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Einleitung

1 Einleitung

Im Rahmen der Prophylaxe werden in der Tiermedizin zahlreiche Schutzimpfungen
durchgefuhrt. Dies ist insbesondere bei landwirtschaftlichen Nutztieren Routine. Bei
Schweinen erfolgt die Impfung derzeit am haufigsten in Form einer intramuscularen
Injektion. Bevor ein Praparat oder Impfstoff zugelassen wird, muss dieses zuerst
gemal den gesetzlichen Vorschriften gepruft werden. Ein besonderes Problem stellt
die Situation der Vertraglichkeitsprifung von Impfstoffen anhand von Tierversuchen
im Rahmen der Zulassungsprufung und danach im Rahmen der Chargenprufung dar.
Die Arzneibuchmonographie ,Impfstoffe fur Tiere und die Richtlinie 2001/82/EG,
geandert durch die Richtlinie 2009/9/EG, fordert fur immunologische Tierarzneimittel
Unbedenklichkeitsversuche, die vorzugsweise ,mindestens an einer der
empfindlichsten  Zieltierarten und  zumindest auf dem  empfohlenen
Verabreichungsweg mit dem groten Risiko durchgefuhrt werden® sollen. Bei
Substanzen und Hilfsstoffen mit gewebereizender Wirkung, wie Adjuvantien in
Impfstoffen, ist diese Vorgehensweise von besonderer tierschutzrechtlicher
Relevanz, da durch die Forderung nach der Durchfihrung an der empfindlichsten
Tierart und auf dem Verabreichungsweg mit dem groften Risiko vorzugsweise
Jungtiere zum Einsatz kommen. Diese Tiere mussen, um das Ausmal der lokalen
Gewebereaktion beurteilen zu koénnen, im Rahmen von Tierversuchen stets
euthanasiert werden.

In den letzten Jahren ist die Zahl der Versuchstiere in Deutschland kontinuierlich
gestiegen. Im Jahr 2010 wurden annahernd 2,7 Millionen Wirbeltiere, darunter knapp
16000 Schweine fiir Tierversuchszwecke verwendet (BUNDESMINISTERIUM FUR
ERNAHRUNG, LANDWIRTSCHAFT UND FORSTEN, 2011).

Ziel dieser Arbeit ist es, die klinisch-adspektorische Untersuchung der Injektionsstelle
und die histopathologische Untersuchung des Gewebes im Bereich der
Injektionsstelle mit der nicht-invasiven Thermographie zu vergleichen. Anhand der
Ergebnisse beider Verfahren soll beurteilt werden, ob die Methode der
Thermographie in der Lage ist, gleichwertige bzw. vergleichbare Ergebnisse zu

liefern wie die Histopathologie.
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2 Literaturibersicht

2.1 Injektionen

Bei landwirtschaftlichen Nutztieren werden bei der Prophylaxe sowie der Therapie
die erforderlichen Arzneimittel grof3tenteils parenteral durch Injektion verabreicht
(Tierarztliche Umschau, 2012). Bei Injektionen ist es im Allgemeinen nicht notwendig,

den Applikationsort zu reinigen und zu desinfizieren (HEINRITZI, 2006).

2.1.1 Parenterale Injektion beim Schwein

Bei der parenteralen Injektion unterscheidet man beim Schwein zwischen der
intracutanen, subcutanen, intramuscularen, intravendsen, intraabdominalen,
intratesticularen und intracardialen Injektion (HEINRITZI, 2006). In den vergangenen
Jahren gewannen Injektionsmethoden wie die intracutane sowie die transdermale
Applikation immer mehr an Bedeutung. Derzeit werden parenteral verabreichte
Medikamente in der Schweinepraxis jedoch hauptsachlich subcutan oder

intramuscular appliziert (Tierarztliche Umschau, 2012).

2.1.2 Subcutane und intramusculare Injektion

Zur subcutanen Injektion ist grundsatzlich lockeres Bindegewebe im Bereich der
Applikationsstelle notwendig (HEINRITZI, 2006). Beim Saugferkel ist daher die ideale
Lokalisation fur diese Art der Injektion die Kniefalte. Bei der Injektion ist darauf zu
achten, dass die Kanule zwischen den beiden Blattern der Kniefalte frei beweglich ist
(HEINRITZI, 2006). Mastschweinen und adulten Schweinen sollte das Medikament in
dem wenig behaarten Bereich verschieblicher Haut caudal des Ohransatzes
verabreicht werden. Der Einstich erfolgt dabei senkrecht in dorsoventraler Richtung
am hochsten Punkt des Ohrgrundes, wobei ebenfalls auf die freie Beweglichkeit der
Kanule zu achten ist (HEINRITZI, 2006). Bei ausgewachsenen und sehr gut fixierten
Tieren empfiehlt sich auch eine Applikation in das lose Gewebe caudal des
Ellbogens (PLONAIT, 2004).

Intramusculare Injektionen sind beim Schwein in allen Altersgruppen grundsatzlich
an der seitlichen Halsmuskulatur vorzunehmen. Die Einstichstelle befindet sich
seitlich am Hals in Hohe des oberen Ohrgrundes am Ubergang der glatten Haut in
den lockeren Bereich des Ohrgrundes (HEINRITZI, 2006).

Erfolgt die subcutane bzw. intramusculare Injektion in den Ohrgrund zu weit distal,
besteht die Gefahr einer Verletzung der Gl. parotis, der Lnn. parotidei oder der
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Lnn. retropharyngei laterales (PAULICK et al., 1967), bei weit medialem Einstich
besteht die Gefahr der subfascialen Applikation, was zu einer erschwerten
Entleerung fuhrt (HEINRITZI, 2006). Der Ohrgrund bzw. Anteile der Ohrmuskulatur
konnen verletzt werden, wenn die Kanule zu weit cranial eingestochen wird
(PAULICK et al., 1967).

2.1.3 Gewebeschaden und Zwischenfalle bei der Injektion

Gewebeschaden kdnnen sowohl durch mangelnde fachliche und/ oder anatomische
Kenntnisse des Anwenders als auch durch das Injektionsinstrumentarium und das
Injektat selbst hervorgerufen werden. Im Allgemeinen sind Schweine aber
unempfindlich gegenuber injektionsbedingten Infektionen (AMANN, 1954; ZELLER,
1958). Nach AKTAS et al. (1995) fuhrt eine intramusculare Injektion verschiedener
Injektate zu einem signifikanten Anstieg des Enzyms Creatinkinase im Serum,
wodurch eine Gewebeschadigung nachgewiesen werden kann.

Eine versehentliche subcutane Injektion fuhrt nach AMANN (1954) sehr viel haufiger
zu Komplikationen als eine versehentliche intramusculare Injektion, da sich die
gewebeschadigende Wirkung reizender Injektionsmittel in der schlechter
durchbluteten Subcutis starker ausbilden kann als im gut durchbluteten
Muskelgewebe.

Die haufigsten Zwischenfalle bei der intramuscularen Injektion bestehen nach
EIKMEIER (1973) in der Ausbildung von Spritzenabszessen und Phlegmonen,
Anstechen eines Gefalles, Nervenverletzungen, Abbrechen der Injektionskanule mit
Verbleiben im Tier und in der Ausbildung aseptischer Nekrosen. Nach PLONAIT
(2004) ist die Injektion von Medikamenten im Bezug zu ihrer massenhaften
Durchfuhrung selten Ursache der Ausbildung von Abszessen. BREUHAUS et al.
(1983) berichten bei Pferden von Clostridieninfektionen nach intramuscularer
Injektion.

2.1.4 Lokale Vertraglichkeit nach intramuscularer Injektion

Die lokale Vertraglichkeit von Medikamenten bzw. den einzelnen Wirk- und
Hilfsstoffen ist von vielen Parametern abhangig.

Hierzu zahlen unter anderem Tonizitat, Konzentration und pH-Wert des Arzneimittels,

Volumen und Applikationsgeschwindigkeit, GroRe der Kanille und zuletzt auch die
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chemische Beschaffenheit des Wirkstoffes und der im Arzneimittel enthaltenen
Hilfsstoffe (KERN, 1987).

2.2 Adjuvantien

Adjuvantien sind definiert als eine Gruppe strukturell heterogener Bestandteile eines
Impfstoffes, die verwendet werden, um die Immunantwort auf ein Antigen zu
erreichen oder zu verstarken (GUPTA et al. 1993; SCHIJNS 2000; VAN DER VEN,
2002). Sie sind demnach Hilfsstoffe, welche die Wirkung von immunologischen
Arzneistoffen unterstitzen bzw. verstarken sollen. Zudem kann nach KAEBERLE
(1986) bei einer kombinierten Anwendung von Antigen und Adjuvans die
Antigenmenge reduziert werden. Der genaue Wirkmechanismus von Adjuvantien ist
allerdings noch nicht vollstandig verstanden (COX und COULTER, 1997; SCHIJINS,
2000; KULBS, 2005).

Weiter ist unklar, ob Adjuvantien direkt am Injektionsort wirken oder erst spater im
lymphatischen Gewebe (KULBS, 2005). Als gesichert gilt, dass sie I8sliche
Proteinantigene an partikulares Material binden, das die antigenprasentierenden
Zellen schneller aufnehmen (JANEWAY et al., 2002). Des Weiteren veranlassen
Adjuvantien dendritische Zellen, Macrophagen und Lymphozyten zum Applikationsort
zu wandern, die Antigene durch Phagozytose und Pinozytose aufzunehmen, zum
lymphatischen Gewebe abzutransportieren und dort das Antigen wirkungsvoll zu
prasentieren (THEIN, 1988; JANEWAY et al., 2002).

Adjuvantien fihren nach der Applikation zu einer lokalen Gewebereizung, wodurch
Zellen des angeborenen Immunsystems, unter anderem Macrophagen und
neutrophile Granulozyten, angelockt werden (JANEWAY et al., 2002; KULBS, 2005).
Dabei reagiert der Organismus auf den mechanischen, chemischen und
mikrobiologischen Reiz, der jeweils durch die Impfung ausgeldst wurde. Hierbei
wirken Einstich und eingebrachtes Volumen mechanisch, die Zusammensetzung des
Arzneimittels chemisch und die eingebrachten Mikroorganismen, deren Bruchstlcke
oder Stoffwechselprodukte mikrobiologisch (HERGENHAN, 2009).
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Ein weiterer Aspekt der Wirkungsweise von Adjuvantien ist die Depotwirkung. Bei
alleiniger Injektion des Antigens wurde es in relativ kurzer Zeit im Organismus
abgebaut werden, wodurch die Antikorperbildung viel schwacher ausgepragt ware.
Ist das Antigen jedoch an ein Adjuvans adsorbiert, verbleibt es langer im Gewebe
und kann somit Uber einen langeren Zeitraum Immunzellen aktivieren (KULBS,
2005). Olhaltige Adjuvantien zeigen dabei starkere Depotwirkung als beispielsweise
Aluminiumverbindungen (COX und COULTER, 1997; SCHINJS, 2000). Nach VAN
DER VEN (2002) kénnen Wasser in Ol (W/O) Emulsionen eine lokal chronische
Entzindungsreaktion stimulieren, die eine Ansammlung von Macrophagen und eine
verlangsamte Freigabe des Antigens bewirkt. Dadurch kann die Halbwertszeit des
Antigens im Korper um ein Vielfaches verlangert und die Immunantwort durch den
verlangerten Kontakt verstarkt werden. Adjuvantien werden regelmalig in
Totimpfstoffen und Toxoiden verwendet, nicht jedoch in Lebend- und
Ganzkeimimpfstoffen, da diese zum Erzielen einer entsprechenden Immunantwort in
der Regel keine Adjuvantien bendotigen (TIZARD, 1981).

2.2.1 Definition Suspension und Emulsion

Suspensionen sind heterogene Mischungen aus einer Flussigkeit, die als Trager
fungiert, und darin suspendierten, unloslichen Stoffen. Die Nichtmischbarkeit fuhrt
zum Absinken des unldslichen Stoffes. Suspensionen sind daher vor dem Gebrauch
aufzuschatteln und erst danach makroskopisch homogen.

Unter einer Emulsion versteht man ein fein verteiltes Gemisch einer wassrigen
Komponente und einer fetthaltigen Komponente, die normalerweise nicht mischbar
sind. Emulsionen mussen vor Gebrauch nicht aufgeschuttelt werden.

Man unterscheidet zwischen zwei Emulsionstypen: Wasser in Ol — Emulsion (W/O)
und Ol in Wasser — Emulsion (O/W). Bei der W/O Emulsion teilt sich das Wasser in
winzige Tropfchen, die von der fetthaltigen Komponente umschlossen werden. Bei
der O/W Emulsion werden winzige Fettropfchen vom Wasser umschlossen. Um
diesen Zustand zu erreichen, bendtigt man Hilfsstoffe, so genannte Emulgatoren
oder Tenside (BEUBLER, 2011).
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2.2.2 Carbomer (ImpranFlex®)

Bei einem Carbomer handelt es sich chemisch gesehen um eine Polyacrylsaure.
Diese wird synthetisch hergestellt und stellt ein hochmolekulares Polymer der
Acrylsaure dar. In der Pharmazie finden in der Regel homopolymere Polyacrylsauren
Anwendung, sie bestehen aus mehreren gleichen Grundbausteinen (Monomere).
ImpranFlex® wird auf Wasserbasis hergestellt und enthalt ein Geflecht von
querverbundenen Polymeren. Diese sollen wie ein Schwamm das Antigen binden.
Daraus ergeben sich zwei Vorteile: Zum einen flhrt das in Lésung befindliche
Antigen im Impfstoff sofort nach der Injektion zu einer Immunantwort, zum anderen
wird das in der Matrix gebundene Antigen nur langsam freigesetzt, wodurch eine Art
Boosterwirkung eintritt (BOEHRINGER INGELHEIM, 2012c).

Das Adjuvans Carbomer ist in dem PCV-2 Impfstoff Ingelvac CircoFLEX® der Firma
Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim/ Rhein, enthalten und wird dort
als ImpranFlex® bezeichnet (BOEHRINGER INGELHEIM, 2012c; BOEHRINGER
INGELHEIM, 2012d).

Die Autoren SCHWARTZ et al. (2007) und PETERSEN et al. (2008) konnten in ihren
vergleichenden  Studien mit Ingelvac CircoFLEX®  und physiologischer
Kochsalzlésung bezuglich der lokalen Vertraglichkeit keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Impf- und der Kontrolltiere feststellen.
Am Tag der Impfung kann sehr haufig eine leichte, voribergehende Erhéhung der
Koérpertemperatur auftreten (BOEHRINGER INGELHEIM, 2008a).

