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I Einleitung

Hochpathogenes aviédres Influenzavirus des Subtyps HSN1 (HPAIV H5N1) wurde
erstmals 1996 isoliert und hat seitdem nahezu weltweit zu verheerenden
Ausbriichen bei Wildvogeln und Hausgefliigel gefiihrt (CHEN et al., 2006).
Aufgrund seiner Eigenschaft, ohne vorherige Anpassung die Speziesbarriere zu
iiberspringen und viele Sdugetierarten einschlieBlich des Menschen infizieren zu
konnen, 16ste HPAIV HS5NI1 Besorgnis als moglicher Ausldser einer neuen
weltweiten Influenzapandemie aus (SUBBARAO et al., 1998).

Besonders Katzen erwiesen sich wunter natiirlichen und experimentellen
Bedingungen als empfinglich fir HPAIV H5N1; sowohl GroBlkatzen als auch
Hauskatzen konnen durch die Infektion schwer erkranken und daran sterben
(KEAWCHAROEN et al., 2004; KUIKEN et al., 2004; KLOPFLEISCH et al.,
2007b). Respiratorische Symptome stellen hierbei ein Hauptmerkmal dar
(SONGSERM et al., 2006b); es wurden aber auch subklinische Infektionen
beobachtet (LESCHNIK et al., 2007). Alle bislang beschriebenen natiirlichen
Infektionen bei Katzen standen in rdumlichem und zeitlichem Zusammenhang mit
Ausbriichen bei Vogeln (THANAWONGNUWECH et al., 2005; YINGST et al.,
2006; KLOPFLEISCH et al., 2007b; LESCHNIK et al., 2007). Katzen konnen
sich nicht nur durch direkten Kontakt mit infizierten Vogeln anstecken, sondern
das Virus kann auch von Katze zu Katze iibertragen werden (KUIKEN et al.,
2004; THANAWONGNUWECH et al., 2005). Experten befiirchten daher, dass
Katzen eine Rolle in der Epidemiologie von H5N1 spielen kénnten (KUIKEN et
al., 2004; KUIKEN et al., 2006; SONGSERM et al., 2006b).

Bislang ist unbekannt, welche Bedeutung Katzen bei der Verbreitung von H5N1
tatsdchlich zukommt, zum Beispiel, ob sie Virus auf Menschen iibertragen,
welche Gefahr sie fiir Nutzgefliigelbestdnde oder andere Tierarten darstellen, oder
wie sehr Katzen in Gebieten mit Ausbriichen hochpathogener avidrer Influenza
H5N1 bei Vogeln selbst gefdhrdet sind. Ziele der vorliegenden Arbeit waren
daher die Ermittlung der Prévalenz von avidrem Influenzavirus H5N1 und der
Pravalenz von Antikorpern bei Katzen sowie die Untersuchung einer potentiellen
Abhidngigkeit von Erregernachweis, Antikdrpernachweis und klinischer
Symptomatik. Des Weiteren sollte ein humaner Influenza-Antigen-Schnelltest in
seiner Sensitivitit und Spezifitit bei der Katze beurteilt werden, um Hinweise fiir

eine Eignung des Tests fiir die Influenzadiagnostik bei Katzen zu bekommen.
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| Literaturubersicht

1 Influenza-A-Viren

Influenzaviren sind bereits seit Beginn des 20. Jahrhunderts bekannt. Das erste
Influenza-A-Virus wurde 1902 von Hiihnern isoliert (A/chicken/Brescia/1902
[H7N7]) (KLIMOV et al., 1992). Ende der Zwanzigerjahre wurden Influenzaviren
beim Schwein entdeckt (SHOPE, 1931); die erste Isolierung eines humanen

Influenzavirus erfolgte im Jahr 1933 (SMITH et al., 1933).

1.1 Taxonomie und Vorkommen

Influenzaviren gehdéren zur Familie Orthomyxoviridae. Die Familie der
Orthomyxoviren umfasst die Genera Influenzavirus A, Influenzavirus B,
Influenzavirus C und ferner die Genera Thogotovirus und Isavirus (KAWAOKA
et al., 2005).

Wiéhrend Influenza-B- und -C-Viren als Krankheitserreger hauptséchlich beim
Menschen auftreten und nur vereinzelt bei Schweinen und Seehunden isoliert
wurden (GUO et al., 1983; OSTERHAUS et al., 2000), spielen Influenza-A-Viren
auch in der Veterindrmedizin eine grofle Rolle. Sie sind weltweit verbreitet; neben
dem Menschen fungieren vor allem Schweine, Pferde, Marderartige,
Meeressduger und Vogel als Wirtsspezies fiir Influenza-A-Viren (WEBSTER et
al., 1992; VAHLENKAMP & HARDER, 2006).

1.2 Aufbau und Eigenschaften

Influenza-A-Viren sind behiillte, pleomorphe Partikel mit filamentdser oder
sphérischer Gestalt. Sie haben einen Durchmesser von 80—-120 nm (WEBSTER et
al., 1978). lhre Hiille besteht aus einer Lipiddoppelmembran, in die die
Glykoproteine Hémagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA) und das
Matrixprotein 2 (M2) eingebaut sind. Innerhalb der Virushiille befindet sich eine
Schicht aus Matrixprotein 1 (M1); im Zentrum liegt das helikale Nukleokapsid
aus Nukleoprotein (NP), Ribonukleinsdure (RNA) und Polymerasen (PB1, PB2,
PA) (LAMB & KRUG, 2004). Das Genom der Influenza-A-Viren besteht aus
acht Segmenten negativ polarisierter Einzelstrang-RNA (PONS, 1976). Diese
codieren fiir mindestens zehn virale Proteine (PB1, PB2, PA, HA, NA, NP, M1,
M2, NS1, NS2), von denen das HA und die NA eine wichtige Rolle fiir die
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Variabilitit der Influenza-A-Viren, die Einteilung in verschiedene Subtypen und
ihre Funktion spielen (LAMB, 1989; WEBSTER et al., 1992). Ein elftes Protein
(PB1-F2), welches nicht bei allen Influenza-A-Viren ausgebildet wird, wurde vor
kurzem beschrieben (CHEN et al., 2001).

HA wird vom Virus fiir die Bindung an sialinsdurehaltige Rezeptoren der
Wirtszelle und fiir die Aufnahme der Viruspartikel in die Zelle bendtigt.
Zusiatzlich stellt es das Hauptoberflichenantigen dar, gegen das vom Wirt
neutralisierende Antikorper gebildet werden (SKEHEL & WILEY, 2000). NA
spaltet Sialinsdurereste von Glykoproteinen und Glykolipiden auf der
Wirtszelloberfliche ab und flihrt so zur Freisetzung der neu gebildeten
Viruspartikel aus der Zelle. Es ist ebenfalls ein wichtiges Oberflichenantigen
(WEBSTER et al., 1988; WEBSTER et al., 1992).

Die FEinteilung der Influenza-A-Viren in Subtypen erfolgt aufgrund
unterschiedlicher HA- und NA-Antigene. Derzeit sind 16 HA-Subtypen (HI-
H16) und neun NA-Subtypen (N1-N9) bekannt (FOUCHIER et al., 2005).
Aufgrund des besonderen Aufbaus ihres Genoms zeigen Influenza-A-Viren eine
sehr hohe Variabilitét, die es ihnen ermdglicht, der Immunabwehr des Wirtes zu
entkommen. Hierbei spielen mehrere Mechanismen eine Rolle; am bedeutsamsten
sind Antigendrift und Antigenshift. Das Fehlen effektiver
Korrekturlesemechanismen der RNA-Polymerase fiihrt zu einer hohen Anzahl an
Punktmutationen bei der Replikation der Virus-RNA (STEINHAUER &
HOLLAND, 1987). Dadurch entstehen neue Varianten innerhalb eines Subtyps
(Antigendrift) (WEBSTER et al., 1992). Durch die Segmentierung des Genoms
kann es bei Doppelinfektion einer Zelle zum Austausch von Gensegmenten der
verschiedenen Influenzaviren kommen. Dieses Phidnomen des ,genetic
reassortment® tritt zwischen Viren derselben Wirtsspezies (intraspezifisch) oder
unterschiedlicher Spezies (interspezifisch) auf und fiihrt beim Austausch von HA-
und NA-Genen zur Bildung neuer Subtypen (Antigenshift) (WEBSTER et al.,
1992). Diese neuen Subtypen besitzen gegeniiber bereits vorhandenen Subtypen
einen Selektionsvorteil, da die Immunabwehr des Wirts nicht darauf vorbereitet
ist. Bei ausreichender Infektiositit konnen diese neuen Viren Ursprung

verheerender Pandemien sein (SCHOLTISSEK et al., 1978).
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1.3  Virusreservoir

Wasservogel, hauptsdchlich Arten der Ordnungen Anseriformes (Génsevogel) und
Charadriiformes (Watvogel) stellen das natiirliche Reservoir aller Influenza-A-
Viren dar (KAWAOKA et al., 1988; WEBSTER et al., 1992). Bei ihnen kommen
Influenza-A-Viren aller bekannten HA- und NA-Subtypen in einem Grofteil der
moglichen Kombinationen vor (FOUCHIER et al., 2005; OLSEN et al., 2006).
Die Infektion verlduft bei ihnen normalerweise asymptomatisch (WEBSTER et
al., 1992); sie scheiden aber hohe Virusmengen mit dem Kot aus (WEBSTER et
al., 1978).

Die meisten Vogelarten gelten als empfénglich fiir avidre Influenzaviren, einige
Hausgefliigelarten, wie Huhn und Truthahn, sind besonders empfindlich
(ALEXANDER, 2000). Niedrigpathogene aviédre Influenzaviren (LPAIV — low-
pathogenicity avian influenza virus) fithren auch beim Hausgefliigel meist nur zu
milden klinischen Symptomen (CAMPITELLI et al., 2002). Sie konnen sich
allerdings durch eine Reihe von Mutationen an die neue Spezies anpassen und
dann auch stirkere Krankheitssymptome verursachen (LI et al., 2005a). Influenza-
A-Viren der Subtypen H5 und H7 kénnen sich auBerdem nach ihrer Ubertragung
auf hochempfingliche Vogelarten zu hochpathogenen Varianten (HPAIV — highly
pathogenic avian influenza virus) entwickeln, welche dann (per)akute schwere
Erkrankungen mit bis zu 100 % Letalitit auslosen konnen (PERDUE et al., 1997,
CAPUA et al., 2000).

Der wichtigste Faktor fiir diesen Pathogenititswandel ist die Spaltbarkeit des HA
durch verschiedene Proteasen (KLENK & GARTEN, 1994). HA wird vom Virus
zundchst als Vorlduferglykoprotein HAO gebildet, welches von Proteasen des
Wirts in seine beiden Bestandteile HA1 und HA2 gespalten werden muss, um
funktionsfahig zu sein (CHEN et al.,, 1998; SKEHEL & WILEY, 2000).
Niedrigpathogene avidre Influenzaviren besitzen an der Spaltstelle des HAO ein
einzelnes Arginin (WOOD et al., 1993; SENNE et al., 1996). Sie werden von
extrazelluliren Proteasen (,trypsin-like proteases) gespalten, die vor allem im
Respirationstrakt und Gastrointestinaltrakt des Wirts vorkommen (KIDO et al.,
1992; SKEHEL & WILEY, 2000). Die Replikation der niedrigpathogenen
Influenzaviren ist daher auf diese Gewebe beschriankt und fiihrt dort zu lokalen
Infektionen. Im Gegensatz dazu enthilt die Spaltstelle des HAO hochpathogener
avidrer Influenzaviren mehrere basische Aminosduren (Arginin, Lysin) (VEY et

al., 1992; PERDUE et al., 1997). HAO dieser Viren kann deshalb durch ubiquitire
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intrazelluldre Proteasen gespalten werden; dadurch kdnnen diese Viren nicht nur
zu lokalen, sondern auch zu systemischen Infektionen fithren (STIENEKE-
GROBER et al., 1992).

Hochpathogene Influenzaviren kénnen vom Hausgefliigel zuriick auf Wildvogel
ibertragen werden. Dies geschah bislang nur sporadisch und meist lokal begrenzt
(ALEXANDER, 2000). Auch Ausbriiche hochpathogener avidrer Influenza bei
Hausgefliigel waren relativ selten; zwischen 1959 und 1997 wurden insgesamt 17
Ausbriiche registriert (ALEXANDER, 2000).

Dies édnderte sich grundlegend mit dem Auftreten des HPAIV H5N1 Typ Asia.
Dieser Subtyp breitete sich innerhalb kurzer Zeit nahezu weltweit aus und
infizierte in groBem Mafle auch Wildvogel (CHEN et al., 2005). Eine weitere
besorgniserregende Besonderheit des HPAIV HS5NI ist seine Fihigkeit, die
Speziesbarriere zu iiberspringen und ohne vorherige Anpassung an Séugetiere
eine Vielfalt an Sdugetierspezies einschlieBlich Menschen zu infizieren. Daher
befiirchten Experten, dass HPAIV H5N1 zu einer weltweiten Pandemie fiihren
konnte (WEBSTER et al., 20006).

1.4 Influenza-A-Pandemien des Menschen

Pandemieauslosende Influenzaviren konnen auf zwei verschiedene Arten
entstethen (WEBSTER et al., 1992). Zum einen kann sich ein avidres
Influenzavirus (oder ein Influenzavirus einer anderen Tierart) durch Mutationen
so an den Menschen anpassen, dass es von Mensch zu Mensch iibertragen werden
kann (TAUBENBERGER et al.,, 2005). Zum anderen konnen sie durch
Reassortierung im Vogel, im Menschen oder in einem Zwischenwirt (zum
Beispiel dem Schwein) bei gleichzeitiger Infektion dieses Wirts mit humanen und
avidren Influenzaviren entstehen (SCHOLTISSEK et al., 1978). Im Verlauf des
20. Jahrhunderts gab es drei Pandemien, die durch Influenza-A-Viren ausgelost

wurden.

1.4.1 Spanische Grippe 1918/19

Die Spanische Grippe wurde durch ein Influenza-A-Virus des Subtyps HIN1 mit
extrem hoher Virulenz ausgelost (TAUBENBERGER et al., 1997). Weltweit
erkrankte rund ein Drittel der Weltbevolkerung (TAUBENBERGER &
MORENS, 2006); die Zahl der Toten wird auf 50 bis 100 Millionen Menschen
geschitzt (JOHNSON & MUELLER, 2002). Im Gegensatz zu anderen
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Influenzaausbriichen starben vor allem junge, gesunde Erwachsene im Alter
zwischen 20 und 40 Jahren an der Spanischen Grippe (SIMONSEN et al., 1998).
Neuere Erkenntnisse, die durch Sequenzierung und Rekonstruktion des Virus von
1918 gewonnen wurden, deuten darauf hin, dass es sich bei dem Ausloser der
Spanischen Grippe nicht um ein rekombinantes Virus handelt, sondern dass es
durch direkten Ubergang eines aviiren Influenzavirus auf den Menschen und
nachfolgende Anpassung an den Menschen entstand (TAUBENBERGER et al.,
2005; TUMPEY et al., 2005).

Das HINI-Virus zirkulierte nach 1918/19 weiterhin in der menschlichen
Bevolkerung. Warum es dabei zu weit geringerer Morbiditdt und Mortalitét
fiihrte, ist nicht endgiiltig geklart. Es wird vermutet, dass es zum einen durch
Mutationen attenuiert wurde, zum anderen ein Grofteil der Bevdlkerung durch
Antikorper gegen HINI1 geschiitzt war (NAKAJIMA et al, 1978;
TAUBENBERGER & MORENS, 2006). Mit dem Auftreten der Asiatischen
Grippe im Jahr 1957 verschwand das HINI-Virus aus der menschlichen
Bevoélkerung und trat 1977 nahezu unveridndert wieder auf. Als wahrscheinlichste
Erkliarung dafiir, dass das Virus sich in der Zwischenzeit nicht genetisch verdndert
hatte, gilt, dass es die Zeit iiber in gefrorenem Zustand konserviert war
(NAKAJIMA et al., 1978). Seither zirkuliert es beim Menschen und ist fiir
Influenzaepidemien verantwortlich (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2007).

1.4.2 Asiatische Grippe 1957/58

Ausloser der Asiatischen Grippe war ein H2N2-Influenzavirus, welches durch
Rekombination eines avidren H2N2-Virus mit dem humanen HIN1-Virus von
1918 entstand. Das neue Virus enthielt drei Gensegmente des avidren
Influenzavirus (HA, NA, und PB1) und fiinf Segmente des humanen
Influenzavirus (SCHOLTISSEK et al.,, 1978; KAWAOKA et al., 1989;
WEBSTER et al., 1992). Die Asiatische Grippe zeigte mit weltweit etwa zwei
Millionen Toten einen weniger verheerenden Verlauf als die Spanische Grippe
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005). Mit dem Auftreten der
Hongkong-Grippe im Jahr 1968 wurde das Influenzavirus H2N2 durch das neu
aufgetretene Virus des Subtyps H3N2 ersetzt und verschwand aus der

menschlichen Bevolkerung (SCHAFER et al., 1993).
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1.4.3 Hongkong-Grippe 1968/69

Das H3N2-Influenzavirus, welches die Hongkong-Grippe ausloste, entstand durch
Antigenshift des Virus der Asiatischen Grippe. Es besitzt zwei Gensegmente eines
avidren H3-Influenzavirus (HA und PB1) und sechs Gensegmente des humanen
H2N2-Virus der Asiatischen Grippe (SCHOLTISSEK et al., 1978; FANG et al.,
1981; KAWAOKA et al., 1989). Die Hongkong-Grippe fiihrte weltweit zu circa
einer Million Toten (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005). Der Subtyp
H3N2 zirkuliert noch heute in der menschlichen Bevdlkerung (LINDSTROM et
al., 1998).

2 Hochpathogene aviiare Influenza-A-Viren Subtyp HSN1

Unter den momentan zirkulierenden Influenza-A-Subtypen stellt der Subtyp
H5N1 die groBte Gefahr als moglicher Ausloser einer neuen weltweiten

Influenzapandemie dar (siche Abschnitt 2.2.3).

21 Entstehung und Entwicklung

Ein hochpathogenes aviéres Influenza-A-Virus vom Subtyp HSN1 wurde in Asien
erstmals 1996 bei Génsen isoliert (A/Goose/Guangdong/1/96) (XU et al., 1999).
Durch Rekombination, vermutlich mit einem HO6N1 Virus (A/Teal/Hong
Kong/W312/97), welches das NA-Gen und die Gene fiir die inneren Proteine
beisteuerte, entstand das hochpathogene avidre Influenzavirus H5N1 (XU et al.,
1999; HOFFMANN et al., 2000), welches 1997 zu Ausbriichen bei Gefliigel in
Hongkong fiihrte und vom Gefliigel auf den Menschen iibertragen wurde (18
Erkrankungen, davon 6 Tote) (ANONYMUS, 1998; CLAAS et al, 1998;
SUBBARAO et al., 1998). Dies war der erste Fall, in dem ein rein avidres
Influenzavirus schwerwiegende Erkrankungen beim Menschen ausldste
(SUBBARADO et al., 1998).

Trotz umfangreicher KeulungsmaBBnahmen zirkulierte das Virus weiterhin bei
Wassergefliigel in China (CAUTHEN et al., 2000) und wurde in der
Gefliigelpopulation Asiens endemisch (LI et al., 2004). Durch verschiedene
Reassortierungen und Antigendrift entstanden unterschiedliche Genotypen
(GUAN et al., 2002; GUAN et al., 2004; LI et al., 2004; CHEN et al., 2006),
darunter der dominante Genotyp ,,Z“ (LI et al., 2004). 2003/2004 kam es zu
verheerenden Ausbriichen in neun asiatischen Landern (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2004), die durch genetisch und antigenetisch unterschiedliche
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Virusstimme (,,Clades) verursacht wurden. Clade-1-Viren wurden hauptséchlich
in Vietnam, Thailand, Kambodscha, Laos und Malaysia gefunden, wéhrend
Clade-2-Viren fir Ausbriiche in China, Japan, Indonesien und Siidkorea
verantwortlich waren. Virusisolate aus Hongkong gehorten zu Clade 17 bzw.
Clade3 (WORLD HEALTH ORGANIZATION GLOBAL INFLUENZA
PROGRAM SURVEILLANCE NETWORK, 2005).

2005 verursachte HPAIV HS5NI1 erstmals Ausbriiche in groBem Umfang bei
wildlebendem Wassergefliigel. Am Qinghai-See, einem groflen Vogelschutzgebiet
im Nord-Westen Chinas, an dem sich mehrere groe Vogelzugrouten kreuzen,
starben tausende Streifengéinse (Anser indicus) und andere Zugvogelarten (CHEN
et al., 2005; LIU et al., 2005). AnschlieBend breitete sich das Virus iiber die
Mongolei, Russland und Kasachstan nach Westen aus und ist mittlerweile mit
Ausnahme von Amerika nahezu weltweit verbreitet (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008a, 2008b).

2.2 Auftreten bei Saugetieren

Experimentelle und natiirliche Infektionen haben gezeigt, dass viele
Saugetierarten empfanglich fiir HPAIV H5N1 sind und an der Infektion erkranken
(VAHLENKAMP & HARDER, 2006).

