Altersgruppen zu ermitteln.

Um das MaR der Ubereinstimmung der Ergebnisse (positiv oder negatives
RT-gPCR  Ergebnis) zwischen den Untersuchungsmaterialien zu
uberprufen, wurde der Cohens Kappa bzw. fur den Vergleich mehrerer

Gruppen der Fleiss” Kappa berechnet.

Die Ubereinstimmung wurde nach ALTMAN (1991), wie in Tabelle 3

dargestellt, angepasst.

Tabelle 3: Interpretation des Cohens Kappa

Mangelhafte Ubereinstimmung  <0,2

Geringe Ubereinstimmung 021<xk=<04
Moderate Ubereinstimmung 041<x=<0,6
Gute Ubereinstimmung 0,61<x<0,8

Sehr gute Ubereinstimmung _

Wenn ein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt wurde (p< 0,05),
wurden alle paarweisen Vergleiche nach der Bonferroni-Korrektur
(pcorrected= 0,05/n) ausgewertet, wobei n die Anzahl der durchgefuhrten

Tests oder Vergleiche darstellt.

Es wurde ein logistisches Regressionsmodell mit gemischten Effekten
berechnet, um den potenziellen Zusammenhang zwischen der
Altersgruppe, Produktionsgruppe bzw. Paritat und dem Auftreten eines
positiven Ergebnisses in der RT-gPCR zu untersuchen. Die abhangige
Variable war das binare Ergebnis des Untersuchungsmaterials, die
unabhangige Variable war die Altersgruppe bzw. Produktionsgruppe der
Tiere (Sauen (Abferkelstall, Deckzentrum, Wartestall), Saugferkel und

Aufzuchtferkel) sowie die Paritat der Sauen.

In allen Modellen wurden Zufallseffekte auf Betriebsebene berucksichtigt,
um die Abhangigkeit der Beobachtungen innerhalb des Betriebs zu

berucksichtigen.

Der berechnete Stichprobenumfang fur Einzelproben ermoglicht den
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Nachweis von mindestens einer positiven Probe unter der Annahme einer
innerbetrieblichen Pravalenz von 15 % mit einem Konfidenzintervall von
95 % und einer Sensitivitat von 90 % sowie einer Spezifitat von 100 %.
Fur Gruppenproben wurde der Stichprobenumfang so berechnet, dass
eine innerbetriebliche 1AV-Pravalenz von 30 % nachgewiesen werden
kann, wobei die oben genannte Sensitivitat, Spezifitat und das
Konfidenzintervall zugrunde gelegt wurden. Alle Berechnungen des
Stichprobenumfangs wurden mit dem Epitools Epidemiological Calculator
durchgefuhrt (Sergeant ESG. Epitools epidemiological calculators: Ausvet

Pty Ltd.;2017. Verfugbar unter: http://epitools.ausvet.com.).


http://epitools.ausvet.com/
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V. ERGEBNISSE

1. Direkter Erregernachweis von Influenza A Viren

1.1. Direkter Erregernachweis von Influenza A Viren aller

untersuchter Materialien auf Betriebsebene
In 20 Betrieben gelang in mindestens einer Probe der Nachweis von IAV
mittels RT-qPCR. In 5 Betrieben hingegen war der direkte
Erregernachweis aus den untersuchten Materialien nicht moglich. In 90 %
der 20 positiven Betriebe (n= 18) konnte IAV in den
Nasentupferpoolproben nachgewiesen werden. Positive
Umgebungsproben UT konnten in 70 % (n=14), US in 95 % (n=19) und
positive GWP in 30 % (n= 6) der Betriebe detektiert werden. Die
Nachweisrate der OF lag bei 85 % (n= 17) der Betriebe, die der TBS bei
45 % (n=9).

1.2. Direkter Erregernachweis von Influenza A Viren aller
untersuchter Materialien auf Probenebene

In den 20 IAV positiven Betrieben wurde in 24,8 % (n= 233/938) aller
insgesamt untersuchten Proben IAV mittels RT-qPCR nachgewiesen. Die
Nachweisrate in den verschiedenen Beprobungsmaterialien lag bei 16,7
% (n= 60/360) in den Nasentupferpoolproben, 20,8 % (n=25/120) in den
Umgebungsproben UT, 30 % (n= 36/120) in den Umgebungsproben US,
25 % (n=15/60) in den GWP, 38,2 % (n=83/217) in den OF und 23,3 %
(n=14/60) in den Tracheobronchialtupferpoolproben (Tabelle 4).

In Tabelle 4 ist der Nachweis von IAV in den unterschiedlichen
Untersuchungsmaterialien fur die einzelnen Produktionsstufen und
Altersgruppen sowohl auf Betriebsebene als auch auf Probenebene
zusammenfassend dargestellt. In der Gruppe Anfang Aufzucht sowie Mitte
Aufzucht konnten OF nicht von allen Tiergruppen entnommen werden. Aus
diesem Grund differiert die Anzahl der untersuchten OF in den

unterschiedlichen Aufzuchtgruppen.
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Tabelle 4: Nachweis von Influenza A Viren in den unterschiedlichen

Untersuchungsmaterialien

innerhalb der Produktionsstufen bzw.

Altersgruppen auf Betriebsebene (BE) und Probenebene (PE) in % mit

Anteil positiver Proben (n= x/y), und Durchschnitt @ des Mittelwertes

des prozentualen Anteils positiver Proben / Betrieb in % mit
Konfidenzintervall (Cl)
Deck- Warte-
Ebene Abferkelstall Aufzucht
Material zentrum stall Gesamt
Cl
SF Sauen Sauen Sauen AA MA EA
BE 40 % 20 % 10 % 0 % 45 % 30 % 40 % 90 %
(n) (8/20) (4/20) (2/20) (0/20) (9/20) (6/20) (8/20) (18/20)
NT PE 28,3 % 11,7 % 3,3% 0 % 37,5 % 25 % 22,5 % 16,7 %
(n) (17/60) (7/60) (2/60) (0/60) (15/40) (10/40) (9/40) (60/360)
[4) 28,3 % 11,7 % 3,3% 0 % 37,5 % 25 % 22,5 %
(cn (11,1-45,6) |(-0,2-23,5) | (-1,2-7,8) |(0,0-0,0) | (17,5-57,5) | (6,9-43,1) | (9,2-35,8)
BE 15 % 0% 0% 50 % 35 % 25 % 70 %
(n) (3/20) (0/20) (0/20) (10/20) (7/20) (5/20) (14/20)
uT PE 15 % 0% 0% 50 % 35 % 25 % 20,8 %
(n) (3/20) (0/20) (0/20) (10/20) (7/20) (5/20) (25/120)
[4] 15 % 0 % 0 % 50 % 35 % 25 %
(cn (-1,1-31,1) (0,0-0,0) |[(0,0-0,0) | (27,5-72,5) | (13,6-56,4) | (5,5-44,5)
BE 20 % 5% 0% 70 % 55 % 30 % 95 %
(n) (4/20) (1/20) (0/20) (14/20) (11/20) (6/20) (19/20)
Us PE 20 % 5% 0 % 70 % 55 % 30 % 30 %
(n) (4/20) (1/20) (0/20) (14/20) (11/20) (6/20) (36/120)
[4) 20 % 5% 0 % 70 % 55 % 30 %
(Ch (2,0-38,0) (-4,8-14,8) |(0,0-0,0) | (49,4-90,6) | (32,6-77,4) | (9,4-50,6)
BE 30 % 30 %
(n) (6/20) (6/20)
PE 25 % 25 %
GWP
(n) (15/60) (15/60)
4] 25 %
(C) (7,3-42,7)
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BE 58,8 % 70 % 50 % 85 %

(n) (10/17) (14/20) (10/20) (17/20)
oF PE 44,1 % 43,6 % 28,8 % 38,2 %

(n) (26/59) (34/78) (23/80) (83/217)

(4] 42,6 % 42,5 % 28,8 %

(Ch (22,8-62,4) | (26,2-58,8) | (14,0-43,5)

BE 25 % 30 % 15 % 45 %

(n) (5/20) (6/20) (3/20) (9/20)
TBS PE 25 % 30 % 15 % 23,3 %

(n) (5/20) (6/20) (3/20) (14/60)

[4] 25 % 30 % 15 %

(ch (5,5-44,5) (9,4-50,6) (-1,1-31,1)

Tabelle 5 zeigt den Nachweis von AV in den einzelnen Produktionsstufen
und Altersgruppen, sowie den verschiedenen Untersuchungsmaterialien

detailliert fur jeden einzelnen der 20 RT-qPCR positiven Betriebe.
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den 20 RT-

in
gPCR positiven Betrieben aufgeteilt nach Produktionsstufen bzw.

