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Zusammenfassung

Die Wirksamkeit von Oseltamivir (Ta-
miflu®) gegen HIN2 Influenzaviren wur-
de an Schweinen nach experimenteller
simultaner Aerosolinfektion mit den
Influenzavirusstimmen A/sw/Cloppen-
burg/IDT4777/2005 (HIN2) und A/sw/
Dotlingen/IDT4735/2005 (HIN2) ge-
priift und mit der Wirkung eines In-
aktivatimpfstoffs verglichen. Die ex-
perimentelle Infektion induzierte bei
Schweinen der nicht geimpften und
nicht behandelten Kontrollgruppe Dys-
pnoe, Fieber und Abgeschlagenheit.
Die Virusausscheidung erfolgte iiber
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Study on the protective effect of Osel-
tamivir (Tamiflu®) treatment against
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The protective effect of Oseltamivir (Ta-
miflu®) treatment was investigated in
pigs. 16-week-old pigs were infected si-
multaneously by aerosol infection with
high doses of influenza viruses A/sw/
Cloppenburg/IDT4777/2005 (HIN2) and
A/sw/Dotlingen/IDT4735/2005 (HIN2).
15 pigs received 150 mg/day Tamiflu®
for 4 days starting 20 hours before in-
fection. 15 pigs were vaccinated with
the trivalent vaccine RESPIPORC FLU3
(28 and 7 days before infection). 15 pigs
were neither treated nor vaccinated. The
reassortant HIN2 strains caused fever,
dyspnoea, and pneumonia in the not trea-
ted and not vaccinated group. Tamiflu®-
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5 Tage. Die Lungen hatten einen hohen
Virusgehalt und eine ausgeprdigte in-
terstitielle Pneumonie. Mit Tamiflu® be-
handelte Schweine zeigten signifikant
geringere Symptome und hatten eine
signifikant verminderte Virusausschei-
dung in Nasentupfern im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Der Virusgehalt und
die histopathologischen Verinderungen
in den Lungen unterschieden sich nicht
von der Kontrollgruppe. Geimpfte Tiere
hatten signifikant niedrigere Sympto-
me, Virusausscheidung, Viruslast in der
Lunge und signifikant weniger histopa-
thologische Lungenverdnderungen.

treatment and vaccination prevented
clinical signs and reduced significantly
virus shedding. Vaccination prevented
virus replication and inflammation in the
lungs whereas Tamiflu®-treatment did
not.

1 Einleitung

Influenzavirusinfektionen  sind  bei
Schweinen weit verbreitet und haben in
Interaktion mit anderen Erregern einen
groflen Einfluss auf die Leistung in den
Schweinebestinden (Bachmann, 1989;
Van Reeth et al., 2008; Kuntz-Simon und
Madec, 2009). In Europa kommen die
Subtypen HINI, H3N2 und HIN2 bei
Schweinen vor (Pensaert et al., 1981;
Zell et al., 2013). Das Pandemie (HIN1)
2009 Virus ist leicht auf Schweine iiber-
tragbar (Lange et al., 2009; Moreno et
al., 2010; Song et al., 2010; Weingartl

et al., 2010; Welsh et al., 2010). Es hat
sich inzwischen zu einem neuen Virus re-
assortiert, welches aus sieben Segmenten
des Pandemie (HIN1) 2009 Virus und
dem fiir die Neuraminidase kodierenden
Gen der H3N2 Viren besteht (Moreno et
al., 2011, Starick et al., 2012).