2.2.1 Genetische Grundlage von Wirtsspezifitit und Pathogenitit

Die genetische Grundlage, die das Uberwinden der Speziesbarriere ermoglicht, ist
noch nicht ausreichend geklart. Eine Reihe von Mutationen wurde identifiziert,
aber keine davon scheint alleinig fiir die erhdhte Pathogenitit bei Séugetieren
verantwortlich zu sein (CHEN et al., 2004; LIPATOV et al, 2004;
GOVORKOVA et al., 2005).

Ein wichtiger Faktor der Wirtsspezifitit ist die Bindung an unterschiedliche
Rezeptoren auf der Wirtszelloberfliche. Avidre Influenzaviren binden (ebenso wie
equine  Influenzaviren) bevorzugt an  o-2,3-glykosidisch  gebundene
Sialinsdurereste (NeuAca2,3Gal) des Rezeptors, wihrend humane Influenzaviren
a-2,6-glykosidisch gebundene Sialinsdurereste (NeuAco2,6Gal) bevorzugen
(ROGERS & D'SOUZA, 1989; CONNOR et al., 1994). Die genetische Grundlage
dieser Rezeptorspezifitit beruht auf der Aminosduresequenz des HA-Molekiils.
Influenza-A-Viren mit bevorzugter Bindung an NeuAca2,6Gal-Rezeptoren

besitzen Leucin und Serin an Position 226 bzw. 228 (H3-Nummerierung); Viren
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mit bevorzugter NeuAca2,3Gal-Bindung weisen dort die Aminosduren Glutamin
und Glyzin auf (CONNOR et al., 1994; VINES et al., 1998). Auch untersuchte
hochpathogene humane H5N1-Isolate besalen NeuAca2,3Gal-Rezeptorpriferenz
(MATROSOVICH et al., 1999; GUAN et al., 2004, CHUTINIMITKUL et al.,
2006). Die Rezeptorpriferenz stellte also offenbar kein Hindernis fiir das
Uberspringen der Speziesbarriere dar. Allerdings wurde in neueren Studien
nachgewiesen, dass sich im unteren Respirationstrakt des Menschen ebenfalls
Zellen mit NeuAca2,3Gal-Priferenz befinden (SHINYA et al., 2006). Die
Moglichkeit der Wandlung der Rezeptorpréaferenz im Verlauf einer Pandemie zu
einer bevorzugten NeuAca2,6Gal-Rezeptorbindung (MATROSOVICH et al.,
1997, MATROSOVICH et al., 2000) stimmt mit der Beobachtung {iberein, dass
humane H5N1-Isolate von 2003, 2004 und 2005 sowohl an a-2,3- als auch an a-
2,6-glykosidisch gebundene Sialinsdurereste binden kénnen (SHINYA et al.,
2006; YAMADA et al., 2000).

Als wichtige Voraussetzung fiir die Pathogenitidt beim Sdugetier besitzen alle
bislang bei  Sdugetieren isolierten = HS5NI-Viren eine  polybasische
Aminosduresequenz an der Spaltstelle des HAO-Molekiils, die bei Vogeln
definitionsgemill eine hohe Pathogenitit charakterisiert (VEY et al., 1992;
PERDUE et al., 1997). HATTA und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass diese
Aminosduresequenz auch bei Miusen eine essentielle Voraussetzung fiir hohe
Virulenz darstellt.

Des Weiteren konnte eine Mutation am PB2-Gen identifiziert werden, die zu
erhohter Pathogenitit von HSNI1-Viren bei Sdugetieren fiihren kann. Der
Austausch von Glutamin durch Lysin an Position 627 des PB2-Proteins (627K)
war verantwortlich fiir eine starke Virulenzerh6hung bei Mausen (HATTA et al.,
2001). 627K fiihrte zu einer effektiveren Replikation der HSN1-Viren in murinen
Geweben (SHINYA et al., 2004). Auch beim Menschen wurden H5N1-Isolate mit
Lysin an Position 627 des PB2-Proteins gefunden (CHUTINIMITKUL et al.,
2006); die Mehrheit der Virusisolate von Feliden besitzt ebenfalls diese Mutation
(KEAWCHAROEN et al., 2004; AMONSIN et al., 2006b; SONGSERM et al.,
2006b; AMONSIN et al., 2007). Allerdings scheint sie keine essentielle
Voraussetzung fiir hohe Pathogenitit bei Sdugetieren darzustellen, da auch Isolate
mit Glutamin an Position 627 des PB2-Proteins eine hohe Virulenz bei Frettchen
(ZITZOW et al., 2002; GOVORKOVA et al., 2005) und Méusen (LIPATOV et
al., 2003; CHEN et al., 2004) zeigten.
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Ein weiterer Faktor der Sadugetierpathogenitit von HPAIV HS5N1 scheint eine
Mutation am NS-Gen zu sein. Das NS1-Protein ist ein Interferon (IFN)-o/f-
Antagonist und schwécht somit die antivirale Antwort infizierter Zellen ab.
Normalerweise iiberwiegt die Interferonwirkung, so dass die Virusreplikation
begrenzt wird (KRUG et al., 2003). In Zellkulturen und bei experimentellen
Infektionen von Schweinen konnte gezeigt werden, dass eine Mutation an
Position 92 des NSI-Proteins (Glutaminsdure statt Asparaginsidure) das H5NI-
Virus gegeniiber [FN-o, IFN-y und Tumornekrosefaktor (TNF)-a resistent macht
und somit die antivirale Wirkung von IFN und TNF ausbleibt (SEO et al., 2002).
Auch diese Mutation ist aber keine essentielle Voraussetzung fiir eine hohe
Pathogenitidt des H5N1-Virus; Isolate ohne Mutation von Asparaginsdure zu
Glutaminsdure an Position 92 des NSI-Proteins besitzen ebenfalls hohe
Pathogenitit bei Méausen (CHEN et al., 2004) und auch Isolate von gestorbenen
Tigern und Leoparden zeigten keine Mutation an dieser Stelle (AMONSIN et al.,
2006b).

In Zellkulturen aus humanen Makrophagen wurde eine erhdhte Aktivitét
proinflammatorischer Zytokine nach Infektion mit hochpathogenen H5N1-Viren
nachgewiesen (CHEUNG et al., 2002; GUAN et al., 2004), die ebenfalls dem NS-
Gen zugeschrieben wird (CHEUNG et al., 2002). Es wurde postuliert, dass diese
erhohte Zytokinaktivitdt die Pathogenese der Virusinfektion beim Menschen
beeinflusst, da hohe Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine auch in vivo
bei HPAIV-H5N-infizierten Menschen gefunden wurden. Die Patienten waren
an hdmophagozytischer Lymphohistiozytose als Komplikation der Infektion
gestorben (TO et al., 2001; PEIRIS et al., 2004) — einem Syndrom, welches mit
Hyperzytokindmie in Verbindung gebracht wird (FISMAN, 2000).

2.2.2 Siugetierwirte

Im folgenden Abschnitt wird auf Infektionen bei Sdugetierarten eingegangen, die

sich bislang als empfénglich fiir HPAIV H5N1 erwiesen haben.

2.2.2.1 Menschen

Humane Influenza-A-Viren gehoren den Subtypen H1, H2 und H3 an (WRIGHT
& WEBSTER, 2004). Momentan zirkulieren H3N2-Viren, HIN1-Viren und

HIN2-Viren, sowie unterschiedliche Influenza-B-Viren, die jedes Jahr
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Grippeepidemien beim Menschen auslésen (NAKAJIMA et al, 197S;
LINDSTROM et al., 1998; XU et al., 2002; LIN et al., 2004).

In den letzten Jahren gab es einige Fille von Ubertragungen aviirer Influenza-A-
Subtypen auf den Menschen. 1996 wurde in Grofbritannien bei einer Frau mit
Konjunktivitis nach Kontakt mit gesundem Wassergefliigel ein niedrigpathogenes
avidres H7N7-Virus isoliert (KURTZ et al., 1996). 1999 wurden bei siecben
Personen aus China Influenzaviren des Subtyps HIN2 isoliert, der zur gleichen
Zeit bei Gefliigel und Schweinen in der Gegend zirkulierte. Das avidre Virus hatte
zu milden Grippesymptomen gefiihrt; in allen Féllen erholten sich die Patienten
(PEIRIS et al., 1999; GUO et al., 2000). Wéhrend eines Ausbruchs von HPAIV
H7N7 bei Gefliigel in den Niederlanden im Jahr 2003 infizierten sich 86
Personen, die mit erkranktem Gefliigel in Kontakt gekommen waren, mit dem
avidren Virus. Die meisten entwickelten lediglich Konjunktivitis, sieben Personen
zeigten milde influenzadhnliche Symptome. Bei einem Tierarzt allerdings fiihrte
das H7N7-Virus zu einer schweren Pneumonie mit Todesfolge. Aullerdem gab es
Hinweise auf limitierte Mensch-zu-Mensch-Ubertragung, da auch drei
Familienangehorige erkrankten, die keinen direkten Kontakt zu Gefliigel gehabt
hatten (FOUCHIER et al., 2004). 2004 fithrte HPAIV H7N3 bei zwei Personen zu
Konjunktivitis und milden influenzadhnlichen Symptomen. Die beiden Ménner
waren bei einem Ausbruch hochpathogener avidrer Influenza H7N3 in Kanada an
der Keulung der Vogel beteiligt gewesen (TWEED et al., 2004).

Keiner dieser Subtypen fiihrte allerdings in dem MaBe zu Erkrankungen und
Todesfédllen beim Menschen wie der hochpathogene Subtyp H5N1. Die ersten
Félle menschlicher Erkrankungen aufgrund einer Infektion mit HPAIV H5NI1
traten 1997 in Hongkong auf. Insgesamt erkrankten 18 Menschen aus
unterschiedlichen Regionen Hongkongs, sechs (33 %) davon starben (CLAAS et
al., 1998; YUEN et al.,, 1998; TO et al., 2001). Aufgrund umfangreicher
Gefliigelkeulungsmaflnahmen in Hongkong konnten zunédchst weitere
Erkrankungen verhindert werden. Die nidchsten menschlichen Infektionen wurden
im Jahr 2003 nachgewiesen (CHAN, 2002; PEIRIS et al., 2004). Seitdem sind 373
von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) bestitigte Fille bekannt, von denen
236 zum Tode fiihrten. Der Grofteil der Fille trat in (Siidost-)Asien auf
(Indonesien, Vietnam, China, Thailand, Kambodscha, Laos, Myanmar, Pakistan),

aber auch in Afrika (Agypten, Dschibuti, Nigeria), im Kaukasus (Aserbaidschan)
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und in Vorderasien (Tiirkei, Irak) waren bislang Fille zu verzeichnen (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2008c) (Stand: 29.03.2008).

Bei den meisten infizierten Personen war ein direkter Kontakt zu erkranktem
Gefliigel als Infektionsursache nachzuweisen (MOUNTS et al., 1999;
APISARNTHANARAK et al, 2004, TRAN et al, 2004;
CHOTPITAYASUNONDH et al., 2005). Allerdings gibt es auch Hinweise auf
eine limitierte Ubertragung des Virus von Mensch zu Mensch. Die Mutter und die
Tante eines an Pneumonie verstorbenen Miadchens erkrankten nach mehrtigigem
engem Kontakt zu dem Kind im Krankenhaus an einer Infektion mit HPAIV
H5N1; die Mutter verstarb. Sie hatte keinen Kontakt zu Gefliigel gehabt
(UNGCHUSAK et al., 2005). Des Weiteren wurden bei dem Vater eines anderen
an HS5NIl-Infektion erkrankten Kindes Antikorper gegen HS5SNI1-Viren
nachgewiesen (KATZ et al., 1999), und zwei Personen des Krankenhauspersonals
entwickelten Antikorper gegen HS5NI1 nach Kontakt zu HSNI-Patienten
(BUXTON BRIDGES et al., 2000). Bei allen dreien bestand kein Kontakt mit
Gefliigel. Mensch-zu-Mensch-Ubertragungen sind allerdings begrenzt, da viele
Personen mit ungeschiitztem Kontakt zu infizierten Personen weder erkrankten
noch Antikdrper entwickelten (KATZ et al., 1999; BUXTON BRIDGES et al.,
2000; APISARNTHANARAK et al, 2004; TRAN et al, 2004;
CHOTPITAYASUNONDH et al., 2005). Alle bislang untersuchten H5N1-Isolate
vom Menschen sind avidren Ursprungs; es hat keine Reassortierung zwischen
avidren und humanen Influenzaviren stattgefunden (CLAAS et al., 1998§;
SUBBARAO et al., 1998; UIPRASERTKUL et al., 2005; UNGCHUSAK et al.,
2005; AMONSIN et al., 2006a).

Klinische Symptome beim Menschen beinhalten meist respiratorische Symptome
(Dyspnoe, Husten) aufgrund einer interstitiellen Pneumonie und diffuser
Alveolarschidigungen, Fieber sowie gastrointestinale Symptome
(Bauchschmerzen, Erbrechen, Durchfall) (YUEN et al., 1998; TO et al., 2001;
APISARNTHANARAK et al., 2004; TRAN et al., 2004;
CHOTPITAYASUNONDH et al.,, 2005; UIPRASERTKUL et al., 2005;
UNGCHUSAK et al., 2005). Zusitzlich wurde von Krampfen und Koma bei
einem Patienten mit H5NI-Infektion berichtet (DE JONG et al., 2005). Das
Ausmal} der klinischen Symptome umfasst sowohl milde, selbstlimitierende
Infektionen als auch schwere Erkrankungen mit Todesfolge (YUEN et al., 1998;
CHAN, 2002; BEIGEL et al., 2005), aber auch subklinische Infektionen sind
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nachgewiesen (KATZ et al., 1999; BUXTON BRIDGES et al., 2000). Vor allem
Patienten mit schwerwiegendem Verlauf zeigten labordiagnostisch massive
Lymphopenie, Thrombozytopenie, verlingerte Blutgerinnungszeiten, erhohte
Leberenzymaktivititen und Anzeichen von Nierenversagen (YUEN et al., 1998;
APISARNTHANARAK et al, 2004, TRAN et al, 2004;
CHOTPITAYASUNONDH et al., 2005). Diese Symptome wurden
pathophysiologisch einem Multiorganversagen durch hédmophagozytische
Lymphohistiozytose aufgrund massiver infektionsbedingter Zytokinausschiittung
zugeordnet (TO et al., 2001; PEIRIS et al., 2004).

In den meisten Fillen gelang ein Virusnachweis nur in respiratorischen Organen
(CHAN, 2002). DE JONG und Mitarbeiter (2005) konnten hochpathogenes
H5N1-Virus zusitzlich aus Serum, Liquor und Rektaltupfer eines Jungen aus
Vietnam isolieren, der neben gastrointestinalen und respiratorischen Symptomen
auch neurologische Symptome gezeigt hatte. Bei einem weiteren Patienten aus
Thailand konnte HPAIV H5N1 im Serum gefunden werden (CHUTINIMITKUL
et al.,, 2006). UIPRASERTKUL und Mitarbeiter (2005) wiesen RNA mit (+)-
Polaritédt, welche mit Virusreplikation assoziiert ist, in der Lunge und im Diinn-

und Dickdarm eines an einer H5N 1-Infektion verstorbenen Menschen nach.

2.2.22  Affen

Langschwanzmakaken (Macaca fascicularis) wurden experimentell mit einem
humanen HS5NIl-Isolat von 1997 [A/Hong Kong/156/97 (H5N1)] infiziert
(RIMMELZWAAN et al., 2001; KUIKEN et al., 2003). Die Tiere zeigten
schwere akute respiratorische Symptome aufgrund einer nekrotisierenden
bronchio-interstitiellen Pneumonie und Fieber (RIMMELZWAAN et al., 2001).
Zwar wurde mittels Reverser-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
Influenza-A-H5N1-Virus nicht nur im Respirationstrakt, sondern auch in extra-
respiratorischen Organen (Milz, Herz, Gehirn) und im Plasma nachgewiesen,
doch es konnte kein Hinweis auf systemische Replikation von HSN1-Virus mittels
Immunhistochemie gefunden werden (RIMMELZWAAN et al., 2001).
Nekrotische Lidsionen in Niere, Leber, Milz und Lymphknoten wurden auf
Multiorganversagen (,,multiple organ dysfunction syndrome“ — MODS)
zuriickgefiihrt (KUIKEN et al., 2003). Dies ist eine Komplikation, die auch bei
H5N1-Féllen beim Menschen beschrieben wurde (YUEN et al., 1998).



II Literaturiibersicht 22

2.2.2.3 Miuse

Maiuse erwiesen sich in experimentellen Infektionen als empféanglich fiir HPAIV
H5N1 und dienen als Tiermodell zur Untersuchung der Pathogenitdt von HSN1-
Isolaten (GAO et al., 1999; LU et al., 1999; HATTA et al., 2001; LI et al., 2005b;
MAINES et al., 2005). Bei ihnen wurde erstmals systemische Replikation eines
Influenza-A-Virus bei einem Sdugetier ohne vorherige Adaptation an die Spezies
nachgewiesen (GAO et al., 1999; LU et al., 1999). Es wurde gezeigt, dass einige
HPAIV-H5N1-Isolate neurotrop sind und sich in Neuronen und Gliazellen des
Gehirns vermehren (GAO et al., 1999; LU et al., 1999; LIPATOV et al., 2003).

2.2.2.4  Frettchen

Frettchen (Mustela putorius furo) sind natlirlicherweise empféanglich fiir humane
Influenza-A- und auch -B-Viren; der Krankheitsverlauf &dhnelt dem beim
Menschen. Sie stellen daher ein beliebtes Tiermodell fiir die Influenzaforschung
dar (SMITH & SWEET, 1988; RENEGAR, 1992; MAHER & DESTEFANO,
2004). In experimentellen Infektionsversuchen waren Frettchen empfanglich fiir
HPAIV H5N1 (ZITZOW et al., 2002; GOVORKOVA et al., 2005; MAINES et
al., 2005). Es wurde eine systemische Infektion mit respiratorischen und
neurologischen Symptomen, Lethargie, Fieber, Gewichtsverlust, Durchfall und
Lymphopenie ausgelost (ZITZOW et al., 2002; GOVORKOVA et al., 2005;
MAINES et al., 2005). Vor allem humane H5N1-Isolate zeigten einen deutlichen
Neurotropismus mit hdoheren Virustitern im Gehirn als in der Lunge
(GOVORKOVA et al., 2005).

Wihrend des ersten Ausbruchs von hochpathogener avidrer Influenza HSN1 in
Deutschland im Frithjahr 2006 wurde HPAIV HS5NI auflerdem bei einem
Steinmarder (Martes foina) mit neurologischen Symptomen nachgewiesen. Der
Steinmarder gehort wie das Frettchen ebenfalls der Familie der Marder

(Mustelidae) an (KLOPFLEISCH et al., 2007a).

2.2.2.5 Schweine

Natiirlicherweise zirkulieren beim Schwein (Sus scrofa) gegenwértig klassische
HINI1-Viren, die bereits 1930 bei Schweinen isoliert wurden, HINI1-Viren
avidren Ursprungs (BROWN et al.,, 1997), H3N2-Viren humanen Ursprungs
(CASTRUCKCI et al., 1994), ein human-avidres-rekombinantes Virus vom Subtyp
HIN2 (BROWN et al., 1998) und H3N2-Viren mit Genen des klassischen HIN1-
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Subtypes, des humanen H3N2-Subtyps sowie von avidren Subtypen (OLSEN et
al., 2000; ZHOU et al., 2000). Ein avidres HIN2-Virus zirkuliert seit einigen
Jahren in der Schweinepopulation Chinas (XU et al., 2004).

Schweine besitzen an den Zellen ihres Respirationstrakts Rezeptoren fiir humane
(NeuAca2,6Gal) und fiir avidre Influenzaviren (NeuAco2,3Gal) (ITO et al.,
1998). Sie konnen daher bei gleichzeitiger Infektion mit humanen und avidren
Influenzaviren als ,,mixing vessel* fungieren und zur Entstehung neuer Subtypen
beitragen (SCHOLTISSEK et al., 1985; CLAAS et al., 1994).

In der Ausbreitung und Entwicklung des HPAIV HS5NI1 scheint Schweinen
momentan  allerdings  keine  wichtige  Rolle = zuzukommen.  Bei
AntikOrperuntersuchungen in Vietnam wurden nur bei 0,25 % der Schweine
(8/3175) Antikorper gegen HS5NI-Viren gefunden (CHOI et al., 2005). In
experimentellen Infektionsversuchen mit humanen wund avidren HS5NI-
Virusisolaten schieden die Schweine moderate Virusmengen aus (SHORTRIDGE
et al., 1998; CHOI et al, 2005) und zeigten mit Husten, erhohter
Korpertemperatur und Anorexie mafig starke klinische Symptome (CHOI et al.,
2005) oder blieben sogar symptomlos (SHORTRIDGE et al., 1998). Das Virus
wurde nicht von infizierten Schweinen auf Schweine, die in Kontakt mit den
infizierten Tieren gehalten wurden, ilibertragen (SHORTRIDGE et al., 1998;
CHOI et al., 2005).