Proben

iver

Prozentsatz posi

e

: Anzahl sowi

Tabelle 5

Altersgruppen sowie Untersuchungsmaterialien

(e'e€) €/1 (sz)er/e (L'99) €/t (e'se)e/e  (€'€€) 9/t (0) z/0 (0) z/0 (0) 9/0 (0) €/0 (0) €/0 (o) /0 (0) T/0 (0) €/0 oz
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(£'99) €/ (S'L8) 8/L 83” €/e  (9'99)€/c  (L'99) 9/¥ (0s) Z/T Hew\o (0)9/0 (0) €/0 (0) €/0 avﬂ\o (0) T/0 (0) €/0 o
(0) €/0 (s2) 8/z :\wwm €/t (ee)e/T1  (e€e) 9/t (0)z/0 Hew\o (0)9/0 (0) €/0 (0) €/0 swio (0) t/0 (0) €/0 ot
(0) €/0 (e'88) 21/L Am\m% €/ (L'99) €/T (05) 9/¢€ (0)z/0 §o~\o (0)9/0 (0) €/0 (0) €/0 éoio (0)T/0 (0) €/0 o
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(e'ee) e/t (g'ee) eT/v Am\mmﬂ €/1  (gee)e/t  (L9T)9/T (0)z/0 §oN\o (0) 9/0 (0) /0 (0) €/0 awio (0) /0 (0) €/0 o1
(£'99) €/2 (0S) 8/¥ :@mﬂ e/t (L'99) e/ (£'99) 9/v (0) z/o ah\o (0) 9/0 (0) €/0 (0) €/0 awio (0) T/0 (0) €/0 .
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1.2.1. Nachweis von IAV mittels RT-qPCR in den einzelnen
Altersgruppen

1.2.1.1. Ergebnisse der Sauen
In Abbildung 7 ist der direkte Erregernachweis mittels RT-qPCR in den
unterschiedlichen  Untersuchungsmaterialien aufgeteilt nach den

Produktionsstandorten der Sauen dargestellt.

30
x
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‘e’ 15
o 11,7
g
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(%]
& 3,3 >
Ao [l o o o
0
NT uT us NT uT us NT uT us

(n=60) (n=20) (n=20) (n=60) (n=20) (n=20) (n=60) (n=20) (n=20)
Sauen Abferkelstall Sauen Deckzentrum Sauen Wartestall

Standort der Sauen
O positiv

Abbildung 7: Prozentualer Anteil des IAV-Nachweises in den
unterschiedlichen Materialien aufgeteilt in die drei

Produktionsstandorte der Sauen

Nasentupfer (NT), Umgebungsprobe Tierbereich (UT), Umgebungsprobe
Staub (US)

Nachweisraten zwischen den verschiedenen Untersuchungsmaterialien
(Nasentupfer, Umgebungsprobe UT und US) bei Sauen an einem Standort
(Cochran's Q=4,5, p=0,1054).

Laut Ergebnissen des logistischen Regressionsmodells mit gemischten
Effekten hatten Sauen im Abferkelstall eine 16,66-mal hohere
Wahrscheinlichkeit (p= 0,004, 95 %Cl: 2,42 - 114,65) des Nachweises von
IAV in Staubproben (Umgebungsproben US) als Sauen im Deckzentrum.
Es konnte jedoch kein signifikanter Einfluss der Paritat (p=1,00) und des
Standortes (p= 0,054) der Sau auf die Wahrscheinlichkeit des Nachweises

von IAV in Nasentupfern festgestellt werden.
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1.2.1.2. Ergebnisse der Saugferkel
In Abbildung 8 sind die IAV-Nachweise in den unterschiedlichen

Untersuchungsmaterialien der Saugferkel dargestellt.
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Untersuchungsmaterialien

O positiv

Abbildung 8: Prozentualer Anteil des Nachweises von IAV in den

unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien der Saugferkel

Nasentupfer (NT), Umgebungsprobe Tierbereich (UT), Umgebungsprobe
Staub (US), Gesaugewischprobe (GWP)

Bei den Saugferkeln wurden signifikante Unterschiede in den
Nachweisraten bei den unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien

festgestellt (Cochran’s Q= 8,6470, p= 0,0344).

Die Paritat der Muttersau hatte keinen Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit
eines IAV-Nachweises in NT von Saugferkeln (p= 0,583, OR= 0,732, 95/5
Cl: 0,241; 2,223). Daruber hinaus gab es keinen Unterschied in der
Wahrscheinlichkeit eines IAV-Nachweises in GWP zwischen Sauen
mittlerer Paritat und Jungsauen (OR: 5,82, 95% ClI: 0,068; 493,55, p=
0,437), Sauen mit > 4 Wurfen und Jungsauen (OR: 0,23, 95% CI: 0,0006;
8,44, p=0,423) sowie zwischen Sauen mittlerer Paritat und Sauen mit > 4
Wurfen (OR: 0,04, 95% CI: 0,0003; 5,49, p=0,199).
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1.2.1.3. Ergebnisse der Aufzuchtferkel

Der Cochran Q-Test zeigte Unterschiede in den Nachweisraten bei den
einzelnen Untersuchungsmaterialien  der  Aufzuchtferkel (NT,
Umgebungsprobe UT und US, OF und TBS) (Cochran’s Q= 84.27273, p<
0.001). In Abbildung 9 ist der Nachweis von IAV in den unterschiedlichen
Untersuchungsmaterialien aufgeteilt nach den drei Altersgruppen der

Aufzuchtferkeln dargestellt.
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Altersgruppen
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a=O0F: p=0,042, OR =5, 95% ClI: 1,06; 24,25

b =UT: p=0,012, OR =4.29, 95% ClI: 1,38; 13,37
c=US: p< 0,001, OR =10.41, 95% ClI: 3,01; 36,00
d = US: p= 0,005, OR=6.92,95% ClI: 1,78 ; 27,00

Abbildung 9: Prozentualer Anteil des IAV-Nachweises in den
unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien bei den drei

Altersgruppen der Aufzuchtferkel

Nasentupfer (NT), Umgebungsprobe Tierbereich (UT), Umgebungsprobe
Staub (US), Oral Fluids (OF), Tracheobronchialtupfer (TBS)

Anfang und Mitte Aufzucht signifikant haufiger 1AV mittels RT-qPCR
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detektiert werden als bei Ferkeln Ende Aufzucht (OR: 4,32; 95 % ClI: 1,87;
9,95; p=0,001) bzw. (OR: 3,15; 95 % ClI: 1,36; 7,32; p= 0,007).

Zwischen Ferkeln Mitte und Ende Aufzucht konnte ein statistisch
signifikanter Unterschied in der Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines
positiven Ergebnisses bei OF festgestellt. Die Wahrscheinlichkeit eines
positiven OF-Ergebnisses war bei Tieren Mitte der Aufzucht 4,3-mal hoher
(95 % ClI: 1,21; 15,22, p=0,024) als bei Tieren am Ende der Aufzucht.

Bei Ferkeln Ende Aufzucht war die Wahrscheinlichkeit eines Nachweises
von IAV in der Umgebungsprobe UT fast siebenmal geringer (p= 0,005,
OR=6,92, 95 % CI:1,78; 27,00) als bei Ferkeln Anfang Aufzucht.

Bei Tieren am Anfang der Aufzucht war die Wahrscheinlichkeit eines
positiven Ergebnisses in den Umgebungsprobe US 10,4-mal hoher
(p<0,001, OR= 10,41, 95 % CI:3,01; 36,00) als bei Ferkeln in der Ende
Aufzucht. Bei Ferkeln Mitte der Aufzucht war die Wahrscheinlichkeit, dass
die Umgebungsprobe US positiv auf IAV getestet wird, fast 4,3-mal hoher
(p= 0,012, OR= 4,29, 95 % CI: 1,38; 13,37) als bei Ferkeln am Ende der
Aufzucht. Es gab keinen statistischen Unterschied zwischen den

Altersgruppen Mitte Aufzucht und Anfang Aufzucht (p=0,112).

Bei den TBS wurde ein statistisch signifikanter Unterschied in der
Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines positiven Ergebnisses zwischen
Ferkeln der Mitte und Ende der Aufzucht festgestellt. Insbesondere war die
Wahrscheinlichkeit eines positiven TBS bei Ferkeln in der Mitte Aufzucht
fast funfmal hoher (95 %Cl: 1,06; 24,25, p=0,042) als bei Tieren der Ende
Aufzucht. Alle signifikanten Unterschiede werden in Abbildung 9
dargestellt.

In Tabelle 6 ist die Ubereinstimmung der Nachweisrate von IAV zwischen
den verschiedenen Untersuchungsmaterialien innerhalb der jeweiligen

Altersgruppen dargestellt.

Bei den Sauen zeigte sich eine moderate Ubereinstimmung zwischen den
einzelnen Untersuchungsmaterialien (Scott/Fleiss' k = 0,4836; p< 0,001),
bei Saugferkeln ebenfalls eine moderate (Scott/Fleiss’ k = 0,5883; p<

0,0001) und in der Aufzucht eine geringe Ubereinstimmung (Scott/Fleiss'
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k=0,3927; p<0,001).

Tabelle 6: Cohen's Kappa-Koeffizient (k) und p-Wert der
Ubereinstimmung der Ergebnisse auf Probenebene fiir die binire
Variable (positives oder negatives Ergebnis des Nachweises von

Influenza A) innerhalb der Altersstufen.