2.2.3 Montanide ISA708® (Impran®)

Bei der Adjuvansformulierung Impran® handelt es sich um eine Wasser in Ol
Emulsion, die auf dem Adjuvans Montanide ISA 708° basiert. Impran® ist eine hoch
stabile Emulsion, die einen Komplex ausbildet, welcher das Antigen sowohl in der
Wasser- als auch in der Olphase bindet. Dies fiihrt zu einer sofortigen und auch
langsameren Freisetzung des Antigens nach der Applikation. Montanide ISA 708°
besteht aus einer Mischung von vier verschiedenen, biologisch abbaubaren
Pflanzendlen, die in vivo komplett verstoffwechselt werden kénnen (SEPPIC, 2011a;
BOEHRINGER INGELHEIM, 2012b).

Montanide ISA 708® ist als Adjuvans in dem Mycoplasma hyopneumoniae Impfstoff

Ingelvac M.hyo® der Firma Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim/
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Rhein, enthalten und wird unter dem Namen Impran® vermarktet (BOEHRINGER
INGELHEIM, 2012a; BOEHRINGER INGELHEIM, 2012b).

Nach HERBACH (2005) konne durch den Einsatz einer Wasser-in-Ol Formulierung
auf Pflanzendlbasis jede mdgliche Nebenwirkung reduziert werden. Die Montanide
ISA Adjuvantien enthalten unterschiedliche Anteile an metabolisierbaren Olen und
Surfactants. Subcutan an Kaninchen, Mause oder Meerschweinchen verabreichtes
Montanide ISA 740® wird allgemein gut vertragen, andere Montanide Adjuvantien
werden tierartlich unterschiedlich, aber in der Regel viel besser als FCA (Komplettes
Freund Adjuvans) vertragen (BUNDESAMT FUR VETERINARWESEN, 1999).
Montanide ISA Adjuvantien wurden vom Committee for Medical Products for
Veterinary use (CVMP) fur den Gebrauch in immunologischen Produkten als sicher
befunden und sind im Annex der VO 470/2009 EG beinhaltet.

In der Gebrauchsinformation fuhrt Boehringer Ingelheim unter Nebenwirkungen
Apathie und Appetitlosigkeit, die nach wenigen Tagen abklingt, auf. Des Weiteren
werden Schwellungen, die teils fester Konsistenz und 2cm im Durchmesser erhaben
sind, geschildert. Diese Erscheinungen klingen nach bis zu zwei Tagen ab.
AulRerdem koénnen in sehr seltenen Fallen post mortem an der Einstichstelle
granulomatése  Entzindungen, hauptsachlich  durch  nicht fachgerechte
Injektionstechnik hervorgerufen, beobachtet werden. Zudem besitzt der Impfstoff
aufgrund des oligen Charakters eine hohe Viskositat und soll vor der Applikation
mindestens auf Raumtemperatur erwarmt werden. Die Injektion soll mit einer Kantle
von mindestens 1,2mm Durchmesser durchgefuhrt werden (BOEHRINGER
INGELHEIM, 2007).

2.2.4 Aluminiumhydroxid, Mineraldl ISA 25 VG®

Nach KULBS (2005) haben sich Aluminiumhydroxid oder Aluminiumphosphat als
Adjuvantien in Impfstoffen sehr lange bewahrt, der erste Einsatz erfolgte von
GLENNY et al. (1926). Aluminiumverbindungen haben einen Depoteffekt, aktivieren
das Komplementsystem und stimulieren die Bildung und Freisetzung von IL 1, IL 4
und TH2-Zellen mit verstarkter IgG- und IgE-Produktion. Bei der Herstellung einer
Antigen-Adjuvans-Losung muss darauf geachtet werden, dass das Antigen am
Aluminiumgel adsorbiert wird. Fur die primare Adsorption sind der pH-Wert der
Impflosung und die isoelektrischen Punkte von Antigen und Gel entscheidend.
(SEEBER et al., 1991; HARTINGER und MATEIS, 1998; KULBS, 2005).
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Als Nebenwirkungen treten nach KULBS (2005) bei aluminiumhaltigen Adjuvantien
milde Reaktionen wie Erytheme und leichte Schwellungen an der Injektionsstelle auf.
Nach PRANGE (2004) gilt Aluminiumhydroxid als Adjuvans als besonders gut
vertraglich. GASS-COFRE konnte 2007 nach Applikation eines aluminium-
hydroxidhaltigen Rotlaufimpfstoffes bei Sauen keine lokalen Reaktionen an der
Injektionsstelle feststellen. In einer Untersuchung von HERGENHAN (2009) wurde
der Verbleib von aluminiumhydroxidhaltigem Adjuvans am Applikationsort bei
Frettchen beschrieben; im gesamten Untersuchungszeitraum von bis zu 24 Wochen
post applicationem konnten Ruckstande des Adjuvans festgestellt werden.

Montanide ISA 25 VG® ist ein Adjuvans fir Ol in Wasser (O/W) Emulsionen auf
Mineraldlbasis und dient der Stabilisierung der Emulsion (SEPPIC, 2011b).
Nachweise (iber die Vertraglichkeit von Montanide ISA 25 VG® sind unter Punkt 2.2.3
dargelegt.

Der Influenza-Impfstoff Ingelvac FIu® der Firma Boehringer Ingelheim Vetmedica
GmbH, Ingelheim/ Rhein, enthalt eine Mischung aus beiden oben aufgeflhrten
Adjuvantien.

Als Nebenwirkungen des Ingelvac Flu® Impfstoffes fiihrt Boehringer Ingelheim eine
vorubergehende Erhohung der Korperinnentemperatur auf, die ohne Therapie
innerhalb von zwei Tagen abklingt. Bei versehentlicher subcutaner Applikation
konnten Hautveranderungen, leichte Schwellungen und Roétungen an der
Injektionsstelle auftreten. Bei der Impfung tragender Sauen kann kurzzeitig eine
verringerte Futteraufnahme beobachtet werden (BOEHRINGER INGELHEIM,
2008Db).

2.3 Entzindung

2.3.1 Definition Entziindung

Die Entzundung ist eine komplexe, sehr fein und individuell regulierbare Reaktion
eines jeden Organismus unter Beteiligung des Kreislauf- und Immunsystems sowie
des ortsstandigen Bindegewebes und Parenchyms. Die Entzindungsreaktion
verfolgt dabei im Wesentlichen drei Ziele: erstens, die Noxe und deren Folgen zu
eliminieren, zweitens, deren Auswirkungen so gering wie moglich zu halten und
drittens, den ursprunglichen Zustand wiederherzustellen. Mit jeder akuten
Entzindung gehen die funf Kardinalsymptome Rubor, Tumor, Calor, Dolor und

Functio laesa einher.
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Als Regeneration bezeichnet man den Ersatz von zugrunde gegangenen Zellen
durch identische und fur das Gewebe typische Zellen. Ist dies nicht moglich, kommt
es zur Reparation. Hierbei kommt es zur Bildung von Ersatzgewebe, welches
zunachst aus aktivem Granulationsgewebe besteht, das spater durch faserreiches
Bindegewebe ersetzt wird (BAUMGARTNER und GRUBER, 2011).

2.3.2 An der Entziindung beteiligte Zellen

Neutrophile Granulozyten gehoéren zur Gruppe der Leukozyten, sie sind die ersten
weillen Blutkorperchen, die wahrend eines Entziindungsgeschehens im Exsudat
auftreten. lhre Aufgabe ist es, durch Phagozytose, Sekretion und respiratory burst
den Abbau bzw. die Abtotung von Erregern, Fremdsubstanzen oder Tumorzellen zu
fordern und deren Ausbreitung bis zum Anlaufen der erworbenen Immunantwort zu
hemmen. Der respiratory burst stellt einen sauerstoffabhangigen Mechanismus dar,
der vorrangig in neutrophilen Granulozyten und in Macrophagen stattfindet. Dabei
steht die Bildung von freien, reaktiven Sauerstoffverbindungen im Vordergrund.
Damit ist der respiratory burst in der Lage, beim Abbau und der Abtdétung von
schadigenden Noxen weitaus wirksamer zu agieren als lysosomale Prozesse. Die
Sekretion und Freisetzung des Granulainhalts der neutrophilen Granulozyten besitzt
eine entzundungsinduzierende und verstarkende Wirkung, wodurch sie vor allem bei
der akuten Entziindung eine herausragende Rolle einnehmen.

Macrophagen sind die wichtigsten Vertreter  des mononuklearen
Phagozytensystems (MPS), das aus nahe verwandten, aus dem Knochenmark
stammenden Zellen besteht. Hierzu z&hlen wu.a. Blutmonozyten und
Gewebemacrophagen. Man  unterscheidet zwischen zwei Typen von
Gewebemacrophagen: zum einen jene, die in spezifischen Organen und Geweben
beheimatet sind und zum anderen jene, die sich als Antwort auf Entzindungsreize
aus Monozyten entwickeln und aus dem Blut ins Gewebe eingewandert sind.
Monozyten sind nach etwa 10 Stunden im Rahmen einer Entzindung im Gewebe
nachweisbar und erreichen ihren hochsten Gehalt nach etwa 24 Stunden.
Macrophagen sind sowohl zur Antigenprasentation, Phagozytose mit respiratory
burst als auch zur Sekretion von Zytokinen befahigt. Monozyten und Macrophagen
sind typische Zellen fur eine chronische Entzindung. Aus den hochaktivierten
Macrophagen entwickeln sich haufig Epitheloidzellen und mehrkernige Riesenzellen,

sie finden sich haufig bei granulomatésen Entziindungsformen.
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Bei den mehrkernigen Riesenzellen kdnnen zwei unterschiedliche Formen im
Gewebe auftreten. Die mehrkernigen Riesenzellen vom  sogenannten
Fremdkorpertyp zeichnen sich morphologisch dadurch aus, dass ihre Zellkerne
unregelmafig im Zytoplasma verteilt liegen. Bei den Langhans’schen Riesenzellen
weisen die Zellkerne eine periphere, hufeisenférmige Anordnung im Zytoplasma auf.
Lymphozyten sind Zellvertreter der spezifischen Immunitdt und spielen
beispielsweise bei Virusinfektionen und Erkrankungen mit langerer Antigenpersistenz
eine entscheidende Rolle. Sie sind somit typische Vertreter einer chronischen
Entzindungsreaktion. Sie gelangen ab 24 bis 48 Stunden 2zu akuten
Entzindungsherden. Nach geeigneter Stimulation differenzieren sich B-Lymphozyten
in Plasmazellen, die in der Lage sind, Immunglobuline zu sezernieren. Diese dienen
der Opsonisierung der Antigene und erleichtern auf diesem Weg deren Phagozytose
(ACKERMANN, 2009a und 2009b; BAUMGARTNER und SCHMIDT, 2011).

2.3.3 Arten der Entziindung

Die eitrige oder purulente Entziindung ist eine Form der akuten Entziindung, die
durch das Auftreten zahlreicher neutrophiler Granulozyten gekennzeichnet ist. Sie
wird vorwiegend durch Bakterien verursacht. Sind keine Erreger beteiligt, bezeichnet
man sie als sterile eitrige Entzindung.

Die treibende Kraft fur die Entstehung einer eitrigen Entziindung sind chemotaktische
Faktoren, die ein Auswandern der Zellen aus den Gefal3en und ihre Ansammlung am
Ort der Entzindung hervorrufen. Diese Form der Entzindung kann sich sekundar
beispielsweise aus einer serosen Entzindung entwickeln, aber auch primar durch
entsprechende Noxen bedingt sein. Eiter besteht aus vitalen und degenerierten
neutrophilen Granulozyten, Zelldetritus und je nach Atiologie zuséatzlich aus
Bakterien.

Als fibrindse Entziindung wird eine akute Entzindung bezeichnet, bei der eine
stark erhdhte Gefallpermeabilitdt zum Austritt von Blutplasma, welches Fibrinogen
enthalt, flhrt. Das entzindliche Exsudat ist durch geronnenes Fibrin auRerhalb der
Gefalle sowie geringe Leukozytenbeimengungen gekennzeichnet. Das entstehende
Fibrinnetz soll einerseits die Ausbreitung der Noxe verhindern, andererseits kann auf
diesem Weg die Mikrozirkulation des Gewebes eingeschrankt und dadurch die

Entstehung einer Nekrose begulnstigt werden.
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Eine Nekrose stellt eine unwiederbringliche Zerstérung der Zelle dar. Nekrosen
entstehen energieunabhangig indirekt durch anhaltende Schadigungen, bei
Uberforderung der zellularen Adaptationsmechanismen oder direkt durch massive,
letal wirkende Noxen.

Granulomatdse Entziindungen sind durch die vorherrschende Anwesenheit von
Zellen des Mononukledaren Phagozytose Systems (MPS), also Monozyten,
Macrophagen, mehrkernigen Riesenzellen, Lymphozyten und Plasmazellen,
gekennzeichnet. Granulomatése Entziindungen werden in der Regel durch schwer
eliminierbare  Noxen hervorgerufen (ACKERMANN, 2009a und 2009b;
BAUMGARTNER und SCHMIDT, 2011).

2.3.4 Farbemethoden

In der Histopathologie gehdren die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung und die Giemsa
Farbung zum Standard in der Diagnostik.

Die HE Farbung stellt ein Routineverfahren dar, bei dem sich das Zytoplasma rot und
der Zellkern blau darstellen.

Die Giemsa Farbung liefert einen guten Kontrast zwischen Zellen und der
Interzellularsubstanz. Sie dient daher der Zelldifferenzierung, vor allem von
Lymphozyten und Plasmazellen. Zellen und Zellkerne erscheinen in
unterschiedlichen Blautdnen, die Granula der eosinophilen Granulozyten orange (MC
GAVIN und ZACHARY, 2009; BAUMGARTNER und GRUBER, 2011).

24 Thermographie

Die Anwendungsmaoglichkeiten der Thermographie sind sehr vielseitig. In der Medizin
werden Warmebildkameras immer haufiger eingesetzt, beispielsweise um
Entzindungsherde besser zu orten oder um Tumordiagnosen zu untermauern bzw.

genauer definieren zu konnen.
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2.4.1 Funktionsweise einer Warmebildkamera

Alle Objekte, auch Menschen und Tiere, deren Korper eine Temperatur oberhalb des
absoluten Nullpunktes (0OK) besitzt, senden Warmestrahlung in Form von
elektromagnetischen Wellen aus. Diese Warme- bzw. Infrarotstrahlung wird von den
Warmebildkameras erfasst und in verschieden abgestuften Farbténen als Warmebild
auf einem Bildschirm dargestellt. Jedem Farbton ist hierbei eine genaue Temperatur
zugeordnet. Dadurch kann dem Betrachter eine Warmeverteilung des betrachteten
Gegenstandes mit flieRenden Ubergéngen angezeigt werden.

