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Zusammenfassung

967 Serumproben aus 111 schweinehaltenden Be-
trieben, die im Zeitraum von Jénner 2002 bis November
2003 aus den dsterreichischen Bundeslédndern Burgenland,
Niederdsterreich, Oberdsterreich und Steiermark entnom-
men worden waren, wurden mittels Hamagglutinationshem-
mungstest auf das Vorkommen von 9 unterschiedlichen
Stdmmen der Schweineinfluenzavirus-Subtypen H1N1,
H3N2 und H1N2 untersucht. Der erst unldngst be-
schriebene Subtyp H1N2 konnte erstmals in Osterreich
nachgewiesen werden. Die Seropravalenzen und Seroinzi-
denzen der unterschiedlichen Sub- und Antigentypen in
Osterreichischen Schweinebetrieben wurden ermittelt und
mdogliche Assoziationen mit klinischen Symptomen
analysiert.

Abkirzungen: Abs = antibodies; AK = Antikoérper; FLUAV/sw =
Schweineinfluenzavirus; H = Hamagglutinin; HAE = Hamagglu-
tinierende Einheiten; HAH = Hamagglutinationshemmtest; HI =
Hamagglutinationsinhibition oder Hamagglutinationshem-
mungsreaktion, MDBK = Madin-Darby bovine kidney; N = Neu-
raminidase; PBS = Phosphate Buffered Saline; PRRSV = Porcine
Respiratory and Reproductive Syndrome Virus
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Investigation on the occurrence of the porcine influen-
za virus A-subtype H1N2 in Austria
Introduction

For 85 years swine influenza has represented a huge
health problem in swine production. The basic elements for
the evolution of influenza viruses are antigenic drift and
antigenic shift, but of these two the more important factor
is antigenic shift, which occurs because of interspecies
transmission in toto or through genetic reassortment. The
subtypes H1N1 and H3N2 have been enzootic in Euro-
pean’s swine producing countries for the last 20 years. In
1994 a new subtype, H1N2, was isolated in Great Britain
and spread to the continent. In some European countries
this new subtype has been detected during the last years
and all three subtypes are circulating now concurrently.
The aim of this study was the screening for the subtype
H1N2 in the Austrian pig population.
Material and methods

967 serum samples of 111 farms collected from Janu-
ary 2002 until November 2003 in Burgenland, Lower Aus-
tria, Styria, and Upper Austria were analysed by hemag-
glutination inhibition test against 9 different swine influen-
za A virus strains of the subtypes H1N1, H3N2, and H1N2.
The new subtype H1N2 was detected in Austria for the first
time. HIN2 was only detected in two single animals from
different farms, which reacted negative against the other
two subtypes. As the other samples displaying anti-H1N2-
Abs also exhibited marked reactions against the other two
subtypes, these cases were considered to be false positive
of HIN2 due to possible cross reaction with HIN1 and
H3N2.
Results and discussion

Seroprevalences and seroincidences (seroincidences
stand for shortly dated back infections whereas seropreva-
lences comprise all antigen contacts independent from
time) of different subtypes and antigen types of influenza A
viruses in Austrian swine farms were investigated and
associations with disease symptoms were analysed. The
results of the vaccinated and of the not vaccinated popula-
tion were evaluated separately each on the basis of indi-
vidual animals and on farm level. The seroprevalence for
the 802 not vaccinated animals added up to 33.5 % for the
subtype H1N1, 14.5 % for H3N2, and 12. 8 % for H1N2; the
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seroincidence was 13.2 % for HIN1, 5.6 % for H3N2, and
2.7 % for HIN2. The 110 vaccinated animals spreaded as
follows: 70.0 % (H1N1), 47.7 % (H3N2), and 39.1 %
(H1N2); the analysis of the incidence (incidences of vacci-
nated animals stand for a shortly dated back vaccination)
resulted in 41. 2 % for HIN1, 22.7 % for H3N2, and 7.2 %
for HIN2. The seroprevalence of the 47 not vaccinated
farms was 34.0 % for HIN1, 6.4 % for H3N2, and 8.5 %
for HIN2; the seroincidence added up to 4.3 % for H1N1,
and 2.1 % for H3N2, and 0 % for H1N2. The results of the
13 vaccinated farms showed a prevalence of 76.9 %
(H1N1), 53.9 % (H3N2), and 30.8 % (H1N2); the inci-
dences on farm level were 38.5 % for HIN1, and 15.4 %
for H3N2, and 0 % for H1N2.

Based on statistical investigations the only association
between results and disease symptoms was found
between animals with reproduction problems and the sub-
type H1N1.

Einleitung

Das Influenzavirus Typ A (Influenza A virus, FLUAV)
aus der Familie der Orthomyxoviridae ist sowohl beim
Geflugel als auch beim Saugetier ein hoch kontagidser
Erreger respiratorischer Erkrankungen (EASTERDAY u.
HINSHAW, 1992). Bei den Influenzaviren werden aufgrund
ihres Genoms 3 verschiedene Typen (A, B, C) unter-
schieden und taxonomisch 3 verschiedenen Genera zuge-
ordnet, wobei beim Schwein nur der Typ A klinische
Bedeutung hat (REGENMORTEL et al., 2000). Influenza A
Viren besitzen 8 Segmente einer einzelstrdngigen RNA
negativer Polaritdt. Aufgrund der Segmentierung ist ein
Austausch einzelner RNA-Segmente bei Doppel- oder
Mehrfachinfektionen einer einzelnen Zelle mdglich (Shift
oder Reassortment), der in klrzester Zeit zu neuen
Genomkonfigurationen und Subtypen flihren kann. Dieser
Prozef3 spielt neben der genetischen Drift Uber Punktmu-
tationen eine groBe Rolle in der Influenzavirusevolution.
Anhand des unterschiedlichen Aufbaus der Glykoproteine
Hamagglutinin (H) und Neuraminidase (N) werden 15 ver-
schiedene H&magglutinin- und 9 Neuraminidase-Typen
des Influenzavirus Typ A unterschieden, die als Basis fir
die Subtypisierung der Influenza A Viren dienen. Beim
Schwein haben sich 3 Subtypen des Influenza A Virus
(FLUAV/sw) in der Population etabliert. Die Subtypen
H1N1 und H3N2 sind seit Ende der 1970er Jahre als
Erreger respiratorischer Erkrankungen in Europa préva-
lent. Der Subtyp H1N2 hat sich Anfang der 1990er Jahre
Uber Reassortments in Westeuropa entwickelt (OLSEN,
2002; REETH, van, 2001).