2.2.2.6 Hunde

Ein Bericht von SONGSERM und Mitarbeitern (2006a) gibt an, dass Hunde
(Canis lupus familiaris) ebenfalls empfanglich fiir HPAIV H5N1 sind. Ein Hund
aus Thailand, der laut Aussage seines Besitzers tote Enten gefressen hatte, zeigte
fiinf Tage spéater hohes Fieber und Dyspnoe und verstarb am darauffolgenden Tag.
HPAIV H5N1 konnte aus Lunge, Leber, Niere und Urin isoliert werden. Mittels
Immunhistochemie wurde Virusreplikation in Alveolarzellen, in Leberzellen, im
Nierentubulusepithel und in Glomerulumzellen nachgewiesen. Das Virus war
avidren Ursprungs und zeigte eine enge Verwandtschaft mit zeitgleich in der
Region zirkulierenden Viren von Hiihnern, Enten, Menschen und Tigern
(SONGSERM et al., 2006a).

Experimentell infizierte Hunde zeigten ab dem zweiten Tag post infectionem

(p. 1) bis maximal zum sechsten Tag p.i lediglich geringgradig erhdhte
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Korpertemperatur und Konjunktivitis. Einer von vier Hunden entwickelte
Antikorper (GIESE et al., 2008).

Laut einer bisher unverdffentlichten Studie des National Institute of Animal
Health in Bangkok sollen 160 von 629 in Thailand untersuchten streunenden
Hunden (25 %) Antikorper gegen HSN1-Virus besitzen (BUTLER, 2006). Sollten
sich diese Ergebnisse bestdtigen, spricht dies dafiir, dass HPAIV H5NI beim
Hund auch zu subklinischen Infektionen fithren kann.

Direkter Kontakt gesunder Hunde zu experimentell infizierten (und darauthin
schwer erkrankten) Katzen fiihrte nicht zu Virusiibertragung auf die Hunde. Bei
den Hunden konnten weder klinische Symptome noch Virusausscheidung oder
Antikorperentwicklung festgestellt werden (GIESE et al., 2008).

AuBer Influenzaviren des Subtyps H5N1 gibt es noch einen weiteren Subtyp, der
die Speziesbarriere iibersprungen hat und direkt auf den Hund iibertragen wurde.
2004 wurde in den USA bei Greyhounds mit respiratorischer Erkrankung
Influenza-A-Virus H3N8 isoliert, welches direkt vom Pferd auf den Hund
iibertragen worden war (CRAWFORD et al., 2005). Es hat sich inzwischen an die
neue Spezies angepasst und zirkuliert seither in der Hundepopulation. Ein hoher
Prozentsatz der Greyhounds hat Antikorper, aber auch als Haustiere gehaltene
Hunde anderer Rassen mit respiratorischen Symptomen besitzen inzwischen

Antikérper (CRAWFORD et al., 2005).

2.2.2.7  Schleichkatzen
Mit dem Nachweis von HPAIV H5N1 bei drei Fleckenrollern (Chrotogale

owstoni), einer vom Aussterben bedrohten Schleichkatzenart, wurde eine weitere
empfingliche Raubtierspezies gefunden (ROBERTON et al., 2006). Die in einem
Nationalpark in Vietnam gehaltenen Tiere zeigten vor allem neurologische
Symptome und verstarben kurze Zeit spéter. In der Sektion wurde eine

systemische Infektion mit Neurotropismus nachgewiesen. Die genaue

Infektionsquelle blieb unbekannt (ROBERTON et al., 2006).

2.2.2.8 Feliden
Sowohl GrofBlkatzen (Tiger, Leoparden) als auch Hauskatzen sind empfénglich fiir
Infektionen mit HPAIV H5N1 (KEAWCHAROEN et al., 2004; SONGSERM et

al., 2006b). Das Auftreten natiirlicher Infektionen ist sowohl in Asien als auch in

Europa beschrieben (THANAWONGNUWECH et al., 2005; YINGST et al.,
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2006; KLOPFLEISCH et al., 2007b). Infizierte Katzen konnen schwer erkranken
und an der Infektion sterben (KEAWCHAROEN et al., 2004; SONGSERM et al.,
2006b), aber auch subklinische Infektionen treten auf (LESCHNIK et al., 2007;
VAHLENKAMP et al., 2008) (siche Abschnitt 3).

2.2.3 Pandemiegefahr durch aviire Influenza-A-H5N1-Viren

Der seit 1997 zirkulierende Subtyp H5N1 hat Besorgnis als mdglicher nachster
Verursacher einer weltweiten Pandemie ausgelost. Grund hierfiir ist seine
Féhigkeit, direkt — ohne Anpassung in einem Zwischenwirt oder Reassortierung —
auf den Menschen iibertragbar zu sein und schwerwiegende Erkrankungen
auslosen zu konnen (CLAAS et al., 1998; YUEN et al., 1998; MATROSOVICH
et al., 1999).

Bislang handelt es sich bei HPAIV H5NI1 um ein avidres Virus. Obwohl bereits
hunderte Millionen Vogel weltweit der Seuche zum Opfer gefallen sind, gibt es
mit 373 labordiagnostisch bestétigten Fillen vergleichsweise wenige H5NI1-
Infektionen beim Menschen (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008c)
(Stand: 29.03.2008), und die Ubertragung von Mensch zu Mensch ist begrenzt
(KATZ et al., 1999; BUXTON BRIDGES et al., 2000).

Anlass zur Sorge bereitet die sehr hohe Letalitit der Infektion beim Menschen von
63 % (im Zeitraum von 2003 bis 2008) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2008c). Allerdings ist das Ausmall milder und subklinischer Infektionen
unbekannt, so dass die eigentliche Letalitdtsrate niedriger sein konnte (YUEN et
al., 1998; TRAN et al., 2004; BEIGEL et al., 2005).

Eine mogliche Ursache der Limitierung der Mensch-zu-Mensch-Ubertragung
besteht darin, dass bisherige HS5NI-Isolate NeuAca2,3Gal-Zellrezeptoren
bevorzugen, welche beim Menschen nur im unteren, nicht aber im oberen
Respirationstrakt vorkommen (MATROSOVICH et al., 1999; GUAN et al., 2004;
AMONSIN et al., 2006a; SHINYA et al., 2006). Daher ist beim Menschen die
Virusreplikation im oberen Atemtrakt — und damit die Virusausscheidung —
begrenzt (SHINYA et al.,, 2006; VAN RIEL et al., 2006). Allerdings wurde
gezeigt, dass Influenza-A-Viren die Fahigkeit zur Bindung an Rezeptoren im
oberen Atemtrakt des Menschen im Laufe der Zeit entwickeln konnen und
dadurch eventuell leicht von Mensch zu Mensch {bertragbar werden
(MATROSOVICH et al., 1997; MATROSOVICH et al., 2000). Damit wéren drei

von drei bedeutenden Kriterien eines Pandemievirus erfiillt, ndmlich die Fahigkeit
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zur Replikation im Menschen, das Fehlen eines Antikdrperschutzes in grofen
Teilen der menschlichen Bevélkerung und die leichte Ubertragbarkeit von
Mensch zu Mensch (CLAAS et al., 1998). Eine weitere Gefahr besteht darin, dass
bei gleichzeitiger Infektion eines Menschen oder eines anderen Sdugetiers (zum
Beispiel eines Schweins oder einer Katze) mit einem H5NI-Virus und einem
humanen Influenza-A-Virus ein rekombinantes Virus entsteht, welches die
Fihigkeit zur effektiven Mensch-zu-Mensch-Ubertragung besitzt (BELSHE,
2005).

3 Hochpathogene aviare Influenzaviren HSN1 bei Katzen

In &lteren Studien wurde gezeigt, dass Katzen empfinglich fiir verschiedene
Influenzaviren sind, allerdings ohne zu erkranken (PANIKER & NAIR, 1970,
1972; ONTA et al., 1978; HINSHAW et al, 1981). Nach experimenteller
Infektion mit humanen Virusisolaten (H3N2, Influenza-B-Virus) schieden Katzen
Viren liber den Atemtrakt aus und entwickelten Antikdrper (PANIKER & NAIR,
1970, 1972; HINSHAW et al., 1981). Auch bei Kontaktkatzen konnten Viren
isoliert und Antikdrper nachgewiesen werden (PANIKER & NAIR, 1970, 1972).
Experimentelle Infektionen mit einem avidren Isolat (H7N3) und einem Seehund-
Isolat (H7N7) fiihrten zwar zu Virusausscheidung, aber nicht zu Antikorper-
Produktion (HINSHAW et al., 1981). Des Weiteren wurden bei einem
Katzenwelpen nach direktem Kontakt zu einem Menschen, der an Influenza
erkrankt war, Virus isoliert und Antikdrper nachgewiesen (PANIKER & NAIR,
1970). Bei Untersuchungen in Japan besallen drei von 52 Katzen Antikorper
gegen humane Influenzaviren (ONTA et al., 1978).

In keinem dieser Fille entwickelten die Katzen klinische Symptome. Umso
tiberraschender waren daher Berichte iiber Erkrankungen bei Feliden nach

Infektion mit Influenzavirus H5N1.

3.1 Epidemiologie
Bisherige Erkenntnisse zur Epidemiologie der HPAIV-HS5NI-Infektion bei
Feliden stammen aus beobachteten natilirlichen Infektionen und Untersuchungen

der dort isolierten Viren sowie aus experimentellen Infektionsversuchen.
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3.1.1 Bislang beschriebene Infektionen

Die ersten Hinweise, dass Feliden an HPAIV H5N1 erkranken konnen, kamen aus
Asien. Ein chinesischer Artikel berichtete von einem Tiger, der bereits 2002 an
einer Infektion mit einem Influenza-A-Virus gestorben war (XIA et al., 2003;
PROMED-MAIL, 2004c). Im Dezember 2003 starben in einem Zoo in
Suphanburi, Thailand, zwei Tiger (Panthera tigris) und zwei Leoparden
(Panthera pardus) an einer Infektion mit HPAIV H5NI1, nachdem sie hohes
Fieber und Atemnot gezeigt hatten (KEAWCHAROEN et al., 2004). Im Januar
2004 starb ein Nebelparder (Neofelis nebulosa) in einem Zoo in Chonburi,
Thailand, an der Infektion; kurze Zeit spdter erkrankte ein weiler Tiger im selben
Zoo, er erholte sich aber von der Infektion (ENSERINK & KAISER, 2004;
PROMED-MAIL, 2004b, 2004a). Im Oktober 2004 fiihrte HPAIV H5NI1 zu
einem verheerenden Ausbruch in einem Tigerzoo in Sri Racha, Thailand.
Insgesamt 147  Tiger starben oder mussten euthanasiert werden
(THANAWONGNUWECH et al., 2005).

Neben diesen Berichten von Erkrankungen bei GroBkatzen, gab es auch Hinweise
auf eine Empfanglichkeit von Hauskatzen (Felis catus). Im Februar 2004 wurde
HPAIV H5NI1 bei einer Katze in Thailand isoliert, die an hohem Fieber, Atemnot,
Krampfen und Ataxie gestorben war (SONGSERM et al., 2006b). Des Weiteren
wurde das Virus bei drei Katzen in einem thaildndischen Haushalt nachgewiesen,
in dem 14 von 15 Katzen gestorben waren (ENSERINK & KAISER, 2004;
PROMED-MAIL, 2004a).

Diese Erkenntnisse wurden durch experimentelle Versuche bestdtigt. KUIKEN
und Mitarbeiter (2004) zeigten, dass Katzen nach intratrachealer Applikation von
HPAIV H5N1 und nach Fressen infizierter Kiiken schwer erkranken konnen.

All diese Infektionen wurden auf Infektionen mit Clade-1-Viren zuriickgefiihrt.
Im Februar 2006 wurden bei einem Ausbruch im Irak erstmals Infektionen von
Katzen mit Clade-2-Viren beschrieben (YINGST et al., 2006). HPAIV-H5NI1-
Clade-2 ist ebenfalls verantwortlich fiir die Infektion dreier Hauskatzen, die
wéhrend des Ausbruchs von HPAIV H5N1 bei Wildvogeln im Frithjahr 2006 auf
der Insel Riigen, Deutschland, gestorben waren (KLOPFLEISCH et al., 2007b).
AuBerdem wurde HPAIV HS5NI bei drei Katzen ohne klinische Symptome in
einem Tierheim in Graz, Osterreich, nachgewiesen, nachdem dort ein infizierter

Schwan eingeliefert worden war (LESCHNIK et al., 2007).
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3.1.2 Herkunft des Virus

In allen Fillen standen die Infektionen bei Feliden in rdumlichem und zeitlichem
Zusammenhang mit Ausbriichen hochpathogener avidrer Influenza H5NI1 bei
Hausgefliigel oder Wildvogeln. Wihrend der Zeit, in der die Ausbriiche bei den
Tigern, Leoparden und Katzen auftraten, waren stets Vogel in der Umgebung
erkrankt (KEAWCHAROEN et al., 2004; THANAWONGNUWECH et al., 2005;
SONGSERM et al.,, 2006b; WOLF et al., 2006; YINGST et al.,, 2006;
KLOPFLEISCH et al., 2007b; LESCHNIK et al., 2007).

Genomsequenzierungen und phylogenetische Analysen zeigten, dass die
Virusisolate von Feliden in ihrer Nukleotid- und Aminosduresequenz einen hohen
Ubereinstimmungsgrad mit Isolaten aufwiesen, welche zu der Zeit bei Gefliigel
oder Wildvogeln zirkulierten. Alle untersuchten Isolate waren avidren Ursprungs,
Hinweise auf Reassortierung mit Sdugetierinfluenzaviren wurden nicht gefunden.
(KEAWCHAROEN et al., 2004; AMONSIN et al., 2006b; YINGST et al., 2006;
AMONSIN et al., 2007; WEBER et al., 2007).

Das HAI1-Molekiill der Viren wies eine Aminosduresequenz auf, die mit
bevorzugter Bindung an avidre Zellrezeptoren (NeuAca2,3Gal) in Verbindung
gebracht wird (CONNOR et al.,, 1994); daher wird deutlich, dass auch
Influenzaviren mit avidrer Rezeptorpriferenz Feliden infizieren konnen
(KEAWCHAROEN et al., 2004; AMONSIN et al., 2006b; AMONSIN et al.,
2007). Diese Tatsachen sprechen dafiir, dass HPAIV H5N1 direkt ohne vorherige
Anpassung von Vogeln auf die Katzen iibergegangen ist. Der bei
Influenzavirusinfektionen von Feliden bevorzugte Rezeptortyp ist bislang nicht
ausreichend charakterisiert (AMONSIN et al., 2006b). Da HPAIV H5N1 bei der
Katze das gleiche Verteilungsmuster in den Zellen des Atemtrakts zeigt wie beim
Menschen, ist davon auszugehen, dass Katzen ebenfalls im oberen
Respirationstrakt Zellen mit NeuAca2,6Gal-Rezeptoren besitzen, und lediglich
Zellen des unteren Atemtrakts o-2,3-gebundene Sialinsdurerezeptoren aufweisen

(VAN RIEL et al., 2006).

3.1.3 Virusiibertragung

In den meisten Féllen erfolgte die Infektion der Katzen durch direkten Kontakt
mit infizierten Vogeln, vor allem durch das Fressen von Gefliigelfleisch oder
verendeten Vogeln. Entweder wurden die Tiere mit infiziertem Gefliigelfleisch

geflittert (KEAWCHAROEN et al., 2004; THANAWONGNUWECH et al., 2005)
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oder die Besitzer berichteten eine Aufnahme verendeter Vogel (SONGSERM et
al., 2006b). Diese Infektionsroute wurde auch experimentell bestdtigt. KUIKEN
und Mitarbeiter (2004) fiitterten drei Katzen mit zuvor kiinstlich infizierten
Kiiken. Alle Katzen erkrankten und schieden Virus aus.

Im Fall der drei Katzen in einem Grazer Tierheim wurde eine indirekte
Ubertragung durch am Katzenfell haftendes Virus und anschlieBendes Ablecken
vermutet. Mehrere Katzen waren iiber einen Zaun in das Vogelgehege des
Tierheims gelangt und konnen so mit Kot des infizierten Schwans in Kontakt
gekommen sein (LESCHNIK et al., 2007).

Experimentell kann eine Infektion durch intratracheale oder oculo-
nasopharyngeale Applikation von HPAIV HS5NI1 hervorgerufen werden. Drei
Katzen, die in einem Infektionsversuch intratracheal mit dem Virusisolat eines an
hochpathogener avidrer Influenza verstorbenen Menschen infiziert wurden,
erkrankten und schieden Virus aus (KUIKEN et al., 2004) — ebenso Katzen,
welche oculo-nasopharyngeal mit einem Katzen-H5N1-Isolat infiziert wurden
(GIESE et al., 2008; VAHLENKAMP et al., 2008).

Katzen konnen das Virus auch horizontal auf Kontaktkatzen iibertragen. Im
Infektionsversuch von KUIKEN und Mitarbeitern (2004) wurden zwei Katzen mit
den intratracheal infizierten Katzen in einem gemeinsamen Kéfig gehalten. Beide
Katzen erkrankten und schieden Virus aus. Eine horizontale Ubertragung wurde
hochstwahrscheinlich auch unter natiirlichen Bedingungen beobachtet. Im Sri-
Racha-Tigerzoo wurde einige Tage nach Beginn des Ausbruchs die Futterquelle
von rohem Gefliigelfleisch auf gekochtes Gefliigel oder Schweinefleisch
umgestellt. Trotzdem erkrankten weitere Tiger, bis zwolf Tage spéter alle Tiger
der betroffenen Abteilung des Zoos euthanasiert wurden, um eine weitere
Ausbreitung zu verhindern. Proben anderer Tierarten des Zoos und des Bodens
waren negativ fiir HPAIV (THANAWONGNUWECH et al., 2005). Ein direkter
Kontakt von Katzen zu experimentell infizierten Hunde fiihrte nicht zu einer
Infektion der Katzen (GIESE et al., 2008).

Bislang ist kein Fall bekannt, in dem Katzen HPAIV H5N1 auf andere Tierarten
oder auf den Menschen lbertragen hétten. Von den Personen, die bei dem
Ausbruch im Sri-Racha-Tigerzoo Kontakt mit infizierten Tigern hatten,
entwickelten zwei Personen (2/58) Antikdrper gegen HSN1-Virus, zeigten aber
keine klinischen Symptome (THANAWONGNUWECH et al., 2005). Allerdings

kann nicht sicher bestimmt werden, ob die Antikorperentwicklung auf Kontakt
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mit den Tigern oder mit anderen Virusquellen, wie zum Beispiel rohem
Gefliigelfleisch, zuriickzufiihren ist. Hunde, die in direktem Kontakt zu
experimentell infizierten Katzen gehalten wurden, zeigten weder klinische
Symptome, noch konnten Virusausscheidung oder Antikorperbildung bei den

Hunden festgestellt werden (GIESE et al., 2008).

3.2 Pathogenese

Aufgrund der geringen Zahl der beschriebenen Félle ist bislang noch wenig zur
Pathogenese der HPAIV-H5N1-Infektion der Katze bekannt. Vor allem die fiir
den Verlauf der Erkrankung bestimmenden Faktoren sind bislang noch

weitgehend ungeklért.

3.2.1 Virusaufnahme

Die genaue Infektionsroute konnte bislang nicht vollstindig gekldrt werden. Dass
eine Infektion iiber den Respirationstrakt moglich ist, zeigten experimentelle
Infektionsversuche mit intratrachealer Inokulation (KUIKEN et al., 2004;
RIMMELZWAAN et al., 2006). Das Verhalten von Katzen beim Fressen toter
Vogel lasst sowohl Inhalation als auch Ingestion des Virus zu (YINGST et al.,
2006). Im Infektionsversuch konnte nur bei intratracheal inokulierten Katzen
H5N1-Virus in den Tracheobronchial-Lymphknoten nachgewiesen werden;
Tracheobronchial-Lymphknoten der Katzen, die mit infizierten Kiiken gefiitterten
worden waren, waren nicht infiziert. Andererseits wiesen nur die mit infizierten
Kiiken gefiitterten Katzen, nicht aber die anderen Gruppen, eine H5NI1-Virus-
assoziierte Ganglioneuritis der Darmnervenplexus auf. Dies deutet darauf hin,
dass diese Strukturen direkt vom Darmlumen aus infiziert worden waren
(RIMMELZWAAN et al., 2006). Die minimale infektiose Dosis lag bei oculo-
nasopharyngealer experimenteller Infektion zwischen 10* und 10* 50 % Ei-

infektioser Dosen (EIDsp) (VAHLENKAMP et al., 2008).

3.2.2 Virusausbreitung

Das Virus breitet sich nach der Infektion vermutlich lokal auf den unteren
Atemtrakt aus. Es befidllt bei der Katze vor allem Typ-II-Pneumozyten und
Alveolarmakrophagen (VAN RIEL et al., 2006) und kann dadurch zu einer
schweren Pneumonie fiihren (KEAWCHAROEN et al., 2004; RIMMELZWAAN
et al., 2006; SONGSERM et al., 2006b; KLOPFLEISCH et al., 2007b).