Die Erzeugung eines Warmebildes ist technisch sehr aufwendig und nur mit Hilfe
modernster Rechnersysteme moglich (INFRATEC, 2011b).

2.4.2 Einsatz in der Humanmedizin

Da sich eine Vielzahl von Krankheitsbildern im Rickschluss auf die Verteilung der
Korpertemperatur  diagnostizieren lasst, findet die Thermographie in der
Humanmedizin vor allem in der Angiographie, der Dermatologie und der Onkologie
Anwendung. Fur den Einsatz in der Humanmedizin bietet die Thermographie noch
zwei weitere Vorteile gegenuber anderen bildgebenden Verfahren: Warmebild-
kameras sind schnell und Uberall einsatzbereit und liefern in wenigen Sekunden ein
Ergebnis und sind im Vergleich mit anderen medizinischen Geratschaften relativ
kostengtinstig (FLIR SYSTEMS, 2011; INFRATEC, 2011a).

2.4.3 Einsatz in der Tiermedizin

Die Thermographie erfolgt ahnlich wie bei einem herkdbmmlichen Foto aus nachster
Nahe, jedoch ohne Kontakt, sie ist somit nicht-invasiv. Dies ist vor allem flr einen
Einsatz in der Tiermedizin ein entscheidendes Kriterium, da die Tiere fur das
Anfertigen eines Warmebildes weder fixiert noch sediert werden mussen, sondern in
ihrer gewohnten Umgebung ohne Stress bleiben kdnnen. Dies stellt einerseits fur
den Anwender einen grol3en zeitlichen Vorteil dar, andererseits ist die
Thermographie aufgrund der nicht-invasiven Methode beliebig oft reproduzierbar.

Die Warmebildkamera findet in den letzten Jahren immer mehr Anwendungsgebiete
in der Tiermedizin, hauptsachlich zur Auffindung von entzundlichen Prozessen
(ROHLINGER et al., 1979; GLAS, 2008).
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SCHULZE (2003) untersuchte die Anwendbarkeit der Thermographie am Pferdehuf.
Es wurden Thermogramme von gesunden Hufen untereinander und mit pathologisch
veranderten Hufformen verglichen. Aufgrund der Ergebnisse konnte bewiesen
werden, dass die Thermographie als bildgebendes Verfahren in der Diagnostik von

Huferkrankungen eine sinnvolle Hilfestellung leisten kann.

Im Rinderbereich wurde die Anwendbarkeit der Thermographie von GLAS (2008) im
Hinblick auf die Erkennung von Euterentzindungen untersucht. Hier konnten
entzindliche Prozesse in einem sehr frihen Stadium sichtbar gemacht werden. Die
subklinische Klauenrehe beim Rind wurde von WILHELM (2010) im Hinblick auf
einen Zusammenhang zum Energiestoffwechsel der Kuh mittels der Thermographie
untersucht.

Eine Studie von SAVARY et al. (2008) befasste sich mit der Eignung der
Thermographie zur Erfassung von Entzindungen an den Gliedmallen von
Mastschweinen. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass die Thermographie als
alleinige Methode zur Diagnose von Gelenkentziindungen bei Mastschweinen nicht
ausreicht, da beim Einsatz der Thermographie die externen Storfaktoren kritisch zu
beurteilen sind. Aufgrund des erheblichen Einflusses der Umgebungstemperatur
sowie der Luftfeuchtigkeit, des Kamera-Tier-Abstands, des Alters und des Gewichts
der Tiere sollten diese Faktoren bei vergleichenden Untersuchungen entweder
konstant gehalten oder durch die Verwendung von entsprechenden Korrekturwerten
berucksichtigt werden.

GABRIEL (2008) kam in einer vergleichenden Untersuchung von Thermographie und
Pathologie von Gelenksentziindungen bei Schweinen zu dem Ergebnis, dass die
Thermografie weder in Bezug auf die visuelle Beurteilung mittels Hot Spots noch in
Bezug auf die Methode der Temperaturdifferenz zwischen Referenz- und Zielbereich
ein ausreichend zuverlassiges Instrumentarium zur Identifizierung von
Gelenksentztiindungen bei Mastschweinen darstellt. Die thermographischen Befunde
durfen folglich nicht als alleiniges Kriterium fir die Diagnose von
Gelenksentzindungen verwendet werden, sondern missen durch weitere
Abklarungen erganzt und in ein diagnostisches Gesamtbild eingepasst werden.
TRAULSEN et al. (2010) untersuchten die Einsatzmdoglichkeiten der
Infrarotthermographie zur Messung der Korpertemperatur bei Sauen. In dem

durchgefuhrten Versuch bei Sauen um den Abferkelzeitpunkt wurden an den
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Lokalisationen Auge, Gesauge, Ohrgrund, Innenohr und Scham zweimal taglich
Korperoberflachentemperaturen thermographisch erfasst. Als Referenztemperatur
wurde die zeitgleich gemessene Rektaltemperatur herangezogen. Zusammen-
fassend lie® sich feststellen, dass die Infrarotthermographie ein sensibles Verfahren
zur bertuhrungslosen Erfassung von Warmestrahlung ist, mit dem Veranderungen der
Korperoberflachentemperatur schnell erkannt werden konnen. Fur die Schatzung der
Korpertemperatur schienen die Lokalisationen Gesauge und Scham am besten
geeignet, da sie die hochsten Korrelationen zur Rektaltemperatur sowie einen sehr
ahnlichen Verlauf wie die Rektaltemperatur aufweisen. Zudem weise die
Lufttemperatur einen signifikanten Einfluss auf, der sich starker auf die apikalen als
auf die  korperkernnaheren  Lokalisationen  auswirke. Mit  steigender
Umgebungstemperatur werde die Differenz der Hochstwerte zu den Tiefstwerten der
Hauttemperatur des Korpers geringer.

WARRISS et al. (2006) zeigten in einer Studie an einem Schlachthof, dass die
mittlere Innenohrtemperatur, gemessen mit einer Warmebildkamera, signifikant
korreliert war mit der mittleren Bluttemperatur der Tiere, gemessen wahrend des

Ausblutungsvorganges im Verlauf der Schlachtung.
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3 Material und Methode

Der im Folgenden beschriebene Vorversuch wurde im Juli 2010 auf der
Versuchsstation Thalhausen der TU Minchen durchgefuhrt. Die Auswertung der vor
Ort erhobenen Daten erfolgte an der Klinik fur Schweine der LMU Munchen,
Oberschleil3heim.

Der im Weiteren beschriebene Hauptversuch wurde an der Klinik fur Schweine der
LMU Midnchen im November 2010 durchgefuhrt. Dort erfolgten die
Temperaturmessungen mit der Warmebildkamera sowie die Auswertung der
gesammelten Daten.

Die Gewebeprobenentnahmen sowie die pathologisch-anatomischen und
histopathologischen Untersuchungen erfolgten im Institut fur Tierpathologie der LMU

Miinchen.

3.1 Ziel der Untersuchung

Ziel der beiden Versuche war eine vergleichende Untersuchung von lokalen
Gewebeveranderungen nach Injektion unterschiedlicher Adjuvantien. Hierzu wurde
das Gewebe im Bereich der Applikationsstelle mit der nicht-invasiven Thermographie
am lebenden Tier und mittels histopathologischer Gewebeuntersuchung am toten
Tier untersucht. Bei der Auswertung der gesammelten Daten wurde darauf geachtet,
ob sich mit der Warmebildkamera vergleichbare bzw. gleichwertige Ergebnisse
erzielen lassen wie mit dem bisherigen Goldstandard der histopathologischen
Untersuchung.

3.2 Verwendete Adjuvantien/ Impfstoffe

Die vergleichende Untersuchung von Warmebildkamera und Histopathologie wurde
anhand der Impfung von Ferkeln mit 3 Impfstoffen der Firma Boehringer Ingelheim
durchgefuhrt. Alle drei Impfstoffe waren zu Versuchsbeginn in Deutschland fur die
jeweilige Indikation beim Schwein zugelassen. Bei der Auswahl der Impfstoffe wurde
darauf geachtet, dass die Impfstoffe auf verschiedenen Adjuvantien basieren.
Namentlich handelt es sich um die Impfstoffe Ingelvac CircoFLEX® (A), Ingelvac
M.hyo® (B) und Ingelvac Flu® (C), siehe dazu Tabelle 1.

Den Tieren der Kontroligruppe (D) wurde anstelle des Impfstoffes isotonische

Kochsalzldsung in der jeweiligen Dosierung des Impfstoffes injiziert.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Impfstoffe/ Injektate bei den einzelnen Gruppen im

Vor- und Hauptversuch

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D
Isotonische
Impfstoff/ Ingelvac ® ® Natriumchlorid-
. ) ® Ingelvac M.hyo Ingelvac Flu )
Injektat CircoFLEX Lésung 0,9% ad
us.vet. B.Braun®
Aluminiumhydroxid,
. Montanide ISA
Adjuvans Carbomer ® Montanide ISA 25 -
708 ®
VG
entsprechend der
Mindest-
it 2 Wochen 3 Wochen 8 Wochen Gruppen-
alter
zugehorigkeit
Aktive Aktive Aktive Kontrollgruppe
Immunisierung Immunisierung zur | Immunisierung zur
gegen das Porcine | Reduktion von Induktion einer
Circovirus Typ 2 Lungenlasionen spezifischen
(PCV 2) infolge einer Immunantwort
Mycoplasma gegen porcine
hyopneumoniae Influenzaviren der
Infektion Antigenkombi-
nationen H1N1 und
H3N2 und zum
Indikation

28

Schutz vor
klinischen
Erkrankungen bzw.
zur Milderung des
Krankheitsver-
laufes der durch
die Subtypen H1N1
und H3N2
induzierten

Schweineinfluenza
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3.3 Instrumentarium

3.3.1 Kanilen

Zur intramuscularen Applikation wurden fur jedes Tier neue, sterile Einmalspritzen
und Kaniilen verwendet (Sterican®, B.Braun®, Melsungen).

Die Kanulengrofde betrug bei allen Altersgruppen und Impfstoffen einheitlich 20G.
Lediglich die Kanulenlange wurde mittels einer aufgesteckten Plastikhulse an die
Grolle des Tieres bzw. dessen Korpergewicht in Anlehnung an ELICKER (2006)

angepasst, siehe Tabelle 2.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die bei den einzelnen Gewichtsklassen verwendeten KaniilengréBen

Gewichtsklasse (kg) | Kaniile

bis 10 1,2x20mm
11 bis 25 1,2x25mm
26 bis 50 1,2x30mm
51 bis 100 1,2x35mm

3.3.2 Warmebildkamera

Zur Anfertigung der Warmebilder wurde die Warmebildkamera TC-3 der Firma PCE
Instruments® verwendet. Die Kamera verfiigt (iber eine Auflésung von 160x120 Pixel
bei einer Messgenauigkeit von +/- 2%. Das Gerat misst in einem Temperaturbereich
von -10°C bis +250°C mit einer Sensitivitat von 0,15°C. Die aufgenommenen Bilder
(Thermogramme) wurden auf einer SD-Karte zwischengespeichert und mit der
Software PCE-TC Series Imager® zur Auswertung bearbeitet und anschlieBend
ausgewertet. Bei der Bearbeitung wurde zuerst der Messbereich auf den zu
erwartenden Temperaturbereich beschrankt, um eine mdglichst genaue
Farbabstufung im Thermogramm zu erhalten und um etwaige mit abgebildete
Gegenstande (Aufstallung, Fenster, Warmelampe der Nachbarbox) von der
Auswertung auszuschlielen. Dann wurde mit Hilfe einer Programmfunktion der
warmste und der kalteste Punkt im vorgegebenen Auswertungsbereich markiert. Der
Wert des warmsten angezeigten Punktes in diesem Bereich wurde in die Auswertung
aufgenommen (Abbildung 1 und 2).
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kd T1I000050.1RI* - PCE-TC Imager-Serie
Datei Bearbeiten Ansicht Einstellungen Hiffe

Fd kB4 40 el 7

Anzeige | Messpunkts | Einstelungen | Eigenschaften | Abfolge | 0 M“Ts:;:'e s —_
Temp. Spanne: 350°C b [4L0°C

ot ik [regenbogen =]

Interpolation: @y =]

Zoom Faktor: i -

Ausschnitt
Bild Info
Warm 414°C (37,88)

Kalt 29.5°C (23,0)
TempDiff  11.6°C (W-K)
Durchschnitt 36.2°C

350°C

210°C

Fertig
MiStart. €. [mes. b

Abbildung 1: Auswertung eines Thermogrammes mit der Software PCE-TC Imager Serie®,

Ubersichtsansicht des Programmes

Abbildung 2: Auswertung eines Thermogrammes mit der Software PCE-TC Imager Serie®,

Auswertungsfeld und warmster Punkt an der Injektionsstelle markiert
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3.3.3 Messung der Korperinnentemperatur

Die Messung der Korperinnentemperatur (KT) erfolgte durch eine rektale
Temperaturmessung mit Fieberthermometern der Firma Microlife® (Microlife VT 1831
Vet-Temp®, Widnau, Schweiz).

3.4 Vorversuch

3.4.1 Gruppeneinteilung

Auf dem Versuchsbetrieb in Thalhausen wurde die Warmebildkamera anhand der
Impfung von Ferkeln mit drei Impfstoffen und jeweils unterschiedlichen Adjuvantien
plus jeweiliger Kontrollgruppe getestet (Tabelle 3). Es wurden die gleichen Impfstoffe
eingesetzt, die spater im Tierversuch zum Einsatz kommen sollten. Der Vorversuch
wurde aus organisatorischen Grinden an drei kurz aufeinander folgenden Tagen
durchgefuhrt, wobei pro Versuchstag je ein Impfstoff mit jeweiliger Kontrollgruppe
zum Einsatz kam. Die Anzahl der Tiere verteilte sich je zur Halfte auf Impf- und
Kontrolltiere. Die Kontrolltiere wurden bezlglich des Alters entsprechend den
zugehdrigen Impftieren ausgewahlt. Das Volumen der applizierten isotonischen
Kochsalzldsung orientierte sich an der jeweiligen Impfdosis.

Die Auswahl der Tiere erfolgte nach klinischer Untersuchung der Saug- bzw.
Absetzferkel am Vortag des Versuchs und entsprechend den Herstellervorgaben
bzgl. des Mindestalters der Tiere. Grundvoraussetzung war, dass die Tiere an der
geplanten Injektionsstelle caudal des Ohrgrundes noch keine Applikation
(Schutzimpfung, Antibiose, Eisenversorgung) erhalten hatten. Fur die klinische
Untersuchung wurde das Scoresystem von ELICKER (2006) modifiziert (Tabelle 5).