Das klinische Erscheinungsbild der Schweineinfluenza
auBert sich in Form einer akuten Bronchopneumonie. Kar-
dinalsymptome sind frequente Atmung, hohes Fieber und
Abgeschlagenheit. Respiratorische Symptome wie Tachy-
pnoe, Dyspnoe, Husten und NasenausfluB sowie eine
stark erhdhte innere Koérpertemperatur assoziiert mit
Apathie und Inappetenz dominieren das Krankheitsbild;
auch Kreislaufstérungen kénnen auftreten (OLSEN, 2002).
Die Inkubationszeit betrdgt 1 bis 5 Tage. Der Krank-
heitsverlauf ist relativ heftig und kurz. Nach 3 bis 5 Tagen
erholen sich die Tiere wieder. Wéahrend die Morbiditatsrate
beinahe 100 % betragt, liegt die Mortalitatsrate unter 1 %
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(EASTERDAY u. HINSHAW, 1992). Neben dem typischen
akuten Verlauf kennt man eine chronische Verlaufsform,
die sich als Abortusgeschehen in der zweiten Halfte der
Trachtigkeit manifestiert (LABURN et al., 2003; WALLACE
u. ELM, 1979) oder zur Geburt lebensschwacher Ferkel
fuhrt, die auf Grund einer mangelnden oder fehlenden Ko-
lostrum- beziehungsweise Milchaufnahme zum Kimmern
neigen (CHOI et al., 2004; DEE, 1995).

Das Schweineinfluenzavirus kann eine zentrale Rolle bei
der Entstehung von neuen humanen Influenzavirus-Sub-
typen spielen, weil das Schwein sowohl fiir andere Sauge-
tier-Subtypen als auch fir Gefligel-Subtypen empféanglich
ist. Das Trachealepithel der Schweine verfiigt neben 2,3-N-
Acetyl-Neuraminsaure-Galactose-Rezeptoren, die passend
fur Gefllgelinfluenzavirus sind, auch Uber 2,6-N-Acetyl-Neu-
raminsaure-Galactose-Rezeptoren, an denen Saugetier-
Subtypen binden kénnen. Aus diesem Grund ist das
Schwein fir Infektionen mit Stdmmen unterschiedlicher
Spezies pradestiniert, wodurch es zum Reassortment von
Geflugel-, Schweine- und humanen Subtypen kommen
kann. Das Schwein wird deshalb als sogenanntes ,mixing
vessel“ bezeichnet. Eine Direktiibertragung von Schweinein-
fluenzaviren auf den Menschen ist moglich (CHOI et al.,
2002).

Die Schweineinfluenzavirus-Subtypen H1N1 und H3N2
sind seit den 1980er Jahren in den schweineproduzieren-
den Landern Europas enzootisch. Der Subtyp H1N2 konn-
te erstmals 1994 in GrofBbritannien isoliert werden
(BROWN et al., 1995) und verbreitete sich von dort aus in
das kontinentale Europa, wo er zuerst in Frankreich, ltalien,
Belgien und Deutschland nachgewiesen wurde (GOUR-
REAU et al., 1994; REETH et al., 2000; SCHRADER u.
SUSS, 2002). Mittlerweile zirkulieren alle 3 Subtypen in
Europa. Obwohl das durch die 3 Subtypen verursachte
Krankheitsbild identisch ist, gibt es groBe genetische und
antigenetische Unterschiede. Wé&hrend das Hamagglutinin
des H1N2-Subtyps aus humanen H1N1-Stdmmen her-
vorgeht, wurde die Neuraminidase von einem porcinen
H3N2-Stamm Ubernommen. AuBerdem zeigen die inter-
nen viralen Gene aller 3 Subtypen genetische Ahnlichkeit
mit avidren Influenzavirusstdmmen (LABARQUE et al.,,
2004a; REETH et al., 2002, 2003a, 2003b, 2004).

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob der Sub-
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Tab. 1: Ubersicht tber in der Hamagglutinationshemmungsreaktion eingesetzte Influenzavirusstimme

Influenzavirusstamm Herkunft Charakteristik H-Antigentyp'
A/swine/...

H1N1

Bakum/3543/98 Deutschland Feldisolat H1 1
Potsdam/ 1/81 Deutschland Feldisolat H1 1
IDT/Re 230 Impfstoffwerk Dessau-Tornau GmbH Impfstamm H1 1
Bakum/ 5/95 Deutschland Feldisolat H11l
H1N2

Scotland/410440/94 GrofB3britannien Feldisolat H1 1l
England/17394/96 GrofB3britannien Feldisolat H1 1l
Bakum/1832/00 Deutschland Feldisolat H1 1l
H3N2

Bakum/ 909/93 Deutschland Feldisolat H3
IDT/Re 220 Impfstoffwerk Dessau-Tornau GmbH Impfstamm H3

' Eine Einteilung in Antigentypen ist gegenwartig noch nicht tblich, wird aber in der Zukunft erforderlich sein, da die Antigentypisierung
auch fur den Impfschutz Bedeutung hat; die Antigentypisierung wurde zum besseren Verstéandnis der Gesamtthematik entworfen und

aufgestellt.

typ HIN2 auch in 6&sterreichischen Schweinebetrieben
vorkommt, und zusatzlich epidemiologische Daten zur
Pravalenz der anderen beiden Subtypen (H1N1 und
H3N2) zu erfassen. Aufgrund der benachbarten Lage
Osterreichs zu Deutschland wurden iiberwiegend aktuelle
Schweineinfluenzavirusisolate aus Deutschland in die
Untersuchungen mittels HI-Test einbezogen. Wegen des
auf den Subtyp H1N2 ausgerichteten Schwerpunktes der
Fragestellung wurden Prototypen des H1N2-Subtyps aus
GroBbritannien zusétzlich involviert. Weiterhin wurden 2
Impfstdmme eines im Jahr 2003 neu in Deutschland zuge-
lassenen Influenzaimpfstoffes fir Schweine in das Unter-
suchungsprogramm integriert.