Nasentupfer (NT), Umgebungsprobe Tierbereich (UT), Umgebungsprobe
Staub  (US), Gesaugewischprobe (GWP), Oral Fluids  (OF),
Tracheobronchialtupfer (TBS)

Sauen Saugferkel Aufzucht
uT us uT us GWP uT us OF TBS

NT | 02982 03778 | 03301 05045 07447 0.6231 0.3757 0.3507 0.4364
kappa | (0.0001) (0.0001) | (0.0028) (0.0001) (0.0001) @ (0.0001) (0.0001) (0.0001) (0.0001)

uT 0.7333 0.4872 0.4383  0.4237  0.5337
kappa (0.0001) (0.0001) (0.0001) (0.0001) (0.0001)

us 0.6667 0.4572 0.1812
kappa (0.0001) (0.0001) (0.0084)
OF 0.1288
kappa (0.0228)

1.2.2.  Nachweis in den unterschiedlichen Produktionsstufen bzw.
Altersgruppen auf Betriebsebene

Die untersuchten Altersgruppen umfassen Sauen, Saugferkel und
Aufzuchtferkel. In 55 % der 20 Betriebe (n=11) wurde IAV in nur einer
Altersgruppe nachgewiesen, bei 25 % (n=5) in zwei Altersgruppen und
bei 20 % (n= 4) in allen drei Altersgruppen. Wurde IAV in nur einer
Produktionsstufe nachgewiesen, so war waren dies immer die
Aufzuchtferkel (Abbildung 10).
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m Sauen + Saugferkel + Aufzucht
= Sauen + Saugferkel

10% Saugferkel + Aufzucht

55% Sauen + Aufzucht

m Aufzucht

Abbildung 10: Prozentueller Anteil der Verteilung des IAV-Nachweises
in einer bzw. mehrerer Produktionsstufen sowie die Verteilung

innerhalb der Altersgruppen.

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Altersgruppe und der
Wahrscheinlichkeit des Nachweises von [AV im NT zu untersuchen, wurde
eine logistisches Regressionsmodell mit gemischten Effekten gerechnet.
Hierbei konnte ein Zusammenhang zwischen der Altersgruppe und der
Wahrscheinlichkeit des Nachweises von IAV im NT festgestellt werden. Bei
Saugferkeln war die Wahrscheinlichkeit des Nachweises von IAV im NT
7,9-mal (p< 0,001, 95 % CI: 3,24; 19,28) hoher als bei den Sauen. Bei der
Untersuchung der NT von Aufzuchtferkeln war die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens eines positiven 1AV-Ergebnisses ebenfalls 7,9-mal (p< 0,001,
95 % CI: 3,58; 17,50) hoher als bei den Sauen. Es wurde jedoch kein
Unterschied in der Wahrscheinlichkeit eines |AV-Nachweises in NT

zwischen Saugferkeln und Aufzuchtferkeln festgestellt (p=1,000).
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2, Indirekter Erregernachweis von Influenza A Viren

mittels Hamagglutinationshemmungstest

In allen 25 Betrieben wurden jeweils in mindestens einer der 30
entnommenen Blutproben pro Betrieb Antikorper gegen einen der
untersuchten Stamme nachgewiesen werden. Die 20 Befunde der RT-
qPCR-positiven Betriebe befinden sich im Anhang. Die Befunde der funf
RT-qPCR-negativen Betriebe werden nachfolgend in Tabelle 7 dargestellt.
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Befunde des HAH der fiinf RT-qPCR negativen Betriebe

(Betrieb 1-5)

Tabelle 7
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3. Klinisches Erscheinungsbild

Sowohl in den 20 Betrieben, in denen IAV mittels RT-qPCR nachgewiesen
wurde, als auch in den funf RT-gPCR negativen Betrieben, konnten bei den
untersuchten Saugferkeln und Aufzuchtferkeln respiratorische Symptome
wie Husten und Niesen beobachtet werden. Bei den Saugferkeln zeigten
60 % (n= 15/25) der Tiere dieses klinische Erscheinungsbild. Anfang
Aufzucht wiesen 84 % (n= 21/25), Mitte Aufzucht 96 % (n= 24/25) und
Ende Aufzucht 92 % (n= 23/25) der Tiere klinische Anzeichen auf. Die
Verteilung des klinischen Erscheinungsbildes als auch das Auftreten in den

jeweiligen Altersgruppen ist in Abbildung 11 dargestellt.

20— — — —
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SF(+) SF(-) AA(+) AA(-) MA(+) MA(-) EA(+) EA(-)
(n=20) (n=5) (n=20) (n=5) (n=20) (n=5) (n=20) (n=5)
Altersgruppen

O klinisches Erscheinungsbild O kein klinisches Erscheinungsbild

Abbildung 11: Prozentualer Anteil der Altersgruppen mit bzw. ohne
klinisches Erscheinungsbild auf Betriebsebene, aufgeteilt in RT-qPCR-
positive (+) und RT-qPCR-negative (-) Betriebe

Saugferkel (SF), Anfang Aufzucht (AA), Mitte Aufzucht (MA), Ende
Aufzucht (EA)

Das Auftreten der klinischen Anzeichen wie Niesen, Husten oder beide
klinischen Anzeichen ist fur die einzelnen Altersgruppen in Abbildung 12

dargestellt.

Bei den Aufzuchttieren war die Wahrscheinlichkeit, klinische Anzeichen

aufzuweisen, 81-mal hoher als bei Saugferkeln (CI:11,75; 560,32,
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Abbildung 12: Prozentualer Anteil und Verteilung des klinischen
Erscheinungsbildes in den Altersgruppen auf Betriebsebene der RT-

gPCR-positiven (+) Betriebe

Saugferkel (SF), Anfang Aufzucht (AA), Mitte Aufzucht (MA), Ende
Aufzucht (EA)

Es gab einen statistisch signifikanten Unterschied im Niesindex Median
sowie dem Hustenindex Median der Saugferkel und jeder der drei
Altersgruppen der Aufzucht wie in Abbildung 13 und Abbildung 14
dargestellt. Innerhalb der drei Altersgruppen und der Aufzucht

unterschieden sich der Nies- oder Hustenindex signifikant.
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(e}
-
1
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Altersgruppen

a = Coef: 0,71, p=0,006, 95 % ClI: 0,207; 1,213
b = Coef: 0,92, p=0,003, 95 % CI: 0,315; 1,525
c = Coef: 1, p=0,009, 95 % CI: 0,25; 1,75

Abbildung 13: Verteilung des Niesindex anhand der Altersgruppen
Saugferkel, Anfang / Mitte und Ende Aufzucht der RT-qPCR-positiven

Betriebe (n=20). Die Kreise kennzeichnen AusreiRer.
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a = Coef: 0,13, p=0,005, 95% ClI: 0,039; 0,221
b = Coef: 0,2, p=0,001, 95% CI: 0,08; 0,32
c = Coef: 0,13, p=0,005, 95 % ClI: 0,039; 0,221

Abbildung 14: Verteilung des Hustenindex anhand der Altersgruppen
Saugferkel, Anfang / Mitte und Ende Aufzucht der RT-qPCR-positiven
Betriebe (n=20). Die Kreise kennzeichnen AusreiBer. Bei der Gruppe
der Ende Aufzucht lag ein Extremwert bei 5,3, der in dieser Abbildung

nicht eingezeichnet ist.

Bei den Saugferkeln zeigte sich keine Ubereinstimmung zwischen dem
Auftreten klinischer Anzeichen und dem Nachweis des Virus in den
unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien (NT (k= -0,1350; p= 0,909),
Umgebungsproben UT (k=-0,1404; p=0,9617), US (k=-0,1404; p=0,9617)
und der GWP (k=-0,2424; p=0,9925)). Im Gegensatz dazu waren die GWP
von Saugferkeln ohne klinische Anzeichen signifikant haufiger positiv als
bei Ferkeln mit klinischen Anzeichen einer |AV-Infektion (p= 0,049, OR=
0,0035, 95 %¢Cl: 0,00001; 0,97).

In der Aufzucht war die Ubereinstimmung zwischen dem Vorhandensein

von klinischen Anzeichen und dem Nachweis von IAV in NT (k= -0,0041;
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p= 0,5486), den Umgebungsproben UT (k= 0,0455; p= 0,1267), US (k= -
0,0286; p=0,7091), der TBS (k= 0,0538; p=0,0342) und den OF (k= 0,0341;
p= 0,2635) mangelhaft.

Mittels eines zweistufigen logistischen Regressionsmodells mit
gemischtem Effekt wurde die Assoziation zwischen klinischen Anzeichen
und dem Auftreten eines positiven RT-qPCR-Ergebnisses in den jeweiligen
Untersuchungsmaterialien in den drei Altersgruppen in der Aufzucht
analysiert. Es zeigte sich, dass Ferkel Anfang Aufzucht haufiger positiv in
den Umgebungsproben UT und US sind, wenn sie auch klinische
Anzeichen aufweisen. So ist es 7,27-mal (95 % CI: 1,85; 28,53, P=0,004)
wahrscheinlicher, 1AV in einer Umgebungsprobe UT nachzuweisen, und
3,18-mal (95 % CI: 1,17; 8,65, P= 0,023) wahrscheinlicher, in der
Umgebungsprobe US, verglichen mit klinisch auffalligen Ferkeln Mitte
und Ende Aufzucht. Mitte und Ende Aufzucht wurde dieser
Zusammenhang zwischen klinischem Erscheinungsbild und einem IAV-
Nachweis fur keines der beiden Untersuchungsmaterialien festgestellt. Ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines klinischen
Erscheinungsbildes und IAV-Nachweis bei OF und NT wurde nicht
nachgewiesen. In den TBS der Aufzuchtferkel (alle 3 Altersgruppen)

stammten alle AV positiven Proben aus Pools mit klinischen Anzeichen.
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V. DISKUSSION

1. Auswahl der Betriebe und Studiendesign

Da das Influenza A Virus in Schweinebestanden erhebliche wirtschaftliche
Schaden verursachen kann und zudem als Zoonoseerreger fungiert
(BENNETT und IJPELAAR, 2005; ER et al., 2014; FREIDL et al., 2014), ist
ein kontinuierliches Monitoring des Erregers unerlasslich. Besonders der
endemische Verlauf einer IAV-Infektion stellt die Diagnostik vor grofSe
Herausforderungen, da dieser durch wiederkehrende Krankheitsverlaufen
sowie einer oft unspezifischen Klinik gekennzeichnet ist (YOON und
JANKE, 2008; SIMON-GRIFE et al., 2012; KYRIAKIS et al., 2013). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollen als Grundlage fur die
diagnostische Vorgehensweise der bestandsbetreuenden Tierarzte:innen
bei Verdacht einer endemischen Verlaufsform von IAV dienen. In die
Untersuchungen wurden Ferkelerzeugerbetriebe mit angeschlossener
Aufzucht aus ganz Deutschland eingeschlossen, bei denen der Verdacht
einer endemischen Influenza Infektion bestand. Ziel war es alternative
Untersuchungsmaterialien fur die Routinediagnostik zu evaluieren, um ein
Gleichgewicht zwischen Probenumfang, Kosteneffizienz und Machbarkeit

zu schaffen.