Aus dieser Auswahl wurden die Versuchstiere per Los den jeweiligen Gruppen (A, B,
C, D) zugeteilt. Alle Ferkel waren zur Identifikation von Seiten der Versuchsstation
mit Ohrmarken mit fortlaufenden Nummern markiert. Am Tag vor Versuchsbeginn
wurde den Tieren nach oben genannter Auswahl eine zusatzliche Ohrmarke
eingezogen, ebenfalls fortlaufend nummeriert. Dies war erforderlich, da die Ferkel je
nach Alter entweder noch nicht von der Sau abgesetzt waren und nicht alle Tiere
eines Wurfes als Versuchstiere verwendet werden konnten oder im Flatdeck in
grolReren Gruppen gehalten wurden.
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Die Gruppe A bestand aus 25 Ferkeln im Alter von knapp 3 Wochen, 2 Tiere
mussten bei Versuchsbeginn ausgeschlossen werden. Somit wurden 23 Tiere
geman den Herstellervorgaben mit dem Impfstoff Ingelvac CircoFLEX® geimpft.

Die Gruppe B bestand aus 25 Tieren im Alter von knapp Uber drei Wochen. Die
Ferkel wurden entsprechend der Herstellervorgabe mit dem Impfstoff Ingelvac
M.hyo® geimpft.

Gruppe C umfasste 25 Tiere im Alter von 9 bis 10 Wochen. Den Tieren wurde nach

Herstellervorgabe der Impfstoff Ingelvac Flu® appliziert.

In der Kontrollgruppe D befanden sich 25 Kontrolltiere (Dp) fur die Gruppe A, von
denen ein Tier bei Versuchsbeginn ausgeschlossen wurde, und je 25 Kontrolltiere
(Dg und Dc) fur die Gruppen B und C. Allen Kontrolltieren wurde isotonische

Kochsalzlosung appliziert.

Insgesamt befanden sich 73 Impftiere und 74 Kontrolltiere im Vorversuch.

Tabelle 3: Gruppeneinteilung im Vorversuch

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D
(Da, Dg, Dc)
Isotonische
Impfstoff/ Ingelvac ® ® Natriumchlorid-
. . ® Ingelvac M.hyo Ingelvac Flu .
Injektat CircoFLEX Lésung 0,9% ad
us.vet. B.Braun®
Anzahl der Tiere 23 25 25 74
Messzeitpunkte/ TObisT6/
Std. nach der Inj. 0,2,4,6, 8, 10 und 24 Std. post injectionem
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3.4.2 Versuchsablauf

Am Tag des Versuches fanden die einzelnen Teilschritte wie folgt statt: jedes Tier
wurde anfangs einzeln untersucht, dabei waren 3 Parameter von Bedeutung:
Korperinnentemperatur, ungestortes Allgemeinbefinden gemall dem entwickelten
Score (Tabelle 5) und die lokale Untersuchung bzw. Palpation von Haut und Gewebe
an der geplanten Injektionsstelle (Tabelle 6). Danach wurde von dem Areal um die
Injektionsstelle eine Aufnahme mit der Warmebildkamera gemacht, um den Zustand
vor der Applikation als Ausgangswert zu dokumentieren. Anschliel3end erfolgte nach
trockener Reinigung die Injektion des Impfstoffes bzw. der Kochsalzlésung mit
steriler Einmalkanule und —spritze.

Im Folgenden wurden im Intervall von 2 Stunden bei jedem Versuchstier oben
genannte drei Parameter Uberprift und dokumentiert und eine Aufnahme mit der
Warmebildkamera gemacht. Dies geschah am ersten Versuchstag funf Mal (nach 2,
4, 6, 8 und 10 Stunden p. inj.) und am zweiten Versuchstag ein Mal, 24 Stunden
nach der Applikation am Vortag (Tabelle 4).

Vor jedem Messdurchgang bzw. nach einem Stallwechsel war es notwendig, den
Grundwert fur die Umgebungstemperatur in der Warmebildkamera, auf dem alle
Messungen basieren, neu einzustellen. AuRerdem mussten alle Aufnahmen immer
im gleichen Winkel und Abstand zum Tier gemacht werden.

Um Verfalschungen der lokalen Warmeabstrahlung zu vermeiden, wurden 2 Stunden

vor Versuchsbeginn samtliche kinstlichen Warmequellen abgeschaltet.

Tabelle 4: zeitliche Abfolge und beurteilte Parameter bei den einzelnen Messzeitpunkten

Messzeitpunkt TO T1 T2 T3 T4 T5 T6

Stunden
L 0 2 4 6 8 10 24
p.injectionem

- Score Allgemeinbefinden

beurteilte - Wéarmebild

Parameter, - Score lokale Gewebepalpation

Tatigkeit - Messung der Kérperinnentemperatur
- Impfung
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3.4.3 Versuchsparameter

Wahrend der Durchfuhrung des Vorversuches wurden insgesamt 4 verschiedene
Parameter erfasst.

Der erste Parameter ist die lokale Warmeentwicklung, die durch die Aufnahmen mit
der Warmebildkamera (Thermogramm) sichtbar gemacht und dokumentiert wurde.
Der zweite Parameter ist die parallel zum Thermogramm erfolgte Messung der
Korperinnentemperatur.

Der dritte Parameter ist die Beurteilung und Dokumentation des Allgemeinbefindens
mittels Score (Tabelle 5).

Der vierte Parameter ist die lokale Gewebepalpation zur Beurteilung von Haut und
Gewebe an der Injektionsstelle mittels Score (Tabelle 6).

FUr den dritten und vierten Parameter wurden zwei Scoresysteme, ,Score
Allgemeinbefinden® und ,Score lokale Gewebepalpation® entwickelt bzw. nach
ELICKER (2006) modifiziert.

Tabelle 5: Score Allgemeinbefinden Vor- und Hauptversuch

Score | Befund

0 keine Stérung des Allgemeinbefindens

1 geringgradige Stérung des Allgemeinbefindens, Tier liegt vermehrt

) mittelgradige Stérung des Allgemeinbefindens, Tier liegt vermehrt,
sondert sich ab, verringerte Futteraufnahme

5 hochgradige Stérung des Allgemeinbefindens, Abbruch des Versuches,

symptomatische Behandlung

Der Score ,lokale Gewebepalpation ist in 4 Beurteilungsstufen unterteilt. Bei Score
,0“ waren Veranderungen weder sichtbar noch palpierbar, bei Score ,1“ war eine
lokale Warmeentwicklung bei der Palpation fuhlbar. Wenn zusatzlich zur
Warmebildung eine Schwellung an der Injektionsstelle bemerkt wurde, wurde das
Tier mit Score ,2“ beurteilt. Trat zusatzlich zu den zwei Kriterien Warme bzw. Rétung
und Schwellung noch ein Schmerzempfinden auf, so erfolgte eine Bewertung mit

Score ,3“.
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Tabelle 6: Score lokale Gewebepalpation Vorversuch

Score | Befund

0 keine Veranderungen, Gewebe normalanatomisch

ggrd. Veranderungen (Warme)

1
2 mgrd. Verdnderungen (Warme/ Rétung, Schwellung)
3

hgrd. Veranderungen (Warme/ Rétung, Schwellung, Schmerz)

3.5 Statistisches Gutachten Hauptversuch

Anhand der statistischen Auswertung der Daten des Vorversuches wurden die
erforderlichen Tierzahlen fur die Durchfuhrung des Hauptversuches berechnet. Dies
erfolgte am Institut fur Statistik der LMU Munchen. Dieses Gutachten, das eine
Mindestanzahl von 60 Versuchstieren enthielt, um eine statistisch valide Auswertung
vornehmen zu konnen, bildete die Grundlage fur die Anzeige des

Tierversuchsvorhabens.

3.6 Hauptversuch

3.6.1 Anzeige des Tierversuchsvorhabens

Der Tierversuch wurde gemal} § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetztes bei der Regierung
von Oberbayern angezeigt und wird unter dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-103-10
gefuhrt.

3.6.2 Gruppeneinteilung

Fur die Untersuchung der Lokalreaktion von Adjuvantien musste jede zusatzliche
Applikation im Bereich der Injektionsstelle vermieden werden. Daher wurden alle 60
Tiere im Hauptversuch von der Versuchsstation Thalhausen, auf der auch der
Vorversuch durchgefuhrt wurde, gekauft. Dort war es moglich, die Tiere unmittelbar
nach der Geburt zu markieren und sicherzustellen, dass routinemaflige und
therapeutische Injektionen (Eisenversorgung, Antibiose, Analgesie bei der
Kastration) bis zum Versuchsbeginn nicht in die Halsmuskulatur erfolgten. Alle
parenteral verabreichten Medikamente und deren Applikationsart und —ort wurden
zudem dokumentiert. Die Einstallung in der Klinik fur Schweine in OberschleiRheim

erfolgte 4 Tage vor Versuchsbeginn.
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Es wurden ausschlieBlich klinisch gesunde Tiere in den Versuch aufgenommen.
Dabei wurden sowohl weibliche als auch mannliche Tiere unterschiedlicher
Altersstufen ausgewahlt. Einige der Tiere waren zu diesem Zeitpunkt noch nicht von
der Muttersau abgesetzt. Das Alter wurde dabei so gewahlt, dass der vom Hersteller

vorgegebene Impfzeitpunkt eingehalten werden konnte.

Der Hauptversuch wurde aus organisatorischen Grunden in zwei kurz aufeinander
folgenden Teilen durchgefuhrt. Es wurden zwei identisch aufgebaute Hauptgruppen
(1 und 2) gebildet, die aus jeweils 30 Tieren bestanden. Beide Hauptgruppen
unterteilten sich entsprechend dem Vorversuch in die 4 Untergruppen A, B, C und D.
Die Aufteilung in zwei Hauptgruppen war erforderlich, da eine Halfte der
Versuchstiere bereits nach 24 Stunden euthanasiert werden sollte (1A, 1B, 1C, 1D),
um histopathologisch akute Reaktionen nachweisen zu kénnen. Ein weiterer Grund
hierfir war, dass sich in den Vorversuchen zeigte, dass die gemessene
Lokaltemperatur an der Injektionsstelle in den ersten 24 Stunden die groften
Schwankungen aufzeigt.

Die Versuchstiere der zweiten Hauptgruppe (2A, 2B, 2C, 2D) wurden am siebten Tag
nach Applikation des Impfstoffes euthanasiert.

In beiden Hauptgruppen waren alle drei Impfstoffe mit jeweiliger Kontrollgruppe
vertreten, der Gruppenaufbau sowie die Versuchsdurchflhrung war in allen
Parametern identisch mit dem Vorversuch. In den ersten 24 Stunden des Versuches
bestanden keine Unterschiede zwischen den Hauptgruppen.

Eine Impfgruppe (A, B, C) bestand in Hauptgruppe 1 und 2 aus jeweils 8 Tieren, die
Kontroligruppe D bestand aus je 6 Tieren, entsprechend 2 Kontrolltieren pro

Impfgruppe (Da, Dg, D¢), siehe Tabelle 7.
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Tabelle 7: Gruppeneinteilung Hauptversuch

Hauptgruppe 1 Hauptgruppe 2
Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe
A B C D A B C D
(Da, De, (Da, D,
Dc) Dc)
NaCl NaCl
Impfstoff/ | |ngelvac | Ingelvac | Ingelvac | 0.9% ad | Ingelvac | Ingelvac | Ingelvac | 0.9% ad
Injektat CircoFLEX® M.hyo® Flu® us.vet. CircoFLEX® M.hyo® Flu® us.vet.
B.Braun® B.Braun®
Anzahl
der Tiere ° ° ° ° ° ° ® °
Messzeit TObisT8 TObis T 14
punkte/
Std. nach | 0-2.4.6,8,10, 12, 14, 24 Std. post injectionem | 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 24, 48, 72, 96, 120, 144,
der Inj. 168 Std. post injectionem
Euthana- 24 Stunden nach Versuchsbeginn/ Injektion 168 Stunden (7 Tage) nach Versuchsbeginn/
sie Injektion

3.6.3 Versuchsablauf

Etwa eine Stunde vor Versuchsbeginn wurden alle Fremdwarmequellen
abgeschaltet, die Tiere wurden einzeln klinisch untersucht und mit einem
Viehkennzeichenstift entsprechend ihrer fortlaufenden Ohrenmarke zur schnelleren
Identifizierung am Ricken gekennzeichnet. Mit einem wasserfesten Stift wurde bei
allen Tieren die geplante Injektionsstelle nach trockener Reinigung an der linken
Halsseite markiert. Dies sollte vor allem fur eine leichtere Auffindbarkeit der
Injektionsstelle in der Pathologie sorgen.

Nach einer kurzen Ruhepause wurden die Tiere von einer Hilfsperson der Reihe
nach kurz fixiert. Nach einer Beurteilung des Allgemeinbefindens anhand des
entwickelten Scoresystems wurde von der geplanten Injektionsstelle ein
Thermogramm angefertigt und das Gewebe an dieser Stelle palpiert, parallel wurde
von der Hilfsperson rektal die Korperinnentemperatur gemessen. Die Befunde und
die Nummer des Warmebildes auf der Speicherkarte wurden sofort dokumentiert. Fur
jedes Tier stand eine separate Befundliste zur Verfugung. Dann erfolgte
entsprechend der Versuchsnummer des Tieres die Applikation eines Impfstoffes bzw.

die Applikation von isotonischer Kochsalzlésung. Dies geschah doppelt verblindet, da
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aufgrund der fortlaufenden Nummer der Versuchstiere keine Gruppenzugehdrigkeit
ersichtlich war und die Einteilung der Tiere in die jeweiligen Untergruppen per Los
erfolgte. Die zu applizierenden Mittel wurden vor Versuchsbeginn fur jedes der Tiere
einzeln in einer neuen, sterilen Spritze und Kanule aufgezogen und entsprechend
der Nummer des jeweiligen Tieres, dem das Mittel appliziert werden sollte,
beschriftet. So wurde beispielsweise dem Ferkel Nummer 10 der Inhalt von Spritze
Nummer 10 appliziert. Dieser Vorgang wurde bei allen Versuchstieren in der gleichen
Reihenfolge durchgeflhrt.

Am Tag des Versuchsbeginns wurden die vier Parameter Warmebild, lokale
Gewebepalpation, Korperinnentemperatur und Allgemeinbefinden einmal unmittelbar
vor der Injektion und anschliel3end sieben Mal im Abstand von 2 Stunden, d.h. Gber
einen Zeitraum von 14 Stunden, gemessen. Bei den Tieren der Hauptgruppe 1
erfolgte dies am zweiten Versuchstag, genau 24 Stunden nach der Injektion am
Vortag, noch ein letztes Mal. Diese Tiere wurden im Anschluss euthanasiert. Bei den
Tieren der Hauptgruppe 2 wiederholten sich die Messungen einmal taglich im 24-
stiindigen Intervall bis zur Euthanasie am siebten Tag nach Versuchsbeginn.