Die Vielfalt bei den Influenzaviren des
Schweins nimmt zu (Zell et al., 2013).
Prophylaxe- und Bekdmpfungsstrategien
miissen komplexer werden. Die Impfung
mit Inaktivatimpfstoffen ist eine sehr ef-
fektive MaBnahme zur Prophylaxe der
Influenzavirusinfektionen (Diirrwald et
al., 2009). Die Anforderungen an Impf-
stoffzulassungen sind hoch (European
Directorate for the Quality of Medicines,
2005). Deshalb kann auf Neuentwicklun-
gen in der Epidemiologie der Schweine-
influenza nur langsam reagiert werden.
In der Humanmedizin gibt es als zu-
sitzliche Stiitze die antivirale Therapie.
Ionenkanalblocker wie Amantadin und
Polymerasehemmer wie Ribavarin sowie
Neuraminindaseinhibitoren wie Oselta-
mivir und Zanamivir stehen zur Verfii-
gung (Hsu et al., 2012). Hier ist das Pro-
blem die Resistenzbildung (Hsu et al.,
2012). Schweineinfluenzaviren sind seit
Ende der 1980er Jahre resistent gegen
Amantadin (Krumbholz et al., 2009). Die
Ursache dieser Resistenz ist nicht geklért
(Krumbholz et al., 2009). Zur Anwen-
dung von Neuraminidasehemmern wie
Oseltamivir und Zanamivir bei Tieren
gibt es nur wenige Untersuchungen. Ziel
dieser Studie war es daher, die Anwen-
dung von Neuramindaseinhibitoren am
Beispiel von Oseltamivir (Tamiflu®) bei
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Schweinen zu priifen und mit der durch die prophylaktische
Anwendung von Impfstoffen erzielbaren Schutzwirkung zu
vergleichen.

2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Es wurden 45 Schweine der Rasse Pietrain x Large White aus
dem Bestand der IDT Biologika GmbH, Dessau-Roflau ver-
wendet. Die Schweine waren 117 Tage alt zum Zeitpunkt der
experimentellen Belastungsinfektion mit HIN2 Influenzavi-
ren. Sie hatten keine Antikorper gegen porzine Influenzaviren
vor Versuchsbeginn.

2.2 Immunisierung und Medikation

Die Schweine wurden randomisiert und drei Gruppen zuge-
ordnet. Eine Gruppe erhielt die Medikation mit Tamiflu®, eine
weitere Gruppe wurde geimpft und die dritte Gruppe verblieb
ungeimpft und unbehandelt. Die Impfung der Schweine er-
folgte zweimal mit je 2,0 ml RESPIPORC FLU3 (IDT Bio-
logika GmbH, Dessau-Roflau, Charge LM FLV 29 10 05)
intramusklér 28 (89. Lebenstag) und 7 Tage (110. Lebenstag)
vor der experimentellen Belastungsinfektion. Tamiflu® (Hoff-
mann-La Roche AG, Basel, Charge B113313, 75 mg Oselta-
mivir je Hartkapsel) wurde am Abend vor der Infektion und
bis zum Tag 3 nach der Infektion verabreicht. Die Initialdo-
sis betrug zwei Hartkapseln am Abend vor der Infektion. In
den folgenden Tagen wurden jeweils eine Kapsel am Morgen
und eine am Abend gegeben. Dazu wurden die Schweine mit
Schlingen fixiert, der Kopf hochgehalten und die Kapsel mit
einer langen Pinzette auf dem Zungengrund positioniert. Das
Schlucken der Kapsel wurde kontrolliert. Die Tiere wurden
bis 5 Minuten nach der Applikation beobachtet, um sicherzu-
stellen, dass die Kapseln nicht ausgespuckt wurden.

2.3 Experimentelle Infektion

Die Schweine aller Gruppen wurden in einer BSL-2 Infekti-
onseinheit eingestallt und zeitgleich per Aerosol infiziert. Die
Influenza A Virus-Stamme sw/Cloppen-burg/IDT4777/2005
(HIN2) und A/sw/Dotlingen/IDT4735/2005 (HIN2) wurden
simultan mit Aerosolgeneratoren SAG-1 vernebelt. Die ein-
gesetzten Infektionsdosen betrugen 10%" TCID, /m’ (Tissue
Culture Infectious Dose 50, Stamm 4777) und 10%% TCID, /
m? (Stamm 4735). Das Aerosol stand 2 Stunden in der Infek-
tionseinheit. Bei beiden Infektionsstimmen handelt es sich
um HIN2-Feldisolate aus dem IDT-Diagnostikprogramm
Schweineinfluenza vom Dezember 2005 (Zell et al., 2008).
Entsprechend der European Pharmacopoeia (EP) Monogra-
phie 0963 zur Priifung von Influenzavirusimpfstoffen bei
Schweinen (European Directorate for the Quality of Medi-
cines, 2005) wurden jeweils 5 Schweine am Tag 1 und Tag
3 nach der Infektion mit Elektrozangen betdubt und ausge-
blutet. Lungengewebsproben zur Bestimmung des Virustiters
im Lungengewebe und Proben fiir die Histologie wurden
aus jedem Lungenlappen entnommen. In den ersten beiden
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Abb. 1: Dyspnoe (Score) nach experimenteller Infektion mit HIN2 Influenzaviren bei
mit Tamiflu® behandelten (Tamiflu), geimpften (Impfstoff) und nicht behandelten, nicht
geimpften Schweinen (Kontrolle); signifikante Unterschiede sind durch Sternchen ge-
kennzeichnet (p<0,05, a Vergleich Tamiflu mit Kontrolle, b Vergleich Impfstoff mit Kon-