Da die Beprobung von Einzeltieren ein aufwendiges Verfahren darstellt
und hohe Kosten mit sich bringt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Untersuchung von Tiergruppen bzw. der Umgebung der Tiere die
klassische Einzeltieruntersuchung ersetzen konnen. In einer Studie von
GARRIDO-MANTILLA et al. (2019) aus den USA wurde bereits die Eignung
von Gruppen- bzw. Umgebungsuntersuchungen fur den Nachweis von AV
beim Schwein bestatigt. Allerdings konnen diese Ergebnisse nicht
uneingeschrankt auf europaische Verhaltnisse ubertragen werden. Dies
liegt zum einen daran, dass sich die Infektionsdynamiken aufgrund der
unterschiedlichen Haltungs- und Managementbedingungen in den USA
und Deutschland unterscheiden. So stutzen sich beispielsweise die
Betriebsstrukturen in den USA vor allem auf sogenannte Multi-Site

Produktionssysteme (TOKACH et al., 2016), bei denen nach
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Produktionsstufen voneinander getrennte Standorte vorhanden sind
(HARRIS, 2008). In Deutschland sind hingegen vor allem One-Site
Produktionssysteme gelaufig, bei denen sich alle Produktionsstufen an
einem Standort befinden. Daruber hinaus unterscheiden sich die in den
USA zirkulierenden Stammen von den in Europa vorkommenden (NELSON
et al., 2015; RAJAO et al., 2015).

Im Gegensatz zu GARRIDO-MANTILLA et al. (2019) wurden in der
vorliegenden Studie eine hohere Anzahl an Betrieben untersucht und
mehrere Altersgruppen in die Untersuchungen eingeschlossen. Diese
Untersuchung aller in den Ferkelerzeugerbetrieben vorhandenen
Produktionsstufen bzw. Altersgruppen hatte zum Ziel zu untersuchen
welche Altersgruppe sich auf endemisch infizierten Bestanden zum
Nachweis von |IAV am besten eignet. Die Studie wurde als
Querschnittsstudie angelegt, um die  Vorgehensweise der
bestandsbetreuenden Tierarzte:innen moglichst praxisnah
widerzuspiegeln und Proben aus der Routinediagnostik nutzen zu konnen.
Da es einen Einfluss der Paritat sowie des Reproduktionsstadiums der
Sauen auf das Vorkommen von [AV innerhalb eines Bestandes geben kann,
wurden Sauen verschiedener Paritaten sowie Produktionsstadien
untersucht. Die Saugferkel wurden ebenfalls nach den Paritaten der
Muttersauen eingeteilt, um auch hier einen moglichen Zusammenhang
zwischen IAV-Nachweis und der Paritat der Muttersau zu berucksichtigen.
Bei den Aufzuchtferkeln wurden drei verschiedene Altersgruppen
untersucht, da verschiedene Faktoren, wie das Mischen von Tiergruppen
oder die GruppengroBe, wie bereits von FERREIRA et al. (2017)

beschrieben einen Einfluss auf die Infektionsdynamik haben konnen.

Die BetriebsgrolRe der eingeschlossenen Betriebe umfasste 100 bis 7000
Sauen. Aufgrund des Studiendesigns mussten vorrangig groBere Betriebe
mit mehr als 100 Sauen eingeschlossen werden, um gewahrleisten zu
konnen, dass in jeder Produktionsstufe alle geforderten Paritaten und

Altersgruppen vorhanden sind.
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2. Nachweis von IAV in den Betrieben

Bei der Auswertung auf Betriebsebene wurde ein Betrieb als positiv
gewertet, sobald mindestens eine Probe im molekularbiologischen
Erregernachweis positiv war. Entsprechend waren 20 der 25
ausgewerteten Betriebe mittels RT-qgPCR IAV positiv gewertet. Allerdings
bestand bei den funf RT-qPCR-negativ getesteten Betrieben ebenso ein
klinischer Verdacht auf eine IAV-Infektion. So zeigten auch diese Tiere
sowohl vorberichtlich als auch bei der Probenahme in unterschiedlichen
Altersgruppen Husten, vereinzelt Niesen und es wurden auch laut
bestandsbetreuendem Tierarzt:in und Landwirt:innen
Fruchtbarkeitsstorungen beobachtet, welche auf eine IAV-Infektion
hindeuten konnten (BROOKES et al.,, 2010; VAN REETH und VINCENT,
2019; GUMBERT et al., 2020). Bei den funf negativen Betrieben ergaben
sowohl die diagnostische Historie als auch der Krankheitsverlauf einen
starken Verdacht auf eine endemische IAV-Infektion. Dieser Verdacht
wurde durch die Auswertung des indirekten Erregernachweises mittels
HAH bestatigt und ergab bei allen funf Betrieben den Nachweis von
Antikorpern gegen IAV. Antikorper konnen im Serum ab sieben bis zehn
Tage nach Infektion nachgewiesen werden und erreichen ihren hochsten
Titer nach zwei bis drei Wochen (LARSEN et al., 2000). Allerdings konnen
Antikorper infolge einer Impfung nicht von Antikorpern nach einer
Infektion unterschieden werden (REETH et al., 2006; UNTERWEGER et al.,
2021). Zwei der funf negativen Betriebe setzten eine Impfung mit
Respiporc FLU3® (Ceva Tiergesundheit GmbH, Dusseldorf, Deutschland)
gegen die Influenza Stamme H1N1, HIN2 und H3N2 ein, was demnach
die Interpretation des HAH erschwert. Bei einem der beiden Impfbetriebe
konnten bei einer Sau geringgradig erhohte Titer gegenuber einem
pandemischen Isolat (pdmH1TN1), das im eingesetzten Impfstoff nicht
enthalten ist, festgestellt werden. Dies konnte als Hinweis auf eine
Feldinfektion mit pandemischen Stammen gedeutet werden. Eine zweite
Beprobung drei bis vier Wochen spater als gepaarte Serumprobe, hatte in
diesem Fall Aufschluss uber die Veranderung der Titer geben und bei der
Interpretation des vorliegenden Befundes helfen konnen (UNTERWEGER

et al.,, 2021). Bei diesen beiden Impfbetrieben konnte somit nicht
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abschlielend geklart werden, ob es sich um Antikorper infolge der
Impfung oder einer Feldinfektion gehandelt hat. Bei den drei ungeimpften
Betrieben lagen bei Sauen unterschiedlicher Paritaten Antikorper gegen
IAV vor, sodass von einer vorangegangenen IAV-Infektion ausgegangen
werden kann. Die Ergebnisse des HAHs sowie die Influenza Historie der
Betriebe deuten bei diesen drei Betrieben auf einen endemischen
Infektionsstatus  hin, der anschlieBend mithilfe des direkten
Erregernachweises nicht erfasst werden konnte. Die Zeitspanne des
direkten Virusnachweises ist mit nur sieben Tage p. i. sehr kurz (BROOKES
etal., 2010). Studien zufolge wird das Virus bereits nach neun bis elf Tagen
aus der Lunge eliminiert (DUERRWALD et al., 2013; DEBLANC et al.,
2020). In einer Untersuchung von ROMAGOSA et al. (2011) wurde der
Erreger mittels PCR in OF bis zehn Tage nach Infektion gefunden, bei
DECORTE et al. (2015) sogar bis 21 dpi. Die Pravalenz von IAV positiven
Tieren ist in endemisch infizierten Bestanden haufig gering (ALLERSON et
al., 2014). Die RT-qPCR negativen Befunde konnen demnach daraufhin
deuten, dass die Pravalenz an Virustragern in den Studienbestanden unter
der fur die Studie angenommenen Pravalenz von 15% lag. Um in solchen
Betrieben |AV nachweisen zu konnen, empfiehlt es sich den
Probenumfang zu erhohen und / oder eine wiederholte Untersuchung auf
IAV in Betracht zu ziehen. Auch LILLIE-JASCHNISKI et al. (2022)
empfehlen bei einer Pravalenz von unter 15 % mehr als 10
Einzeltierproben in drei Altersgruppen (Saugferkel, Anfang und Mitte
Aufzucht) zu entnehmen oder mit zusatzlichen

Gruppenuntersuchungsmethoden die Diagnostik zu erganzen.