Bei beiden Hauptgruppen wurde ein Mal taglich nach der Palpation der
Injektionsstelle die Markierung mit einem Marker nachgezogen.

Die zeitliche Abfolge der Tatigkeiten bei den einzelnen Messzeitpunkten sind fur die

Hauptgruppe 1 in Tabelle 8 und fur die Hauptgruppe 2 in Tabelle 9 dargestellt.
Die Euthanasie der Tiere erfolgte intravenés mit dem Wirkstoff Pentobarbital

(Release®, WDT, Garbsen). Die Dosierung orientierte sich an den Herstellervorgaben

und am Gewicht der Tiere.
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Tabelle 8: zeitliche Abfolge und beurteilte Parameter bei den einzelnen Messzeitpunkten der

Hauptgruppe 1

Messzeitpunkt TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8
Stunden

0 2 4 6 8 10 12 14 24
p-injectionem

- Score Allgemeinbefinden

beurteilte - Warmebild
Parameter, - Score lokale Gewebepalpation
Tatigkeit - Kérperinnentemperatur
- Impfung - Euthanasie

Tabelle 9: zeitliche Abfolge und beurteilte Parameter bei den einzelnen Messzeitpunkten der

Hauptgruppe 2

Messzeitpunkt TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8

Stunden
L 0 2 4 6 8 10 12 14 24
p.injectionem

- Score Aligemeinbefinden

beurteilte - Warmebild
Parameter/ - Score lokale Gewebepalpation
Tatigkeit - Kérperinnentemperatur
- Impfung

Messzeitpunkt T9 T10 T11 T12 T13 T14
Stunden

48 72 96 120 144 168
p-injectionem

- Score Allgemeinbefinden

beurteilte - Warmebild
Parameter/ - Score lokale Gewebepalpation
Tatigkeit - Kérperinnentemperatur

- Euthanasie
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3.6.4 Versuchsparameter

Wahrend der Durchfuhrung des Hauptversuches wurden insgesamt 4 verschiedene
Parameter in Anlehnung an den Vorversuch erfasst. Im Gegensatz zum Vorversuch
wurden die Tiere aus dem Hauptversuch am Ende euthanasiert und anhand weiterer
Parameter untersucht (Punkt 3.6.5.3).

Die ersten drei Parameter, Warmebild, Korperinnentemperatur und Score
Allgemeinbefinden wurden identisch zum Vorversuch eingesetzt und beurteilt (Punkt
3.4.3).

Der vierte Parameter, die lokale Gewebepalpation zur Beurteilung von Haut und
Gewebe an der Injektionsstelle, wurde fur den Hauptversuch Uberarbeitet. In diesem
Score wurden die Beurteilungskriterien Schwellung und Ro6tung getrennt beurteilt und
dokumentiert.

Der Score unterteilt sich in 5 Abstufungen von 0 bis 4, wobei jede Abstufung
zusatzlich durch ein ,R* fir den Parameter R6tung gekennzeichnet werden konnte
(Tabelle 10).

Tabelle 10: Score lokale Gewebepalpation Hauptversuch

Score Befund

0 keine Veranderungen, normalanatomisch

1 geringgradige Veranderungen (<5mm)

1R geringgradige Veranderungen (<5mm), Rotung deutlich erkennbar
2 mittelgradige Veranderungen (6-15mm)

2R mittelgradige Veranderungen (6-15mm), Rétung deutlich erkennbar
3 hochgradige Veranderungen (16-25mm)

3R hochgradige Veranderungen (16-25mm), Rétung deutlich erkennbar
4 hoéchstgradige Veranderungen (>25mm)

4R héchstgradige Veranderungen (>25mm), Rétung deutlich erkennbar
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3.6.5 Pathologie

3.6.5.1 Entnahme der Gewebeproben

Die Versuchstiere wurden unmittelbar nach der Euthanasie zur Sektion in das Institut
fur Tierpathologie der Universitat Mlinchen gebracht. Dort erfolgte innerhalb von zwei
Stunden post mortem die Sektion der Tiere.

Die Tiere wurden zunachst in Brustlage verbracht. Anschlieiend wurde ausgehend
von der Markierung der Injektionsstelle an der linken Halsseite eine je nach
Tiergrolke etwa 5-10cm breite Gewebeprobe aus der Hals-/ Nackenmuskulatur
entnommen, die sich cranial bis zum Occipitalgelenk und in der Tiefe bis zur
Wirbelsaule erstreckte. Das caudale Ende wurde so gewahlt, dass sich die
Einstichstelle in der Mitte der Gewebeprobe befand. Das entnommene Gewebe
wurde direkt nach der Entnahme in Behalter mit 4%-iger Formaldehydldsung
Uberfuhrt (Abbildungen 3 bis 5).

Im Anschluss an die Entnahme der Gewebeproben im Bereich der Injektionsstelle
wurde bei allen 60 Versuchstieren eine vollstandige Sektion durchgefuhrt, um den
Gesundheitszustand zu dokumentieren. Wahrend der Sektion wurden dazu
Organproben von Leber, Milz, Lunge und Niere zur histopathologischen

Untersuchung entnommen.

Abbildung 3: Versuchstier vor der Entnahme der Gewebeprobe in der Pathologie
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Abbildung 4: Versuchstier wahrend der Entnahme der Gewebeprobe in der Pathologie

Abbildung 5: vollstindig enthommene Gewebeprobe

3.6.5.2 Bearbeitung der Proben zur histopathologischen Untersuchung

Nach einer Fixationszeit von etwa zwei Tagen wurden die Proben im Institut fir
Tierpathologie weiterbearbeitet. Aus dem vorfixierten Nackengewebe wurde eine
etwa 2x2 cm im Durchmesser grofl3e quaderférmige Probe entnommen. Dies wurde
senkrecht zur Markierung bis zum Exzisionsrand in der Tiefe durchgefuhrt, um eine
moglichst exakte Darstellung des Injektionskanals und Applikationsortes zu
gewahrleisten. Vor der Weiterbearbeitung wurde die craniale Seite der Probe mit
Tusche markiert, um spater die Lage des Gewebes im Tier nachvollziehen zu kbnnen
und ein Abweichen des Entzindungsgeschehens von der Senkrechten

nachpraparieren zu kénnen.
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Der gewonnene Gewebeblock wurde mit Hilfe einer speziell zu diesem Zweck
konzipierten Schneidevorrichtung zugeschnitten (Abbildung 6). Dabei wurde an der
aulleren, behaarten Seite begonnen, 3mm dicke Gewebescheiben parallel zur Haut
zu schneiden. Abwechselnd wurden die Gewebescheiben jeweils zur Kunststoff-
bzw. Paraffineinbettung in Gewebekapseln Gberfuhrt und fir weitere 24 Stunden in
Formalin fixiert. Dabei wurden die Schnittebenen so positioniert, dass die selbe
Region in beiden Einbettungsvarianten dargestellt wurde.

Dieses Vorgehen beim Zuschneiden der Proben wurde gewahlt, um Ruckschlisse
auf die Lokalisation bzw. die Tiefe der Gewebescheibe und damit von
Entzindungsreaktionen in vivo ziehen zu kdnnen (Tabelle 11).

Die wahrend der Sektion zusatzlich genommenen Organproben wurden ebenfalls fur
die histologische Untersuchung in Paraffin eingebettet.

Zur weiteren histologischen Untersuchung wurden Uberwiegend die in Paraffin
eingebetteten Proben verwendet, die Kunststoffblocke wurden aufgrund der
besseren Darstellung der Strukturen bei Bedarf zusatzlich zur Auswertung
herangezogen.

Von den in Paraffin eingebetteten Praparaten wurden anschliefend Schnitte von
5um Dicke angefertigt, welche bis zur Farbung im Brutschrank zwischengelagert
wurden. Pro Paraffinblock wurden sowohl eine Hamatoxylin-Eosin (HE) als auch eine

Giemsa (G) Farbung nach Standardverfahren durchgefuhrt.

Abbildung 6: Schneidevorrichtung zur Bearbeitung der Gewebebldcke

Tabelle 11: Zusammenhang zwischen Schnittebene und Lokalisation bzw. Tiefe der Probe in

vivo
Ebene| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10
Tiefe ‘ 3 ‘ ‘ 15 ‘ 21 ‘ 27 ‘ 33 ‘ 39 ‘ 45 ‘ 51 ‘ 57
(mm)
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3.6.5.3 Histopathologie

Alle Proben beider Farbungen eines Tieres wurden nacheinander, beginnend mit
Schnittebene 1, am Lichtmikroskop durchgemustert, wobei in jeder Schnittebene der
Grad der Entzindung notiert wurde.

Die Durchmusterung der Proben bzw. die Vorauswahl erfolgte anhand eines
Scoresystems mit 5 Abstufungen, wobei der Scorepunkt .- bedeutete, dass keine
Entzindung in der Probe nachgewiesen werden konnte. Der funfte, somit hochste
Scorepunkt ,++++“ bedeutete, dass in der Gewebeprobe eine hochgradige

Entzindung mit Gewebeuntergang vorhanden war (Tabelle 12).

Zur weiteren histopathologischen Beurteilung wurde je Tier die Schnittebene mit

héchstem Entzindungsgrad ausgewahlt.

Tabelle 12: Scoresystem zur Vorauswahl der Proben zur histopathologischen Untersuchung

Score Befund

- keine Entzindung vorhanden

+ ggrd. Entziindung (vereinzelt Entziindungszellen auffindbar)

++ mgrd. Entziindung (deutlich vermehrte Anzahl an Entziindungszellen)

hgrd. Entziindung (Entziindungszellen iberwiegen, beginnende Nekrose,
+++

Muskelfasern pathologisch verandert)

hgrd. Entziindung mit Gewebeuntergang (Entziindungszellen Gberwiegen,
++++

hochgradige Nekrose, Muskelfasern pathologisch verandert)

Die Probe mit dem hoéchsten Grad an Entzindung wurde in der HE und Giemsa
Farbung genau nach unten stehender Liste und dazugehdrigem Score ausgewertet.
Bei jeder Probe wurden 12 im Vorfeld festgelegte Parameter beurteilt. Bei den
Parametern neutrophile Granulozyten, Monozyten und Macrophagen, mehrkernige
Riesenzellen, Lymphozyten, Plasmazellen sowie beim Parameter Nekrose war der
Beurteilungs-Score in drei Stufen unterteilt. Stufe ,0“ bedeutetet, dass der jeweilige
Parameter nicht bzw. nur geringgradig vorhanden war, bei Stufe ,2“ war der
Parameter in hochgradig nachweisbar (Tabelle 13). Dabei ist diese Bewertung
unabhangig vom gesamten Grad der Entzindung, da die Erhebung nur beinhaltet,

welchen Anteil die Parameter an dem jeweiligen Entzindungsgeschehen haben. Bei
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den Parametern Plasmaerguss, Fibrin, Muskelfaserpathologie, Fremdmaterial und
Einblutung war der Score nur in 2 Stufen unterteilt, ,0 fir nicht vorhanden und ,,1° fir
vorhanden (Tabelle 14).

In den Tabellen 13 und 14 ist die Beurteilung jeweils bezogen auf ihren Anteil

innerhalb der Entziindung.

Tabelle 13: Score =zur Beurteilung von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und
Macrophagen, mehrkernigen Riesenzellen, Lymphozyten und Plasmazellen sowie des

Parameters Nekrose

Score | Befund

0 nicht bzw. geringgradig vorhanden
1 mittelgradig vorhanden

2 hochgradig vorhanden

Tabelle 14: Score zur Beurteilung der Parameter Plasmaerguss, Fibrin, Muskelfaserpathologie,

Fremdmaterial und Einblutung

Score Befund

0 nicht vorhanden

1 vorhanden

3.6.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gesammelten Daten erfolgte an der Klinik fur
Schweine in Oberschleillheim.

Es wurde das Computerprogramm SPSS® in der Version 18.0 verwendet. Fir die
vergleichende Statistik der Impf- mit der Kontrollgruppe wurde eine Anova-Analyse
(Post-Hoc-Test) durchgefuhrt. Fur den Vergleich der Impfgruppen mit der
entsprechenden Kontrolluntergruppe und der gesamten Kontroligruppe wurde ein
T-Test mit Bonferroni Korrektur gemacht. Der T-Test wurde auch zur statistischen
Auswertung der Werte der einzelnen Messzeitpunkte einer Gruppe untereinander

verwendet.
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4.  Ergebnisse

4.1 Vorversuch

Im Vorversuch auf der Versuchsstation Thalhausen wurden bei den 147 Tieren die
Parameter Warmebildkamera, Korperinnentemperatur und die beiden Scores fur
Allgemeinbefinden und lokale Gewebepalpation beurteilt und ausgewertet.

4.1.1 Ergebnis Parameter Warmebildkamera

Bei den Schweinen aus der Gruppe A (Ingelvac CircoFLEX®) lag die vor
Versuchsbeginn gemessene Lokaltemperatur im Mittel bei 38,7°C. Der hochste Wert
wurde nach 4 Stunden (T 2) mit durchschnittlich 39,2°C gemessen, nach 10 Std. war
der Ausgangswert erreicht. Am zweiten Versuchstag lag die gemittelte Temperatur
1,8°C unter dem Ausgangswert (T 0) vom Vortag. Im Vergleich mit den Werten der
gesamten Kontrollgruppe (D) ergaben sich bei T 0 und T 6 signifikante Unterschiede,
im Vergleich mit der zur Gruppe A gehorigen Kontrolluntergruppe Da ergaben sich
Uber den gesamten Versuchszeitraum keine signifikanten Unterschiede.

Bei der Gruppe B (Ingelvac M.hyo®) steigerte sich die Temperatur an der
Injektionsstelle im Durchschnitt kontinuierlich von 37,2°C auf 39,4°C nach 10
Stunden. Am letzten Messzeitpunkt 24 Std. post injectionem lag die Temperatur im
Mittel 0,3°C Uber dem Ausgangswert. An den Messzeitpunkten T O und T 2 waren
bei Gruppe B signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe D vorhanden, zur Gruppe
Dg waren keine Signifikanzen vorhanden.

Bei den Tieren aus der Gruppe C (Ingelvac FIu®) stieg die maximale lokale
Temperatur innerhalb von vier Stunden ab Versuchsbeginn im Mittelwert von 38,6°C
auf Uber 40°C, zwei Stunden spater auf Uber 41°C. Dieser Wert blieb bis zur letzten
Messung am ersten Versuchstag (T 7) konstant. Der 24-Stunden Wert (T 8) lag mit
durchschnittlich 38,9°C uUber dem Ausgangswert. Signifikante Unterschiede zur
Kontroligruppe D waren an den Messzeitpunkten T 1 bis T 6 vorhanden, zur
Kontrolluntergruppe Dc von T 2 bis T 4.