Material und Methode

Herkunft des Probenmaterials

Es wurden 967 Serumproben untersucht, welche im
Zeitraum von Janner 2002 bis November 2003 in 111
Betrieben (1 - 39 Proben je Betrieb, durchschnittlich 8,7 pro
Betrieb) in den 6sterreichischen Bundesldndern Burgen-
land, Niederosterreich, Oberdsterreich und Steiermark im
Zuge eines allgemeinen Screening-Programmes entnom-
men worden waren. Die Seren wurden wurden bis zur
weiteren Untersuchung bei -80 °C tiefgefroren. Die Proben
stammten von Tieren unterschiedlicher Altersgruppen mit
folgender Verteilung: 35,7 % Laufer, 25,9 % Jungsauen,
15,2 % Eber, 12,3 % trachtige Sauen und 10,9 % Ferkel.
82,9 % der Tiere waren nicht geimpft, 11,5 % mit den han-
delsublichen Impfstoffen Gripovac® (Merial, Hallbergmoos,
Deutschland) und Viraflu® (Merial, Altzulassung desselben
Produkts) geimpft; bei 5,6 % war der Impfstatus unbekannt.
Auch die klinische Symptomatik wurde erhoben (68,0 %
ohne klinische Symptome, 32,0 % Kimmern bei Ferkeln
und Zuchtlaufern, 19,4 % Reproduktionsstérungen bei

Jungsauen und trachtigen Sauen, 4,3 % langer zurlck-
liegende respiratorische Erkrankungen und 4,1 % aktuelle
respiratorische Erkrankungen, sowie 3,7 % sowohl respira-
torische Erkrankungen als auch Reproduktionsstérungen
ebenfalls auf Jungsauen und trdchtige Sauen bezogen).
Geimpfte Tiere wurden separat bewertet und nicht in die
Erhebungen zur epidemiologischen Situation einbezogen.

Hamagglutinationshemmungsreaktion

Die serologischen Untersuchungen erfolgten mittels
Hamagglutinationshemmungsreaktion. Die Blutproben
wurden zentrifugiert und die Seren abgenommen. Es erfol-
gte eine Vorbehandlung der Seren mit Neuraminidase
(DADE BEHRING, ORKDO 05, Fa. Dade Behring, Schwal-
bach, Deutschland) 14 - 18 h bei 37 °C. AnschlieBend
wurden die Proben mit Natriumcitrat (1,5 %ig) versetzt und
30 min bei 56 °C inaktiviert. Dann wurden die Seren 1 h
lang bei 4 - 8 °C an Huhnererythrozyten adsorbiert.

Insgesamt wurden insgesamt 9 Influenzavirusstimme
in die Untersuchungen einbezogen (siehe Tab. 1). Die
Influenzavirusstdmme wurden auf Zellkulturen (MDBK)
vermehrt, nach der Ernte separat gepoolt, bei 4 - 8 °C
gelagert und entsprechend dem Bedarf als Antigensus-
pension verwendet. Die Antigensuspensionen wurden je-
weils auf 8 hamagglutinierende Einheiten (HAE) ein-
gestellt. Die eingestellten Antigensuspensionen wurden in
einer Rucktitration der im Test verwendeten Antigensus-
pension nochmals Uberprift.

Zur Testdurchfihrung wurden die durch die Vorbehand-
lung bereits 1:10 vorverdinnten Seren auf Mikrotiterplatten
logarithmisch zur Basis 2 titriert. AnschlieBend wurde das
gleiche Volumen (25 pl) der auf 8 HAE eingestellten Anti-
gensuspension in alle Kavitaten der Mikrotiterplatte pipet-
tiert und das Antigen-Antikdrper-Gemisch 30 min bei 20 -
25 °C inkubiert. Fir eine Erythrozytenkontrolle wurden in
mehrere Kavitdten einer Mikrotiterplatte 50 pl Phosphate
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Buffered Saline (PBS) pipettiert. AnschlieBend wurden zu
allen Mikrotiterplatten 50 pl einer auf 0,5 % eingestellten
Huhnererythrozytensuspension gegeben. Die Reaktionen
wurden dann bei 20 - 25 °C 30 min inkubiert.

Bei jedem Testansatz wurden seronegative Seren als
Negativkontrollen und seropositive Seren als Positivkon-
trollen eingesetzt. Weiterhin wurde fir jedes Serum eine
Serumkontrolle (keine Antigenzugabe) mitgefiihrt, um
unspezifische  H&magglutinationshemmungen  aus-
schlieBen zu kénnen.

Der Test war auswertbar, wenn in der Antigenrucktitra-
tion bis zur Verdiinnungsstufe 1:8 eine Haemagglutination
ablesbar war, in allen Kavitaten der Erythrozytenkontrolle
eine vollstdndige Sedimentation der Erythrozyten als
Knopfbildung erkennbar war, der ermittelte HI-Antikérper-
titer der positiven Kontrollseren dem bekannten Wert
entsprach und das negative Kontrollserum keinen Antikor-
pertiter erkennen liel3.