Auch eine Unterbrechung der Kuhlkette oder eine Verunreinigung der
Proben konnte ebenfalls zum Auftreten von falsch negativen Ergebnissen
in der PCR fuhren. ARRUDA und GAUGER (2019) weisen darauf hin, dass
beispielsweise OF zugig zu kuhlen und mit Kuhlpacks an das Labor zu
senden sind. Da in der vorliegenden Studie alle entnommenen Proben in
Virocult®-Medium als Transport-/ Stabilisatormedium Uberfihrt und
unmittelbar per Express an das Labor versandt wurden, ist das Auftreten
von falsch-negativen Ergebnissen aufgrund falscher Lagerung der Proben
eher unwahrscheinlich. Laut Hersteller sowie RUDSDALE und SHEDDEN
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(2009) und VALETTE et al. (2010) konnen IAV in diesem Medium auch bei

Lagerung der Proben bei Raumtemperatur nachgewiesen werden.

3. Nachweis in den unterschiedlichen Altersgruppen

In 20 der 25 untersuchten Betriebe wurde in mindestens einer Probe AV

nachgewiesen.

3.1. Nachweis bei den Sauen

In der vorliegenden Studie waren die Nachweisraten bei den Sauen
signifikant niedriger als bei den Saugferkeln und Aufzuchtferkeln. Auch
vergangene Untersuchungen stellten bereits fest, dass Sauen
offensichtlich nicht die zu favorisierende Altersgruppe fur den direkten
Nachweis von AV darstellen (CORZO et al., 2012; ALLERSON et al., 2014;
MEINERS et al., 2014). Insbesondere in endemisch infizierten Bestanden
herrscht eine geringe Nachweisrate bei den Sauen (CORZO et al., 2012;
ALLERSON et al., 2014). In vorherigen Untersuchungen wurde die Rolle
der Jungsau als mogliche Eintragsquelle im Rahmen von Zukauf in die
bestehende Herde untersucht (DIAZ et al., 2015; CHAMBA PARDO et al.,
2018). RYT-HANSEN et al. (2022) beprobten ungeimpfte und geimpfte
Jungsauen erstmals in verschiedenen Produktionsstadien bis nach dem
ersten Wurf mittels Nasentupfer sowie Blutproben und stellen ebenso wie
WHITE et al. (2017) fest, dass die Jungsauen eine entscheidende Rolle bei
der Infektionsdynamik im Bestand spielen konnen. Nach CHAMBA PARDO
et al. (2018) steht die Eingliederung von |AV-negativen Jungsauen in die
bestehende Herde ebenfalls im Zusammenhang mit einer niedrigeren
Wahrscheinlichkeit bei abgesetzten Ferkeln 1AV nachzuweisen. In der
vorliegenden Studie konnte allerdings kein Einfluss der Paritat auf den
Nachweis von Influenza festgestellt werden. Moglicherweise ist dies damit
zu begrunden, dass bei den Sauen insgesamt nur wenige IAV positive
Nasentupferproben (n= 9) vorhanden waren. RYT-HANSEN et al. (2022)
fanden heraus, dass eine langere Quarantanezeit sowie eine Impfung der
Jungsauen wahrend der Quarantane zu einer Reduktion der Anzahl
positiver Jungsauen fuhren kann. Ob die oben genannten MalBnahmen in

den Studienbetrieben angewendet wurden und somit eine mogliche
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Begrundung fur die geringe Nachweisrate bei den Jungsauen darstellen,

wurde im Rahmen der vorliegenden Studie nicht untersucht.

Hinsichtlich des Nachweises von Influenza in den unterschiedlichen
Produktionsstadien der Sauen (Abferkelstall, Wartebereich, Deckzentrum)
waren interessanterweise alle untersuchten Proben der Sauen im
Wartebereich negativ. Die hochste Anzahl an positiven Nasentupferproben
(n=7) konnte im Abferkelstall detektiert werden. Moglicherweise sind
Sauen im Abferkelstall haufiger positiv, da das Immunsystem im Zeitraum
der Geburt supprimiert sein kann. Analog dazu finden EDDICKS et al.
(2019) in einer Studie zu PCV-2 weniger IgG-positive Sauen zum Zeitpunkt
des Abferkelns bzw. bei hochtragenden Sauen als bei fruhtrachtigen
Sauen. Dieses Ergebnis lasst sich vermutlich darauf zuruckfuhren, dass
kurz vor dem Abferkeln Immunglobuline in das Kolostrum abgegeben
werden (BOURNE und CURTIS, 1973; DEVILLERS et al., 2004). Eine
weitere mogliche Erklarung fur die hohere Nachweisrate bei Sauen im
Abferkelstall im Vergleich zu anderen Produktionsstadien konnte ein
erhohter Infektionsdruck im Abferkelstall infolge der Saugferkel sein. In
verschiedenen Studien wurde bereits nachgewiesen, dass Saugferkel eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung von Influenza Infektionen
in endemisch infizierten Bestanden spielen (LARSEN et al.,, 2010;
ALLERSON et al., 2014; DIAZ et al., 2015; WHITE et al.,, 2017; RYT-
HANSEN et al., 2022). GARRIDO-MANTILLA et al. (2020) stellten bei
einem Infektionsversuch mit Ammensauen fest, dass sowohl eine Infektion
Ferkel - Sau als auch umgekehrt moglich ist. In einer weiteren Studie
weisen GARRIDO-MANTILLA et al. (2021) darauf hin, dass auch diesen
Ammensauen eine wichtige Rolle im Infektionsgeschehen zugesprochen
wird, da sie nicht nur IAV auf die Saugferkel ubertragen sondern auch
Infektionen in der Herde aufrechterhalten konnen. Diese Untersuchung
zeigt zudem, dass sich Sauen im Abferkelstall wahrend der Saugezeit
infizieren konnen und vermuten, dass die Kontamination der Umgebung
maRgeblich eine Rolle in der Ubertragung und Verbreitung spielt. Auch in
den vorliegenden Ergebnissen weisen sowohl 20 % (n= 4/20) der
Staubproben als auch 15 % (n= 3/20) der Proben des Spielzeuges im

Abferkelstall IAV nach. Allerdings lasst sich in der vorliegenden
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Untersuchung nicht unterscheiden, ob dieser Nachweis von dem aktuellen
oder dem vorherigen Durchgang stammt, wenn nicht ausreichend
gereinigt und desinfiziert wurde. Sowohl Untersuchungen von GARRIDO-
MANTILLA etal. (2021) als auch von LOPEZ-MORENO et al. (2022) deuten
darauf hin, dass IAV-positive Sauen wiederum nach dem Absetzen eine
potentielle Gefahr fur weitere Sauen im Deckzentrum besonders fur neu

eingestallte Jungsauen, darstellen.

Weiterhin  konnte ein intensiverer Tier-Mensch-Kontakt in der
vorliegenden Untersuchung fur die hohere Nachweisrate von IAV bei
Sauen im Abferkelstall verantwortlich sein, da sich Mitarbeiter:innen rund
um die Geburt vermehrt im Stall aufhalten. Daneben besteht durch das
Handling der Tiere rund um die Ferkelerstversorgung sowie spater die
Kastration, eine erhohte Frequenz der Mitarbeiter:innen im Abferkelstall.
Zudem befinden sich in groBeren schweinehaltenden Betrieben oftmals
wechselnde Teilzeitkrafte im Abferkelstall. Diese erhohte Frequenz
moglicherweise von verschiedenen Mitarbeiter:innen konnte ebenso einen
Einfluss auf die Infektionsdynamik haben. So weisen LOPEZ-MORENO et
al. (2022) darauf hin, dass die Biosicherheit ein wichtiger Faktor ist, um
IAV-Ubertragung zwischen Schweinen und Menschen vorzubeugen. Bei
haufigerem Kontakt konnen wie bereits von CHASTAGNER et al. (2019)
und KURODA et al. (2022) beschrieben, Ubertragungen von Mensch zu
Schwein aber auch von Schwein zu Mensch erfolgen. Im Vergleich zum
Abferkelstall und Deckzentrum ist der Tier-Mensch-Kontakt im
Wartebereich deutlich geringer. Zum anderen konnte es sein, dass die
Sauen zum Zeitpunkt der Probenahme im Wartestall kein Virus mehr
ausgeschieden haben, da sie sich bereits im Deckzentrum oder auch

Abferkelstall mit dem IAV auseinandergesetzt haben.