Bei den Kontrolltieren der Gruppe D (isotonische Kochsalzlosung) erhohte sich die
lokale Temperatur kontinuierlich vom mittleren Ausgangswert (T 0) um 1,3°C. Am

zweiten Versuchstag war die Temperatur unter den Ausgangswert abgesunken.
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Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppe bei den einzelnen Messzeitpunkten sowie die
dazugehdrigen Standardabweichungen sind in Tabelle 15 und in den Abbildungen 7
bis 10 dargestellt.

Die p-Werte des Parameters Warmebild sind in den Tabellen 16 bis 18
zusammengefasst. Tabelle 16 zeigt die p-Werte des Vergleichs der drei Impfgruppen
und der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der jeweiligen Messung. In Tabelle 17 sind die
p-Werte fur die Impfgruppen in Bezug auf die gesamte Kontrollgruppe (D) und in
Bezug auf die dazugehorige Kontrolluntergruppe (Da, Dg, D¢) aufgefihrt. In Tabelle
18 sind fur jede Gruppe die p-Werte dargestellt, die sich aus der vergleichenden
Berechnung zweier aufeinander folgender Messzeitpunkte und eines

Messzeitpunktes in Bezug auf den Ausgangswert bei T 0 ergeben.

Tabelle 15: Temperaturmittelwerte und Standardabweichungen in °C bei den Messzeitpunkten

T 0 bis T 6, Parameter Warmebild des Vorversuches

Messzeitpunkt (MZP) TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Stunden post 0 2 4 6 8 10 24
injectionem
Gruppe A | MW 38,7 39,0 39,2 38,8 39,0 38,7 36,9
SD 0,4 0,5 0,9 0,6 0,7 0,8 0,3
Gruppe B | MW 37,2 37,9 38,3 38,9 38,8 39,4 38,0
SD 0,8 1,1 0,8 0,9 0,8 1,0 0,9
GruppeC | MW 38,6 39,2 40,3 41,1 41,2 41,2 38,9
SD 0,6 0,7 1,0 0,6 0,6 0,9 0,6
Gruppe D | MW 38,1 38,6 38,9 39,0 39,1 39,4 37,9
SD 0,8 1,1 1,2 1,0 1,0 1,2 1,1
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Tabelle 16: p-Werte des Vergleiches der Gruppen A, B, C und D bei den Messzeitpunkten T 0

bis T 6, Parameter Warmebild des Vorversuches; p<0,05

MZP TO0 T1 T2

Gruppe A B C D A B C D A B C D
A - 0,000 | 0,873 | 0,001 - 0,001 | 0,834 | 0,261 - 0,017 | 0,000 | 0,684
B 0,000 - 0,000 | 0,000 | 0,001 - 0,000 | 0,030 | 0,170 - 0,000 | 0,52
C 0,873 | 0,000 - 0,016 | 0,834 | 0,000 - 0,210 | 0,002 | 0,000 - 0,000
D 0,001 | 0,000 | 0,016 - 0,261 | 0,030 | 0,021 - 0,684 | 0,052 | 0,000 -

MZP T3 T4 T5

Gruppe A B C D A B C D A B C D
A - 0,997 | 0,000 | 0,782 - 0,911 | 0,000 | 0,826 - 0,119 | 0,000 | 0,038
B 0,997 - 0,000 | 0,885 | 0,911 - 0,000 | 0,321 | 0,119 - 0,000 | 1,000
Cc 0,000 | 0,000 - 0,000 | 0,000 | 0,000 - 0,000 | 0,000 | 0,000 - 0,000
D 0,782 | 0,885 | 0,000 - 0,826 | 0,321 | 0,000 - 0,038 | 1,000 | 0,000 -

MZP T6

Gruppe A B C D
A - 0,000 | 0,000 | 0,000
B 0,000 - 0,006 | 0,943
Cc 0,000 | 0,006 - 0,000
D 0,000 | 0,943 | 0,000 -

Tabelle 17: p-Werte des Vergleiches der Gruppen A, B und C mit der Kontrollgruppe D und den

dazu gehdérigen Kontrolluntergruppen D,, Dg und D¢c bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 6,

Parameter Warmebild des Vorversuches; p<0,017

MZP TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Gruppe A-D 0,000 0,073 0,232 0,372 0,365 0,012 0,000
Gruppe A - Dy 0,178 0,953 0,596 0,322 0,966 0,523 0,095
Gruppe B -D 0,000 0,021 0,014 0,496 0,118 0,995 0,603
Gruppe B - Dg 0,914 0,627 0,701 0,540 0,346 0,157 0,263
Gruppe C-D 0,005 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Gruppe C - D¢ 0,437 0,216 0,011 0,000 0,000 0,061 0,906
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Tabelle 18: p-Werte des Vergleiches der einzelnen Messzeitpunkte mit dem Ausgangswert und
zwischen zwei aufeinander folgenden Messzeitpunkten, Messzeitpunkte T 0 bis T 6, Gruppen A,

B, C, D, D, Dg und D¢, Parameter Warmebild des Vorversuches; p<0,05

| Messzeitpunkte | p-Werte | Messzeitpunkte | p-Werte

Gruppe A

TO-T1 0,009

TO-T2 0,008 T1-T2 0,247

TO-T3 0,378 T2-T3 0,019

TO-T4 0,131 T3-T4 0,337

TO-T5 0,674 T4-T5 0,014

TO-T6 0,000 T5-T6 0,000
Gruppe B

TO-T1 0,000

TO-T2 0,000 T1-T2 0,157

TO-T3 0,000 T2-T3 0,000

TO-T4 0,000 T3-T4 0,660

TO-T5 0,000 T4-T5 0,003

TO-T6 0,000 T5-T6 0,000
Gruppe C

TO-T1 0,000

TO-T2 0,000 T1-T2 0,000

TO-T3 0,000 T2-T3 0,000

TO-T4 0,000 T3-T4 0,480

TO-T5 0,000 T4-T5 0,680

TO-T6 0,52 T5-T6 0,000
Gruppe D

TO-T1 0,000

TO-T2 0,000 T1-T2 0,000

TO-T3 0,000 T2-T3 0,156

TO-T4 0,000 T3-T4 0,199

TO-T5 0,000 T4-T5 0,016

TO-T6 0,258 T5-T6 0,000
Gruppe D,

TO-T1 0,005

TO-T2 0,022 T1-T2 0,788

TO-T3 0,654 T2-T3 0,007

TO-T4 0,011 T3-T4 0,001

TO-T5 0,105 T4-T5 0,072

TO-T6 0,000 T5-T6 0,000
Gruppe Dy

TO-T1 0,004

TO-T2 0,000 T1-T2 0,035

TO-T3 0,000 T2-T3 0,004

TO-T4 0,000 T3-T4 0,496

TO-T5 0,000 T4-T5 0,038

TO-T6 0,049 T5-T6 0,000
Gruppe D¢

TO-T1 0,004

TO-T2 0,000 T1-T2 0,000

TO-T3 0,000 T2-T3 0,078

TO-T4 0,000 T3-T4 0,295

TO-T5 0,000 T4-T5 0,020

TO-T6 0,013 T5-T6 0,000
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Temperaturverlauf Warmebild Vorversuch
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Abbildung 7: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle bei den

Messzeitpunkten T 0 bis T 6 der Gruppen A bis D, Parameter Warmebild des Vorversuches
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Abbildung 8: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 6 der Gruppen A und
D, Parameter Warmebild des Vorversuches
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Temperaturverlauf und Standardabweichung Warmebild Vorversuch
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Abbildung 9: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 6 der Gruppen B und
D, Parameter Warmebild des Vorversuches
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Abbildung 10: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 6 der Gruppen C und
D, Parameter Warmebild des Vorversuches
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4.1.2 Ergebnis Parameter Korperinnentemperatur

Die parallel zur Warmebildkameraaufnahme gemessene Korperinnentemperatur
schwankte bei den Tieren der Gruppe A (Ingelvac CircoFLEX®) im Mittel zwischen
39,5°C und 39,7°C, nachdem sie 2 Stunden nach der Impfung um 0,3°C abgesunken
war. Der Mittelwert 10 Stunden nach Versuchsbeginn (T 6) lag im Schnitt 0,5°C unter
der Durchschnittstemperatur zu Beginn (T 0). Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zur Kontrollgruppe.

Bei der Gruppe B (Ingelvac M.hyo®) sank die Temperatur bei der ersten Messung
nach der Applikation (T 1) zuerst ab und erhéhte sich dann um bis zu 0,6°C. Die
Schwankungen reichten bei den Mittelwerten von 39,6°C bis 39,9°C. Der letzte
gemessene Wert (T 6) lag 0,2°C uber dem Ausgangswert (T 0). Signifikante
Unterschiede zu D ergaben sich bei T 0 bis T 3 und T 5 bis T 6, zur
Kontrolluntergruppe Dg bei den Messzeitpunkten T 2 bis T 6.

Der Temperaturmittelwert der Gruppe C (Ingelvac FIu®) stieg bei der zweiten
Messung (T 2) nach der Impfung auf 40,4°C, bei den folgenden drei Messungen lag
die Temperatur Uber 41°C. Vierundzwanzig Stunden nach Versuchsbeginn (T 8) lag
der gemessene Mittelwert Gber 40°C. Bei Gruppe C traten signifikante Unterschiede
zur Gruppe D bei T 2 bis T 6 auf, im Vergleich mit der Gruppe Dc von T 2 bis T 5.

Die Mittelwerte der Korperinnentemperatur der Kontrolltiere aus Gruppe D
(isotonische Kochsalzlésung) schwankte Uber den gesamten Versuchszeitraum
zwischen 39,5°C und 39,6°C.

Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppe bei den einzelnen Messzeitpunkten sowie die
dazugehdrigen Standardabweichungen sind in Tabelle 19 und in den Abbildungen 11
bis 14 dargestellt.

Die p-Werte des Parameters Korperinnentemperatur sind entsprechend denen beim
Parameter Warmebild (Punkt 4.1.1) berechnet worden und in den Tabellen 20 bis 22

zusammengefasst.
Zusatzlich wurde die Korrelation bei den Parametern Warmebild und

Korperinnentemperatur berechnet. Demzufolge besteht kein Zusammenhang bzw.

keine Bindung zwischen diesen Parametern.
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Tabelle 19: Temperaturmittelwerte und Standardabweichungen in °C bei den Messzeitpunkten

T 0 bis T 6, Parameter Korperinnentemperatur des Vorversuches

Messzeitpunkt (MZP) TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Stunden post 0 2 4 6 8 10 24
injectionem
Gruppe A | MW 39,8 39,5 39,6 39,6 39,7 39,6 39,3
SD 0,5 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,4
Gruppe B | MW 39,3 39,2 39,7 39,8 39,6 39,9 39,5
SD 0,2 0,2 0,3 0,3 0,5 0,4 0,3
GruppeC | MW 39,7 39,6 40,4 41,4 41,2 41,0 40,1
SD 0,4 0,3 0,6 0,3 0,4 0,3 0,5
Gruppe D | MW 39,6 39,5 39,5 39,5 39,5 39,6 39,5
SD 0,4 0,4 0,3 0,4 0,5 0,4 0,5

Tabelle 20: p-Werte des Vergleiches der Gruppen A, B, C und D bei den Messzeitpunkten T 0

bis T 6, Parameter Kérperinnentemperatur des Vorversuches; p<0,05

MZP TO T1 T2

Gruppe A B C D A B C D A B C D
A - 0,006 | 0,910 | 0,147 - 0,011 | 0,580 | 1,000 - 0,919 | 0,000 | 0,168
B 0,000 - 0,001 | 0,007 | 0,011 - 0,000 | 0,001 | 0,919 - 0,000 | 0,020
C 0,910 | 0,001 - 0,517 | 0,580 | 0,000 - 0,360 | 0,000 | 0,000 - 0,000
D 0,147 | 0,007 | 0,517 - 1,000 | 0,001 | 0,360 - 0,168 | 0,020 | 0,000 -

MZP T3 T4 T5

Gruppe A B C D A B C D A B C D
A - 0,439 | 0,000 | 0,381 - 1,000 | 0,000 | 0,520 - 0,051 | 0,000 | 0,978
B 0,439 - 0,000 | 0,003 | 1,000 - 0,000 | 0,573 | 0,051 - 0,000 | 0,027
C 0,000 | 0,000 - 0,000 | 0,000 | 0,000 - 0,000 | 0,000 | 0,000 - 0,000
D 0,381 | 0,003 | 0,000 - 0,520 | 0,573 | 0,000 - 0,978 | 0,027 | 0,000 -

MZP T6

Gruppe A B C D
A - 0,328 | 0,000 | 0,485
B 0,328 - 0,000 | 0,916
C 0,000 | 0,000 - 0,000
D 0,485 | 0,916 | 0,000 -

Tabelle 21: p-Werte des Vergleiches der Gruppen A, B und C mit der Kontrollgruppe D und den

dazu gehérigen Kontrolluntergruppen D), Dg und D¢ bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 6,

Parameter Korperinnentemperatur des Vorversuches; p<0,017

MZP TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Gruppe A-D 0,091 0,936 0,030 0,133 0,093 0,649 0,145
Gruppe A - Dy 0,484 0,629 0,034 0,096 0,424 0,611 0,805
Gruppe B -D 0,001 0,000 0,000 0,001 0,260 0,008 0,518
Gruppe B - Dg 0,318 0,779 0,004 0,000 0,000 0,000 0,002
Gruppe C-D 0,155 0,122 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Gruppe C - D¢ 0,226 0,081 0,000 0,000 0,000 0,000 0,035
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Tabelle 22: p-Werte des Vergleiches der einzelnen Messzeitpunkte mit dem Ausgangswert und
zwischen zwei aufeinander folgenden Messzeitpunkten, Messzeitpunkte T 0 bis T 6, Gruppen A,