II Literaturiibersicht 31

Im Gegensatz zu anderen Influenzaviren, die bei Sdugetieren normalerweise auf
den Respirationstrakt beschrinkt bleiben, filhrt HPAIV HS5N1 auch zu
systemischen Infektionen (RIMMELZWAAN et al., 2006). Das Virus vermehrt
sich bei der Katze in vielen extra-respiratorischen Geweben und verursacht dort
Entziindung und Nekrose (RIMMELZWAAN et al., 2006; SONGSERM et al.,
2006b; KLOPFLEISCH et al., 2007b).

AulBlerhalb des  Atemtrakts wurde eine  Virusvermehrung  mittels
Immunhistochemie vor allem in der Leber (Hepatozyten), im Gehirn (Neuronen,
Gliazellen), im Herz (Myozyten, endokardiale Endothelzellen), in den
Nebennieren (Kortexzellen, Phdochromozyten), in der Niere (Glomerulumzellen,
Tubulusepithelzellen), in der Milz (mononukledre Zellen der weilen Pulpa), in
mesenterialen und pulmonalen Lymphknoten (mononukledre Zellen), in den
Peyerschen Platten (mononukledre Zellen) und in den Ganglienzellen der
Darmnervenplexus nachgewiesen. Kein Antigen konnte bislang nachgewiesen
werden in Epithelzellen des Darms (THANAWONGNUWECH et al., 2005;
RIMMELZWAAN et al., 2006; SONGSERM et al., 2006b; KLOPFLEISCH et
al., 2007b).

RIMMELZWAAN und Mitarbeiter (2006) zeigten, dass die Virusausbreitung in
extra-respiratorische Organe des Korpers auf zwei Arten erfolgen kann. Obwohl
bislang kein Virus im Blut einer Katze nachgewiesen wurde, wird angenommen,
dass HPAIV H5NI sich meist iliber eine Virdmie im Korper ausbreitet. Sie
schlossen dies aus dem Verteilungsmuster des Virusantigens im Korper; die
Verteilung in Glomerula, Leber und Nebennieren &hnelt derjenigen von
hiamatogenen bakteriellen Infektionen. AuBerdem waren virusassoziierte
Myokardldsionen am stirksten in den an die Ventrikel grenzenden
Myokardbereichen, und Virusantigen wurde in Endothelzellen der Pulmonalvenen
und des Endokards nachgewiesen (RIMMELZWAAN et al., 2006).

Eine zweite Moglichkeit der Virusausbreitung besteht vermutlich in direktem
Ubergang von HPAIV H5N1 aus dem Darmlumen in die Darmwand. Nur mit
infizierten Kiiken gefiitterte Katzen, nicht aber intratracheal inokulierte Katzen
oder Kontaktkatzen, entwickelten eine virusassoziierte Ganglioneuritis des
Meifner- und Auerbachplexus in der Darmwand (RIMMELZWAAN et al., 2006).
Dieser Weg war bislang nie bei Influenzaviren nachgewiesen worden, von

anderen Viren, zum Beispiel Herpes-simplex-Viren ist aber bekannt, dass sie an
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Nervenfasern in die Darmnervenplexus wandern konnen (GESSER & KOO,

1996).

3.2.3 Virusausscheidung

Infizierte Katzen konnen das Virus iiber den Respirationstrakt, den
Gastrointestinaltrakt und den Harntrakt ausscheiden, denn Virus konnte in Nasen-
und Rachentupfern (RIMMELZWAAN et al., 2006; KLOPFLEISCH et al.,
2007b), in Rektaltupfern (THANAWONGNUWECH et al, 2005;
RIMMELZWAAN et al., 2006), Kotproben (YINGST et al., 2006) und im Urin
(SONGSERM et al., 2006b) nachgewiesen werden. Bei asymptomatischen Katzen
wurde HPAIV H5NI1 bislang nur in Rachentupfern nachgewiesen (LESCHNIK et
al., 2007, VAHLENKAMP et al., 2008).

Die Hohe der ausgeschiedenen Virusmenge ist anhidngig von der Infektionsdosis.
Bei Katzen, die experimentell mit 10° EIDsq infiziert worden waren und schwer
erkrankten, wurden Virustiter von bis zu 10%* 50 % Kultur-infektidser Dosen
(TCIDsp)/ml im Rachentupfer nachgewiesen. Mit 10* EIDso infizierte Katzen
blieben asymptomatisch und schieden nur geringe Virusmengen aus, wihrend bei
Katzen, die mit 10% oder 1 EIDs infiziert wurden, keine Virusausscheidung
nachweisbar war (VAHLENKAMP et al., 2008).

Die Dauer der Virusausscheidung ist kurz. Bei einer experimentell infizierten
Katze, bei der sich die Symptome ab dem fiinften Tag p. i. besserten, wurde nur
am vierten Tag p.i. Virus im Rachentupfer nachgewiesen, wihrend der
Virusnachweis am zweiten und am siebten Tag negativ verlief (VAHLENKAMP
et al., 2008). Im Infektionsversuch begann die Ausscheidung bei intratracheal
infizierten und mit infizierten Kiiken gefiitterten Katzen im Allgemeinen am
dritten Tag nach der Infektion und hielt bis zur Euthanasie der Katzen am siebten
Tag an (RIMMELZWAAN et al., 2006). Einige Katzen schieden bereits vor dem
Auftreten klinischer Symptome Virus aus (KUIKEN et al., 2006). Horizontal
infizierte Katzen schieden erst ab Tag 5 nachweisbare Virusmengen aus
(RIMMELZWAAN et al., 2006). Bei natiirlich subklinisch infizierten Katzen
konnte bei erneuter Probennahme nach zwei Wochen keine Virusausscheidung
mehr festgestellt werden, so dass bei diesen Katzen die Ausscheidung offenbar
kiirzer als zwei Wochen dauert (LESCHNIK et al., 2007). Im Infektionsversuch
wurde bei subklinisch infizierten Katzen Virusausscheidung bis Tag 7

nachgewiesen (VAHLENKAMP et al., 2008).
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3.3 Kilinik

Der folgende Abschnitt beschreibt Symptome und Verlauf bislang beobachteter
H5N1-Infektionen bei Feliden.

3.3.1 Inkubationszeit

Die Inkubationszeit liegt zwischen einem und fiinf Tagen. Bei experimentellen
Versuchen entwickelten intratracheal inokulierte Katzen und mit infizierten
Kiiken gefiitterte Katzen nach einem Tag Fieber und nach zwei Tagen weitere
Symptome (KUIKEN et al., 2004; RIMMELZWAAN et al., 2006). In Kontakt
mit den infizierten Tieren gehaltene Katzen zeigten nach fiinf Tagen klinische
Symptome (RIMMELZWAAN et al, 2006). THANAWONGNUWECH und
Mitarbeiter (2005) schitzten die Inkubationszeit bei den Tigern des Sri-Racha-
Tigerzoos auf etwa drei Tage. Im Falle einer Katze, die bei der Aufnahme einer
toten Taube beobachtet wurde, vergingen flinf Tage bis zum Auftreten klinischer

Symptome (SONGSERM et al., 2006b).

3.3.2 Symptome

Die Schwere der klinischen Symptome ist anhidngig von der Infektionsdosis.
Experimentell mit hohen Dosen (10° EIDs) infizierte Katzen erkrankten schwer,
wihrend eine Inokulation von niedrigeren Dosen (104 EIDsy) eine
asymptomatische Infektion ausldste. Infektion mit sehr geringen Virusmengen (1
oder 107 EIDs) fiihrte nicht zu einer Infektion der Katzen (VAHLENKAMP et
al., 2008).

Sowohl erkrankte Grofkatzen als auch Hauskatzen zeigten vor allem
respiratorische Symptome (Dyspnoe, Maulatmung) und Fieber
(KEAWCHAROEN et al., 2004; KUIKEN et al., 2004;
THANAWONGNUWECH et al., 2005; SONGSERM et al., 2006b). AuB3erdem
wurde sowohl bei Tigern als auch bei Hauskatzen von neurologischen
Symptomen (Krdmpfe, Ataxie) berichtet (THANAWONGNUWECH et al., 2005;
SONGSERM et al., 2006b). Im Fall einer der auf Riigen gefundenen infizierten
Katzen berichtete der Besitzer von sonderbarem Verhalten des Katers und
Drehspuren am Boden des Fundorts. Ob diese auf neurologische Symptome
zuriickzufithren sind oder durch agonale Bewegungen verursacht wurden, ist
allerdings unklar (VAHLENKAMP, 2006; WOLF et al., 2006). Viele der

infizierten Tiger des Sri-Racha-Tigerzoos entwickelten blutigen Nasenausfluss
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(THANAWONGNUWECH et al., 2005). KUIKEN und Mitarbeiter (2004)
beobachteten bei experimentell infizierten Katzen Konjunktivitis und Vorfall des
dritten Augenlids. Durchfall, ein Hauptsymptom bei infiziertem Gefliigel
(PERKINS & SWAYNE, 2001), und auch bei H5SN1-Infektionen des Menschen
beschrieben (APISARNTHANARAK et al., 2004; TRAN et al., 2004), wurde bei
Katzen nicht beobachtet.

Die Infektion mit HPAIV H5N1 kann bereits zwei Tage nach Beginn der
Symptome zum Tod fithren (SONGSERM et al., 2006b). Allerdings sterben nicht
alle der erkrankten Katzen. Ein in einem Zoo in Thailand erkrankter weiller Tiger
(ENSERINK & KAISER, 2004; PROMED-MAIL, 2004b, 2004a) und
experimentell infizierte Katzen (GIESE et al., 2008; VAHLENKAMP et al.,
2008) erholten sich nach schwerem Krankheitsverlauf. Im Sri-Racha-Tigerzoo
starben 45 der 124 erkrankten Tiere (36 %), die restlichen Tiger der
entsprechenden Abteilung des Zoos wurden aufgrund neurologischer Symptome
und zur  Verhinderung einer  weiteren  Ausbreitung  euthanasiert
(THANAWONGNUWECH et al.,, 2005). Von acht experimentell infizierten
Katzen starb ein Tier sechs Tage nach der Infektion; da die anderen Katzen am
siebten Tag euthanasiert wurden, ist nicht bekannt, ob sie gestorben wéren oder
iiberlebt hitten (RIMMELZWAAN et al., 2006).

Eine Infektion mit HPAIV H5N1 muss nicht immer zu einer Erkrankung fiihren.
Subklinische Infektionen sind ebenfalls beschrieben (LESCHNIK et al., 2007,
VAHLENKAMRP et al., 2008). In einem Tierheim in Graz, Osterreich, wurde ein
mit HPAIV H5NI1 infizierter Schwan eingeliefert, dieser starb innerhalb von 24
Stunden. Dreizehn andere Vogel, die mit dem Schwan zusammen gehalten
worden waren, wurden ebenfalls positiv fiir HSN1 getestet. Darauthin wurde ein
Teil der Katzenpopulation des Tierheims routinemiBig mittels PCR aus
Rachentupfern auf HPAIV H5N1 getestet. Drei von 40 getesteten Tieren schieden
Virus aus, und zwei Katzen entwickelten Antikorper gegen HS5N1. Bei einer
erneuten Untersuchung nach zwei Wochen schied keine der getesteten Katzen
mehr Virus aus. Keine der Katzen des Tierheims zeigte Symptome, die verdéchtig
fiir Influenza waren (LESCHNIK et al., 2007). Im Infektionsversuch konnten
subklinische Infektionen durch Inokulation mit einer geringeren Virusmenge
(104 EIDs) ausgeldst werden. Die Tiere schieden Virus im Rachentupfer aus und
entwickelten Antikdrper, zeigten aber keine Symptome (VAHLENKAMP et al.,
2008).
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Eventuelle weitere Hinweise auf subklinische Infektionen ergeben sich aus
unverdffentlichten Studien in Thailand und Indonesien. In einer Untersuchung des
National Institute of Animal Health in Bangkok, Thailand, wiesen acht von 111
Katzen (7,2 %) Antikorper gegen H5N1 auf (BUTLER, 2006). In einer weiteren
Untersuchung wurden in Indonesien 500 streunende Katzen auf Antikdrper gegen
H5N1 getestet. Ein Fiinftel der Tiere (20 %) besall Antikorper gegen HS5NI1
(MACKENZIE, 2007; PROMED-MAIL, 2007).

3.3.3 Laborwertverinderungen

Uber Laborwertverdnderungen nach Infektion mit HPAIV H5N1 gibt es bislang
nur wenige Angaben. Bei Tigern des Sri-Racha-Tigerzoos wurden eine
ausgeprigte Leukopenie und Thrombozytopenie, sowie erhohte Aktivititen der
Leberenzyme Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-Aminotransferase
(AST) nachgewiesen (THANAWONGNUWECH et al., 2005). Bei den drei auf
Riigen tot aufgefundenen Katzen wurde eine labordiagnostische Analyse des
Augen-Kammerwassers vorgenommen. Alle drei Katzen wiesen stark erhohte
Aktivititen der ALT, AST wund der Laktatdehydrogenase (LDH) auf
(KLOPFLEISCH et al., 2007b).

3.4 Pathologie

Die auffdlligsten makroskopischen Befunde finden sich im Bereich des
Atmungstrakts. Die Lunge von GroBlkatzen und Hauskatzen wies eine
hochgradige Pneumonie auf mit multiplen dunkelroten erhabenen verfestigten
Herden, einer starken Stauungshyperdmie und diffusen Lungenblutungen sowie
Konsolidierung des Lungengewebes (KEAWCHAROEN et al., 2004;
THANAWONGNUWECH et al, 2005; RIMMELZWAAN et al, 2006;
SONGSERM et al., 2006b; KLOPFLEISCH et al., 2007b). Des Weiteren bestand
ein alveoldres Lungenddem mit serosanguindsem Exsudat in Bronchien und
Trachea (KEAWCHAROEN et al., 2004; THANAWONGNUWECH et al., 2005;
RIMMELZWAAN et al., 2006; SONGSERM et al., 2006b; KLOPFLEISCH et
al., 2007b). AuBerdem wurde das Vorliegen von Pleuralerguss beschrieben
(THANAWONGNUWECH et al, 2005; KLOPFLEISCH et al, 2007b).
Histopathologisch fand sich eine multifokale bronchio-interstitielle Pneumonie,
die durch Entziindungs- und Nekroseherde mit Zerstorung und Verlust des

bronchialen und alveoldren Epithels und Fiillung der Alveolen mit
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Alveolarmakrophagen, neutrophilen Granulozyten, Erythrozyten, Fibrin und
Zelldetritus  gekennzeichnet war (KEAWCHAROEN et al, 2004;
THANAWONGNUWECH et al, 2005, RIMMELZWAAN et al, 2006;
SONGSERM et al., 2006b; KLOPFLEISCH et al., 2007b). Zum Teil waren die
Alveolarwénde auch durch Hyperplasie des Epithels verdickt (KEAWCHAROEN
et al., 2004; RIMMELZWAAN et al., 2006).

Als weitere makroskopische Befunde fanden sich petechiale Blutungen in vielen
Organen (KEAWCHAROEN et al, 2004; RIMMELZWAAN et al., 2006;
SONGSERM et al., 2006b; KLOPFLEISCH et al., 2007b) sowie eine
hamorrhagische Pankreatitis (YINGST et al.,, 2006). In der Leber wurden
stecknadelkopfgrofle beige-graue Herde beschrieben (KLOPFLEISCH et al.,
2007b), die auf multifokale nekrotisierende Hepatitis mit Hepatozytennekrose,
Infiltration mit Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, lymphozytérer
Demarkation und Hamorrhagie zuriickzufiihren waren (RIMMELZWAAN et al.,
2006; SONGSERM et al., 2006b; KLOPFLEISCH et al., 2007b). Bei einer
experimentell infizierten Katze wurde ein generalisierter Ikterus beschrieben
(RIMMELZWAAN et al., 2006).

RIMMELZWAAN und Mitarbeiter (2006) konnten Vergréferung von Tonsillen,
mandibuldren und retropharyngealen Lymphknoten sowie petechiale Blutungen in
diesen Organen und in der Leber nur bei der Gruppe nachweisen, die mit
infizierten Kiiken gefiittert worden waren. Bei intratracheal infizierten Katzen und
Kontaktkatzen traten diese Verdanderungen nicht auf.

Des Weiteren wurden Stauungen in Milz (KLOPFLEISCH et al., 2007b), Niere
und Gehirn (SONGSERM et al., 2006b) beschrieben. Histologisch wurde im
Gehirn sowohl bei Grokatzen als auch bei Hauskatzen eine Meningoenzephalitis
beschrieben. Sie war gekennzeichnet durch multiple Nekrose- und
Entziindungsherde mit Infiltration von Neutrophilen, Makrophagen und
Gliazellen, neuronaler Nekrose sowie Vaskulitis mit perivaskuldren
mononukledren Infiltraten (KEAWCHAROEN et al., 2004;
THANAWONGNUWECH et al, 2005, RIMMELZWAAN et al, 2006;
SONGSERM et al., 2006b).

An der Niere wurde eine Tubulonephritis und Tubulusepithelnekrose beschrieben,
sowie das Vorliegen von Proteinexsudat in der Bowman’schen Kapsel der
Glomerula (RIMMELZWAAN et al., 2006; SONGSERM et al., 2006b). Am

Myokard waren besonders im Bereich, der an die Ventrikel angrenzt, multiple
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Herde mit Myozytennekrose und Ansammlung mononukleérer Zellen zu erkennen
(RIMMELZWAAN et al, 2006). Auch die Nebennieren wiesen multiple
Entziindungs- und Nekroseherde auf, wobei kortikale Zellen stirker betroffen
waren als das Nebennierenmark (RIMMELZWAAN et al., 2006; KLOPFLEISCH
et al., 2007b). In Milz und Peyerschen Platten des Diinndarms war eine Nekrose
der Lymphozyten zu erkennen (SONGSERM et al., 2006b; KLOPFLEISCH et al.,
2007b). RIMMELZWAAN und Mitarbeiter (2006) wiesen bei Katzen, die mit
infizierten Kiiken gefiittert worden waren, multifokale bis diffuse entziindliche
und nekrotische Verdanderungen in den Nervenplexus des Diinndarms nach, die
durch Verlust und Nekrose der Ganglienzellen und Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten und mononukleédren Zellen charakterisiert waren.

Alle genannten Verdnderungen — auller der hidmorrhagischen Pankreatitis —
stimmten mit immunhistochemischem Antigennachweis in den entsprechenden
Geweben tiiberein, so dass die Ursache der Lédsionen auf Infektion mit HPAIV
H5NI1 zuriickgefiihrt werden konnte. Bei den Katzen, bei denen eine Pankreatitis
beschrieben worden war, wurde keine Immunhistochemie durchgefiihrt. Es wurde

aber H5N1-Virus mittels PCR im Pankreas nachgewiesen (YINGST et al., 20006).

3.5 Diagnose
Die Klinik und das pathologische Bild ergeben bei der Katze keine

pathognomonischen Hinweise auf avidre Influenza. Ein Verdacht auf das
Vorliegen einer Infektion mit HPAIV H5N1 sollte gestellt werden bei Vorliegen
der beschriebenen Symptome, vor allem respiratorischen Symptomen und Fieber,
wenn die Katze Freigang hat — insbesondere in einer Gegend, in der Fille
hochpathogener avidrer Influenza HS5N1 bei Gefliigel oder Wildvogeln
aufgetreten sind (YINGST et al., 2006; THIRY et al., 2007).

3.5.1 Probenentnahme

Der Virusnachweis kann aus Abstrichtupfern von Rachen, Nase, Trachea oder
Rektum erfolgen (THANAWONGNUWECH et al., 2005; RIMMELZWAAN et
al., 2006; KLOPFLEISCH et al., 2007b; LESCHNIK et al., 2007). Vor allem eine
oropharyngeale Tupferprobe ist in vivo gut zur Diagnose einer Infektion mit
HPAIV H5N1 geeignet, obwohl bei Katzen vorrangig der untere Respirationstrakt
betroffen ist (KLOPFLEISCH et al., 2007b).
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Des Weiteren konnte HPAIV H5NI1 in Kotproben, im Urin und in Pleuralerguss
nachgewiesen werden (SONGSERM et al., 2006b; YINGST et al., 2006). Post
mortem ist auch der Nachweis an Organhomogenaten gut zur Diagnose geeignet

(RIMMELZWAAN et al., 2006; SONGSERM et al., 2006b).

3.5.2 Diagnostische Verfahren

Folgende diagnostischen Verfahren wurden bislang zum Nachweis von H5N1-

Infektionen bei Katzen angewendet.