trolle, ¢ Vergleich Tamiflu mit Impfstoff), dpi = Tage nach Infektion, a.m. = Vormittag,

p.m. = Nachmittag.
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Abb. 2: Rektale Korpertemperaturen (°C) nach experimenteller Infektion mit HIN2

Influenzaviren bei mit Tamiflu® behandelten (Tamiflu), geimpften (Impfstoff) und nicht

behandelten, nicht geimpften Schweinen (Kontrolle); signifikante Unterschiede sind

durch Sternchen gekennzeichnet (p<0,05, a Vergleich Tamiflu mit Kontrolle, b Ver-

gleich Impfstoff mit Kontrolle, ¢ Vergleich Tamiflu mit Impfstoff), dpi = Tage nach In-

fektion, a.m. = Vormittag, p.m. = Nachmittag.

Tagen nach der Infektion wurden zwei-
mal tdglich (morgens und abends) die
rektalen Korpertemperaturen —mittels
Digitalthermometern gemessen und die
klinischen Symptome erfasst. Am Tag
drei erfolgte dies am Morgen. Die klini-
schen Symptome wurden anhand eines
Scores (Bereich 0 — 4) ermittelt: 0 ge-
sund ohne Beeintrichtigung der Atmung,
1 erhohte Atemfrequenz und moderate
Flankenbewegungen, 2 erschwerte At-
mung und starke Flankenbewegungen,

3 angestrengte Atmung, die den gesam-
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ten Korper erfasst mit ruckartigen Flan-
kenbewegungen, 4 extreme Atmungspro-
bleme mit schnappartiger Atmung und/
oder hundesitziger Stellung. Dies er-
folgte durch zwei Tierdrzte bei ruhenden
Schweinen. Die erfassten Werte wurden
gemittelt. Fiinf weitere Schweine blieben
zur Uberwachung der Serokonversion
bis zum Tag 10 nach der Infektion im
Versuch. Blutprobenentnahmen erfolgten
28 und 7 Tage sowie direkt vor der Infek-
tion und nach der Infektion im Abstand
von 2 Tagen. Zusitzlich wurden tédglich

Nasentupferproben zur Bestimmung der
Virusausscheidung genommen.

2.4 Viruskultivierung

Die Viruskultivierung zur Herstellung
der zur Infektion der Schweine einge-
setzten Viren erfolgte in MDBK-Zellen
(Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems)
unter Einsatz von Trypsin (SIGMA, 4
BAEE units/ml). Die Zellen wurden in
Rollerflaschen eingesit (ca. 1 x 107 Zel-
len je Rollerflasche), inkubiert (37 °C)
und mit den Viren beimpft (m.o.i. (mul-
tiplicity of infection) 10-) nachdem sich
ein konfluenter Zellrasen gebildet hatte.
Nach Auftreten des cytopathischen Ef-
fekts wurde die Virussuspension geern-
tet und der Gehalt an Infektiositit iiber
Virustitration in Zellkulturen bestimmt
(Diirrwald et al., 2009).

2.5 Virustitration

Lungengewebsstiicke der einzelnen Lun-
genlappen wurden gepoolt (ca. 1 g), in
sterile Morser gegeben und nach Zugabe
von sterilem Seesand mit Pistillen zerrie-
ben. Anschliefend wurde Verdiinnungs-
medium (I ml Amphotericin B, 0,1 ml
Gentamycin ad 100 ml PBS) hinzugege-
ben (1:10), das Homogenat zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Die
aus jedem der beiden Nasenlocher der
Schweine entnommenen Nasentupfer-
proben wurden direkt nach der Entnahme
in je 2 ml Stabilisierungsmedium (60 ml
DSG 72, 0,2 ml Gentamycin, 2 ml Am-
photericin B ad 200 ml Zellkulturmedi-
um) gegeben. Verdiinnungsreihen (log, )
von Lungen- und Nasentupferproben
wurden angelegt.