Das Ergebnis der Untersuchung wurde als Titer der
hédmagglutinationshemmenden Antikdrper der jeweils
untersuchten Serumprobe ausgedriickt und entsprach der
hoéchsten Verdlinnungsstufe der Serumprobe, in der eine
vollstindige Hemmung der Hadmagglutination auftrat.

Einstufung der Hamagglutinationshemmungstiter

In umfassenden Untersuchungen zur Antikérperkinetik
bei experimentell infizierten Schweinen, geimpften
Schweinen und natirlich infizierten Schweinen im Impf-
stoffwerk Dessau-Tornau konnte nachgewiesen werden,
daB die hamagglutinationshemmenden Antikdrper einer
Dynamik unterliegen, die Aussagen zur Aktualitat der
Infektionen auf Bestandsebene erméglichen (DURRWALD
u. SELBITZ, 2002; DURRWALD et al., 2004a). Eine Woche
nach einer Influenzavirusinfektion treten spezifische
Antikérper auf, die maximal eine Woche auf diesem
Niveau bestehen bleiben, um dann regelméaBig eine Titer-
stufe pro Woche abzufallen und sich 6 bis 8 Wochen nach
der Infektion auf ein stabileres Niveau einzustellen, daf3
dann nur langsam abflacht. Diese Dynamik wurde genutzt,
um die ermittelten Antikoérpertiter hinsichtlich Seropré-
valenz und Seroinzidenz einordnen zu kénnen. Als Sero-
pravalenz wird der Anteil untersuchter Individuen oder
Bestande definiert, der zum Zeitpunkt der Probenent-
nahme insgesamt seropositiv war. Als Seroinzidenz wird
der Anteil der Individuen oder Bestande definiert, die auf-
grund der Antikdrperhdhe auf einen aktuellen Infektions-
schub schlussfolgern lassen. Wenn auf Bestandsebene
bei mehr als 50 % der untersuchten Schweineseren Titer
hoéher als 1:160 nachzuweisen waren, wurden die Infektio-
nen als aktuelle Infektionen eingestuft. Die Einstufung als
aktuell ist relativ und deutet an, daf3 die Infektionen nicht
langer als 4 bis 6 Wochen zurlickliegen (Seroinzidenz).
Waren die Titer niedriger, wurden die Infektionen als langer
zurlickliegende Infektionen eingestuft. Aktuelle und
zurlckliegende Infektionen zusammen definieren die
Seropravalenz.

Die Blutproben wurden nach folgenden Titerhéhen be-
wertet:

Titer < 1:20 negativ,

Titer < 1:160 als l&nger zurlckliegende Infektionen,

Titer > 1:160 als relativ aktuelle Infektionen.

Probleme bei dieser Einstufung treten bei Tieren mit
mehrfachen Antigenkontakten auf. Dies betrifft vor allem
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altere Sauen, die entweder mehrfach geimpft wurden oder
mehrere Infektionsschiibe durchlaufen haben, deshalb
hoéhere Basistiter aufweisen und somit aktuelle Infektionen
vortduschen koénnen. Diese Fehlermdglichkeit wird
dadurch kompensiert, da3 Schweine eine hohe Durch-
satzrate haben und somit durchschnittlich kein hohes
Lebensalter erreichen. Weiterhin wird dieser Fehler durch
die Bewertung auf Bestandsebene ausgeglichen, indem
hier nur eine positive Bewertung erfolgt, wenn mehr als
50 % der Tiere reagieren; dadurch bleiben die wenigen,
alteren Einzeltiere mit hohen Titern unbertcksichtigt. Auf
Ebene der einzelnen Individuen gleicht sich der Fehler
Uber die hohe Gesamtzahl der Individuen aus. Bei der
Testvalidierung zeigte sich, daB mehrheitlich bereits
Antikorpertiter ab 1:20 positiv bewertet werden kénnen.
Der Terminus ,langer zuriickliegende Infektionen® besagt,
daf3 die Tiere Antigenkontakte hatten, die l&nger als 4 bis
6 Wochen zuriickliegen. Verlaufsuntersuchungen nach
experimentellen Infektionen mit Feldstimmen zeigten, da3
diese Antigenkontakte langer als ein Jahr zuriickliegen
kdnnen (DURRWALD et al,, 2004a); somit kénnen die
Seroprévalenzen nur einen Uberblick tber die Antigenkon-
takte geben, diese jedoch nicht auf einen Zeitraum ein-
schréanken.

Die Seropréavalenzen (Titer > 1:20) und Seroinzidenzen
(Titer > 1:160) wurden auf Individualebene (Basis Einzel-
serum, Individualpravalenz, Individualinzidenz) und auf
Bestandsebene (Basis Betrieb, Herden- oder Bestands-
pravalenz, Herden- oder Bestandsinzidenz) erstellt.

Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm-
paket SPSS fur Windows, Version 9.0.1. Tiere mit einem
Titer von > 1:20 wurden als positiv fur die Pravalenz-
schéatzung, solche mit einem Titer von > 1:160 als positiv fir
die Inzidenzschéatzung definiert. Flr die Untersuchung von
Assoziationen zwischen klinischen Symptomen und Titer-
status wurden die definierten klinischen Symptome als
binomiale Dummyvariablen definiert. Die Auswertung
erfolgte dann mit dem Fisher-Yates-Test (BORTZ u.
LIENERT, 1998). Der Pravalenz- und Inzidenzvergleich
zwischen geimpften und ungeimpften Tieren wurde eben-
falls mittels Fisher-Yates-Test durchgefiihrt mit einer statis-
tischen Signifikanz < 0,01 beziehungsweise < 0,05 (Tab. 2),
der Pravalenz- und Inzidenzvergleich zwischen den Bun-
deslandern erfolgte mittels Chi2-Test mit einer statistischen
Signifikanz < 0,01 (Tab. 3 u. 4), wobei signifikante Ab-
weichungen einzelner Bundeslénder durch standardisierte
Residuen ermittelt wurden (BROSIUS u. BROSIUS, 1995).