3.5.2.1 Direkter Erregernachweis

Der direkte Virusnachweis kann mittels Virusisolation im embryonierten
Hiihnerei (KEAWCHAROEN et al., 2004, AMONSIN et al., 2006b;
SONGSERM et al., 2006b) oder in Zellkultur (RIMMELZWAAN et al., 2006)
erfolgen, mit nachfolgender Identifizierung des Virus mittels RT-PCR
(KEAWCHAROEN et al, 2004, AMONSIN et al, 2006b) oder
Hamagglutinations(hemmungs)test (HA(H)-Test) (SONGSERM et al., 2006b).
Virus-RNA kann auch direkt mittels RT-PCR aus Abstrichtupferproben oder
Organhomogenaten  nachgewiesen werden (YINGST et al, 2006;
KLOPFLEISCH et al., 2007b; LESCHNIK et al., 2007; GIESE et al., 2008).
Virusantigen wird zum Nachweis einer Virusreplikation im Gewebe mittels
Immunhistochemie an betroffenen Organen dargestellt. Dazu werden sowohl
monoklonale Antikorper gegen NP von Influenza-A-Viren (KEAWCHAROEN et
al., 2004; THANAWONGNUWECH et al., 2005; RIMMELZWAAN et al., 2006)
als auch polyklonales Anti-H5N1-Ziegenserum (SONGSERM et al., 2006b) und
Anti-Influenza-NP-Kaninchenserum verwendet (KLOPFLEISCH et al., 2007b;
VAHLENKAMP et al., 2008).

3.5.2.2  Indirekter Erregernachweis

Antikorper gegen HSN1-Virus im Serum konnen mittels HAH-Test nachgewiesen
werden (KARACA et al., 2005; LESCHNIK et al., 2007; GIESE et al., 2008).
Auch mittels kompetitiven Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA)
konnen  Antikorper  (gegen  Influenza-A-NP)  nachgewiesen = werden
(VAHLENKAMP et al., 2008). Zum Nachweis HS5NI-spezifischer
neutralisierender ~ Antikdrper ist der  Virusneutralisationstest geeignet

(VAHLENKAMP et al., 2008).
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In nur wenigen Studien wurde bislang der Verlauf der Antikorperbildung bei
H5N1-Infektionen bei Katzen untersucht. Zwei natiirlich subklinisch infizierte
Katzen entwickelten himagglutinierende Antikorper gegen HSN1 mit einem Titer
zwischen 1:64 (ungefdhr 22. Tag p.i) und 1:256 (ungefihr 50. Tag p.i.)
(LESCHNIK et al., 2007). In einem experimentellen Versuch wies eine Katze, die
mit einer hohen Dosis eines Katzen-H5N1-Isolats infiziert worden war, am 14.
Tag p. i. einen himagglutinierenden Antikorpertiter von 1:64 und am 21. Tag p. i.
von 1:512 auf. Eine mit niedrigerer Dosis infizierte Katze (asymptomatisch)
entwickelte einen Titer von 1:128 am 14. Tag und 1:1024 am 21. Tag, wahrend
bei einer andere Katze (ebenfalls asymptomatisch) erst am 21. Tag Antikorper
nachgewiesen wurden (1:64) (VAHLENKAMP et al., 2008). Fiinf Katzen, die mit
einem inaktivierten avidren HSN6-Virus geimpft wurden, entwickelten zunichst
niedrige H5N1-spezifische himagglutinierende Antikorpertiter (bis 1:8 bzw. 1:32
am 14. Tag bzw. 28. Tag nach der zweiten Impfung). Nach Challenge-Infektion
mit einem Katzen-H5N1-Isolat stiegen die Antikorper auf 1:32 bis 1:128 am Tag
21 p.i. an. Die Katzen wiesen ebenfalls einen HS5NI1-spezifischen
neutralisierenden Antikorpertiter von 1:160 bis 1:640 (Tag 21 p.i) auf
(VAHLENKAMP et al., 2008). Da die Tiere in beiden Studien zur weiteren
Diagnostik euthanasiert wurden, kann bislang nichts zum langfristigen Verlauf

gesagt werden.

3.6 Therapie

Bislang gibt es nur sehr wenige Angaben zu Therapieversuchen bei
hochpathogener avidrer Influenza bei Katzen. Wihrend des Ausbruchs im Sri-
Racha-Tigerzoo wurde allen Tigern der betroffenen Abteilung des Zoos — sowohl
kranken als auch gesunden — ab dem zehnten Tag zur Behandlung und Prophylaxe
Oseltamivir verabreicht (THANAWONGNUWECH et al., 2005; AMONSIN et
al., 2006b). Oseltamivir, ein Medikament aus der Gruppe der NA-Inhibitoren,
hemmt die NA-Aktivitit durch Bindung an die NA gebildeter Viruspartikel und
verhindert so deren effektive Freisetzung aus der Wirtszelle (MOSCONA, 2005).
Die Dosierung von 2 x tdglich 75 mg/kg per os entsprach der fiir die Behandlung
von H5N1-Infektionen des Menschen empfohlenen Dosis (SCHUNEMANN et
al., 2007).

Obwohl in vitro und bei Experimenten mit Méausen und Frettchen eine

Wirksamkeit von Oseltamivir gegen HSN1-Viren nachgewiesen ist (YEN et al.,
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2005; GOVORKOVA et al., 2007; HURT et al., 2007), blieb die Behandlung der
Tiger erfolglos. Als mogliche Ursachen fiir das Versagen der Therapie wurden
verschiedene Faktoren in Betracht gezogen, wie falsche Dosierung, falsche
Verabreichungszeit und -dauer, Abweichungen in Pharmakokinetik und
Verstoffwechselung der Substanz bei Katzen (THANAWONGNUWECH et al.,
2005; AMONSIN et al., 2006b). Hinweise auf eine Resistenzbildung gegeniiber
NA-Hemmern konnten nicht gefunden werden (AMONSIN et al., 2006b). In
experimentellen Behandlungsversuchen bei Miusen und Frettchen wurde gezeigt,
dass die Dosis, der Zeitpunkt der ersten Verabreichung und die Dauer der
Therapie mit Oseltamivir einen signifikanten Einfluss auf die Wirksamkeit des

NA-Hemmers haben (YEN et al., 2005; GOVORKOVA et al., 2007).

3.7 Prophylaxe
Bislang gibt es keinen zugelassenen Impfstoff gegen HPAIV H5N1 fiir Katzen. In

zwei Studien wurden mogliche Vektorimpfstoffe fiir Katzen getestet.

KARACA und Mitarbeiter (2005) impften zehn Katzen mit Hiithnerpockenviren,
die das HA-Gen eines avidren HS5NS8-Virus (A/Turkey/Ireland/1378/83)
exprimierten. Nach spitestens 14 Tagen konnten im HAH-Test bei allen Katzen
Antikdrper gegen das homologe H5N8-Virus nachgewiesen werden. Nach einer
zweiten Injektion am Tag 29 kam es zu einem signifikanten Anstieg der
Antikorpertiter. Die Antikorper zeigten auch eine Kreuzreaktion mit heterologem
H5-Antigen eines HS5NI1-Virusisolats (A/Chicken/Indonesia/7/03). Diese trat
allerdings erst nach der zweiten Impfung auf und fiel weniger stark aus. Der
Unterschied in der Titerhohe wurde auf unterschiedliche Aminosduresequenzen
der beiden HA 1-Molekiile zuriickgefiihrt (KARACA et al., 2005).

In einer chinesischen Studie wurde eine Katze mit einem caninen Adenovirus-2
geimpft, welches das HA-Gen eines H5N1-Tiger-Isolats exprimierte. Die Katze
entwickelte einen niedrigen Anti-H5N1-Antikorpertiter (GAO et al., 2006).

In einer anderen Studie waren Katzen nach Impfung mit einem heterologen
inaktivierten HSN6-Impfstoff effektiv gegen eine Infektion mit hohen Dosen
HPAIVs H5N1 geschiitzt. Die Tiere wurden zweimalig im Abstand von vier
Wochen mit der Vollvirus-Vakzine geimpft. Bei einem Challenge-Versuch vier
Wochen nach der zweiten Impfung zeigte keine der fiinf geimpften Katzen
klinische Symptome wéhrend alle ungeimpften Kontrollkatzen erkrankten und

starben. Nur zwei der fiinf geimpften Katzen schieden Virus aus; bei einer Katze
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konnte in der anschlieBenden pathohistologischen Untersuchung keinerlei Virus in
den untersuchten Organen nachgewiesen werden. Alle geimpften Katzen
entwickelten H5N1-neutralisierende Antikérper (VAHLENKAMP et al., 2008).
Da alle bisherigen Félle von Infektionen bei Katzen in Zusammenhang mit dem
Auftreten hochpathogener avidrer Influenza bei Vogeln in der Umgebung standen,
stellt die Vermeidung von Kontakt zwischen Katzen und infizierten Vogeln oder
thren Ausscheidungen sowie der Verzicht auf Verfiitterung von rohem
Gefliigelfleisch eine wichtige Mallnahme zur Vorbeugung vor Infektionen von
Katzen mit HPAIV H5NI1 dar (THIRY et al.,, 2007). Die Europdische Union
empfiehlt daher, Katzen in Gegenden mit Vorkommen von HS5NI1-Féllen bei
Gefliigel oder Wildvogeln im Haus zu halten (ANONYMUS, 2006). In
Deutschland schreibt die Wildvogel-Gefliigelpestschutzverordnung vor, dass
Katzen in einem Sperrbezirk von drei Kilometern Radius um den Fundort eines
infizierten Vogels fiir die Dauer von 21 Tagen nicht frei herumlaufen diirfen (§ 5
Absatz 3 Wildvogel-Gefliigelpestschutzverordnung’).

Beim Verdacht des Vorliegens einer H5NI-Infektion miissen entsprechende
Vorsichtsmallnahmen getroffen werden, um eine eventuelle Ausbreitung des
Virus zu verhindern (THIRY et al, 2007). Im Gegensatz zu gesetzlichen
Vorgaben bei betroffenem Gefliigel (§§ 3, 7 und 9 Nutzgefliigel-
Gefliigelpestschutzverordnung?), gibt es keine Vorgaben, wie mit verdichtigen
oder infizierten Katzen umgegangen werden muss. Die betreffende Katze sollte
isoliert werden und der Kontakt auf das notwendige Minimum beschrankt werden.
Kontaktpersonen miissen Schutzkleidung tragen, und gegebenenfalls sollte die
Katze zur Probennahme sediert werden (ADVISORY BOARD ON CAT
DISEASES, 2006). Influenza-A-Viren werden durch Desinfektion mit
handelsiiblichen Desinfektionsmitteln wie organischen und anorganischen Sauren,

Aldehyden, Phenolen, Chlor- und lodverbindungen, Wasserstoffperoxid oder

! Verordnung iiber SchutzmaBinahmen beim Auftreten der Gefliigelpest bei einem wildlebenden
Vogel (Wildvogel-Gefliigelpestschutzverordnung) vom 8. September 2006 (eBAnz. 2006, AT 48
V1), gedndert durch Artikel 2 und 3 der Verordnung vom 24. November 2006 (BGBI. 2006, I Nr.
54 S.2663).

? Verordnung iiber SchutzmaBnahmen beim Auftreten von Gefliigelpest bei Nutzgefliigel
(Nutzgefliigel-Gefliigelpestschutzverordnung) vom 10. August 2006 (eBAnz. 2006, AT 41 V1),
gedndert durch Artikel 1 der Verordnung vom 24. November 2006 (BGBI. 2006, I Nr. 54 S. 2663).
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alkoholischen Desinfektionsmitteln zuverldssig abgetdtet (DE BENEDICTIS et
al., 2007).
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Natural and experimental infections have shown that cats are susceptible to
highly pathogenic avian influenza A virus subtype H5N1 (HPAIV H5N1). Cats
can be severely affected and die from the disease, but subclinical infections have
also been reported. To learn more about the role of cats in the spread of the virus
and about the risk posed to cats, the prevalence of H5N1 virus was examined in
171 cats from areas in Germany and Austria in which birds infected with HPAIV
H5NT1 had been found. Pharyngeal swabs were examined for H5N1 virus using
real-time polymerase chain reaction, and serum samples were tested for
antibodies to influenza virus. None of the cats showed evidence of infection with
H5N1 virus. Prevalence of H5N1 virus was determined to be <1.8% (95%
confidence interval (CI): 0.000000—0.017366); prevalence of antibodies was
<2.6% (95% CI: 0.000000—0.025068).
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ince its first appearance in 1996 (Xu et al
1999, Li et al 2004), highly pathogenic
avian influenza virus of the subtype
H5N1 (HPAIV H5N1) has spread nearly world-
wide resulting in high mortality in poultry
(World Health Organization 2007). Its ability to
cross the species barrier without prior adaptation
and to infect many mammal species including
humans, has raised concerns about a new influ-
enza pandemic (Subbarao et al 1998, Vahlenkamp
and Harder 2006).
Among mammalian species, especially cats
proved to be susceptible to natural and
experimental infections with HPAIV H5N1
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uni-muenchen.de

1098-612X/08/040355+04 $34.00/0

(Kuiken et al 2004, Songserm et al 2006). Large
felids as well as domestic cats can be severely
affected and die from the disease. Acute respira-
tory signs caused by severe pulmonary changes
(interstitial pneumonia, diffuse alveolar damage,
haemorrhage, and oedema) and pleural effusion
are among the main features (Thanawongnu-
wech et al 2005, Rimmelzwaan et al 2006).
Affected cats can also show pyrexia, depression,
serosanguinous nasal discharge, conjunctivitis,
protrusion of the nictitating membrane, and neu-
rological signs (Thiry et al 2007). Subclinical
infections, however, have also been reported
(Leschnik et al 2007).

All natural infections described in cats so far,
have been spatially and temporally associated
with the occurrence of HPAIV H5NT1 infections
in poultry or wild birds in the surrounding area

© 2008 ESFM and AAFP. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.



III Kapitel 1

45

356

(Keawcharoen et al 2004, Klopfleisch et al 2007,
Leschnik et al 2007). Cats cannot only be infected
by direct or indirect contact with infected birds
(Songserm et al 2006, Leschnik et al 2007); the vi-
rus can also be transmitted horizontally from cat
to cat (Kuiken et al 2004, Thanawongnuwech et al
2005). Experts, therefore, think that cats might
play a role in the epidemiology of HPAIV H5N1
(Kuiken et al 2004, 2006, Songserm et al 2006).

It is unknown, how high the actual risk is for
pet cats to become infected in areas with highly
pathogenic avian influenza in birds. It is also
unknown if cats play a role in the spread of the
virus. The aim of this study, therefore, was to
determine the prevalence of H5N1 virus and
antibodies in cats with access to outdoors in
areas with occurrence of highly pathogenic avian
influenza in birds.

Materials and methods

A total number of 171 cats were included in this
prospective study. Inclusion criterion to enter the
study was regular and current outdoor access.
Additionally, cats had to meet at least one of
the following criteria. Cats included either lived
in a restriction zone, which is defined as an
area within a 10 km radius around the location
of a detected outbreak of avian influenza in
birds, or they showed signs of acute respiratory
disease in an area close to a restriction zone.
Samples were taken between March and June
2006, in August and September 2006, and in
July and August 2007. During these periods,
cases of HPAIV H5N1 were observed in wild
birds in Germany. Samples of cats from restric-
tion zones were taken during the time of official
declaration of the respective area as ‘protection
zone’ or ‘surveillance zone’. Cats with respira-
tory signs also came from areas relatively close
to areas with prior or future outbreaks of avian
influenza in birds (less than 100 km).

One hundred and thirty-two cats lived in re-
stricted zones in Germany (131/132) and Austria
(1/132), 28 cats were presented to a veterinarian
because of acute respiratory signs, and 11 cats
met both criteria. All cats underwent routine
physical examination including auscultation of
the chest. In 94 animals, complete blood count
and serum biochemistry profiles were performed.

A real-time reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RRT-PCR) for H5N1 virus detec-
tion was performed in all cats from pharyngeal
swabs. Either dry rayon swabs were used (Co-
pan innovation, Brescia, Italy) (36/171 animals)
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or swabs were placed into virus transport me-
dium containing antibiotics (Virocult, Medical
Wire and Equipment, Corsham, UK) (135/171
cats). Swabs were stored at —70°C prior to fur-
ther examination.

RNA was extracted with RNeasy Mini kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer’s protocol in 154 cats. In 17 cats,
a modified protocol of QIAamp DNA blood
mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) was used.

Three different RRT-PCR assays were used.
Samples of 158 cats were examined using an
RRT-PCR for the detection of influenza A matrix
gene. Out of those, 141 samples were examined
according to the method described by Spackman
et al (2002) that was modified by inclusion of an
internal control (Hoffmann et al 2006). In the
other 17 cats, the commercially available kit
‘Light Mix for the detection of Influenza Virus
A M2" (TIB-Molbiol, Berlin, Germany) was
used. H5- and Nl-specific RRT-PCRs would
have followed in positive samples for subtype
confirmation. RRT-PCRs using primers for influ-
enza A matrix gene and haemagglutinin gene
(H5) were conducted in 13 cats with TagMan
Influenza A/H5 Detection Kit v1.0 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) according to
the manufacturer’s protocol.

Plasma samples were obtained from 118 cats
and were stored at —20°C. They were tested for
antibodies to avian influenza viruses of the sub-
types H5 and H7 (H5N1, H5N2, H7N1, and
H7N7) using a haemagglutination inhibition
test according to the procedures of the World Or-
ganization for Animal Health (Alexander 2004).

Statistical analysis was performed using an
exact binomial test for determination of exact
confidence intervals (Cls) (Clopper and Pearson
1934). The exact binomial test was one-tailed
and was used to prove the alternative hypothe-
ses that the prevalence of H5N1 virus and the
prevalence of antibodies are within the 95% CI.
A significance level of <0.05 was chosen.

Results

Samples from all cats were negative for influenza
A H5 virus-specific nucleic acid by RRT-PCR.
Likewise, all serum samples obtained were neg-
ative for antibodies to the tested influenza virus
subtypes. On the basis of these data, prevalence
of H5N1 virus was determined between 0 and
1.8% (95% CI. 0.000000—0.017366). Prevalence
of antibodies to H5N1 virus was between 0 and
2.6% (95% CI: 0.000000—0.025068).
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Discussion

In this study, no evidence of infection with avian
influenza virus H5N1 in cats was found. No
symptomatic infections were detected; no
antibodies to subclinical or past infections were
present.

A limitation of the study is the relatively small
number of animals. Nevertheless, it is important
to publish these data, as very little is known
about the epidemiological role of cats in avian
influenza so far. When the first cases of avian in-
fluenza occurred in Germany, there was great
uncertainty among cat owners and veterinarians,
especially when the virus was detected in cats on
the Isle of Riigen. Rectal swabs could have been
examined instead of pharyngeal swabs, as it is
now known that infected cats may excrete virus
in their faeces (Rimmelzwaan et al 2006). In sub-
clinically infected cats, however, virus has only
been detected in pharyngeal swabs (Leschnik et
al 2007). Despite the limited data, this study is
able to show that in epidemiological situations,
as they occurred in Germany and Austria, the
risk of cats contracting influenza A HS5NI is
low. In the cats examined in this study, the prev-
alence of H5N1 virus (171/171 cats negative) and
antibodies (118/118 cats negative) was 0%.
Hence, it can be concluded that, with a probabil-
ity of 95%, the prevalence of H5N1 virus in cats
in Germany and Austria is less than 1.8% and
prevalence of antibodies less than 2.6%.

The majority of the samples (157/171) were
collected in Bavaria, South-Eastern Germany.
Bavaria was the German state exhibiting the larg-
est number of birds (poultry and wild birds) that
had died from HPAIV H5NT1 infection. Until the
time of writing, 92 infected wild birds have been
found and two poultry farms have been affected.
Sixty-two (62/171) samples were collected in the
rural district of Landsberg am Lech, Bavaria,
Germany. In this district, five dead wild aquatic
birds had confirmed infections of HPAIV H5N1
between February and May 2006. Thirty-six
(36/171) samples derived from an area around
a lake north of Munich, Bavaria, Germany, where
three dead diving ducks were found infected
with HPAIV H5N1 in August 2007. Samples of
34 cats were collected in Nuremberg, Bavaria,
Germany, where in June and July 2007 HPAIV
H5N1 was found in 16 wild aquatic birds.
According to EU legislation (Council of the Euro-
pean Union 2006), protection zones with a radius
of 3 km were established for 21 days and surveil-
lance zones with a 10 km radius were established
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for 30 days around the places of discovery of the
birds. Within these zones, cats were supposed to
be kept indoors. All cats included in this study,
however, were still allowed to roam outside de-
spite this recommendation and thus certainly be-
longed to a high-risk group.

The fact that no evidence of subclinical or past
infections was found in the cats included in this
study is in contrast to the indication that in Asia
a high percentage of cats may carry antibodies to
H5N1 virus (Butler 2006, Mackenzie 2007). As
the results of these Asian studies have not yet
been scientifically evaluated, and there is no ref-
erence to the applied methods, it must be consid-
ered that the numbers are falsely high. On the
other hand, experts think that the numbers could
be even higher, as cats that were ill or had died
had not been included (Mackenzie 2007). The
virus strains circulating in Asia could possibly
have a higher pathogenicity in cats than the
European lineage. However, mainly isolates of
the European—Middle Eastern—African (EMA)
lineage, which circulates in Europe, show a muta-
tion associated with high pathogenicity in mam-
mals (Salzberg et al 2007), and EMA-type viruses
were also responsible for fatal infections in previ-
ously healthy cats (Yingst et al 2006, Klopfleisch
et al 2007). For a definite answer, however, exper-
imental studies would be necessary. The differ-
ence may also be due to lower risk of exposure
to the virus and lower infection pressure in
Europe. Contrary to the situation in Asia, in
Europe only single wild birds and just four poul-
try farms were affected. Cats included in this
study were pet cats, which were fed by their
owners and thus did not rely on hunting birds.
A serological study in cats from Milan, Italy,
also did not find any evidence of antibodies to
influenza A viruses — neither to subtype H5N1
nor to other subtypes (Paltrinieri et al 2007).
However, no outbreaks of avian influenza had
occurred in this sampling area in Italy and
thus, the likelihood of finding cats with anti-
bodies there was extremely low.