0,1 ml der zu untersuchenden Proben
wurden am 11. Tag nach Bebriitungsbe-
ginn in die Allantoishohle embryonierter
Hiihnereier injiziert (5 Eier je Verdiin-
nungsstufe) und die Perforationsstelle
verschlossen (Pattex hot-Sticks). Die
Eier wurden danach 4 Tage im Inkuba-
tor bei 37 °C bebriitet und tdglich mittels
Schierlampe auf Vitalitét gepriift. 4 Tage
nach der Beimpfung wurden die Eier
geoffnet, die Allantoisfliissigkeit ent-
nommen und im Haemagglutinationstest
gepriift (Durchfiihrung wie Haemagglu-
tinationshemmtest ohne Serumzugabe
zum Antigen). Anhand der positiven
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Reaktionen (Haemagglutination) wurde
die EID,; (Ei-infektiose Dosis 50) nach
der Methode von Spearman und Kaerber
(Spearman, 1908; Kaerber, 1931) be-
rechnet.

2.6 Lungenpathologie und Histologie
Nach der Entnahme wurden die Lungen
makroskopisch beurteilt und fotografiert.
Die Ergebnisse der Beurteilung wurden
in ein Lungendiagramm eingetragen. Der
Prozentsatz der verinderten Lungenober-
fliche wurde prozentual bestimmt. For-
malinfixierte Lungenproben wurden in
Paraffin eingebettet. 5 um dicke Schnit-
te wurden mit Haematoxylin und Eosin
gefirbt und lichtmikroskopisch beurteilt.
Der Grad der Verinderungen wurde an-
hand eines semiquantitativen Scores
(Skalierung von 0 — 4) beurteilt: 0 keine
Verdnderungen, 1 vereinzelte interstitielle
Alveolarmakrophagen, 2 leichte intersti-
tielle Hyperplasie des bronchus-assozi-
ierten lymphatischen Gewebes, 3 ausge-
priagte Alveolarmakrophagen, 4 massive
interstitielle Alveolarmakrophagen, deut-
liche parenchymattse neutrophile Gra-
nulozyten.

Zur spezifischen Firbung der Virusan-
tigene wurde die StreptAvidin-Biotin
Peroxidase Complex (SABC)-Methode
im Dako Autostainer Plus (Dako GmbH,
Hamburg) angewandt. Die Proben wur-
den mit Xylol und Athanol in abneh-
mender Konzentration entparaffiniert
und auf 37 °C erhitzt. Endogene Per-
oxidasen wurden 5 min mit Flex Per-
oxidase-Blocking Reagent inaktiviert.
Die Probe wurde auf einen pH-Wert von
6 eingestellt. AnschlieBend wurde ein po-
Iyklonales monospezifisches anti-HIN2
Immunserum vom Kaninchen (IDT
Biologika GmbH, Dessau-RofBlau) un-
mittelbar vor Gebrauch im Verhiltnis
1:100 verdiinnt und als Primérantikor-
per eingesetzt. Die Proben wurden dann
30 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wurde Flex/HRP (HRP, Dako GmbH,
Hamburg) fiir 30 min dem Substrat zuge-
setzt. Danach erfolgte die Substrat-Chro-
mogen-Reaktion zweimal fiir je 5 min.
Die Priparate wurden anschliefend mit
Flex Substrate Buffer bearbeitet. Zur
Sichtbarmachung der Zellkerne wurden
die Priparate mit Haematoxylin gefirbt.
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Abb. 3: Virusgehalt der Lunge (log,, EID, /g Lungengewebe) nach experimenteller
Infektion mit HIN2 Influenzaviren bei mit Tamiflu® behandelten (Tamiflu), geimpften
(Impfstoff) und nicht behandelten, nicht geimpften Schweinen (Kontrolle); signifikante
Unterschiede sind durch Sternchen gekennzeichnet (p<0,05, a Vergleich Tamiflu mit
Kontrolle, b Vergleich Impfstoff mit Kontrolle, ¢ Vergleich Tamiflu mit Impfstoff), dpi =
Tage nach Infektion.
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Abb. 4: Makroskopische Lungenverdnderungen (%) nach experimenteller Infektion mit
HIN?2 Influenzaviren bei mit Tamiflu® behandelten (Tamiflu), geimpften (Impfstoff) und
nicht behandelten, nicht geimpften Schweinen (Kontrolle); signifikante Unterschiede
sind durch Sternchen gekennzeichnet (p<0,05, a Vergleich Tamiflu mit Kontrolle, b
Vergleich Impfstoff mit Kontrolle, ¢ Vergleich Tamiflu mit Impfstoff), dpi = Tage nach
Infektion.