Ergebnisse

Im Verlauf dieser Studie konnte der Schweineinfluenza-
virus A-Subtyp H1N2 in Osterreich serologisch nach-
gewiesen werden. Fir diesen Stamm liegen 2 gesicherte
positive Untersuchungsergebnisse aus 2 verschiedenen
Betrieben in der Steiermark vor. In beiden Fallen war je-
weils nur ein Tier betroffen, welches negativ gegeniber
den Subtypen H1N1 und H3N2 reagierte. Bei beiden
Betrieben handelte es sich um kombinierte Betriebe mit 50
Zuchtsauen und 100 Mastplatzen beziehungsweise 100
Zuchtsauen und 270 Mastplatzen. Die Tiere beider
Betriebe waren gegen Erysipelothrix rhusiopathiae, Myko-
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plasmen und Porcines Parvovirus vakziniert, ein Betrieb
impfte die Zuchtsauen zusatzlich mittels eines inaktivierten
Impfstoffes gegen PRRSV, der zweite vakzinierte gegen E.
coli und Rhinitis atrophicans. Die positiven Reagenten
waren in beiden Betrieben Ferkel, die kimmerten. Bei den
weiteren H1N2-seropositiven Proben aus anderen
Betrieben konnte ein falsch-positives Ergebnis auf Grund
einer Kreuzreaktion mit den anderen beiden Subtypen im
HI-Test nicht sicher ausgeschlossen werden, da die Tiere
zugleich auch Antikorpertiter gegen H1N1 und/oder H3N2
aufwiesen. Zusatzlich zum erstmaligen serologischen
Nachweis des Subtyps H1N2 wurden die Seropréavalenz
und Seroinzidenz der anderen beiden Subtypen berechnet
und mdogliche Assoziationen mit klinischen Symp-
tomenkomplexen analysiert.

Insgesamt konnten 43,7 % der Serumproben als
Influenza-positiv bewertet werden. Hiervon wiesen 23,6 %
Antikdrper gegen nur einen Subtyp, 10,5 % gegen 2 Sub-
typen und 9,7 % Antikdrper gegen alle 3 Subtypen auf. In
Folge wurden alle Ergebnisse getrennt nach geimpfter und
nicht geimpfter Population ausgewertet. Die Unterschei-
dung zwischen einem geimpften und einem nicht
geimpften Tier wurde wie folgt definiert: Da 6 bis 8 Monate
nach der Vakzinierung noch Wechselwirkungen zwischen
den Impfantikérpern und Antigenen, die auf Grund einer
Infektion mit dem Feldvirus entstehen, auftreten, die einem
Booster-Effekt entsprechen, wurde der Differen-
zierungszeitraum noch um einige Monate verlangert. Alle
Tiere, die innerhalb von 12 Monaten vor der Gewinnung
der Blutprobe vakziniert worden waren, galten als geimpft.
Auf Betriebsebene wurde derselbe Zeitraum gewéhlt und
die Definition ,geimpfter Betrieb® galt auch fir Besténde, in
denen nur ein Teil der Tiere vakziniert worden war. Die Sero-
pravalenz der 802 ungeimpften Tiere betrug fir den Subtyp
H1N1 33,5 %, fir H3N2 14,5 % und fur HIN2 12,8 %. Die
Seroinzidenz der ungeimpften Population verhielt sich wie
folgt: HIN1: 13,2 %, H3N2: 5,6 % und H1N2: 2,7 %. Unter
den 110 vakzinierten Tieren waren 70 % H1N1-positiv,
47,7 % der Tiere hatten Antikérper gegen H3N2 und 39,1 %
reagierten positiv gegentiber H1N2-Stdmmen. Die Auswer-
tung der Inzidenzen (Inzidenzen sprechen im Falle
geimpfter Tiere fir nicht lange zurlckliegende Impfungen)
der geimpften Population ergab folgende Werte: 41,2 % fur
H1N1, 22,7 % fur H3N2 und 7,2 % fur H1N2.

Die Seropravalenz fir die 47 ungeimpften Betriebe
fir den Subtyp H1N1 betrug 34,0 %, fur H3N2 6,4 % und
fir HIN2 8,5 %. Die Seroinzidenz der ungeimpften Betriebe
verhielt sich wie folgt: HIN1: 4,3 % und H3N2: 2,1 %. Fur
die 13 vakzinierten Betriebe ergaben sich eine Seropra-
valenz von 76,9 % (H1N1), 53,9 % (H3N2) und 30,8 %
(H1N2). Die Inzidenzen der geimpften Betriebe betrugen
fir HIN1 38,5 % und fir H3N2 15,4 %. Weder die
vakzinierten noch die nicht vakzinierten Betriebe wiesen
eine aktuelle H1N2-Infektion auf. 31,5 % der seropositiven
Betriebe hatten Antikérper gegen alle 3 Subtypen,
wahrend nur 14,4 % Antikérper gegen 2 verschiedene
Subtypen und 21,6 % Antikdrper gegen einen Subtypen
aufwiesen.

Tab. 2 zeigt die Prévalenzen und Inzidenzen der einzel-
nen Subtypen auf Individual- und Bestandsebene jeweils
getrennt nach geimpften und nicht geimpften Tieren. Von
der Auswertung ausgeschlossen wurden Seren aus
Betrieben mit unbekanntem Impfstatus sowie alle Proben,

bei denen keine Serumkontrolle durchgefiihrt wurde oder
kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden konnte. Es zeigte
sich, daB mit Ausnahme des Stammes Bakum/5/95 die
geimpften Tiere hohere Individualpravalenzen und mit
Ausnahme der Stdmme Bakum/5/95 und England/
17394/96 die geimpften Tiere auch hohere Individualinzi-
denzen aufwiesen. Auf Betriebsebene waren diese Unter-
schiede nur bei einem Teil der Stdmme ebenfalls nach-
weisbar.