Cats, at least in Europe, do not seem to play
a major role in the transmission of the virus. This
circumstance may change, however, as the virus
can rapidly acquire new properties by genetic mu-
tation and reassortment (Webster et al 1992).

This study may contribute to show cat owners
and veterinarians that — in anticipation of fur-
ther outbreaks of highly pathogenic avian influ-
enza H5N1 virus — there is no reason to
believe that cats pose a major risk to humans.
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Summary

Quick diagnosis of H5N1 infection in cats is important because of the zoonotic

and pandemic potential of this virus. Human rapid influenza antigen tests are
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The Study

Domestic cats are susceptible to infection with highly
pathogenic avian influenza virus H5N1 (HPAIV H5N1) as
demonstrated by experimental studies as well as natural
infections (Kuiken et al., 2004; Songserm et al., 2006). Even
though most feline cases have occurred in Southeast
Asia, infected cats were also found in Central Europe
(Klopfleisch et al., 2007; Leschnik et al., 2007). There has
been great concern among the population since the virus
was detected in wild birds throughout Germany and in
three dead cats on the Isle of Riigen. For veterinary practi-
tioners confronted with cats suspected of being infected
with HPAIV H5N1, the possibility to detect H5N1 with a
point-of-care test would be very helpful. The rapid test kit
actim™ Influenza A&B (Medix Biochemica, Kauniainen,
Finland) was originally developed for the diagnosis of influ-
enza A and B virus infections in humans. Currently, it is
also sold to veterinarians for the diagnosis of H5N1 infec-
tion in cats although there are no studies demonstrating
the test’s reliability in this regard. The aim of this study,
therefore, was to evaluate this rapid test in regard to its use-
fulness for the diagnosis of HPAIV H5N1 infection in cats.
Pharyngeal swabs of two groups of cats were examined
in this study. The first group (group A) included 114 pet
cats that had outdoor access in areas where birds infected

© 2008 The Authors

also sold commercially to veterinarians for use in cats. The point-of-care test
actim' " Influenza A&B (Medix Biochemica, Kauniainen, Finland) was evaluated
for the diagnosis of H5N1 infection in cats. The test showed a very low sensi-
tivity and did not detect virus in samples of experimentally infected cats,
so that its application cannot be recommended for the diagnosis of H5N1

with HPAIV H5N1 had been found. The cats either lived in
a ‘restriction zone’ (area within a 10 km radius around the
location of a detected outbreak of avian influenza in birds)
or showed signs of acute respiratory disease in an area
close to a restriction zone. The second group (group B)
consisted of 12 samples from 12 cats that had been exper-
imentally infected with 10° or 10* 50% egg infectious
doses (EIDs;) of HPAIV HS5NI1 strain A/cat/Germany/
R606/2006 (Giese et al., 2008). Cats infected with 10°
EIDs, showed severe clinical signs, while cats infected
with 10* EIDs were subclinically infected.

Samples were taken on day 2 or day 4 post-infection.
The rapid test actim™ Influenza A&B is an immuno-
chromatographic point-of-care test that qualitatively
detects influenza A and B antigens (nucleoprotein). It was
performed on pharyngeal swabs according to the manu-
facturer’s instructions. Swabs from cats in group A were
examined immediately after sampling, swabs from group
B were frozen at —20°C immediately after sampling for
approximately 6 months. At least one positive control
(included in the test kit) was performed from every batch
for quality control purposes. As gold standard for the
detection of HPAIV H5N1, pharyngeal swabs from group
A and B were examined for the presence of viral RNA
(influenza A matrix gene) by real-time reverse transcrip-
tase PCR (RRT-PCR) (Spackman et al., 2002) at the

Journal compilation © 2008 Blackwell Verlag e Transboundary and Emerging Diseases. 55 (2008) 315-317 315
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O.LE. and National Reference Laboratory for Avian Influ-
enza, Friedrich-Loeffler-Institute, Insel Riems, Germany.
Statistical analysis was performed using a one-tailed
exact binomial test for determination of exact confidence
intervals.

In RRT-PCR, samples from all cats in group A (114/
114) were negative for influenza A H5 virus-specific
nucleic acid. Nine of the 12 samples in group B showed a
positive result in the RRT-PCR, the other three samples
were negative. In the rapid influenza antigen test, none of
the samples from group A or B were positive. Specificity
of the rapid test was therefore determined to be >97 %
(95% confidence interval (CI): 0.97-1.00), since all RRT-
PCR negative samples tested negative in the rapid test
(117/117); sensitivity was determined to be < 29% (95%
CI: 0.00-0.29), since none of the RRT-PCR positive
samples tested positive in the rapid test (0/9).

Although cats from areas with occurrence of avian
influenza in birds were selected, none of the field cats
showed evidence of infection with avian influenza virus
H5NI. Risk for free-roaming cats living in areas with
occurrence of highly pathogenic avian influenza in birds
does not seem to be high (Marschall et al., 2008). Since
the test detects nucleoprotein, an antigen present in all
influenza A viruses (thus also in the H5N1 subtype), the
test should theoretically work. For the detection of
human influenza subtypes H3 and HI, the actim™
Influenza A&B rapid test shows a specificity of >99% and
a sensitivity of 87% to 95 % (Stuchbery et al., 2005).
However, rapid influenza antigen tests seem to be less
sensitive for the detection of H5N1 than for the detection
of other influenza A subtypes in humans (Tran et al,
2004; Beigel et al., 2005). In an evaluation by the Institut
Pasteur, Paris, cell cultures were infected with a human
HINI and an avian H5NI1 influenza virus (infectious ti-
tres 6.2 x 10* plaque forming units (PFU)/ml. The ac-
tim™ Influenza A&B rapid test detected antigen of the
human HINI subtype at a dilution of the cell culture
supernatant of 107> as strongly positive, while the avian
H5N1 isolate was only strongly positive at a dilution of
1072 and just faintly positive at 10~ (CNR du virus in-
fluenzae de I'Institut Pasteur, 2005). One reason for the
test’s failure in detecting H5NI in cats might be that
excreted virus titers are too low. According to the prod-
uct description, however, the cut-off value of the test is
such that the lowest detectable amount is 1.0 x 10* 50%
tissue culture infectious dose (TCIDsy)/ml for human
H3N2 and HINI viruses. Viral titers quantified in the
RRT-PCR reached 1x 10> TCIDsy/ml in some of the
positive swabs from cats inoculated with 10° EIDs,.
Detection of nucleic acid by PCR does not infer, how-
ever, that viable virus is present, and detection of infec-
tious virus by virus isolation was not performed in these

Marschall et al.

samples. Another limitation of the study is the fact that
pharyngeal swabs of cats in group B were frozen prior to
the examination. In the test instructions it is indicated
that samples should be tested as soon as possible after col-
lection, and no mention is made of testing previously fro-
zen samples. In an evaluation carried out by the World
Health Organization Collaborating Centre for Virus Refer-
ence and Research, National Influenza Centre, Lyon,
France, however, the actim™ Influenza A&B rapid test still
showed positive results after one month of freezing at
—80°C and after 6 days at —20°C of H3N2 positive samples
(Lina and Valette, 2005). A problem using pharyngeal
swabs in cats might be that the sample volume may be too
small if the swab is not completely moist. Thus, test results
may be falsely negative as the virus concentration becomes
too low. In practice, this difficulty cannot be overcome eas-
ily, as the amount of saliva is usually small in cats and nasal
washes or nasal aspirates — as done in humans — are not fea-
sible in unsedated cats. As none of the tested field cats
were infected with HPAIV H5NI1, sensitivity could only be
determined from experimentally infected cats. It can be
assumed, however, that naturally infected cats excrete smal-
ler amounts of virus than experimentally infected cats. In
consideration of the results available at this point, use of
the actim™ Influenza A&B rapid test cannot be recom-
mended for the diagnosis of HPAIV H5NI infection in
cats. Although more complicated and time-consuming,
PCR remains the diagnostic method of choice.
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Although cats had been considered resistant to disease from influenza virus
infection, domestic cats and large felids are now known to be naturally und
experimentally susceptible to infection with highly pathogenic avian influenza

virus H5N1 (HPAIV H5N1). The virus causes systemic infection, lung and liver
being the mainly affected organs. Infected cats show fever, depression,
dyspnoea, and neurological signs, but subclinical infections have also occurred.
Mostly, cats have been infected by direct contact with affected birds, especially
by eating raw poultry; transmission from cat to cat may also occur. Little is
known about the role of cats in the epidemiology of the virus. So far, no
reassortment between avian and mammalian influenza viruses has occurred in
cats, but experts fear that cats might give the virus an opportunity to adapt to
mammals. This publication gives a review on avian influenza in cats with a focus
on practical aspects for veterinarians.

© 2008 ESFM and AAFP. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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esides human infections, most known
B mammalian infections with highly patho-
genic avian influenza virus H5N1
(HPAIV H5NI1) have occurred in felids. Large
felids and domestic cats can not only be infected
by direct or indirect contact with infected birds
(Keawcharoen et al 2004, Songserm et al 2006a,
Leschnik et al 2007); the virus can also be trans-
mitted horizontally from cat to cat (Kuiken et al
2004, Thanawongnuwech et al 2005). However,
there are still a lot of open questions concerning
the epidemiology and pathophysiology of this
viral infection in cats. The close relationship
between cats and humans is a cause for concern
about the cat’s role in the spread of H5N1
(Kuiken et al 2006). Even though most feline
cases have occurred in Southeast Asia, infected
cats were also found in Central Europe
(Germany and Austria) (Leschnik et al 2007,
Klopfleisch et al 2007a).

This article gives a review of the current liter-
ature to help veterinarians when confronted with
a cat suspected of being infected with HPAIV
H5N1, and to help answering cat owners’

*Corresponding author. Tel: +49-89-2180-2651. E-mail: hartmann
@uni-muenchen.de

1098-612X/08/040359+07 $34.00/0

questions that arise in areas where infected birds
have been found.

Aetiology
Influenza viruses are negative sense, single-
stranded, segmented RNA viruses belonging to
the family Orthomyxoviridae. Whereas influenza
viruses types B and C are mainly human patho-
gens, influenza A viruses act as pathogens in
many mammalian species including humans
and in birds (Webster et al 1992). Influenza A
viruses are classified into distinct subtypes
according to different haemagglutinin and neur-
aminidase glycoprotein molecules expressed on
the surface (Fouchier et al 2005). In avian influ-
enza viruses, all different subtypes described
until today are found. They can either lead to
subclinical infection or cause serious systemic
disease, depending on their pathogenicity.
Among the subtypes H5 and H7, highly
pathogenic variants may develop out of low
pathogenic avian influenza viruses by mutation
(Alexander 2000).

HPAIV subtype H5N1 was first detected in
1996 in domestic geese in China (Xu et al 1999,
Li et al 2004). After several reassortment events,

© 2008 ESFM and AAFP. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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this avian virus not only caused serious disease
in poultry, but also crossed the species barrier
infecting people in Hong Kong in 1997 (Subbarao
et al 1998, Webster et al 2002, Li et al 2004).
During the subsequent years, different H5N1
genotypes emerged after a series of genetic
changes, leading to fatal outbreaks in Asia in
poultry in 2003/2004 (Li et al 2004, Chen et al
2006). Since then, HPAIV H5NI1 has spread to
many countries worldwide (World Health
Organization 2007) resulting in high mortality
in poultry and fatal infections in mammalian
species, including humans (Vahlenkamp and
Harder 2006).

Mammalian species known to be susceptible to
HPAIV H5N1 are humans (Claas et al 1998, Tran
et al 2004), ferrets (Zitzow et al 2002, Govorkova
et al 2005), dogs (Songserm et al 2006b, Giese
et al 2008), mice (Gao et al 1999), stone martens
(Klopfleisch et al 2007b), pigs (Choi et al 2005),
cynomolgus monkeys (Rimmelzwaan et al
2001, Kuiken et al 2003), civets (Roberton et al
2006), domestic cats (Kuiken et al 2004, Thiry
et al 2007), tigers, and leopards (Keawcharoen
et al 2004).

Infections in felids

In felids, several outbreaks of infection with
HPAIV H5N1 have been reported so far. The first
outbreak was noted in 2003, when two tigers and
two leopards suffering from high fever and
respiratory distress died in a zoo in Suphanburi,
Thailand (Keawcharoen et al 2004). Further evi-
dence that felids are susceptible to influenza A
H5N1 infection arose when in 2004 three domes-
tic cats from a household in Thailand, where 14
cats had died, were tested positive for influenza
A H5N1 and when a clouded leopard died in
a zoo in Chonburi, Thailand, from infection
with influenza A H5N1 (Enserink and Kaiser
2004, ProMED-mail 2004a,b). One month later,
a tiger at the same zoo was found to be infected,
but recovered from the disease (Enserink and
Kaiser 2004, ProMED-mail 2004b). During an
outbreak in a tiger zoo in Sriracha, Thailand,
a total of 147 tigers died or were euthanased
(Thanawongnuwech et al 2005). Furthermore,
the virus was detected in a domestic cat in
Thailand that had died showing high fever,
dyspnoea, convulsions, and ataxia (Songserm
et al 2006a). Experimental infections with
H5N1 virus isolated from a fatal human case
confirmed that cats can develop severe clinical
signs after intratracheal inoculation or after
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feeding on infected chicken (Kuiken et al
2004). These findings are remarkable, as clinical
disease resulting from infection with influenza
viruses had not been noticed in cats before (Pan-
iker and Nair 1970, 1972, Hinshaw et al 1981).
The first cases of HPAIV HS5N1 infection in
domestic cats in Europe were detected during
the outbreak of avian influenza on the German
Isle of Riigen in February 2006, where three
free-roaming cats were found dead harbouring
the virus (Klopfleisch et al 2007a). At approxi-
mately the same time, three cats that did not
show clinical signs of influenza tested positive
for influenza A H5NI1 in an animal shelter in
Graz, Austria, after an infected swan had been
brought to the shelter (Leschnik et al 2007).

Epidemiology
The incidence of avian influenza in felids seems
to be associated with the occurrence of infections
in poultry or wild birds in the surrounding area
(Keawcharoen et al 2004, Leschnik et al 2007,
Klopfleisch et al 2007a). Phylogenetic analyses
have shown that the examined virus isolates
from cats and tigers were highly similar to the
virus circulating in poultry at the same time
and that the viruses found in felids were of avian
origin, indicating that no genetic reassortment
with mammalian influenza viruses had occurred.
Several point mutations have been identified that
are associated with higher virulence in
mammals, but none of them seems to be essential
for an infection in felids (Keawcharoen et al 2004,
Amonsin et al 2006, 2007, Weber et al 2007).
Within the HS5N1 subtype, at least two geneti-
cally and antigenically distinct lineages (clades 1
and 2) exist in non-overlapping geographic
distributions in Asia. Clade 1 was mainly
isolated in Vietnam and Thailand, whereas clade
2 was mainly found in China and Indonesia
(World Health Organization Global Influenza
Program Surveillance Network 2005). From
there, the ‘Qinghai-like’ sublineage spread
westwards to the Middle East, Europe, and
Africa and split up into three different subclus-
ters (Yingst et al 2006, Salzberg et al 2007, Weber
et al 2007). All Asian cases reported in felids
were caused by infections with clade 1 viruses,
until in February 2006, an outbreak in domestic
cats in Iraq and the cases in Germany were
attributed to Qinghai-like clade 2 viruses
(EMA’ clade 2), demonstrating that cats may
be susceptible to different circulating H5N1
viruses (Yingst et al 2006, Weber et al 2007).
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Virus transmission

Virus transmission has mostly been ascribed to di-
rect contact of felids with infected birds,
particularly through eating of raw poultry (Keaw-
charoen et al 2004, Kuiken et al 2004, Songserm et
al 2006a). Both inhalation and ingestion seem to be
possible routes of virus entry there (Rimmelz-
waan et al 2006, Yingst et al 2006). In addition, in-
direct viral transmission to cats may occur after
contact with contaminated birds’ faeces, as was
suspected in the cases in Graz (Leschnik et al
2007). Kuiken et al (2004) showed that horizontal
transmission from experimentally inoculated
cats to other cats is possible by direct contact.
Most likely, horizontal transmission also occurred
under natural circumstances in the outbreak in
Sriracha tiger zoo (Thanawongnuwech et al 2005).

So far, no case of virus transmission from cats
to other species including humans has been
observed. Antibody development without devel-
opment of clinical signs, however, was found in
two of 58 people who had been in contact with
infected tigers (Thanawongnuwech et al 2005).

Infected felids were found to excrete virus via
respiratory, digestive, and urinary tract, as shown
by virus detection from pharyngeal, nasal, and
rectal swabs as well as urine and faecal samples
(Rimmelzwaan et al 2006, Yingst et al 2006,
Songserm et al 2006a, Klopfleisch et al 2007a).
Virus shedding may occur before the onset of
clinical signs (Kuiken et al 2006, Rimmelzwaan
et al 2006). In an experimental study, virus excre-
tion started at day 3 after infection and lasted until
day 7 when the animals were euthanased (Kuiken
et al 2004, Rimmelzwaan et al 2006). Subclinically
infected cats are assumed to excrete virus less than
2 weeks (Leschnik et al 2007).

Pathogenesis

After transmission, the virus spreads locally to
the lower respiratory tract and can cause severe
pneumonia (Keawcharoen et al 2004, Songserm
et al 2006a, Klopfleisch et al 2007a). Predominant
involvement of the lower respiratory tract and
inability of the virus to attach to cells of the
upper respiratory tract may be a reason why
cats excrete virus at relatively low concentrations
(Kuiken et al 2004, Van Riel et al 2006).

Unlike other influenza viruses, which are usually
restricted to the respiratory tract in mammals,
HPAIV H5N1 not only replicates in respiratory tis-
sue, but can also lead to systemic infection causing
severe necrosis and inflammation in many organs
(Rimmelzwaan et al 2006). Two ways of virus
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spread to extra-respiratory tissue are presumed.
The pattern of virus distribution in the body pro-
vides evidence of virus entry via viraemia. Another
route may be virus entry from the intestinal lumen
via nerve fibres into intestinal tissue, which is
indicated by the finding of ganglioneuritis of the
intestinal nervous plexi in cats that had been fed
on virus-infected chicks (Rimmelzwaan et al 2006).

Clinical signs
The incubation period is known to be shorter after
direct experimental infection by respiratory and
oral routes (1—2 days) than after cat-to-cat trans-
mission (5 days) (Kuiken et al 2006, Rimmelz-
waan et al 2006). Clinical signs observed in
affected felids include pyrexia, depression,
laboured breathing, conjunctivitis, protrusion of
the third eyelid, and neurological signs such as
convulsions and ataxia (Keawcharoen et al 2004,
Kuiken et al 2004, Thanawongnuwech et al 2005,
Songserm et al 2006a). Respiratory signs are
caused by severe pulmonary changes (consolida-
tion, haemorrhage, oedema) and pleural effusion,
visible at necropsy (Keawcharoen et al 2004, Tha-
nawongnuwech et al 2005, Songserm et al 2006a).
Histopathology reveals extensive inflammation
and necrosis in lung tissue leading to interstitial
pneumonia and diffuse alveolar damage (Rim-
melzwaan et al 2006, Songserm et al 2006a). Neu-
rological signs result from cerebral and cerebellar
congestion and non-suppurative meningoen-
cephalitis accompanied by vasculitis (Thana-
wongnuwech et al 2005, Songserm et al 2006a).
Diarrhoea, described in affected poultry (Perkins
and Swayne 2001) and also in humans infected
with HPAIV H5N1 (Apisarnthanarak et al 2004,
Tran et al 2004), has not been observed in cats.
Laboratory abnormalities in tigers included
severe leukopenia and thrombocytopenia and
increased activities of the liver enzymes alanine
aminotransferase and aspartate aminotransferase
(Thanawongnuwech et al 2005). Markedly
increased liver enzyme activities have also been
found in aqueous humour samples from cats taken
during post-mortem examination (Klopfleisch et
al 2007a). Histopathology of the liver shows
multifocal necrotising hepatitis, explaining the
increase in liver enzyme activities and the general-
ised icterus which can also be seen at necropsy
(Thanawongnuwech et al 2005, Rimmelzwaan
et al 2006, Klopfleisch et al 2007a). Serosanguinous
nasal discharge observed in severely affected
tigers may have been caused by severe thrombocy-
topenia (Thanawongnuwech et al 2005).
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Multifocal haemorrhage has been described in nu-
merous organs such as lungs, heart, thymus, stom-
ach, intestine, liver, tonsils, lymph nodes, kidneys,
and diaphragm, as well as pancreas (Keawchar-
oen et al 2004, Rimmelzwaan et al 2006, Yingst
et al 2006, Klopfleisch et al 2007a). Sudden death
may occur as soon as 2 days after onset of clin-
ical signs (Songserm et al 2006a).