B, C, D, D, Dg und D¢, Parameter Warmebild des Vorversuches; p<0,05

Messzeitpunkte p-Werte Messzeitpunkte p-Werte

Gruppe A

TO-T1 0,001

TO-T2 0,095 T1-T2 0,061

TO-T3 0,056 T2-T3 0,820

TO-T4 0,088 T3-T4 0,389

TO-T5 0,030 T4-T5 0,213

TO-T6 0,000 T5-T6 0,003
Gruppe B

TO-T1 0,038

TO-T2 0,000 T1-T2 0,000

TO-T3 0,000 T2-T3 0,313

TO-T4 0,001 T3-T4 0,192

TO-T5 0,000 T4-T5 0,019

TO-T6 0,003 T5-T6 0,000
Gruppe C

TO-T1 0,204

TO-T2 0,000 T1-T2 0,000

TO-T3 0,000 T2-T3 0,000

TO-T4 0,000 T3-T4 0,010

TO-T5 0,000 T4-T5 0,101

TO-T6 0,002 T5-T6 0,000
Gruppe D

TO-T1 0,004

TO-T2 0,002 T1-T2 0,236

TO-T3 0,010 T2-T3 0,416

TO-T4 0,042 T3-T4 0,483

TO-T5 0,266 T4-T5 0,002

TO-T6 0,003 T5-T6 0,000
Gruppe D,

TO-T1 0,002

TO-T2 0,000 T1-T2 0,059

TO-T3 0,000 T2-T3 0,611

TO-T4 0,055 T3-T4 0,005

TO-T5 0,436 T4-T5 0,233

TO-T6 0,001 T5-T6 0,008
Gruppe Dy

TO-T1 0,365

TO-T2 0,001 T1-T2 0,001

TO-T3 0,590 T2-T3 0,047

TO-T4 0,148 T3-T4 0,043

TO-T5 0,042 T4-T5 0,000

TO-T6 0,379 T5-T6 0,035
Gruppe D¢

TO-T1 0,220

TO-T2 0,000 T1-T2 0,000

TO-T3 0,098 T2-T3 0,001

TO-T4 0,761 T3-T4 0,150

TO-T5 0,419 T4-T5 0,354

TO-T6 0,774 T5-T6 0,257
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Temperaturverlauf Kérperinnentemperatur Vorversuch
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Abbildung 11: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle bei den

Messzeitpunkten T 0 bis T 6 der Gruppen A bis D, Parameter Koérperinnentemperatur des
Vorversuches

Temperaturverlauf und Standardabweichung Kérperinnentemperatur Vorversuch
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Abbildung 12: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 6 der Gruppen A und
D, Parameter Korperinnentemperatur des Vorversuches
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Temperaturverlauf und Standardabweichung Kérperinnentemperatur Vorversuch
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Abbildung 13: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 6 der Gruppen B und
D, Parameter Korperinnentemperatur des Vorversuches
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Abbildung 14: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 6 der Gruppen C und
D, Parameter Korperinnentemperatur des Vorversuches
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4.1.3 Ergebnis Score Allgemeinbefinden

Der Score Allgemeinbefinden lieferte keine vom physiologischen Zustand
abweichenden Ergebnisse. Alle Tiere waren zu jedem Zeitpunkt vor, wahrend und
nach der Versuchsdurchfihrung ohne Auffalligkeiten bezlglich des Habitus und der

Wasser-/ Futteraufnahme.

4.1.4 Ergebnis Score lokale Gewebepalpation

Bei den Tieren der Gruppe A wurden nach zwei bzw. vier Stunden ab
Versuchsbeginn 5 bzw. 14 Tiere gemal dem Score Wert 1 beurteilt. Nach sechs
Stunden (T 3) waren es je 10 Tiere mit Veranderungen gemalf} Score Wert 1 und 2;
weitere zwei Stunden spater (T 4) waren jeweils 11 Tiere mit Befunden gemal} den
Score Werten 1 und 2. Zehn Stunden post applicationem waren 11 Tiere gemaf
Stufe 1 bewertet, 6 Tiere mit Stufe 2. Am zweiten Tag (T 6) wurden 6 Tiere mit Stufe
1 bewertet.

Bei den Tieren der Gruppe B wurden zwei Stunden nach der Applikation 2 Tiere in
Stufe 1 eingeteilt. Vier Stunden nach Injektion waren 3 Tiere mit Befunden gemaf
Stufe 1.

Veranderungen gemaf Score Stufe 1 und zeigten 11 und 4 Tiere der Gruppe C
zwei Stunden nach Impfung. Zwei Stunden spater (T 2) waren es 12 bzw. 3 Tiere mit
Einteilung in Stufe 1 bzw. 2. Sechs Stunden nach Versuchsbeginn hatten 9 Tiere
Veranderungen gemal} Stufe 1, 7 Tiere gemal} Stufe 2. Jeweils 5 Tiere wurden beim
vorletzten Messzeitpunkt des Versuchstages (T 5) in die Stufe 1 bzw. 2 eingeteilt. Am

zweiten Tag (T 6) hatte 1 Tier Veranderungen gemaf} Score Stufe 1.

Von den 74 Kontrolltieren (Gruppe D)wurden 15 beim ersten Messzeitpunkt (T 1)
nach Applikation gemal® dem Score Wert 1 beurteilt. Nach weiteren zwei Stunden
hatten 21 Tiere Befunde gemaR Stufe 1, ein Tier gemal Stufe 2. Beim dritten
Messzeitpunkt (T 3) hatten 22 Tiere Befunde gemaf Stufe 1, 7 gem. Stufe 2. Bei der
darauf folgenden Messung wurden 20 bzw. 4 Tiere in Stufe 1 bzw. 2 eingeteilt. 15
Tiere hatten zehn Stunden nach Injektion Veranderungen entsprechend Stufe 1, bei

2 Tieren war dies nach vierundzwanzig Stunden der Fall.
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Tabelle 23 gibt einen Uberblick Uber die Anzahl der Tiere der jeweiligen Gruppen mit

Veranderungen im Score und der damit verbundenen Einstufung in Score Wert 1-3.

Tabelle 23: Anzahl der Tiere mit Veranderungen im Score lokale Gewebepalpation bei den

Messzeitpunkten T 0 bis T 6 des Vorversuches

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D
(23 Tiere) (25 Tiere) (25 Tiere) (74 Tiere)
]
S 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
%]
- T0 - - - - - - - - - - - -
< T1 5 - - 2 - - 11 4 - 15 - -
a T2 | 14 - - 3 - - 12 [ 3 - [ 21 1 -
° T3 10 10 - - - - 9 7 - 22 7 -
g T4 11 11 - - - - 5 5 - 20 4 -
3 T5 | 11 6 - - - - 7 - - 15 - -
T6 6 - - - - - 1 - - 2 - -

4.2 Hauptversuch

Der Hauptversuch fand mit insgesamt 60 Tieren an der Klinik fur Schweine in
OberschleiBheim statt. Wie im Vorversuch wurden die beiden Parameter
Warmebildkamera und Korperinnentemperatur und die beiden  Scores
Allgemeinbefinden und lokale Gewebepalpation beurteilt. In der Sektion wurden
zusatzlich makroskopische und histopathologische Veranderungen des Gewebes im
Bereich der Injektionsstelle bzw. des Stichkanals der Kanule erfasst.

Da in den ersten 24 Stunden der Versuchsdurchfiihrung die beiden Hauptgruppen (1
und 2) in allen Merkmalen identisch waren, wurden die Daten der Messzeitpunkte in
diesem Zeitfenster (T 0 bis T 8) zusammen ausgewertet. Die gesammelten Daten
und Mittelwerte stammen demzufolge im Zeitraum T 0 bis T 8 von 60 Tieren, im
Zeitraum T 9 bis T 14 von 30 Tieren.

4.2.1 Ergebnis Parameter Warmebildkamera

Die Tiere aus den Gruppen 1A und 2A wiesen bis sechs Stunden nach der Impfung
lokal einen Anstieg der gemittelten Temperatur von 36,6°C auf 37,5°C auf. Der
hochste Wert wurde 14 Stunden nach Applikation mit 38,4°C gemessen. Der 24-
Stunden Wert (T 8) lag mit 37,6°C ein Grad uber dem Ausgangswert (T 0).
Signifikante Unterschiede zwischen Impf- und Kontrollgruppe bestanden bei T 1 bis
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T 3 sowie bei T 5und T 7. Zwischen der Impf- und Kontrolluntergruppe Da bestanden
keine signifikanten Unterschiede.

Im Verlauf der néachsten sechs Tage schwankte der Ilokal gemessene
Temperaturmittelwert der Gruppe 2A zwischen 36,5°C und 38,5°C. Beim
Messzeitpunkt T 12 wurde ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe 2A und
2D beobachtet.

Bei den Tieren aus den Gruppen 1B und 2B konnte innerhalb der ersten 9
Messungen zuerst ein Abfall der lokalen Warme um ein Grad bemerkt werden. Die
folgenden Werte lagen bis zum Zeitpunkt T 8 im Bereich des Ausgangswertes.

48 Stunden nach Versuchsbeginn erhohte sich die Temperatur bei der Gruppe 2B
um eine Grad auf 37,8°C, sank im Verlauf der folgenden Tage unter das
Ausgangsniveau von 36,6°C. Zu keinem Zeitpunkt konnten signifikante Unterschiede

festgestellt werden.

Bei den Tieren der Gruppen 1C und 2C fiel die lokal gemessene Temperatur im
Mittelwert nach zwei Stunden um 0,5°C ab. Im Verlauf der weiteren Messungen
konnte eine Steigerung der Temperatur auf maximal 37,5°C beobachtet werden.
Nach 24 Stunden lag der Mittelwert bei 36,9°C. Bei den Messzeitpunkten T4 und T 5
waren die Unterschiede zwischen Impfgruppe und beiden Kontrollgruppen (D und
D¢) signifikant.

Bei Gruppe 2C blieb die lokale Temperatur im Verlauf der nachsten sechs Tage
konstant, verringerte sich ab T 11 aber kontinuierlich, am letzten Messzeitpunkt T 14
wurde die gleiche Temperatur wie bei T 0 gemessen. Es bestanden keine

signifikanten Unterschiede zwischen Impf- und Kontrollgruppe.

Bei den Kontrolltieren (Gruppe 1D und 2D) sank die Temperatur an der
Injektionsstelle von 36,3°C zu Beginn um ein Grad ab (T 2), die maximale
Temperatur wurde bei T 6 mit 37,1°C gemessen. Bei T 8 war der Ausgangswert
wieder erreicht.

Wahrend der folgenden Messungen T 9 bis T 14 erhohte sich die Temperatur von
Gruppe 2D im Mittelwert zunachst auf 37,1°C, sank dann aber kontinuierlich auf
35,1°C ab.
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Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppe bei den einzelnen Messzeitpunkten sowie die
dazugehdrigen Standardabweichungen sind in den Tabellen 24 und 25 sowie in den
Abbildungen 15 bis 22 dargestellt.

Die p-Werte des Parameters Warmebild sind in den Tabellen 26 bis 31
zusammengefasst. Tabelle 26 bzw. 27 zeigen die p-Werte des Vergleichs der drei
Impfgruppen und der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der jeweiligen Messung. In
Tabelle 28 bzw. 29 sind die p-Werte fur die Impfgruppen in Bezug auf die gesamte
Kontrollgruppe (D) und in Bezug auf die dazugehdrige Kontrolluntergruppe (Da, Dg,
Dc) aufgefihrt. In Tabelle 30 bzw. 31 sind fur jede Gruppe die p-Werte dargestellt,
die sich aus der vergleichenden Berechnung zweier aufeinander folgender
Messzeitpunkte und eines Messzeitpunktes in Bezug auf den Ausgangswert bei T 0

ergeben.

Tabelle 24: Temperaturwerte und Standardabweichungen in °C bei den Messzeitpunkten T 0 bis
T 8, Gruppen 1A bis 1D und 2A bis 2D, Parameter Warmebild des Hauptversuches

Messzeitpunkt

(MZP) TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Stunden post 0 2 4 6 8 10 12 14 24

injectionem

Gruppen | MW 36,6 37,2 37,1 37,5 37,1 37,9 37,9 38,4 37,6
1A, 2A SD 0,5 1,0 1,2 0,8 1,7 0,9 1,1 1,0 1,0

Gruppen | MW 36,6 36,4 35,5 36,4 36,5 36,4 36,6 36,9 36,7
1B, 2B SD 0,8 1,1 1,1 0,8 1,4 1,4 1,4 1,4 1,2

Gruppen | MW 36,2 35,7 36,0 36,7 37,4 37,2 37,5 37,3 36,9
1C, 2C SD 1,0 1,0 0,9 1,2 1,1 1,0 1,2 0,6 1,1

Gruppen | MW 36,3 35,5 354 36,1 36,0 35,9 37,1 36,8 36,3
1D, 2D SD 0,7 1,1 0,9 1,3 0,7 1,0 1,1 1,5 1,1

Tabelle 25: Temperaturwerte und Standardabweichungen in °C bei den Messzeitpunkten T 9 bis

T 14, Gruppen 2A bis 2D, Parameter Warmebild des Hauptversuches

Messzeitpunkt

ioh) TOo | T10 | T11 | T12 | T13 | T14
Stunden post 48 72 96 | 120 | 144 | 168
injectionem

Gruppe |MW | 385 | 382 | 365 | 379 | 376 | 3638
2A SD 09 | 1,2 | 07 | 07 | 04 | 08
Gruppe | MW | 37,8 | 371 | 368 | 369 | 36,7 | 364
2B SD 09 | 14 | 05 | 09 | 10 | 09
Gruppe | MW | 36,9 | 371 | 36,5 | 364 | 36,0 | 362
2C SD 12 | 10 | 1.1 14 | 22 | 16
Gruppe | MW | 36,9 | 36,7 | 36,3 | 361 | 355 | 35,1
2D SD 10 | 10 | 06 | 04 | 14 | 16
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Tabelle 26: p-Werte des Vergleiches der Gruppen 1A bis 1D sowie 2A bis 2D bei den

Messzeitpunkten T 0 bis T 8, Parameter Warmebild des Hauptversuches; p<0,05

MZP TO T1 T2

Gruppen A B C D A B C D A B C D
A - 0,999 | 0,535 | 0,831 - 0,148 | 0,002 | 0,001 - 0,001 | 0,028 | 0,000
B 0,999 - 0,605 | 0,879 | 0,148 - 0,320 | 0,199 | 0,001 - 0,541 | 0,967
C 0,535 | 0,605 - 0,978 | 0,002 | 0,320 - 0,977 | 0,028 | 0,541 - 0,332
D 0,831 | 0,879 | 0,978 - 0,001 | 0,199 | 0,977 - 0,000 | 0,967 | 0,332 -

MZP T3 T4 T5

Gruppen A B C D A B C D A B C D
A - 0,037 | 0,160 | 0,006 - 0,586 | 0,935 | 0,121 - 0,002 | 0,285 | 0,000
B 0,037 - 0,915 | 0,810 | 0,586 - 0,258 | 0,702 | 0,002 - 0,208 | 0,783
C 0,160 | 0,915 - 0,449 | 0,935 | 0,258 - 0,034 | 0,285 | 0,208 - 0,783
D 0,006 | 0,810 | 0,449 - 0,121 | 0,702 | 0,034 - 0,000 | 0,783 | 0,037 -