Tab. 3 und 4 enthalten eine regionale Aufschlisselung
des untersuchten Probenmaterials der nicht geimpften
Population, wobei die Seren aus dem Burgenland auf
Grund der zu geringen und deshalb nicht reprasentativen
Probenanzahl statistisch nicht ausgewertet wurden. Bei
den geimpften Tieren, die nicht tabellarisch aufgearbeitet
wurden, lieBen sich weder auf Einzeltierebene noch auf
Betriebsebene Unterschiede in den Pravalenzen und Inzi-
denzen zwischen den Bundeslandern nachweisen. Bei
den ungeimpften Tieren hingegen zeigten sich bei einzel-
nen Stdmmen signifikante Unterschiede in der Individual-
pravalenz und -inzidenz.

Tab. 4 enthalt Angaben Uber Bundesléndergrdfle,
Einzeltier- und Herdenzahl. In Tab. 5 wurde der Zusammen-
hang zwischen klinischer Symptomatik und den einzelnen
Schweineinfluenza-Subtypen auf Betriebsebene dargestellt,
wobei nur im Falle des Symptomenkomplexes Reproduk-
tionsstérungen bei den nicht geimpften Betrieben eine
Assoziation mit 2 Virusstdmmen des Subtyps H1N1
(IDT/Re 230 und Bakum 3543/98 als Reprasentanten des
haufigsten Antigentyps H1 1) erkennbar war. In beiden
Fallen war unter den positiven Betrieben ein héherer Anteil
an Betrieben mit Reproduktionsstérungen als unter den
negativen Betrieben.

Diskussion

Die vorliegende Studie basiert hauptsachlich auf Unter-
suchungen in den d&sterreichischen Bundesldndern
Oberdsterreich, Niederosterreich und Steiermark. Diese
Lander haben den groéBten Anteil an der Gesamt-
schweinepopulation Osterreichs (siehe Tab. 4). Somit ist
diese Studie représentativ fiir Osterreich. Die Schweine-
dichte schwankt in diesen Bundeslandern zwischen 52
und 96 Schweinen/km?. Die Herdendichte betréagt hier ca.
1 Betrieb/km?. Die Dichte der Schweinepopulation spielt
fur die Influenzaepidemiologie eine gro3e Rolle, da sie fir
die Aufrechterhaltung von kontinuierlichen Infektionsketten
entscheidend ist. Die in die Studie einbezogenen Bun-
deslander Osterreichs haben somit eine Schweinepopula-
tion mittlerer GréBe im Vergleich zu den Regionen mit
hoher Schweinedichte in Europa, wie z.B. Flandern in Bel-
gien, Danemark, und Weser-Ems-Region in Deutschland,
wo regional 300 bis 1.300 Schweine/km? bei Betriebsdich-
ten von 0,64 bis 2/km? konzentriert sind. Im Vergleich zu
diesen Regionen verfiigen die 3 Bundeslander Osterreichs
Uber eine mittlere Betriebsdichte, was auf geringe
Tierbesténde in den Einzelbetrieben schlieBen Iaf3t.

Als Grundlage fur die Untersuchungen wurde der
Hamagglutinationshemmungstest gewdéhlt. Dieser Test
ermdglicht die Differenzierung der unterschiedlichen Sub-
typen des Schweineinfluenzavirus. Die gegenwartig kom-
merziell erhaltlichen ELISA-Testkits erlauben entweder nur
den Nachweis des Subtyps H1N1 (IDEXX® Herdcheck SlV,
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Fa. IDEXX, Wérrstadt, Deutschland) oder die Bestimmung
von H1N1 und H3N2 (Biovet® Swinecheck, Fa. Biovet,
Quebec, Canada). Kommerzielle ELISA-Testsysteme er-
moglichen jedoch noch nicht die Detektion von H1N2, was
ein groBes diagnostisches Problem darstellt. Die Hadmag-
glutionationsinhibition oder H&magglutinationshem-
mungsreaktion ermdglicht ein schnelles Reagieren auf
evolutiondre Veranderungen, wenn neue Stdmme vor-
liegen, da der Testvorgang unabhangig vom Stamm gleich
ist. Fir den Influenza-Nachweis in 0&sterreichischen
Betrieben lag es daher nahe, auf die Hamagglutinationsin-
hibition zuriickzugreifen und diese Methode bevorzugt
einzusetzen. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist
allerdings eine gewisse Erfahrung nétig. Obwohl der Sub-
typ HIN12 auch das Hamagglutinin 1 (H1) enthalt, zeigt er
keine oder nur schwache Kreuzreaktivitdten mit H1N1-
Stammen. Dies ist auf die groBe Variabilitdt des Subtyps
H1N1 zurlickzufihren, bei dem inzwischen diverse Anti-
gentypen unterschieden werden muissen. Der am héaufig-
sten vorkommende Antigentyp (hier als Antigentyp H1 |
bezeichnet, siehe Tab. 1) wird in den vorliegenden Unter-
suchungen durch die Stdmme A/swine/ Bakum/3543/98,
Potsdam/1/81 und IDT/Re 230 vertreten. Der Subtyp
Bakum/5/95, welcher Mitte der 1990er Jahre in Nordwest-
deutschland hohe Pravalenz zeigte (SCHENK, 1999),
reagiert dagegen zum erstgenannten Antigentyp H1 | nicht
kreuzzreaktiv in der HAH und muB3 als eigenstandiger Anti-
gentyp (H1 Il) betrachtet werden. Dieser Antigentyptyp
spielt gegenwartig in Deutschland keine Rolle mehr
(WIECZOREK et al., 2003). Der Subtyp H1N2 nimmt
insofern eine Sonderstellung ein, als er zumit den meisten
H1N1-Stdmmen nicht kreuzreagiert, jedoch schwach mit
alteren Stdmmen, insbesondere den alteren Impfstdmmen
kreuzreagieren kann. Auch scheinen noch ca. ein Drittel
der  zirkulierenden Stdamme vom  Antigentyp
Bakum/3543/98 mit dem H1IN2 schwach kreuz
zureagieren (WIECZOREK et al., 2003). Auch REETH et
al. (2002, 2003a, 2003b, 2004) dokumentierten schwache
Kreuzreaktionen gegeniiber dem Subtyp H1N2.
Ungeachtet der schwachen Kreuzreaktionen mit einzelnen
Stdmmen anderer Subtypen muf3 der neue Subtyp H1N2
als eigensténdiger H1 Antigentyp betrachtet werden (H1
Ill). Noch komplizierter wird die Bewertung durch die
schwéchere Replikation des Subtyps H1N2 bei Simultan-
infektionen mit H3N2 und H1N1 (DURRWALD et al.,
2004b), nach welchen die Serokonversion des Subtyps
H1N2 wegen der verkirzten Replikationszeit nur schwach
ist und denen von Kreuzreaktionen gleicht, obwohl sie
keine ist. Auch REETH et al. (2002, 2003a, 2003b, 2004)
dokumentierten schwache Kreuzreaktionen gegenuber
dem Subtyp H1N2. Ungeachtet der schwachen Kreuz-
reaktionen mit einzelnen Stdmmen anderer Subtypen muf3
der neue Subtyp H1N2 als eigensténdiger H1 Antigentyp
betrachtet werden (H1 Ill).