4,5 4

gen (Score)

251 1 dpi
O3 dpi

N

o
o
o
o

Tamiflu Impfstoff Kontrolle

Abb. 5: Histologische Lungenverdinderungen (Score) nach experimenteller Infektion
mit HIN2 Influenzaviren bei mit Tamiflu® behandelten (Tamiflu), geimpften (Impfstoff)
und nicht behandelten, nicht geimpften Schweinen (Kontrolle); signifikante Unter-
schiede sind durch Sternchen gekennzeichnet (p<0,05, a Vergleich Tamiflu mit Kont-
rolle, b Vergleich Impfstoff mit Kontrolle, c Vergleich Tamiflu mit Impfstoff), dpi = Tage
nach Infektion.
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Abb. 6: Kinetik der Virusausscheidung (EID,/0,1 ml Nasentupferlosung) nach experi-
menteller Infektion mit HIN2 Influenzaviren bei mit Tamiflu® behandelten (Tamiflu), ge-
impften (Impfstoff) und nicht behandelten, nicht geimpften Schweinen (Kontrolle); signifi-
kante Unterschiede sind durch Sternchen gekennzeichnet (p<0,05, a Vergleich Tamiflu mit
Kontrolle, b Vergleich Impfstoff mit Kontrolle, ¢ Vergleich Tamiflu mit Impfstoff).

2.7 Antikorperbestimmung mittels
Haemagglutinationshemmtest

Die Blutproben wurden bei 1.000 g zen-
trifugiert, das Serum wurde abpipettiert
und bis zur weiteren Untersuchung bei
-20 °C tiefgefroren. Es erfolgte eine Vor-
behandlung der Seren mit Neuraminidase
(ORKD 005, Fa. Dade Behring, Schwal-
bach) 14 — 18 h bei 37 °C. Anschlielend
wurden die Proben mit Natriumcitrat
(1,5%ig) versetzt und 30 min bei 56 °C
inaktiviert. Dann wurden die Seren 1 h
bei 4 — 8 °C an Hiihnererythrozyten ad-
sorbiert.

Der Influenzavirusstamm A/sw/Bakum/
1832/00 (HIN2) wurde als Antigen ver-
wendet und auf 8 haemagglutinierende
Einheiten (HAE) eingestellt. Zur Test-
durchfiihrung wurden die durch die Vor-
behandlung bereits 1:10 vorverdiinnten
Seren auf Mikrotiterplatten logarithmisch
zur Basis zwei titriert. Anschliefend

wurde das gleiche Volumen (25 ul) der
auf 8 HAE eingestellten Antigensuspen-
sion in alle Kavitéiten der Mikrotiterplatte
pipettiert und das Antigen-Antikorper-
Gemisch 30 min bei 20 — 25 °C inkubiert.
Fiir eine Erythrozytenkontrolle wurde
in mehrere Kavititen einer Mikrotiter-
platte 50 ul Phosphate Buffered Saline
(PBS) pipettiert. AnschlieBend wurden
zu allen Mikrotiterplatten 50 ul einer auf
0,5 % eingestellten Hiihnererythrozy-
tensuspension gegeben. Die Reaktionen
wurden dann bei 20 — 25 °C 30 min in-
kubiert.

Bei jedem Testansatz wurden serone-
gative Seren als Negativkontrollen und
seropositive Seren als Positivkontrollen
eingesetzt. Weiterhin wurde fiir jedes
Serum eine Serumkontrolle (ohne Anti-
genzugabe) mitgefiihrt,
fische Haemagglutinationshemmungen
ausschlieBen zu konnen.

um unspezi-

2.8 Statistik

Fiir die statistischen Untersuchungen
wurde der Mann-Whitney-U-Test ver-
wendet. Die Berechnungen wurden mit
dem Programm SPSS 15.0 durchgefiihrt.