3.2 Nachweis bei den Saugferkeln

In der vorliegenden Studie wurde im Abferkelstall bei 28,3 % (n= 17/60)
der Saugferkel IAV im Nasentupfer nachgewiesen, bei den Sauen
hingegen nur bei 11,7 % (n=7/60). Diese Ergebnisse bestatigen auch die
Untersuchungen von RYT-HANSEN et al. (2022) sowie Untersuchungen
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von ALLERSON et al. (2014) und LARSEN et al. (2010), die in ihren Studien
mehr  |AV-positive Saugferkel als Sauen finden. In eigenen
Untersuchungen wurden Saugferkel in der zweiten bis dritten
Lebenswoche beprobt, da in diesem Alter eine hohe Wahrscheinlichkeit
besteht IAV nachzuweisen (ALLERSON et al., 2014). Laut verschiedenen
Studien kann die Infektion mit IAV bereits in den ersten Lebenstagen
erfolgen (RYT-HANSEN et al., 2019a; GARRIDO-MANTILLA et al., 2021).
Dies ist darauf zurtck zu fuhren, dass Sauen, die bereits Kontakt zu AV
hatten zwar maternale Antikorper (maternally-derived antibodies; MDASs)
uber das Kolostrum auf ihre Ferkel ubertragen (CHAMBA PARDO et al.,
2019), diese maternalen Antikorper konnen jedoch nicht Infektion (RYT-
HANSEN et al., 2019a) sowie Replikation verhindern (DEBLANC et al.,
2018). Auch fruhere Untersuchungen bestatigen, dass MDA-positive
Ferkel nicht vollstandig vor einer Infektion geschutzt sind, jedoch die
klinischen Anzeichen einer |IAV-Infektion reduziert sind (LOEFFEN et al.,
2003; CHOI et al., 2004; KITIKOON et al., 2006). CADOR et al. (2016)
weisen darauf hin, dass das Vorhandensein von MDA-positiven Ferkeln mit
hoher Wahrscheinlichkeit dazu fuhrt, dass IAV auf einem Bestand
persistiert. Folglich konnen sich Saugferkel ohne MDAs mit IAV infizieren

und erkranken.

Die Pravalenz |AV-positiver Saugferkel war in der vorliegenden Arbeit
niedriger als in vorherigen Studien (GARRIDO-MANTILLA et al., 2019;
LOPEZ-MORENO et al., 2022). Mogliche Erklarungsansatze fur den
hoheren Prozentsatz positiver Saugferkel konnte eine unterschiedliche
Infektionsdynamik sein. Faktoren, die mit einem erhohten Infektionsdruck
bei den Saugferkeln assoziiert sein konnten, waren beispielsweise die
BetriebsgroBe, der Personenverkehr oder das Management im
Abferkelstall. Untersuchungen von TAKEMAE et al. (2016) zufolge steigt
der Infektionsdruck mit zunehmender Bestandsgrof3e. Wie bereits erwahnt
steigt auch mit der Anzahl an Mitarbeitern das Risiko des Eintrags von IAV
in den Bestand (CHASTAGNER et al.,, 2019; KURODA et al., 2022).
Daneben konnte auch das Management im Abferkelstall und hier
insbesondere der Einsatz von Ammensauen fur einen erhohten

Infektionsdruck im Abferkelstall verantwortlich sein.
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So konnten GARRIDO-MANTILLA et al. (2021) zeigen, dass Ammensauen
eine bedeutende Rolle in der Infektionsdynamik im Abferkelstall zukommt.
Dabei wiesen Ammensauen signifikant  haufiger  |AV-positive
Gesaugewischproben bei der Einstallung in den Abferkelstall auf als
herkommliche Sauen. Da abzusetzende Ferkel hohe [AV-Infektionsraten
aufweisen (ALLERSON et al., 2014; LILLIE-JASCHNISKI et al.,, 2022)
konnte das Gesauge die Infektionsquelle fur die den Ammensauen neu
zugesetzten Saugferkeln sein. Somit steigt der Infektionsdruck weiter an,
da sich sowohl die Ferkel als auch die Sauen innerhalb des Abferkelstalls
infizieren. Ob die Ammensauen auf Betrieben in Deutschland einen
ahnlichen Einfluss auf die Infektionsdynamik haben, konnte in

nachfolgenden Studien untersucht werden.

In der vorliegenden Studie hatte die Paritat der Muttersauen wie auch in
den Untersuchungen von LOPEZ-MORENQO et al. (2022) keinen Einfluss

auf den IAV-Infektionsstatus des Saugferkels.

3.3. Nachweis bei den Aufzuchtferkeln

In der vorliegenden Studie gelang der IAV-Nachweis in allen drei
Produktionsstufen (Sauen, Saugferkel und Aufzuchtferkel) in nur vier der
20 RT-gPCR positiven Bestanden. Dies verdeutlicht, dass es in endemisch
infizierten Bestanden erforderlich ist mehrere Altersgruppen zu beproben.
Andernfalls wurde das Virus in moglicherweise infizierten Altersgruppen
nicht detektiert werden. Auch LILLIE-JASCHNISKI et al. (2022) weisen
darauf hin, mehrere Altersgruppen auf einem Bestand in die Beprobungen
einzuschlieBen, zumal in der von ihnen durchgefuhrten Studie auch
verschiedene Subtypen in unterschiedlichen Altersgruppen nachgewiesen

wurden.

Bei insgesamt 55 % (n= 11/20) der Betriebe sind die Aufzuchtferkel die
einzige Produktionsstufe, in der das IAV detektiert werden konnte. Die
Auswertung der vorliegenden Untersuchung zeigt, dass die
Wahrscheinlichkeit IAV nachzuweisen, bei den Gruppen Anfang und Mitte
Aufzucht hoher ist als bei den Tieren Ende Aufzucht. Die hochste

Nachweisrate innerhalb der Aufzucht wiesen Ferkel Anfang Aufzucht auf.
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Zu diesem Ergebnis kommen auch BHATTA et al. (2020) bei einer Studie
zur Untersuchung der Infektionsdynamik von IAV, sowie GOECKE et al.
(2020). CHAMBA PARDO et al. (2019) untersuchten bei Aufzuchttieren in
bestimmten Abstanden wahrend der Aufzuchtphase die Infektionsdynamik
der Influenzaviren. Auch hier konnte man in Ferkelgruppen ungeimpfter
Sauen erkennen, dass der prozentuale Anteil der infizierten Ferkel zu
Beginn der Aufzucht hoher ist als gegen Ende der Aufzucht, obwohl die
Seropravalenz und Pravalenz bei den unterschiedlichen Gruppen durchaus
variierten. Auch LILLIE-JASCHNISKI et al. (2022) stellten fest, dass bei den
Tieren in der vierten bis sechsten Woche der Aufzucht IAV mittels PCR
haufiger nachweisbar ist als zu spaterem Zeitpunkt der Aufzucht. Eine
mogliche Erklarung dafur konnte sein, dass die Ferkel nicht wurfweise
abgesetzt werden, sondern Wurfe gemischt werden und somit Kontakt zu
neuen, IAV positiven Ferkeln bestehen kann und diese sich somit infizieren

konnen.

4, Nachweis von IAV in unterschiedlichen Materialien

In der Literatur werden Nasentupfer als Goldstandart fur den direkten |AV-
Nachweis beschrieben (OIE WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL
HEALTH, 2015; HENRITZlI und HARDER, 2017; VAN REETH und
VINCENT, 2019). Bei den 20 RT-qPCR positiv getesteten Betrieben wurde
bei 90 % (n=18/20) der Betriebe IAV mittels Nasentupfer nachgewiesen.
Allerdings war die Probenanzahl der Nasentupfer mit 18 Poolproben
bestehend aus 70 einzelnen Proben deutlich hoher als in anderen Studien
(GARRIDO-MANTILLA etal., 2019; LILLIE-JASCHNISKI et al., 2022). Trotz
der hohen Probenanzahl waren auf Probenebene betrachtet nur wenige
der Poolproben AV positiv (n= 60/360). Dies verdeutlicht, dass eine hohe
Anzahl von Nasentupferproben notwendig ist, um bei einem endemischen
Infektionsgeschehen einen positiven Bestand als solchen identifizieren zu
konnen. Umgebungsproben sind einfach zu gewinnen und stellen eine
Tier- als auch anwenderfreundlich Alternative fur den Nachweis von IAV
dar. Bereits in den Untersuchungen von NEIRA et al. (2016) konnte 1AV in

Umgebungsproben nachgewiesen werden. Allerdings wurden in der
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Studie hauptsachlich Stellen beprobt, mit denen die Mitarbeiter:innen
Kontakt hatten und zudem wurden, anders als in der vorliegenden Studie,
bei NEIRA et al. (2016) Bestande mit akutem klinischem Erscheinungsbild
ausgewahlt. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche
Umgebungsproben miteinander verglichen. Mit der Umgebungsprobe UT
wurden Stellen beprobt, mit denen die Tiere in direktem Kontakt treten
konnen (Tranke, Trog, Spielzeug). Nach BROOKES et al. (2010) wird IAV
uber nasale sowie orale Sekrete ausgeschieden, die somit mit der UT
Beprobung gesammelt werden. Mit der Umgebungsprobe US hingegen
wurde Staub von verschiedenen Stellen auBerhalb der Reichweite der
Tiere gesammelt. Interessanterweise wiesen die Staubproben im Vergleich
zu der Umgebungsprobe UT eine hohere Nachweisrate von IAV auf.
Allerdings besteht bei der US im Unterschied zu UT eine hohere
Wahrscheinlichkeit, dass auch Staub aus bereits vorherigen Durchgangen
mit beprobt wird. In einer Untersuchung von HORM et al. (2012) wurden
zum Nachweis des hoch pathogenen aviaren H5N1 verschiedene Bereiche
der Umgebung (Staub, Schlamm und der Boden) beprobt wobei das Virus
in der Staubprobe am haufigsten detektiert wurde. Auch im
Geflugelbereich werden Staubproben als geeignetes, nicht invasives und
kostengunstiges Material zur schellen Detektion von |AV beschrieben
(FILAIRE et al., 2022). GARRIDO-MANTILLA et al. (2019) weisen darauf
hin, dass die Umgebung in Bezug auf eine potenzielle Ubertragung von
Influenza eine wichtige Rolle spielt. So konnte eine regelmaRige
Beprobung der Umgebung moglicherweise helfen, die Virusverbreitung
im Bestand zu monitoren und moglicherweise die Landwirte:innen zu
einer grundlichen Reinigung und Desinfektion der Stalle motivieren. Bei
den im Abferkelstall entnommenen Umgebungsprobe UT und US lasst sich
nicht differenzieren, ob die nachgewiesenen IAV eher von Sauen oder
Saugferkeln stammen. Aufgrund der hoheren Nachweisrate in NT von
Saugferkeln im Gegensatz zu den NT von Sauen konnte jedoch gemutmafRt
werden, dass vor allem die Saugferkel fur den Nachweis von [AV in den

Umgebungsproben des Abferkelstalls verantwortlich waren.