In den in Osterreich zugelassenen Vakzinen sind die
Subtypen H1N1 und H3N2, jedoch nicht H1IN2 enthalten.
Trotzdem waren 39,1 % der Tiere H1N2-positiv, hatten
jedoch niedrigere Antikérpertiter als gegen die anderen
beiden Subtypen. Dadurch wurde die erwahnte Kreuzreak-
tivitat bestatigt. Studien von REETH et al. (2003b) zeigten,
daB H1N1+H3N2-Vakzinen durchaus eine gewisse Kreuz-
immunintédt gegenliber H1N2 bewirken, welche aber
keinen vollstandigen immunologischen Schutz gibt. In den
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durchgefiihrten Challenge-Versuchen wurde nachge-
wiesen, dafB3 Tiere, die eine mit HIN2 supplementierte
Vakzine erhielten und 3 Wochen spater mit dem H1N2-
Feldvirus intratracheal infiziert wurden, weder Klinische
Symptome aufwiesen noch eine Virusreplikation im Tra-
chealgewebe stattfand. Im Gegensatz hierzu zeigten die
mit der herkdbmmlichen Vakzine (H1N1+H3N2)
vakzinierten Schweine, nachdem sie dem H1N2-Feldvirus
ausgesetzt waren, klinische Symptome und eine, wenn
auch geringere, Virusreplikation im Zielgewebe.

Der tatsédchlich entstandene Antikdrperspiegel, der
durch die applizierten Vakzinen induziert wurde, ist am
Vergleich der Préavalenzen wund Inzidenzen der
ungeimpften mit der geimpften Population abzuschétzen.
Bei der Analyse der Antikdrpertiter in der vorliegenden
Studie hatten die geimpften Tiere Titer gegeniber den
H1N1- (auBer Bakum/5/95) und H3N2-Stdmmen, worin
sich der relativ gute Impfschutz widerspiegelt, den die
kommerziell erhéltlichen Vakzinen gegen diese beiden
Subtypen noch bieten. Da aber in Zukunft durchaus mit
einem vermehrten Auftreten des neuen Subtyps H1N2 zu
rechnen ist, wird es erforderlich sein, zukiinftige Impfstoffe
gegen Influenza fur Schweine mit diesem Subtypen zu
supplementieren.

Die in der Studie eingesetzten Vakzinestémme IDT/Re
220 (H3N2) und IDT/Re 230 (H1N1) aus Deutschland
erfaf3ten die pravalenten Influenzavirusinfektionen der kor-
respondierenden Antigentypen sehr gut, woraus geschluf3-
folgert werden kann, daf3 die Stdmme auch fur den Einsatz
in Osterreich geeignet sind.

Die Untersuchungsergebnisse demonstrieren, daf3 der
Subtyp H1N1 in Osterreich von weitaus gréBerer Bedeu-
tung ist als der Subtyp H3N2. In einigen anderen européi-
schen Landern wie Belgien, Frankreich, Italien, Deutsch-
land und GrofBbritannien zirkulieren alle 3 Subtypen gleich-
zeitig. Seroprédvalenzstudien von LABARQUE et al.
(2004b) zeigten in Belgien eine sehr hohe Durch-
seuchungsrate sowie eine verhéltnisméaBig ausgewogene
Verteilung von H1N1 (89,3 %), H3N2 (65,3 %) und H1N2
(52,7 %). Der Subtyp H1N1 Uberwiegt in Deutschland in
Gebieten mit geringerer bis mittlerer Schweinedichte
(WIECZOREK et al., 2003). In Gebieten mit hoher
Schweinedichte wechseln sich Infektionsziige mit dem
Subtyp H3N2 und dem Subtyp H1N1 etwa halbjéhrlich ab,
wobei der neue Subtyp H1N2 zunehmend in diese Zyklen
integriert wird und haufiger im H1N1-Zyklus nachzuweisen
ist (DURRWALD et al., 2004c). Die Situation in Osterreich
entspricht somit der in den Regionen geringer und mittlerer
Schweinedichte Deutschlands mit einer Dominanz des
Subtyps H1N1 und gelegentlichen Infektionen mit dem
Subtyp H3N2 bei bisher nur sporadischem Auftreten des
neuen Subtyps H1N2.