3 Ergebnisse

Die experimentelle Infektion induzierte
typische Symptome der Influenza bei den
nicht geimpften und nicht behandelten
Kontrolltieren. Am Tag nach der Infek-
tion zeigten die Schweine eine deutliche
Dyspnoe (Abb. 1) mit heftigen Bewegun-
gen der Riisselscheibe und ausgeprigten
abdominalen Flankenbewegungen. Es
kam zur Induktion von Fieber (Abb. 2).
Die Schweine lagen viel. In den folgen-
den Tagen gingen die Symptome schnell
wieder zuriick (Abb. 1, 2). Der Virusge-
halt der Lunge war sehr hoch (Abb. 3).
Das Virus war gleichmifig iiber die ge-
samte Lunge verteilt. Makroskopisch wa-
ren Verdnderungen an den apikalen Be-
reichen des mittleren Lungenlappens und
des Spitzenlappens erkennbar. Der Grad
der Verdnderungen war gering (Abb. 4).
Histologisch zeigte sich eine Hyperplasie
des bronchus-assoziierten lymphatischen
Gewebes (Abb. 5, 7 und 8). Virus wurde
iiber 5 Tage ausgeschieden (Abb. 6).

Die mit Tamiflu® behandelten Schweine
zeigten kaum Symptome (Abb. 1) und
hatten kein Fieber (Abb. 2). Makrosko-
pisch waren keine Lungenverdnderun-
gen erkennbar (Abb. 4). Der Virusgehalt
der Lungen und die histopathologischen
Verdnderungen unterschieden sich bei
den mit Tamiflu® behandelten Schwei-
nen nicht von denen der Kontrollgruppe
(Abb. 3 und 5, 7 und 8). Die Virusaus-

Abb. 7: Histologische Verdnderungen in den Lungen nach Infektion mit HIN2 Influenzaviren am Tag 1 nach Infektion bei mit Ta-

miflu® behandelten Schweinen (links), geimpften Schweinen (Mitte) und nicht behandelten, nicht geimpften Kontrolltieren (rechts)

(Haematoxylin-Firbung).
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Abb. 8: Immunhistochemische (anti-HIN2 Serum) Darstellung der Virusantigene in Lungen nach Infektion mit HIN2 Influenzaviren

am Tag 1 nach Infektion bei mit Tamiflu® behandelten Schweinen (links), geimpften Schweinen (Mitte) und nicht behandelten, nicht
geimpften Kontrolltieren (rechts) (SABC-Methode).

scheidung war signifikant geringer als
bei den Kontrolltieren (Abb. 6).
Geimpfte Schweine hatten signifikant
geringere klinische Symptome (Abb. 1
und 2), signifikant geringere Viruslast in
der Lunge (Abb. 3), signifikant geringe-
re makroskopische und histopathologi-
sche Verdnderungen des Lungengewebes
(Abb. 4 und 5) und schieden signifikant
weniger Virus aus als die Kontrolltiere
(Abb. 6). Die geimpften Schweine re-
agierten mit einer sehr schwachen Se-
rokonversion auf die einmalige Impfung
(Tab. 1). Nach der zweiten Impfung hat-
ten alle Schweine hohe Titer an haemag-
glutinationshemmenden Antikorpern
(Tab. 1). Diese Antikorper blieben iiber
den gesamten Versuchszeitraum auf ho-
hem Niveau (Tab. 1).
Tamiflu®-behandelte und nicht geimpfte,
nicht behandelte Kontrollschweine re-
agierten auf die Infektion mit der Bildung
von haemagglutinationshemmenden An-
tikorpern (Tab. 1). Am Tag 8 nach der In-
fektion hatten alle Individuen Antikorper
gegen HIN2 Influenzavirus (Tab. 1).