Als ebenfalls nicht invasives Beprobungsverfahren gelang der IAV-
Nachweis mittels OF in 85 % (n= 17/20) der Betriebe. Nach ROMAGOSA
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et al. (2011) ist die Anbringung und die Gewinnung der OF von einer
Person durchfuhrbar und selbst bei einer niedrigen Pravalenz eignen sich
OF als Untersuchungsmaterial fur den Nachweis von IAV. Auch
CIUODERIS et al. (2022) kamen zu dem Entschluss, dass OF eine gute
Moglichkeit zur Betriebsuberwachung darstellen, da hiermit selbst mit
niedrigem Probenumfang in Bestanden mit niedrigen
Intraherdenpravalenz eine hohe Spezifitat und Sensitivitat erreicht werden
kann (ROMAGOSA etal., 2011; PANYASING et al., 2016; CHAMBA PARDO
et al., 2017). Bei der Entnahme von OF muss allerdings beachtet werden,
dass frisch abgesetzte Ferkel nicht die geeignete Altersgruppe fur dieses
Beprobungsverfahren darstellen. In der vorliegenden Studie konnten bei
drei Betrieben Anfang Aufzucht keine OF gewonnen werden, da die Tiere
kein Interesse an den Kaustricken zeigten. Um mehr Speichelflussigkeit zu
gewinnen verwendeten DAWSON und EDWARDS (2015) mit Geschmack
versetzte Kaustricke und konnten feststellen, dass der Geschmackzusatz
offensichtlich das Speicheln der Tiere beeinflusst. BLACKIE und DE
SOUSA (2019) zeigten, dass Absetzferkel mit konzentriertem
Knoblaucholextrakt getrankte Kaustricke den normalen Kaustricken
bevorzugen. Auch ALMEIDA et al. (2020) verbesserten durch Zusatz von
Erganzungsfuttermittel die Akzeptanz der Ferkel fur Kaustricke. Diese
Moglichkeiten konnte man bei der Beprobung von frisch abgesetzten
Ferkeln oder auf Stroh stehenden Ferkeln in Betracht ziehen. Allerdings
muss beachten werden, dass diese Methode eine Verunreinigung der
Proben darstellt und es dadurch zu einer Beeinflussung der
labordiagnostischen Untersuchungen kommen kann. Eine weitere
Moglichkeit das Interesse der Tiere an Kaustricken zu wecken, konnte wie
bereits von HENAO-DIAZ et al. (2019) beschrieben ein Training der Tiere

sein.

Nach Empfehlung von HERNANDEZ-GARCIA et al. (2017) wurde ein
Kaustrick fur eine Gruppe von 25 Ferkeln verwendet. In der vorliegenden
Studie wurden in jede Altersgruppe der Aufzucht vier Kaustricke
angebracht und im Labor einzeln untersucht. Fur die statistische
Auswertung wurden die vier einzelnen Ergebnisse jedoch zu einem

Ergebnis zusammengefasst. Die Werte der OF als
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Gruppenuntersuchungsmethode, waren auf Betriebsebene ofter positiv als
die NT, die jeweils in Poolproben, bestehend aus funf Einzelproben,
untersucht wurden. Moglicherweise konnte man in weiteren
Untersuchungen, ahnlich wie bei der Untersuchung von DE LARA et al.
(2022) zu GWP, die einzelnen OF poolen und uberprufen, ob sich somit
eine noch groBere Anzahl an Tieren ohne Sensitivitatsverlust untersuchen
lasst. Verschiedene Studien weisen jedoch darauf hin, dass OF nicht als
geeignetes Untersuchungsmaterial fur eine Virusanzucht anzusehen sind
(DETMER et al., 2011, ROMAGOSA et al.,, 2011; GOODELL et al., 2016;
GARRIDO-MANTILLA et al., 2019).

Die TBS schnitten mit 45 % (n=9/20) Nachweisrate auf Betriebsebene im
Vergleich zu NT, Umgebungsproben und OF schlechter ab. Auch auf
Probenebene zeigten sich die TBS mit 23,3 % (n= 14/60) als weniger
geeignetes Untersuchungsmaterial fur den Nachweis von 1AV.
Moglicherweise ist das Virus langer im oberen Respirationstrakt als im
unteren nachweisbar. Nach FABLET et al. (2010) eignen sich TBS um
Sekret aus den tiefen Atemwegen zu gewinnen. Allerdings wird das Virus
nach neun bis elf Tagen aus der Lunge eliminiert (DUERRWALD et al.,
2013; DEBLANC et al., 2020). Im Gegensatz dazu finden DECORTE et al.
(2015) 1AV bis 21 dpi in OF. VANGROENWEGHE und THAS (2021)
berichten zudem von einem saisonal abhangigen Nachweis mittels TBS. In
der vorliegenden Studie konnte in allen drei Altersgruppen in der Aufzucht
IAV in den TBS nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stehen im
Gegensatz zu den Untersuchungen von ZORIC et al. (2020), die TBS bei
Ferkeln in unterschiedlichen Altersgruppen entnahmen und in keiner der
Proben IAV nachweisen konnten. Die Entnahme von TBS kann mitunter
den Probennehmer vor Herausforderungen stellen. Um die zu
beprobenden Tiere optimal zu lagern und zu fixieren sind drei Personen
notig. Nach WEIR (2015) ist der kurzzeitige Stress der Entnahme von TBS
mit der Entnahme von NT vergleichbar, wird sich aber als alternatives
Beprobungsverfahren vermutlich nicht durchsetzen. Zum einen ist die
Entnahme mit hohem personellem Aufwand verbunden und zum anderen
sollte der / die Tierarzt:in geubt sein um die TBS korrekt entnehmen zu

konnen. Zudem steht dieser Aufwand nicht im Verhaltnis mit den
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vergleichsweise geringeren Nachweisraten der TBS. Die geringe
Nachweisrate in TBS in der vorliegenden Studie konnte auf das
Studiendesign mit der Fokussierung auf endemisch infizierte Betriebe
zuruckzufuhren sein. Interessanterweise stammen alle positiven
Tracheobronchialtupfer von Aufzuchttieren mit klinischen Anzeichen. Bei
einem Challengeversuch von SMITS et al. (2023) stellte sich der IAV-
Nachweis aus TBS vergleichbar mit dem Virusnachweis in Lungenproben
dar. Dies deutet daraufhin, dass sich TBS fur den Nachweis bei akut
infizierten Tieren mit hohen Erregermengen eignen. Im Umkehrschluss
sind TBS bei endemisch infizierten Betrieben, die zudem kein
offensichtliches klinisches Erscheinungsbild aufweisen, vermutlich

weniger geeignet.

Laut Untersuchungen von GARRIDO-MANTILLA et al. (2019) stellt der
Nachweis mittels Gesaugewischproben eine geeignete Methode zum
Monitoring von IAV dar. Mittels diesem nicht invasiven Verfahren kann das
wahrend des Saugakts hinterlassene Sekret der Saugferkel beprobt
werden. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu denen der vorliegenden
Arbeit, da die GWP auf Betriebsebene mit 30 % (n= 6/20) die niedrigste
Nachweisrate hatten. Auf Probenebene betrachtet lag die Nachweisrate
von IAV in GWP mit 25 % (n=15/60) im Mittelfeld. Somit ist nach unseren
Ergebnissen die GWP fur die Identifizierung eines IAV positiven Betriebes
nur bedingt geeignet. Laut Auswertung mittels Cohens Kappa herrscht in
der vorliegenden Studie eine gute Ubereinstimmung zwischen dem
Nachweis von Influenza in NT von Saugferkeln und GWP, was impliziert,
dass Betriebe deren Saugferkel positive NT aufweisen meist auch positive
GWP hatten. Dies konnte daraufhin deuten, dass in der vorliegenden
Studie ein niedrigerer Infektionsdruck bei den Saugferkeln vorherrscht als
in den Untersuchungen von GARRIDO-MANTILLA et al. (2019).

Zusammenfassend waren Gruppenuntersuchungsmethoden wie
Umgebungsprobe UT und US bei Sauen und Aufzuchttieren sowie die bei
den Aufzuchttieren entnommenen OF fur den Nachweis von IAV ebenso
geeignet wie NT. Bei den Saugferkeln konnten hohere Nachweisraten im
NT als in den Umgebungsproben festgestellt werden wobei hier

einschrankend berucksichtigt werden muss, dass im Abferkelstall nicht
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differenziert werden kann, ob der Nachweis von [AV in den
Umgebungsproben vor allem durch Saugferkel oder durch Sauen

verursacht wird.