Infection with HPAIV H5NT1 can also result in
subclinical infection. In Graz, three cats excreted
virus after contact with an infected swan and
two cats developed antibodies to influenza A
H5N1 virus, but none of them showed signs of
influenza (Leschnik et al 2007). Anecdotal reports
also support the existence of subclinical infections.
In an unpublished study carried out by the
National Institute of Animal Health in Bangkok,
eight of 111 cats (7%) were found to carry
antibodies to influenza A H5N1 (Butler 2006).
An unpublished study by Nidom suggested that
20% of 500 cats tested in Indonesia had antibodies
to influenza A H5N1 (Mackenzie 2007).

Diagnosis

Virus detection is possible from pharyngeal, nasal,
and rectal swabs, from faecal and urine samples,
from organ tissue, and pleural fluid (Rimmelz-
waan et al 2006, Yingst et al 2006, Songserm et al
2006a). In subclinically infected cats, H5N1 has
only yet been detected in pharyngeal swabs
(Leschnik et al 2007). H5N1 virus RNA can be
identified by real-time reverse transcriptase poly-
merase chain reaction (RRT-PCR) using primers
specific for the haemagglutinin and neuramini-
dase genes (Keawcharoen et al 2004, Klopfleisch
et al 2007a). Virus can also be isolated by inocula-
tion into embryonated chicken eggs (Songserm et
al 2006a) or cell cultures (Rimmelzwaan et al 2006)
and subsequently be identified by RRT-PCR or
haemagglutination ~and  haemagglutination
inhibition assays (Songserm et al 2006a). Immuno-
histochemistry can be used for H5NI1 virus
antigen detection in affected organs (Rimmelz-
waan et al 2006, Songserm et al 2006a). Antibodies
to influenza A H5N1 in serum samples can be
detected by an haemagglutination inhibition test
(Karaca et al 2005, Leschnik et al 2007).

Treatment and prevention

Not much is known about the efficacy of antiviral
treatment in cats infected with HPAIV H5NI.
Although the neuraminidase inhibitor oseltamivir
has shown potent antiviral activity against HPAIV
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H5NT1 in vitro (Hurt et al 2007) as well as in exper-
imentally infected mice and ferrets (Leneva et al
2000, Govorkova et al 2007) and is recommended
for treatment and prophylaxis of HPAIV H5N1 in-
fection in people (Schunemann et al 2007), this
treatment was unsuccessful in tigers during the
outbreak in Sriracha tiger zoo in 2004. Oseltamivir
(Tamiflu®; Roche) was administered to the
tigers at a dose of 75mg/60kg twice daily
(human dosage) for treatment and prophylaxis,
but failed in symptomatic as well as asymptom-
atic animals. The treatment failure may have
resulted from improper dosage or timing of
drug administration; differences in pharmacoki-
netics and host metabolisms between humans
and felids and even between large felids and
domestic cats can be expected (Thanawongnu-
wech et al 2005, Amonsin et al 2006).

So far, there is no licensed influenza vaccine
for cats on the market. However, there is some
research in this regard. After experimental vacci-
nation with fowlpox virus expressing avian
influenza virus H5 haemagglutinin gene derived
from an H5NS influenza virus, cats developed
high levels of antibodies to the homologous
H5NB8 antigen. After administration of a second
dose, antibodies were shown to cross-react with
a recent HPAIV H5NI1 isolate (Karaca et al
2005). In another study, an anti-H5N1 antibody
response was induced by injection of canine
adenovirus expressing H5 haemagglutinin gene
of a tiger isolate in one cat (Gao et al 2006).

As all known infections in cats were connected
with the occurrence of HPAIV H5N1 in birds,
contact with birds carrying the virus must be
avoided to prevent infections in cats. It is, there-
fore, advised to keep cats indoors in areas with
occurrence of highly pathogenic avian influenza
in birds (Anonymous 2006, Duke 2006). Further-
more, cats should not be fed uncooked poultry
meat (Advisory Board on Cat Diseases 2006).

Little is known about the actual risk for cats in
the field to become infected with the virus and
their role in the spread of H5N1. The risk of trans-
mission from potentially infected cats to humans
is unknown. One study showed, though, that
there is no major risk for pet cats in areas with spo-
radic incidence of avian influenza in birds, as nei-
ther virus excretion nor antibodies were detected
in 171 cats with outdoor access in areas in which
infected birds had been found (Marschall et al
2008).

Preventive measures must still be taken to
minimise the risk of transmission when
confronted with a cat suspected of being infected



and contact with the cat should be restricted to
a minimum. People in contact with the cat must
wear protective clothing; surfaces should be de-
contaminated with standard medical disinfectant
(Thiry et al 2007). Uncooperative cats should be se-
dated before handling (Advisory Board on Cat
Diseases 2006). Further studies are necessary to
learn more about the epidemiology and
pathophysiology of HPAIV H5N1 infection in cats.
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Table 1. Recommendations on the handling of cats suspected to be infected with HPAIV H5N1
Recommendations If HPAIV H5N1 occurs in birds, cat owners should receive information about the exact
for cat owners location of the outbreaks through media or internet
Unrestricted ~ Healthy indoor cat No precautions necessary
area Outdoor cat showing Veterinarian should be consulted
respiratory and/or
other signs described
above
Restriction Healthy cat Cat should be kept indoors
zone Cat showing acute Veterinarian should be consulted immediately
respiratory signs and be informed of the cat’s outdoor access in
and/or other signs a restriction zone
described above
Generally Feeding of uncooked poultry meat should be
avoided
Recommendations If HPAIV H5N1 occurs in birds, small animal practitioners should look for information about
for veterinarians  the exact location of the outbreaks through media or internet
Unrestricted ~ Healthy indoor cat No further diagnostics
area Outdoor cat showing HPAIV H5N1 infection should be considered
respiratory and/or other if no other cause for the signs is found.
signs described above Pharyngeal swab should be taken for viral
diagnosis (preferably PCR)
Restriction Healthy indoor cat No further diagnostics
zone Indoor cat showing HPAIV H5N1 infection should be considered
respiratory and/or if no other cause for the signs is found.
other signs described Pharyngeal swab should be taken for viral
above diagnosis (preferably PCR)
Healthy outdoor HPAIV H5N1 infection should be considered.
cat/cat with contact Pharyngeal swab should be taken for viral
to poultry diagnosis (preferably PCR)
Outdoor cat showing HPAIV H5NT1 infection should be suspected,
respiratory and/or preventive measures should be taken when
other signs described handling the cat (see text), and pharyngeal swabs
above should be taken for viral diagnosis
*Restriction zone: area within 10 km radius around location of outbreak of avian influenza in birds for the duration
of 30 days after discovery of infected birds.
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VI Diskussion

1 Ziel der Studie

Da Katzen eng mit dem Menschen zusammenleben, stellt sich bei ihnen besonders
die Frage, welche Rolle sie in der Epidemiologie des HPAIV H5N1 spielen. Um
Hinweise dafiir zu bekommen, ob Katzen Virus auf den Menschen iibertragen
konnen, ob sie eine Rolle in der Anpassung des H5N1-Virus an Saugetiere
spielen, ob Katzen in Gebieten mit Fillen von Gefliigelpest bei Wildvogeln selbst
einer Gefahr ausgesetzt sind oder ob sie eine Gefahr fiir Nutzgefliigelbestdnde
darstellen, miissen folgende Fragestellungen beantwortet werden.

Wieviel Prozent der Katzen in Gebieten mit hochpathogener aviérer Influenza bei
Wildvogeln scheiden HSN1-Virus aus oder besitzen Antikorper dagegen? Wie
hoch ist bei Katzen mit verddchtigen Symptomen der Anteil, der Antikorper
besitzt oder Virus ausscheidet? Gibt es Katzen, die nur Virus ausscheiden oder
Antikorper bilden, ohne Symptome zu zeigen? Gibt es Katzen mit positivem
Virusnachweis, die keine Antikorper gegen HSN1 bilden?

Ein gezielter Erregernachweis ist bei HPAIV HS5NI1 nur in Speziallabors
durchfiihrbar. Bei Vorliegen eines Verdachts auf HPAIV H5NI1 bei einer Katze
ware es daher sinnvoll, wenn der behandelnde Tierarzt mittels Schnelltest bereits
vor Ort einen Anhaltspunkt erhalten konnte, ob eine H5N1-Infektion vorliegt, um
gegebenenfalls sofortige Schutz- und Quarantdnemallinahmen einleiten zu kénnen.
Also stellt sich die Frage, ob HSN1-Virus bei der Katze mittels Schnelltest aus
Rachentupfern zuverldssig nachgewiesen werden kann.

Ziele der vorliegenden Arbeit waren daher die Ermittlung der Pridvalenz von
avidrem Influenzavirus des Subtyps H5N1 und der Préavalenz von Antikorpern bei
Katzen aus Gefliigelpest-Restriktionszonen und bei Katzen mit verdidchtigen
Symptomen sowie die Bestimmung eines Zusammenhangs von Erregernachwesis,
Antikdrpernachweis und klinischer Symptomatik. Des Weiteren sollten
Sensitivitdt und Spezifitidt eines humanen Influenza-Schnelltests fiir die HSN1-
Diagnostik bei Katzen evaluiert werden.

In der vorliegenden Studie konnten keine Hinweise auf eine Infektion von Katzen
mit H5N1-Viren, selbst bei Freildufern, gefunden werden. Weder Katzen mit
influenzadhnlichen Symptomen noch asymptomatische Katzen schieden H5N1-

Virus aus oder besallen Antikorper.
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2 Probensammelgebiete

Der Grof3teil der Proben (157/171) wurde in Bayern, Deutschland, gesammelt
(sieche Abbildung 1). Bayern ist das Bundesland mit der hochsten Gesamtzahl
verendeter Vogel (Hausgefliigel und Wildvogel) und nach Sachsen-Anhalt und
Mecklenburg-Vorpommern das Bundesland mit der drittgroBten Zahl HPAIV-
H5N1-positiver Wildvogelfunde in Deutschland. Bisher wurden in Bayern 92
infizierte Wildvogel gefunden, und in zwei Gefliigel haltenden Betrieben traten
Félle hochpathogener avidrer Influenza HS5N1 auf (Stand 29.03.2008)
(FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2007, 2008).

Gemil Gefliigelpest-Verordnung wurden um die Fundorte HPAIV-HS5NI-
infizierter Vogel Gefliigelpest-Restriktionsgebiete eingerichtet. Sperrbezirke mit
einem 3-km-Radius um den Fundort wurden fiir die Dauer von 21 Tagen
festgelegt; Beobachtungsgebiete hatten einen Radius von 10 km um den Fundort
und blieben 30 Tage nach Feststellung der Infektion bestehen (§§ 15 und 16
Gefliigelpest-Verordnung?).

Die Proben von 62 (62/171) Katzen stammen aus dem Landkreis Landsberg am
Lech. Im Zeitraum von Februar bis Mai 2006 waren dort fiinf mit HPAIV
infizierte Wildvogel gefunden worden. Die Probennahme erfolgte in dem
Sperrbezirk und Beobachtungsgebiet, welche nach dem Fund eines Génsesdgers
(Mergus merganser) in Kaufering im Mai 2006 eingerichtet worden waren. Teile
des Beobachtungsgebiets, in denen Proben gesammelt wurden, hatten bei fritheren
Funden zusitzlich zu Sperrbezirken gehort. SechsunddreiBig Proben (36/171)
stammen aus dem Gebiet um den Ismaninger Speichersee im Landkreis Miinchen.
Dort waren nach dem Fund dreier mit HPAIV infizierter Taucherenten (Aythyini)
im August 2007 ein Sperrbezirk und Beobachtungsgebiet eingerichtet worden.
Proben von 34 (34/171) Katzen stammen aus Niirnberg. Im Juni und Juli 2007
wurden bei einem Ausbruch von HPAIV H5NI an zwei Niirnberger Seen 13
Hockerschwine (Cyngus olor), eine Kanadagans (Branta canadensis), eine

Graugans (Anser anser) und eine Stockente (Anas platyrhinchos) gefunden.

3 Verordnung zum Schutz gegen die Gefliigelpest und die Newcastle-Krankheit (Gefliigelpest-
Verordnung) vom 20. Dezember 2005 (BGBI. 2005, I Nr. 74 S. 3538-46).
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Im Sperrbezirk miissen Katzen laut Gesetz eigentlich im Haus gehalten werden (§
5 Absatz 3 Wildvogel-Gefliigelpestschutzverordnung®). Alle Katzen in dieser
Studie wurden dennoch weiterhin von ihren Besitzern ins Freie gelassen, sodass
sie einem erhohten Risiko ausgesetzt waren.

Katzen aus der Gruppe der Tiere mit nur respiratorischen Symptomen stammten
nicht unmittelbar aus einem Gefliigelpest-Restriktionsgebiet. Sie lebten aber im
Umkreis von maximal 100 km von Gebieten, in denen bereits vorher

Gefliigelpest-Fille aufgetreten waren oder spiter auftraten.

* Verordnung iiber SchutzmaBnahmen beim Auftreten der Gefliigelpest bei einem wildlebenden
Vogel (Wildvogel-Gefliigelpestschutzverordnung) vom 8. September 2006 (eBAnz. 2006, AT 48
V1), gedndert durch Artikel 2 und 3 der Verordnung vom 24. November 2006 (BGBI. 2006, I Nr.
54 S.2663).
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3 Pravalenz

Bei den Katzen, die in die vorliegende Studie eingeschlossen wurden, lag die
Pravalenz von HS5N1-Viren (171/171 Katzen negativ) und von Antikorpern
(118/118 Katzen negativ) bei 0 %. Bezogen auf die Gesamtpopulation der
Freilduferkatzen in Deutschland kann damit die statistische Aussage gemacht
werden, dass die Privalenz von H5N1-Viren mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit
unter 1,8 % liegt. Die Antikorperpravalenz liegt mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit
unter 2,6 %. Aufgrund der relativ niedrigen Anzahl von Proben, ist das 95 %-
Konfidenzintervall relativ groB. Bei einer hoheren Probenzahl hitte der
statistische Wert der Pravalenzen noch niher eingegrenzt werden konnen.

Das Fehlen von Antikérpern gegen H5N1 steht im Gegensatz zu Berichten aus
Asien, in denen von hohen Antikorperpravalenzen (7 % und 20 %) bei Katzen in
Thailand bzw. Indonesien die Rede war (BUTLER, 2006; MACKENZIE, 2007,
PROMED-MALIL, 2007). Leider sind diese Berichte bislang nicht bestétigt, und es
fehlen zuverldssige Angaben iiber den klinischen Zustand der Tiere.

Da die Ergebnisse bislang nicht iiberpriift wurden, muss in Betracht gezogen
werden, dass die Zahlen aus Asien félschlicherweise zu hoch sind. Es existiert
kein Hinweis auf die angewendeten Methoden der Untersuchungen in Thailand
und Indonesien. Bei Verwendung von Agar-Gel-Immundiffusionstest oder ELISA
werden auch Antikorper gegen andere Influenza-A-Subtypen miterfasst, beim
HAH-Test kann Testserum anderer Tierarten Hiithnererythrozyten unspezifisch
agglutinieren (ALEXANDER, 2004). Eine Tatsache, die nicht zu den hohen
Prozentzahlen antikorper-positiver Katzen in Asien passt, besteht darin, dass nicht
auch mehr Funde von an H5NI1 verendeten Katzen im selben Gebiet bekannt
wurden. Andererseits kann die hohe Antikdrperprivalenz in Asien aber auch dafiir
sprechen, dass Katzen empfanglich sind, aber hiufig nicht erkranken, sondern nur
subklinisch infiziert werden. Laut Osterhaus wire es aber ebenso denkbar, dass
die in Thailand und Vietnam bestimmten Privalenzen falsch niedrig sind und die
eigentliche Zahl noch hoéher liegt, da erkrankte und an der Infektion gestorbene
Tiere in den Untersuchungen nicht beriicksichtigt sind (MACKENZIE, 2007,
PROMED-MAIL, 2007).

Der Unterschied zwischen den Berichten aus Asien und der hier festgestellten
Antikorperpravalenz kann aber auch durch ungleiche Seuchensituationen bedingt

sein. Wahrend in Siidost-Asien sehr viele Vogel betroffen waren, und ein enger
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Kontakt mit freilaufendem Hausgefliigel bestand (TIENSIN et al., 2005), waren in
Europa weniger Vogel infiziert; zumeist handelte es sich um wildlebende
Wasservogel (METTENLEITER, 2007). Bei den hier untersuchten Katzen
handelte es sich in der Mehrheit um als Haustiere gehaltene Katzen, die nicht auf
Wildtiere als Futterquelle angewiesen sind. Daher ergibt sich eine geringere
Expositionsgefahr gegeniiber HSN1-Viren und ein niedrigerer Infektionsdruck.
Denkbar wire auch, dass die in Asien zirkulierenden H5N1-Stimme eine h6here
Pathogenitit flir Sdugetiere aufweisen als die in Europa isolierten Stimme.
Dagegen spricht, dass vor allem Stdmme der in Europa zirkulierenden EMA-Linie
(European-Middle Eastern-African lineage) Aminosduresequenzen aufweisen, die
mit erhohter Sdugerpathogenitét in Verbindung gebracht werden (SALZBERG et
al., 2007). EMA-H5N1-Viren stammen von Vorldufern, die die 627K-Mutation
am PB2-Protein besitzen, und tatséchlich traf die Ausbreitung der EMA-Stdmme
mit dem rasanten Auftreten von Infektionen bei Saugetieren einschlielich
Menschen zusammen (SALZBERG et al., 2007). Beim Menschen scheinen EMA-
H5N1-Viren ebenfalls sehr virulent zu sein. Von 72 Fillen auBerhalb Asiens
verliefen 27 tdédlich (38 %) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008c)
(Stand: 29.03.2008). AuBerdem spricht dagegen, dass auch durch EMA-H5NI-
Viren Infektionen bei Katzen mit tddlichem Ausgang ausgeldst wurden, ohne dass
Hinweise auf eine Immunsuppression dieser Katzen durch Vorerkrankungen
bestanden (YINGST et al.,, 2006; KLOPFLEISCH et al., 2007b). Um dies
allerdings genauer kléren zu konnen, wiren experimentelle Infektionsversuche
notig.

In einer italienischen Studie wurden bei Katzen aus der Gegend von Mailand
zwischen 1999 und 2005 ebenfalls keine Antikorper gegen Influenza-A-Viren
(weder gegen H5N1 noch gegen andere Subtypen) nachgewiesen (PALTRINIERI
et al., 2007). Allerdings waren in diesem Gebiet keine Fille avidrer Influenza bei
Vogeln aufgetreten, so dass die Wahrscheinlichkeit eines Vorkommens von
Antikorpern gegen H5N1-Viren viel geringer war als in der vorliegenden Studie.
Sowohl bei Katzen mit influenzaverddchtigen Symptomen als auch bei Katzen
ohne respiratorische Symptome konnte in dieser Studie keine Virusausscheidung
nachgewiesen werden. Obwohl bei der Katze vorrangig die unteren Atemwege bei
einer H5N1-Infektion betroffen sind und somit im oberen Respirationstrakt nur
eine geringe Virusreplikation stattfindet, ist die Untersuchung oropharyngealer

Abstrichtupferproben eine gut geeignete Methode zum Nachweis von HPAIV
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H5N1 mittels Real-Time-Reverser-Transkriptase-PCR (RRT-PCR)
(KLOPFLEISCH et al., 2007b). Sowohl bei experimentell als auch bei natiirlich
infizierten Katzen sowie bei subklinisch infizierten Katzen wurde in
verschiedenen Studien mittels Rachentupfer eine HS5NI1-Virusausscheidung
nachgewiesen (KUIKEN et al., 2004; KLOPFLEISCH et al., 2007b; LESCHNIK
et al., 2007) und die Proben zeigten zum Teil erhebliche Virusmengen
(KLOPFLEISCH et al., 2007b). KLOPFLEISCH und Mitarbeiter (2007b)
vermuten, dass aufgehusteter Bronchialschleim mit Zellbestandteilen fiir die
oronasale Virusausscheidung verantwortlich ist.

Bei den Katzen dieser Studie mit influenzaverdidchtigen Symptomen konnten
zumeist nachtraglich andere Ursachen fiir die Symptomatik gefunden werden.
Infektiose Ursachen umfassten Thoraxerguss aufgrund feliner infektidser
Peritonitis, Pyothorax, bakterielle Bronchopneumonie, Katzenschnupfen,
Streptokokken-Rhinitis, Verdacht auf Infektion mit hochpathogenen Caliciviren
und Toxoplasmenpneumonie. Primdr nicht-infektiose Ursachen beinhalteten
felines Asthma, Pneumothorax, Aspirationspneumonie, Fremdkoérper oder
Neoplasie im Nasopharynx bzw. am Larynx. Die Studie zeigt also, dass die
Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer HSN1-Infektion bei Katzen mit akuten
respiratorischen Symptomen gering ist. Eine Infektion mit HSN1-Viren sollte
zwar weiterhin als Differentialdiagnose bei akuten respiratorischen Symptomen
bei Katzen in Betracht gezogen werden, kann jedoch bei der momentan
vorliegenden Seuchensituation weiter hinten angestellt werden.