4 Diskussion

Oseltamivir wird nach mehrstufiger Syn-
these aus Shikiminsédure hergestellt, wel-
che aus gentechnologisch modifizierten
Escherichia coli oder echtem Sternanis
gewonnen werden kann (Hoffimann-
LaRoche, 2006). Der Wirkstoff hemmt
die Neuraminidase von Influenzaviren
und somit die zur Freisetzung von neu-
gebildeten Influenzaviren erforderliche
enzymatische Aktivitidt zur Spaltung von
Sialinsdure (Hoffmann-LaRoche, 2006).
Die Ergebnisse der Untersuchungen re-
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flektieren, dass Neuraminidaseinhibi-
toren wie Tamiflu® bei Schweinen eine
signifikante Reduktion von klinischen
Symptomen und Virusausscheidung be-
wirken und somit zur Bekdmpfung der
Schweineinfluenza einsetzbar wéren.
Dieser Einsatz ist wenig praktikabel, weil
i) die verfiigbaren Darreichungsformen
nur an einzelnen Individuen und hier nur
mit groem Aufwand appliziert werden
konnen, ii) die Anwendung nicht 6kono-
misch wire und iii) eine Massenanwen-
dung die Gefahr einer Resistenzbildung
unterstiitzen wiirde.

Dennoch sind die Untersuchungen von

Interesse. Sie bestitigen, dass Neura-
minidasehemmer an einem spiten Zeit-
punkt des Infektionszyklus der Influ-
enzaviren in der Zelle ansetzen und die
Ausschleusung von Viren reduzieren. Sie
verhindern nicht den Eintritt des Virus in
die Zelle. Deshalb konnen bei Infektion
mit hohen Dosen an Influenzaviren wie
beim Aerosolchallenge keine Unterschie-
de in der Virusbelastung der Lunge de-
tektiert werden.

Tamiflu® war im hier dargestellten Ver-
suchsansatz bereits einen Tag vor der In-
fektion eingesetzt worden, um die Wirk-
samkeit besser herausarbeiten zu konnen.

Tabelle 1: Antikdrperkinetik nach Infektion mit H1N2 Influenzaviren bei mit Tamiflu®-
behandelten, geimpften und nicht geimpften, nicht behandelten Schweinen

28dai* | 7dai |Infektion| 2 dpi**

4dpi | 6dpi | 8dpi | 10dpi

Tamiflu
<20 <20 <20 <20 <20 <20 80 320
<20 <20 <20 <20 <20 <20 40 80
<20 <20 <20 <20 <20 <20 80 160
<20 <20 <20 <20 <20 <20 160 640
<20 <20 <20 <20 <20 <20 40 40
Impfstoff
<20 20 640 640 80 80 160 320
<20 20 320 160 80 80 40 320
<20 <20 80 160 80 80 80 320
<20 20 160 320 160 160 160 320
<20 <20 160 80 640 640 320 320
Kontrolle
<20 <20 <20 <20 <20 20 80 160
<20 <20 <20 <20 <20 20 80 160
<20 <20 <20 <20 <20 20 40 80
<20 <20 <20 <20 <20 40 320 160
<20 <20 <20 <20 <20 <20 80 80

* days ante infectionem (Tage vor Infektion), ** days post infectionem (Tage nach Infektion)
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Die Symptome sind nach der Infektion
mit Influenzaviren kurz. Die Fieberzacke
tritt hdufig nur am Tag 1 nach der Infek-
tion auf, manchmal auch zuséitzlich noch
am Tag 3 nach der Infektion. Bei spite-
rem Einsatz von Tamiflu® zum Zeitpunkt
deutlicher Symptome am Tag 1 nach In-
fektion wire aufgrund der schnellen Re-
konvaleszenz in diesem Tiermodell nicht
zu unterscheiden gewesen, ob die Effekte
durch die Medikation oder durch natiir-
liche Prozesse hervorgerufen worden
wiéren.

Assoziiert mit dem hohen Virusgehalt in
der Lunge bei mit Tamiflu® behandelten
Schweinen waren ausgeprigte histo-
pathologische Veridnderungen, die sich
nicht von denen der Kontrollgruppe un-
terschieden. Geimpfte Schweine hatten
dagegen sowohl signifikant niedrigere
Virustiter in der Lunge als auch signifi-
kant geringgradigere histopathologische
Verdnderungen im Lungengewebe. Dies
ist auf die Wirkung haemagglutinations-
hemmender zurlickzufiih-
ren, die neutralisierende Eigenschaften
haben und somit den Viruseintritt in die

Antikorper

Zelle blockieren. Die bei allen geimpften
Schweinen iiber den gesamten Untersu-
chungszeitraum hohen Antikorpertiter
haben eine effektive Virusreplikation im
Lungengewebe unterdriickt.