5. Klinisches Erscheinungsbild

In der vorliegenden Studie wurde bei Saugferkeln sowie allen drei
Altersgruppen in der Aufzucht ein Husten- und Niesindex erhoben. Bei der
Beprobung wurde darauf geachtet nicht nur offensichtlich kranke Tiere,
sondern auch Tiere mit milderen Anzeichen zu beproben. Insgesamt
wiesen die untersuchten Tiere haufiger Niesen als Husten auf.
Untersuchungen von EVERETT et al. (2021) zeigte, dass Tiere mit hohem
Gesundheitsstatus nach IAV-Kontakt eine milde Klinik auf oder waren
asymptomatisch. Generell zeigten in der vorliegenden Untersuchung die
Saugferkel im Vergleich zu allen drei Altersgruppen der Aufzucht weniger
haufig klinische Anzeichen. Interessanterweise konnte bei Saugferkel ohne
offensichtliche klinische Anzeichen haufiger 1AV in der GWP
nachgewiesen werden als bei Saugferkeln, die Husten und Niesen gezeigt
haben. Auch bei LILLIE-JASCHNISKI et al. (2022) konnte bei Beprobung
der Saugferkel mittels Nasentupfer kein Zusammenhang zwischen dem
Nachweis von IAV und klinischen Symptomen nachgewiesen werden.
Wenige bis keine klinischen Symptome bei den Saugferkeln sind auf das
Vorhandensein von maternalen Antikorpern zuruckzufuhren, die Ferkel
vor klinischen Anzeichen schutzen (RENSHAW, 1975; DEBLANC et al.,
2018), jedoch weder die Infektion (RYT-HANSEN et al., 2019a) noch die
Replikation des Virus verhindern (DEBLANC et al., 2018).

Auch in der Aufzucht war nicht bei allen Altersgruppen ein
Zusammenhang zwischen klinischem Erscheinungsbild und 1AV
erkennbar. Dies deckt sich mit der von RYT-HANSEN et al. (2019a)
durchgefuhrten Feldstudie bei der ebenfalls kein Zusammenhang
zwischen dem Hustenindex und dem IAV-Nachweis festgestellt werden
konnte. Allerdings wiesen in eigenen Untersuchungen Ferkel Anfang
Aufzucht, die Niesen und Husten zeigten, haufiger positive

Umgebungsproben UT und US auf als Tiere ohne respiratorische
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Symptomatik. Auch bei den Untersuchungen von LILLIE-JASCHNISKI et
al. (2022) konnte lediglich bei den Ferkel zu Beginn der Aufzucht ein
Zusammenhang zwischen IAV-Nachweis und dem  klinischen

Erscheinungsbild festgestellt werden.

Da IAV Bestandteil des PRDC ist und zahlreiche Koinfektionen
begunstigen kann (SCHMIDT et al., 2016; RECH et al., 2018; SARLI et al.,
2021) konnte die respiratorische Symptomatik bei fehlendem [|AV-
Nachweis auf bestehende Koinfektionen zuruckfuhren sein. LIN et al.
(2015) weisen beispielsweise darauf hin, dass Tiere nach Streptococcus
suis Typ 2 und Influenza Koinfektionen deutlich langer klinische Anzeichen
aufweisen als Tiere nach IAV-Monoinfektionen. Auch bei POMORSKA-
MOL et al. (2017b) weisen Koinfektionen mit anderen Pathogenen auf
schwere klinische Verlaufe sowie Lungenlasionen hin. Zudem beeinflusst
eine IAV-Infektion die Replikation des Haemophilus parasuis in der Lunge
(POMORSKA-MOL et al.,, 2017b). Schweine, die zeitgleich mit
Actinobacillus pleuropneumoniae und AV infiziert sind, zeigen
schwerwiegendere klinische Anzeichen und Lungenlasionen als Schweine,
die nur mit 1AV infiziert waren (POMORSKA-MOL et al., 2017a).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die kontinuierliche Uberwachung von Influenza A Viren (IAV) hat sowohl
fur die Eindammung von wirtschaftlichen Verlusten in der
Schweineproduktion sowie die Aufrechterhaltung der offentlichen
Gesundheit oberste Prioritat. Endemische Verlaufsformen erschweren
aufgrund des unspezifischen klinischen Erscheinungsbildes sowie der
niedrigen Intraherdenpravalenz die Diagnostik. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es die Diagnostik in endemisch infizierten Betrieben durch
Evaluierung des geeigneten Untersuchungsmaterials sowie der zu
beprobenden Altersgruppe zu verbessern. Hierzu wurden im Rahmen
einer Querschnittsuntersuchung Gruppenuntersuchungmethoden (zwei
unterschiedliche Umgebungsproben, Oral Fluids und
Gesaugewischproben) mit Einzeltierproben (Nasentupfer,
Tracheobronchialtupfer, Blutproben) verglichen, die im Rahmen der
Routinediagnostik zum Nachweis von IAV auf endemisch infizierten

Bestanden gewonnen wurden.

Es wurden 25 Ferkelerzeugerbetriebe mit angeschlossener Aufzucht in
ganz Deutschland ausgewertet. Die Untersuchungen schlossen
verschiedene Altersgruppen und Produktionsstufen (Sauen verschiedener
Paritaten und Standorte, Saugferkel aus verschiedenen Paritaten der
Muttersauen sowie drei Altersgruppen von Aufzuchtferkeln) ein. Alle

entnommenen Proben wurden mittels RT-qPCR auf |AV untersucht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigten, dass sich
Gruppenuntersuchungsmaterialien wie OF oder Umgebungsproben als
nicht invasives, kostengunstiges Beprobungsverfahren fur ein Monitoring
von |AV eignen. Zudem kann in endemisch infizierten Bestanden mit einer
niedrigen Intraherdenpravalenz der indirekte Nachweis mittels HAH die

Diagnostik von IAV erganzen.

Hinsichtlich der zu beprobenden Altersgruppe zeigte sich, dass Saugferkel
und Aufzuchtferkel signifikant haufiger 1AV aufwiesen als Sauen. Auch
innerhalb der Aufzucht konnte ein Einfluss der Altersgruppe auf den

Nachweis von [|AV festgestellt werden, da wunabhangig vom
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Untersuchungsmaterial bei Ferkeln Anfang sowie Ferkeln Mitte Aufzucht
signifikant haufiger der Nachweis von IAV gelang als bei Ferkeln Ende
Aufzucht.

Das klinische Erscheinungsbild einer IAV-Infektion konnten am haufigsten
bei Aufzuchttieren beobachtet werden. Da dieses jedoch nicht
zwangslaufig mit dem Nachweis von AV korreliert, sollten nicht nur Tiere
mit offensichtlichen klinischen Anzeichen in die Untersuchungen

eingeschlossen werden.

Demnach ist zu empfehlen, mehrere Altersgruppen in die Beprobung mit
einzuschlieBen und sich somit auf Saugferkel und Aufzuchtferkel,
insbesondere Ferkel Anfang und Mitte Aufzucht zu konzentrieren. Jedoch
sollte man auch Tiere ohne klinisches Erscheinungsbild in die Beprobung
mit einbeziehen. Bei einem Monitoring konnen OF in der Aufzucht sowie
Umgebungsproben im Abferkelstall sowie in der Aufzucht verwendet

werden, die durch einen HAH erganzt werden konnen.
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Vil. SUMMARY

Continuous surveillance of influenza A viruses (IAV) is a top priority for
both mitigating economic losses in swine production and maintaining
public health. Endemic courses complicate diagnosis due to the
nonspecific clinical presentation as well as low intraherd prevalence. The
aim of the present work was to improve diagnostics in endemically infected
farms by evaluating the appropriate test material as well as the age group
to be sampled. For this purpose, group testing methods (two different
environmental samples, oral fluids and udder skin wipes) were compared
with individual animal samples (nasal swabs, tracheobronchial swabs,
blood samples) obtained in routine diagnostics for the detection of IAV on

endemically infected farms in a cross-sectional study.

Twenty-five piglet production farms with associated nursery throughout
Germany were sampled. The investigations included different age groups
and production stages (sows of different parities and locations, suckling
piglets from different parities of mother sows, and three age groups of the

nursery). All samples collected were tested for IAV by RT-qPCR.

The results of the present study showed that group testing materials such
as OF or environmental samples are suitable as a non-invasive, cost-
effective sampling method for monitoring I1AV. Moreover, in endemically
infected herds with a low intraherd prevalence, indirect detection using

HAH can complement the diagnosis of |AV.

Regarding the age group to be sampled, it was found that suckling piglets
and nursery piglets showed |AV significantly more frequently than sows.
Within the nursery, an influence of the age group on the detection of 1AV
could also be determined, since regardless of the material, the detection of
IAV was significantly more frequent in piglets at the beginning and in

piglets in the middle of nursery than in piglets at the end of nursery.

Clinical signs of IAV infection were most frequently observed in the
nursery. However, since the clinical appearance does not necessarily
correlate with the detection of 1AV, not only piglets with obvious clinical

signs were included in the studies.
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It is recommended to include several age groups in the sampling and thus
to concentrate on suckling piglets and the nursery, especially piglets at the
beginning and in the middle of nursery. However, animals without clinical
signs should also be included in the sampling. Monitoring can use OF in
the nursery and environmental samples in the farrowing unit as well as in

the nursery, which can be supplemented by a HAH.
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Betriebe (n=20). Die Kreise kennzeichnen Ausreilser. Bei der Gruppe der

Ende Aufzucht lag ein Extremwert bei 5,3, der in dieser Abbildung nicht
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