Bisherige Untersuchungen subklinisch infizierter Katzen haben gezeigt, dass diese
Katzen nur {liber einen kurzen Zeitraum Virus ausschieden (LESCHNIK et al.,
2007). Falls bei den untersuchten Katzen subklinisch infizierte Tiere dabei waren,
ist es moglich, dass bei der Probenentnahme der Zeitraum der Virusausscheidung
verpasst wurde. Da die Katzen aber auBerdem antikdrper-negativ waren, ist es
unwahrscheinlich, dass subklinische Infektionen vorgelegen haben. Allerdings
entwickelte in der Studie von LESCHNIK und Mitarbeitern (2007) eine Katze, die
Virus ausgeschieden hatte, bis zur letzten Untersuchung am Tag 36 p. 1. keine
Antikorper. Eine andere Erklarung wire, dass der Zeitraum der Probenentnahme —
die Proben wurden gesammelt widhrend des Status des Gebiets als
Beobachtungsgebiet, also bis 30 Tage nach dem letzten Fund eines H5NI-
positiven Vogels — zu friih war. In einer Studie wies eine experimentell infizierte

Katze (1/4) am Tag 14 p. i. noch keine Antikdrper auf, sondern erst bei erneuter
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Untersuchung am Tag 21 (VAHLENKAMP et al., 2008). Trotz allem ist es

jedoch am wahrscheinlichsten, dass keine der Katzen infiziert war.

4 Schnelltest

Der untersuchte Influenza-Schnelltest actim'™ Influenza A&B (Medix
Biochemica, Kauniainen, Finnland) (siehe Abbildung 2) wurde fiir die
Influenzadiagnostik beim Menschen entwickelt. Er wird von der Herstellerfirma
kommerziell zum Nachweis von Influenza A H5N1 beim Menschen und auch
beim Tier angeboten, ohne dass jedoch Studien zu seiner Sensitivitdt und
Spezifitdt vorliegen. Aufgrund der grof8en Nachfrage werden humanmedizinische
Influenza-Schnelltests auch fiir die Diagnostik von Influenzavirusinfektionen
beim Tier angeboten, deren Aussagekraft bei Katzen nicht bekannt ist.
Virusisolation und HSN1-PCR sind Speziallabors vorbehalten. Sie bendtigen Zeit
bis zum Vorliegen des Testergebnisses und erfordern hochste Sicherheitsstandards
und Fachkenntnis. Daher wire es sehr vorteilhaft, wenn der Tierarzt, der mit einer
verddchtigen Katze konfrontiert ist, mittels eines Schnelltests vor Ort erste
Hinweise bekommen konnte, wie mit der Katze weiter verfahren werden sollte.
Aufgrund der Tatsache, dass der Test ein hochkonserviertes Antigen (NP)
nachweist, welches bei allen Influenza-A-Viren (und somit auch bei Influenza A
H5NI1) vorhanden ist, und der Tatsache, dass bei Katzen H5NI1-Virus in
Rachentupfern nachweisbar ist (KUIKEN et al., 2004; RIMMELZWAAN et al.,
2006, KLOPFLEISCH et al., 2007b; LESCHNIK et al., 2007), ist theoretisch
davon auszugehen, dass der Schnelltest auch bei Katzen funktionieren miisste.
Beim Menschen scheinen Influenza-Antigen-Schnelltests fiir den Nachweis von
HS5NI1 aber weniger sensitiv zu sein als fiir humane Subtypen (TRAN et al., 2004;
BEIGEL et al., 2005). Um die Einsetzbarkeit in der Tiermedizin besser beurteilen
zu konnen, sollten daher in dieser Studie Sensitivitit und Spezifitit des
Schnelltests actim™ Influenza A&B im Vergleich zum Virusnachweis durch PCR
evaluiert werden.

Die ermittelte hohe Spezifitit von > 97,4 % stimmt mit den Herstellerangaben fiir
die Sperzifitdit beim Nachweis von humanen Influenzaviren beim Menschen
iiberein (STUCHBERY et al., 2005). Aufgrund der niedrigen Sensitivitit von
<28,4% (0% in der untersuchten Stichprobe), ist dieser Antigen-Schnelltest

allerdings nicht fiir die Diagnostik von HSN1-Infektionen bei Katzen einsetzbar.
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Weshalb die Sensitivitdt des Tests zum Nachweis von H5NI1 bei der Katze
deutlich schlechter ist, als zur Diagnose humaner Influenzavirusinfektionen
(Sensitivitdt von 87 %95 %) (STUCHBERY et al., 2005), ist schwer zu sagen.
Eine Mdglichkeit wire, dass die ausgeschiedene Virusmenge bei Katzen zu gering
ist. Der Test ist sicherlich nicht fiir Screening-Untersuchungen asymptomatischer
Katzen geeignet, da diese nur geringe Virusmengen ausscheiden
(VAHLENKAMP et al., 2008). Fiir den Nachweis humaner H3- und H1-Subtypen
wird der Schwellenwert des Tests vom Hersteller allerdings mit einer
Konzentration von 1 x 10* TCIDsy/ml angegeben. Einige der untersuchten
Katzen-Proben wiesen Virustiter von 10° TCIDso/ml auf.

Ein Nachteil der Studie ist, dass die Proben der experimentell infizierten Katzen
vor der Durchfiihrung des Schnelltests bei -20 °C eingefroren waren. In einer
Validierung des Tests durch das World Health Organization Collaborating Centre
for Virus Reference and Research, National Influenza Centre, Lyon, Frankreich,
wurden allerdings auch tiefgefrorene Proben (-80 °C fiir einen Monat bzw. -20 °C
fiir einige Tage) untersucht, welche trotzdem positiv waren (LINA & VALETTE,
2005). Ein Problem des Schnelltests, auf das auch der Hersteller hinweist, liegt
darin, dass die Probenmenge bei unvollstindig benetzten Tupfern zu gering sein
kann. Diese Schwierigkeit ist aber kaum zu beheben, da Katzen hdufig nur
geringe Mengen an Speichelfliissigkeit aufweisen, und Nasenspiilproben oder gar
bronchoalveoldre Lavage bei Katzen in der Praxis nicht durchfiihrbar sind, so dass
Virusisolation oder PCR die diagnostischen Mittel der Wahl bleiben. Sollte man
dennoch mit einem positiven Testergebnis konfrontiert sein, so ist dies auf jeden
Fall Anlass zur Ergreifung von Vorsichtsmaflnahmen im Umgang mit der Katze
und zu weiterer Diagnostik, da falsch positive Ergebnisse sehr unwahrscheinlich

sind.
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Abbildung 2: Influenza Schnelltest actim™ Influenza A & B (Medix Biochemica,
Kauniainen, Finnland), negatives Testergebnis (unterer Teststreifen), Positivkontrolle

(oberer Teststreifen)

5 Limitationen der Studie

Urspriinglich war die Studienplanung so angelegt, dass neben der Bestimmung
der Prdvalenz von HS5NI-Viren und Antikérpern und der Evaluierung des
Influenza-Schnelltests noch weitere Untersuchungen zu klinischen und
labordiagnostischen Befunden bei Katzen mit HPAIV-H5NI1-Infektion und zum
Zusammenhang von Erregerausscheidung, Antikdrpernachweis und klinischer
Symptomatik durchgefiihrt werden sollten. Aufgrund der ausschlieflich negativen
Befunde bei den untersuchten Feldkatzen konnte dieser Teil der Studie nicht
verwirklicht werden.

Wiinschenswert wire aullerdem eine noch groflere Anzahl an untersuchten Proben
gewesen, da damit die statistischen Aussagen iiber die Privalenzen noch genauer
eingrenzbar gewesen wiren. Da allerdings im Zeitraum zwischen Juni 2006 und
Juni 2007 (mit Ausnahme eines Sperrbezirks im August/September 2006) keine
Gefliigelpest-Sperrbezirke in Deutschland bestanden, und aufgrund der engen

Einschlusskriterien, konnten nicht mehr Proben gewonnen werden.

6 Relevanz der Studie

Trotz der begrenzten Anzahl an Proben leisten die Ergebnisse der Studie einen
wichtigen Beitrag zum bislang sehr limitierten Wissen iiber Infektionen mit
HPAIV H5NI bei Katzen. Die vorliegende Arbeit ist die bisher einzige, in der
eine Privalenz von Influenzaviren bei Katzen in Gebieten mit nachgewiesenem

Vorkommen von HPAIV H5N1 untersucht wurde.
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Beim Auftreten der ersten Falle hochpathogener avidrer Influenza in Deutschland
war die Verunsicherung bei Katzenhaltern und Tierdrzten gro3. Als auf der Insel
Riigen mit HPAIV HS5NI infizierte Katzen gefunden wurden, wurden viele
Katzen von ihren Besitzern in Tierheimen abgegeben (WESSEL, 2006).

7 Vorgehen im Verdachtsfall

Auch wenn die Wahrscheinlichkeit gering ist, sollte ein Verdacht auf Vorliegen
einer HPAIV-H5N1-Infektion geduBert werden, wenn eine Katze mit den unter
Abschnitt 113.3 genannten Symptomen vorgestellt wird, die als Freilduferkatze
Zugang zu Vogeln oder deren Ausscheidungen hat, vor allem dann, wenn sie aus
einem Gebiet stammt, in dem bereits Fille hochpathogener avidrer Influenza
H5N1 bei Vogeln aufgetreten sind. In diesem Fall sollten zunéchst
Vorsichtsmaflnahmen getroffen werden. Die entsprechende Katze sollte isoliert
werden, der Kontakt mit ihr auf ein Minimum reduziert werden, und
Kontaktpersonen sollten Schutzkleidung tragen.

Widersetzliche Katzen sollten bei der Probennahme sediert werden, um die
Gefahr fiir den Untersucher zu reduzieren und die Gewinnung einwandfreier
Proben zu gewéhrleisten. Ein in-house Influenza-Antigen-Schnelltest kann
aufgrund der niedrigen Sensitivitit des hier untersuchten Schnelltests nicht
empfohlen werden. Wie bereits erwihnt, muss aber bei Vorliegen eines positiven
Schnelltest-Ergebnisses dringend mit einer HPAIV-H5NI1-Infektion gerechnet
werden.

Zur Bestitigung des Verdachts oder zum Ausschluss einer HSN1-Infektion ist bei
lebenden Katzen die Entnahme von Rachentupferproben am besten geeignet. Der
Nachweis von H5NI1-RNA mittels RRT-PCR stellt ein schnelles und

zuverlédssiges Verfahren dar, eine Virusausscheidung bei der Katze festzustellen.

8 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das Risiko fiir Katzen, sich mit HPAIV H5N1
zu infizieren, unter epidemiologischen Bedingungen, wie sie bislang in
Deutschland vorlagen, sehr gering ist. Katzen scheinen also keine grofle Rolle in
der Verbreitung des Virus und in der Ubertragung auf den Menschen zu spielen.
Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass sich dieser Umstand dndern kann, da
Influenzaviren einer stindigen Variabilitit unterworfen sind und sie dadurch

schnell neue Eigenschaften erlangen konnen (WEBSTER et al., 1992).
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Die Befiirchtung von Experten, Katzen konnten HPAIV H5N1 eine Gelegenheit
bieten, sich besser an Sdugetiere anzupassen und damit die Gefahr der Entstehung
einer humanen Influenzapandemie erhéhen (KUIKEN et al., 2004; KUIKEN et
al., 2006; RIMMELZWAAN et al., 2006), scheint fiir die Katzenpopulation
Deutschlands nicht zuzutreffen. Dies konnte aber in Asien der Fall sein, da dort
Hinweise auf weit verbreitete Infektionen von Katzen bestehen (BUTLER, 2006;
MACKENZIE, 2007; PROMED-MAIL, 2007).

Auch wenn das Risiko einer Infektion mit HPAIV H5N1 in Deutschland gering
ist, sollte auch in Gegenden mit nur sporadischem Vorkommen von
hochpathogener avidrer Influenza bei Wildvogeln ein Kontakt zwischen Katzen
und Vogeln dadurch vermieden werden, dass Katzen im Haus gehalten werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnen aber dazu beitragen, die Panik bei
Katzenhaltern und in der Bevdlkerung bei neuen Ausbriichen hochpathogener

avidrer Influenza HSN1 zu mindern.
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VII Zusammenfassung

Julia Marschall
Untersuchungen zum Vorkommen aviirer Influenza-A-Viren bei
Freilduferkatzen in Gebieten mit Auftreten hochpathogener aviirer

Influenza A HSN1 bei Wildvogeln

Katzen sind sehr empfinglich fiir Infektionen mit hochpathogenem avidrem
Influenzavirus des Subtyps HS5N1 (HPAIV H5N1). Bislang ist allerdings nur
wenig zur Rolle der Katze bei der Verbreitung des Virus und zur Pathogenese der
Infektion bei der Katze, beispielsweise iiber die Haufigkeit des Vorkommens
subklinischer Infektionen, bekannt.

Im ersten Teil der Arbeit (Publikation 1) wurde daher die Pravalenz von avidrem
Influenzavirus HSN1 und die Privalenz von Antikérpern bei Katzen aus Gebieten
mit Auftreten von hochpathogener avidrer Influenza A HS5NI1 bei Vogeln
untersucht. Dafiir wurden zum einen Freilduferkatzen aus Influenza-A-H5N1-
Restriktionsgebieten ~ in  Deutschland ~ und  Osterreich  untersucht.
Restriktionsgebiete (jeweils Sperrbezirk und Beobachtungsgebiet) wurden fiir die
Dauer von 30 Tagen im Umkreis von insgesamt 10 km um den Fundort von
HPAIV-H5N1-infizierten = Vogeln  eingerichtet. Zum  anderen  wurden
Freilduferkatzen mit akuten respiratorischen Symptomen untersucht, die einen
Verdacht auf HPAIV-H5N1-Infektion bedingten. Diese Katzen stammten nicht
direkt aus einem Restriktionsgebiet, lebten aber maximal 100 km von Gebieten
entfernt, in denen bereits vorher Gefliigelpest-Fille aufgetreten waren oder spéter
auftraten.

Bei insgesamt 171 Katzen, davon 132 Katzen aus Restriktionsgebieten, 28 Katzen
mit respiratorischen Symptomen und elf Katzen, bei denen beide Kriterien
zutrafen, wurden Rachentupfer und Blutproben entnommen und die klinischen
Symptome der Tiere erfasst. Die Rachentupfer wurden mittels Real-Time-
Reverser-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RRT-PCR) auf  das
Vorhandensein von Influenza-A-Viren getestet, das Serum wurde mittels
Héamagglutinationshemmungstest (HAH-Test) auf das Vorliegen von Antikorpern
untersucht.

Im zweiten Teil der Studie (Publikation 2) wurde ein humaner Influenza-

Schnelltest, der kommerziell fiir die HSN1-Diagnostik bei Katzen vertrieben wird,
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evaluiert. Hierfiir wurden zum einen Proben von 114 Freilduferkatzen einbezogen,
die entweder aus Influenza-A-HS5N1-Restriktionsgebieten kamen oder akute
respiratorische ~ Symptome  zeigten, zum  anderen  wurden  zwoOIlf
Rachentupferproben experimentell mit HSNI1 (A/cat/Germany/R606/2006)
infizierter Katzen untersucht und die Ergebnisse des Antigen-Schnelltests mit den
Ergebnissen der PCR verglichen. Die dritte Publikation gibt einen Uberblick iiber
feline HPAIV-H5NI1-Infektionen mit besonderer Beriicksichtigung praktischer
Aspekte bei Vorliegen eines Infektionsverdachts bei Katzen.

Alle Proben der untersuchten Feldkatzen waren sowohl in der PCR als auch im
Schnelltest negativ. Es bestanden somit keine Hinweise auf eine Infektion, weder
klinisch apparent noch inapparent. Ebenso konnten keine Hinweise auf
iiberstandene Infektionen gefunden werden; keine der untersuchten Katzen wies
Antikorper auf. Die Privalenz von HPAIV HS5NI lag somit bei < 1,8 % (mit
95 %iger Sicherheit), die Privalenz der Antikorper war mit 95 %iger Sicherheit
<2,6 %.

Von den zwolf in die Studie einbezogenen experimentell infizierten Katzen
zeigten in der PCR neun Proben ein positives und drei ein negatives Ergebnis. Bei
allen zwolf Tupferproben verlief der Antigen-Schnelltest negativ. Bei allen in der
PCR negativen Feldkatzen verlief der Schnelltest ebenfalls negativ. Die Spezifitét
des Schnelltests lag somit mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit bei > 97,4 %, die
Sensitivitét lag lediglich bei < 28,4 % (95 %-Konfidenzintervall: 0,0000-0,2831).
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass das Risiko einer Infektion mit HPAIV
H5NI1 fiir Katzen unter Bedingungen wie sie bislang in Deutschland und
Osterreich vorlagen sehr gering ist. Katzen scheinen somit keine groBe Rolle in
der Verbreitung des Virus und in der Ubertragung auf den Menschen zu spielen.
Zwar sollten weiterhin Vorsichtsmalnahmen eingehalten werden und Katzen in
Restriktionsgebieten im Haus gehalten werden; die Ergebnisse dieser Arbeit
tragen aber dazu bei, die Panik bei Katzenhaltern und in der Bevdlkerung zu
reduzieren. Der untersuchte Influenza-Antigen-Schnelltest liefert keine
zuverlédssigen Ergebnisse bei der Diagnostik von HSN1-Infektionen bei Katzen, so
dass sein Einsatz bei Vorstellung verdachtiger Katzen in der Praxis nicht

empfohlen werden kann.
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Vil Summary

Julia Marschall
Prevalence of avian influenza viruses in cats from areas with occurrence of

highly pathogenic avian influenza H5N1 in birds

Cats have shown to be highly susceptible to highly pathogenic avian influenza A
virus subtype H5SN1 (HPAIV H5N1), but only little is known about their role in
the spread of the virus and about its pathogenesis in cats. The extent of subclinical
infections in cats, for example, remains to be investigated.

Therefore, prevalence of influenza A H5N1 virus and prevalence of antibodies in
cats from areas with occurrence of highly pathogenic avian influenza H5N1 in
wild birds were evaluated in this study (publication 1). Two groups of cats were
included; cats either lived in a restriction zone (defined as an area within a 10
kilometre radius around the location of a detected outbreak of avian influenza
HS5NT1 in birds) or they showed signs of acute respiratory disease. Only cats with
outdoor access were included. Samples of cats from restriction zones were taken
during the time of official declaration of the respective area as restriction zone (for
30 days after the discovery of HPAIV H5NI in birds). Cats with respiratory
symptoms also came from regions relatively close to prior or future outbreaks of
avian influenza in birds (less than 100 kilometres).

A total of 171 cats were examined; 132 cats came from restriction zones, 28 cats
showed respiratory signs, and 11 cats met both criteria. Pharyngeal swabs were
examined for influenza A virus using real-time reverse transcriptase PCR (RRT-
PCR); serum samples were tested for antibodies using haemagglutination
inhibition test (HAH-Test).

In the second part of the study (publication 2), a rapid test for the in-house
detection of influenza virus antigen in humans, which is also sold for the
diagnosis of H5N1 infection in cats, was evaluated. On the one hand, samples
from 114 cats with outdoor access in restriction zones or with acute respiratory
signs were included; on the other hand, 12 swabs from experimentally infected
cats (strain A/cat/Germany/R606/2006) were examined. Results of the influenza
rapid detection test were compared to the PCR results. The third publication gives
a review on feline HPAIV H5NI1 infections with a focus on practical aspects for

veterinarians.
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All samples from field cats were negative in both PCR and rapid test, so none of
the cats showed evidence of infection — neither symptomatic nor asymptomatic —
with H5N1 virus. There was also no evidence of overcome infections, as
antibodies were negative in all cats as well. Hence, prevalence of H5N1 virus was
determined to be less than 1.8 % and prevalence of antibodies was less than 2.6 %
(with a probability of 95 %). In the experimentally infected cats, nine samples
were positive (9/12) and three samples (3/12) were negative in the RRT-PCR,
while all samples showed negative results in the rapid antigen detection test. In all
field cats that tested negative in the PCR, the rapid test was negative as well.
Specificity of the rapid test was therefore determined to be higher than 97.4 %,
whereas sensitivity was lower than 28.4 %.

The study shows that in epidemiologic situations as they occurred in Germany and
Austria, the risk for cats of contracting HPAIV H5N1 is very low. Therefore, cats
do not seem to play a major role in the epidemiology of HS5NI1 and its
transmission to humans. Still, precautions should be taken and cats should be kept
indoors in restriction zones, but the results of this study can help to prevent panic
in the population and in cat owners when faced with another outbreak of highly
pathogenic avian influenza in birds. The rapid antigen detection test which was
evaluated in this study is not reliable for diagnosing H5N1 infection in cats nor
can it be used to help the veterinarian decide how to proceed with a suspicious cat.

Its application can therefore not be recommended.
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