Beziiglich des Versuchsablaufes wurde
sich an der EP Monographie 0963 orien-
tiert, welche die Kriterien fiir die Prii-
fung von Impfstoffen festlegt. Der Virus-
gehalt muss entsprechend dieser Mono-
graphie bei geimpften Schweinen am Tag
1 und 3 nach der Infektion signifikant
geringer sein als bei nicht geimpften.
Der Impfstoff hat nach dieser Monogra-
phie bestanden, der Wirkstoff Tamiflu®
dagegen nicht. Dennoch hat die Behand-
lung der Schweine mit Tamiflu® die klini-
schen Symptome und die Virusausschei-
dung im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant reduziert. Daher bleibt zu
bedenken, ob die Festlegungen der EP
Monographie 0963 nicht zu einseitig auf
die Schutzwirkung des Haemagglutinins
fokussieren. Impfstoffe, insbesondere in-
aktivierte Ganzvirusimpfstoffe, wie das
eingesetzte RESPIPORC FLU3, enthal-
ten alle Antigene der Influenzaviren und
somit mehr antigene Bestandteile als nur
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das Haemagglutinin. Neuraminidase-
hemmende Antikorper konnten dhnliche
Effekte bewirken wie Neuraminidasein-
hibitoren. Solche Effekte konnen mit den
durch die EP Monographie 0963 vorge-
schriebenen Priifungen nicht gemessen
werden.

Wichtig fiir solche Priifungen sind effizi-
ente Infektionsmodelle wie die in dieser
Studie angewandte Aerosolinfektion. Die
anhand von Nasentupferproben bestimm-
ten Kinetiken zur Virusausscheidung zei-
gen, dass der Infektionsverlauf bei Influ-
enzakurzist. Bereits 8 Tage nach Infektion
sind schiitzende Antikorper vorhanden
und eliminieren das Virus. Die Anwen-
dung von Tamiflu® reduzierte die Virus-
ausscheidung. Jedoch gingen die in den
Nasentupfern ermittelten Virustiter nach
dem Absetzen der Tamiflu®-Behandlung
wieder in die Hohe. Dies zeigt, dass
eine viertigige Behandlung nicht aus-
reichend ist. Auch unter Tamiflu®-Be-
handlung bilden sich haemagglutina-
tionshemmende Antikorper in Folge
einer Infektion. Diese sind am Tag 8
nach Infektion bei allen Individuen vor-
handen. Bei nicht immunsupprimier-
ten Infizierten braucht daher Tamiflu®
nicht ldnger als 8 Tage eingesetzt zu wer-
den.

Bei den beiden simultan im Infektions-
versuch eingesetzten Influenzavirusstam-
men handelt es sich um HIN2 Stimme,
welche sich neu reassortiert und die Neu-
raminidase der porzinen H3N2 Influen-
zaviren libernommen haben (Zell et al.,
2008). Mit dem hier vorgestellten Ver-
such wurde erstmals demonstriert, dass
diese Stdmme im Tierexperiment am
Wirt virulent sind. Die hier beschriebene
Wirksamkeit von Oseltamivir lédsst sich
aufgrund der identischen Neuraminidase
auch auf die porzinen H3N2 Influenzavi-
ren ilibertragen. In Folgeuntersuchungen
wurde diese Wirkung auch gegeniiber
den nicht reassortierten porzinen HIN2
und HINI Influenzaviren bewiesen
(Diirrwald et al., 2013). Die Resultate
legen nahe, dass es bei porzinen Influ-
enzaviren noch keine Resistenzen gegen
Oseltamivir gibt. Somit bestitigen diese
in vivo-Untersuchungen die Ergebnisse
von in vitro-Priifungen von Schweinein-
fluenzaviren (Bauer et al., 2011).

5 Fazit

Oseltamivir ist bei Schweinen wirksam
gegen HIN2 Influenzaviren. Es reduziert
die Symptome (Dyspnoe, Fieber) und
senkt die Virusausscheidung. Die An-
wendung von Neuraminidasehemmern
erzielt nicht die gleichen Effekte wie die
Impfung, die zudem noch die Viruslast in
der Lunge und die histologischen Verén-
derungen vermindert.
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