Betrachtet man die regionale Verteilung der Individual-
pravalenz und -inzidenz der ungeimpften Tiere, zeigten
sich bei einzelnen Std&mmen signifikante Unterschiede.
Oberdésterreich wies im Vergleich mit Niederdsterreich und
der Steiermark signifikant héhere Pravalenzen der
Stdmme Potsdam/1/91, IDT/Re 220 und Bakum/909/93
sowie hdhere Inzidenzen der Stamme IDT/Re 230, Pots-
dam/1/91 und Bakum/909/93 auf. Bei Betrachtung auf
Betriebsebene beziehungsweise bei der Analyse der
geimpften Population ergaben sich keine Unterschiede.

In Osterreich konnte im Zuge dieser Arbeit erstmals der
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neue FLUAV/sw-Subtyp H1N2 nachgewiesen werden.
Allerdings handelt es sich bei den beiden sicheren Nach-
weisen nur um Einzeltierbefunde, die vermutlich darauf
zurlickzufihren sind, daB maternale Antikérper von den
Muttersauen an die Ferkel weitergegeben wurden. Da in
beiden Féllen keine Antikdrper gegen die anderen beiden
Subtypen vorlagen, ist dieser Nachweis sicher und nicht
auf Kreuzreaktivitdten zurlickzufuhren. Es handelte sich
jedoch in beiden Betrieben nicht um aktuelle Infektions-
schibe. Entweder hatten die Muttersauen eine zurick-
liegende Infektion mit dem Subtyp H1N2 in Osterreich oder
sie wurden importiert. Der Subtyp H1N2 hat sich somit in
Osterreich noch nicht stabilisiert, jedoch ist mit seinem
Import und gelegentlichem Auftreten zu rechnen.

Die Prototypen der H1N2-Stdmme, wie zum Beispiel
der Stamm A/sw/Scotland/410440/94 wurden von
MAROZIN et al. (2002) als evolutiondre Zwischenstufe in
der Evolution friherer, in der humanen Population
zirkulierender H1-Gene zu den jetzt in den Schweinepopu-
lation zirkulierenden interpretiert, wobei die evolutionare
Entwicklung des neuen Subtyps H1N2 in Kontinentaleu-
ropa noch weiterer Untersuchungen bedarf. MAROZIN et
al. (2002) konnten nachweisen, daf3 die fur N2 kodieren-
den Gene der HIN2-Stdmme mit denen britischer H3N2-
Stdmme verwandt sind und unterschiedlich zu denen kon-
tinentaler H3N2-Stdmme, wohingegen bei den H1-Genen
inzwischen ein Reassortment mit in Frankreich zirkulieren-
den H1N1-Stdmmen nach mehrfachem Eintrag der briti-
schen H1N2-Stdmme in Frankreich stattgefunden hat,
woraus eine groBere Heterogenitat bei den H1N2-Stam-
men resultiert. In den Vereinigten Staaten von Amerika
vollzog sich wahrend des letzten Jahrzehnts ein Wechsel
von einer stabilen H1N1-Endemie zu einer genetischen
und antigenetischen heterogenen Koexistenz aller 3 Sub-
typen mit einer sehr groBen Variabilitdit von Stdmmen
(WEBBY et al., 2004). Teilweise konnten sehr auffallige
Variationen des Reassortments zwischen porcinen und
aviaren Subtypen festgestellt werden, was die genetische
und antigenetische Bandbreite der Influenzaviren eminent
vergréBern kénnte (OLSEN et al., 2003). Die Problematik
des Reassortments zwischen porcinen und aviaren Sub-
typen belastete wéhrend der letzten Jahre hauptséchlich
den asiatischen Raum. Im Zuge einer groBrdumigen Sero-
pravalenzstudie in China wurde in den Schweinebestan-
den eine hohe Durchseuchungsrate mit H1- und H3-, aber
auch mit anderen Subtypen festgestellt (LI et al., 2003).
Gerade wahrend des letzten Jahres gaben Berichte Uber
ein Uberspringen von avidren Stammen auf Schweine
AnlaB zur Sorge, die jedoch dementiert wurden. Die
Gefahr, die in epidemiologischer Hinsicht von der Vogel-
grippe fir die Spezies Schwein und damit auch fur den
Menschen ausgeht, sollte jedoch nicht unterschéatzt wer-
den.

Interessant sind die Ergebnisse der Analyse der Klini-
schen Parameter, bei der sich nur signifikante Beziehun-
gen zwischen Reproduktionsstérungen und aktuellen
Infektionen des am haufigsten in Osterreich vorkom-
menden Subtyps H1N1 sichern lieBen, dagegen keine
Assoziationen mit respiratorischen Erscheinungen. Dies
kénnte dafur sprechen, daB die in der Literatur be-
schriebene chronische Verlausform gegenwartig in Oster-
reich von gréBerer Bedeutung ist. Entweder wurden die ini-
tialen respiratorischen Symptome der Infektion in den

Betrieben nicht bemerkt oder die Infektionen verliefen in
Bezug auf respiratorische Symptome inapparent. Dagegen
lieBen sich bei geimpften Tieren keinerlei Beziehungen
zwischen klinischen Symptomen und Antikdrpertitern
gegen Influenzaviren sichern, ein Zeichen dafur, daB der
Impfschutz mit den eingesetzten Vakzinen gegeben ist und
daf3 die dabei ermittelten H1N2-Antikoérpertiter tatsachlich
kreuzreaktiver Natur sind.

Eine genaue Beobachtung der evolutiondren Entwicklung
der Schweineinfluenzaviren wird nicht nur fir die Schweine-
population selbst, sondern wegen des zoonotischen Poten-
tials auch fur die Gesundheitssicherung der menschlichen
Bevélkerung weiterhin von Bedeutung sein. Dabei wird das
Auftreten des neuen, antigenetisch von den bisher zirkulieren-
den porcinen H1N1-Stdmmen abweichenden Subtyps H1N2
fur die Influenza-Diagnostik und -Prophylaxe zukunftig auch in

Osterreich eine wichtige Rolle spielen.
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