MZP T6 T7 T8

Gruppen A B C D A B C D A B C D
A - 0,027 | 0,864 | 0,355 - 0,007 | 0,081 | 0,007 - 0,154 | 0,374 | 0,023
B 0,027 - 0,159 | 0,735 | 0,007 - 0,781 | 0,994 | 0,154 - 0,955 | 0,762
C 0,864 | 0,159 - 0,784 | 0,081 | 0,781 - 0,673 | 0,374 | 0,955 - 0,471
D 0,355 | 0,735 | 0,784 - 0,007 | 0,994 | 0,673 - 0,023 | 0,762 | 0,471 -

Tabelle 27: p-Werte des Vergleiches der Gruppen 2A bis 2D bei den Messzeitpunkten T 9 bis T

14, Parameter Warmebild des Hauptversuches; p<0,05

MZP T9 T10 T11

Gruppe A B C D A B C D A B C D
A - 0,610 | 0,033 | 0,065 - 0,339 | 0,380 | 0,171 - 0,909 | 0,999 | 0,955
B 0,610 - 0,347 | 0,465 | 0,339 - 1,000 | 0,947 | 0,909 - 0,846 | 0,674
C 0,033 | 0,347 - 1,000 | 0,380 | 1,000 - 0,925 | 0,999 | 0,846 - 0,982
D 0,065 | 0,465 | 1,000 - 0,171 | 0,947 | 0,925 - 0,955 | 0,674 | 0,982 -

MZP T12 T13 T14

Gruppe A B C D A B C D A B C D
A - 0,183 | 0,031 | 0,012 - 0,656 | 0,163 | 0,076 - 0,960 | 0,852 | 0,124
B 0,183 - 0,820 | 0,494 | 0,656 - 0,754 | 0,470 | 0,960 - 0,989 | 0,277
C 0,031 | 0,820 - 0,924 | 0,163 | 0,754 - 0,946 | 0,852 | 0,989 - 0,420
D 0,012 | 0,494 | 0,924 - 0,076 | 0,470 | 0,946 - 0,124 | 0,277 | 0,420 -
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Tabelle 28: p-Werte des Vergleiches der Gruppen 1A bis 1C und 2A bis 2C mit der
Kontroligruppe 1D und 2D und den dazu gehérigen Kontrolluntergruppen 1Ds.c und 2D, ¢ bei

den Messzeitpunkten T 0 bis T 8, Parameter Warmebild des Hauptversuches; p<0,017

MzZP TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8
Gruppen A-D 0329 | 0,001 | 0000 | 0005 | 0043 | 0,000 | 0088 | 0,008 0,06
Gruppen A - D, 0817 | 0,156 | 0033 | 0552 | 0261 | 0103 | 0437 | 0238 | 0,219
Gruppen B -D 0464 | 0066 | 0640 | 0419 | 0193 | 0398 | 0322 | 0842 | 0,361
Gruppen B - Dg 0660 | 0145 | 0860 | 0545 | 0618 | 0614 | 0362 | 0844 | 0,731
Gruppen C -D 0,723 | 0689 | 0066 | 0232 | 0,00 | 0,006 | 0335 | 0245 | 0,155
Gruppen C - D¢ 0,348 | 0,186 | 0019 | 0064 | 0,011 | 0,010 | 0311 | 0294 | 0,126

Tabelle 29: p-Werte des Vergleiches der Gruppen 2A bis 2C mit der Kontrollgruppe 2D und den
dazu gehodrigen Kontrolluntergruppen 2D,.c bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14, Parameter

Warmebild des Hauptversuches; p<0,017

MZP T9 T10 T11 T12 T13 T14
Gruppe A-D 0021 | 0039 | 0574 | 0,000 | 0018 | 0,035
Gruppe A - D, 0420 | 0342 | 0273 | 0091 | 0293 | 0,481
Gruppe B -D 0158 | 0600 | 0171 | 0082 | 0,132 | 0,087
Gruppe B - Dg 0829 | 0956 | 0116 | 0297 | 0607 | 0973
Gruppe C -D 0933 | 0473 | 0738 | 0597 | 0672 | 0,246
Gruppe C - D¢ 0220 | 0,107 | 0358 | 0511 | 0228 | 0,052
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Tabelle 30: p-Werte des Vergleiches der einzelnen Messzeitpunkte mit dem Ausgangswert und
zwischen zwei aufeinander folgenden Messzeitpunkten, Messzeitpunkte T 0 bis T 8, Gruppen
1A bis 1D und 2A bis 2D sowie 1Da.c und 2D4.c, Parameter Warmebild des Hauptversuches;
p<0,05

| Messzeitpunkte | p-Werte | Messzeitpunkte | p-Werte
Gruppen A
TO-T1 0,092
TO-T2 0,150 T1-T2 0,867
TO-T3 0,001 T2-T3 0,243
TO-T4 0,249 T3-T4 0,398
TO-T5 0,000 T4-T5 0,168
TO-T6 0,000 T5-T6 0,836
TO-T7 0,000 T6-T7 0,154
TO-T8 0,001 T7-T8 0,020
Gruppen B
TO-T1 0,478
TO-T2 0,002 T1-T2 0,000
TO-T3 0,475 T2-T3 0,003
TO-T4 0,927 T3-T4 0,741
TO-T5 0,489 T4-T5 0,663
TO-T6 0,966 T5-T6 0,051
TO-T7 0,379 T6-T7 0,267
TO-T8 0,553 T7-T8 0,635
Gruppen C
TO-T1 0,042
TO-T2 0,373 T1-T2 0,203
TO-T3 0,038 T2-T3 0,000
TO-T4 0,000 T3-T4 0,002
TO-T5 0,002 T4-T5 0,317
TO-T6 0,000 T5-T6 0,236
TO-T7 0,000 T6-T7 0,449
TO-T8 0,021 T7-T8 0,081
Gruppen D
TO-T1 0,028
TO-T2 0,002 T1-T2 0,613
TO-T3 0,363 T2-T3 0,075
TO-T4 0,238 T3-T4 0,807
TO-T5 0,077 T4-T5 0,926
TO-T6 0,008 T5-T6 0,000
TO-T7 0,251 T6-T7 0,249
TO-T8 0,818 T7-T8 0,078
Gruppen D,
TO-T1 0,244
TO-T2 0,140 T1-T2 0,246
TO-T3 0,348 T2-T3 0,114
TO-T4 0,309 T3-T4 0,268
TO-T5 0,239 T4-T5 0,736
TO-T6 0,682 T5-T6 0,149
TO-T7 0,785 T6-T7 0,711
TO-T8 0,352 T7-T8 0,186
Gruppen Dg
TO-T1 0,239
TO-T2 0,129 T1-T2 0,913
TO-T3 0,450 T2-T3 0,328
TO-T4 0,783 T3-T4 0,781
TO-T5 0,240 T4-T5 0,798
TO-T6 0,022 T5-T6 0,006
TO-T7 0,447 T6-T7 0,248
TO-T8 0,867 T7-T8 0,603
Gruppen D¢
TO-T1 0,206
TO-T2 0,076 T1-T2 0,975
TO-T3 0,325 T2-T3 0,695
TO-T4 0,643 T3-T4 0,059
TO-T5 0,508 T4-T5 0,658
TO-T6 0,041 T5-T6 0,014
TO-T7 0,462 T6-T7 0,620
TO-T8 0,839 T7-T8 0,317
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Tabelle 31: p-Werte des Vergleiches der einzelnen Messzeitpunkte mit dem Ausgangswert und
zwischen zwei aufeinander folgenden Messzeitpunkten, Messzeitpunkte T 9 bis T 14, Gruppen

2A bis 2D sowie 2D.c, Parameter Warmebild des Hauptversuches; p<0,05

| Messzeitpunkte | p-Werte | Messzeitpunkte | p-Werte
Gruppe A
TO-T9 0,000 T8-T9 0,033
TO-T10 0,004 T9-T10 0,482
TO-T11 0,773 T10-T 11 0,001
TO-T12 0,000 T11-T12 0,000
TO-T13 0,005 T12-T13 0,381
TO-T14 0,196 T13-T14 0,105
Gruppe B
TO-T9 0,000 T8-T9 0,017
TO-T10 0,170 T9-T10 0,103
TO-T11 0,303 T10-T 11 0,603
TO-T12 0,122 T11-T12 0,836
TO-T13 0,183 T12-T13 0,303
TO-T14 0,945 T13-T14 0,314
Gruppe C
TO-T9 0,119 T8-T9 0,635
TO-T10 0,036 T9-T10 0,374
TO-T11 0,475 T10-T 11 0,113
TO-T12 0,423 T1M-T12 0,966
TO-T13 0,741 T12-T13 0,476
TO-T14 0,967 T13-T14 0,553
Gruppe D
TO-T9 0,056 T8-T9 0,047
TO-T10 0,091 T9-T10 0,330
TO-T11 0,607 T10-T11 0,372
TO-T12 0,872 T11-T12 0,433
TO-T13 0,411 T12-T13 0,270
TO-T14 0,163 T13-T14 0,225
Gruppe D,
TO-T9 0,323 T8-T9 0,192
TO-T10 1,000 T9-T10 0,910
TO-TM 0,049 T10-T 11 0,844
TO-T12 0,126 T11-T12 0,500
TO-T13 0,058 T12-T13 0,874
TO-T14 0,111 T13-T14 0,374
Gruppe Dy
TO-T9 0,079 T8-T9 0,447
TO-T10 0,222 T9-T10 0,558
TO-T11 0,639 T10-T 11 0,575
TO-T12 0,656 T11-T12 0,626
TO-T13 0,563 T12-T13 0,500
TO-T14 0,295 T13-T14 0,958
Gruppe D¢
TO-T9 0,844 T8-T9 0,644
TO-T10 0,705 T9-T10 1,000
TO-T11 0,558 T10-T 11 0,814
TO-T12 0,156 T11-T12 0,874
TO-T13 0,105 T12-T13 0,095
TO-T14 0,056 T13-T14 0,614
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Abbildung 15: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle bei den
Messzeitpunkten T 0 bis T 8 der Gruppen 1A bis 1D und 2A bis 2D, Parameter Warmebild des
Hauptversuches
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Abbildung 16: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 8 der Gruppen 1A und
2A sowie 1D und 2D, Parameter Warmebild des Hauptversuches
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Temperaturverlauf und Standardabweichung Warmebild Hauptversuch
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Abbildung 17: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 8 der Gruppen 1B und
2B sowie 1D und 2D, Parameter Warmebild des Hauptversuches
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Abbildung 18: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 8 der Gruppen 1C und
2C sowie 1D und 2D, Parameter Warmebild des Hauptversuches
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Abbildung 19: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle bei den

Messzeitpunkten T 9 bis T 14 der Gruppen 2A bis 2D, Parameter Warmebild des
Hauptversuches
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Abbildung 20: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14 der Gruppen 1A und
2A sowie 1D und 2D, Parameter Warmebild des Hauptversuches
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Abbildung 21: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14 der Gruppen 1B und
2B sowie 1D und 2D, Parameter Warmebild des Hauptversuches
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Abbildung 22: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14 der Gruppen 1C und
2C sowie 1D und 2D, Parameter Warmebild des Hauptversuches
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4.2.2. Ergebnis Parameter Korperinnentemperatur

Bei den Tieren aus den Gruppen 1A und 2A sank der Mittelwert der rektal
gemessenen Korperinnentemperatur beim ersten Messzeitpunkt nach der Impfung
um 2°C ab, stieg bis zum nachsten Messzeitpunkt wieder um denselben Wert an. An
den folgenden Messungen lag die Temperatur mit 39,3°C und 39,6°C auf Niveau der
Ausgangstemperatur (T 0). Bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 8 konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen Impf- und Kontrollgruppe ermittelt werden.

Bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14 der Gruppe 2A pendelte die Temperatur von
39,5°C bis 39,8°C. Beim letzten Messzeitpunkt T 14 war zwischen der Gruppe 2A
und der Kontrolluntergruppe Da ein signifikanter Unterschied zu beobachten.

Bei den Versuchstieren aus den Gruppen 1B und 2B schwankte die Temperatur am
ersten Versuchstag zwischen 39,5°C und 39,1°C.

Bei den Tieren der Gruppe 2B lag der Mittelwert der Kérperinnentemperatur bei den
Messzeitpunkten T 9 bis T 14 zwischen 39,5°C und 39,8°C. Bei den beiden Gruppen
B konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen Impf- und

Kontrollgruppe festgestellt werden.

Der Temperaturmittelwert der Gruppen 1C und 2C stieg innerhalb von 4 Stunden
von 39,7°C auf 40°C an, zwei Stunden spater auf 41°C und sank bis zum
Messzeitpunkt T 7 nicht unter 40°C. Nach 24 Stunden war die Temperatur wieder auf
das Niveau vor der Impfung (T 0) abgesunken. Die Gruppen C unterschieden sich
signifikant von der Kontrollgruppe D bei den Messzeitpunkten T 2 bis T 7 sowie
gegenuber D¢ im Zeitraum T 2 bis T 5und bei T 7.

Bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14 lag der gemessene Temperaturbereich
zwischen 39,3°C und 39,6°C. Bei der Gruppe 2C bestanden keine signifikanten
Unterschiede zur Kontrollgruppe.

Bei den Kontrolltieren der Gruppen D lagen die gemessenen Temperaturwerte im
Mittel beider Hauptgruppen in den ersten 24 Stunden zwischen 39,2°C und 39,6°C.
Im Verlauf der weiteren Messungen erhohte sich die gemittelte Temperatur der
Kontrolltiere der zweiten Hauptgruppe auf bis zu 39,8°C am letzten Versuchstag.
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Zusatzlich wurde die Korrelation und die Gute der Bindung bei den Parametern
Warmebild und Korperinnentemperatur berechnet. Demzufolge besteht kein

Zusammenhang bzw. keine Bindung zwischen diesen Parametern.

Die Mittelwerte der jeweiligen Gruppe bei den einzelnen Messzeitpunkten sowie die
dazugehdrigen Standardabweichungen sind in den Tabellen 32 und 33 sowie in den
Abbildungen 23 bis 30 dargestellt.

Die p-Werte des Parameters Korperinnentemperatur sind entsprechend denen beim
Parameter Warmebild (Punkt 4.2.1) berechnet worden und in den Tabellen 34 bis 39

zusammengefasst.

Tabelle 32: Temperaturwerte und Standardabweichungen in °C bei den Messzeitpunkten T 0 bis
T 8, Gruppen 1A bis 1D und 2A bis 2D, Parameter Kérperinnentemperatur des Hauptversuches

Messzeitpunkt

(MZP) TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Stunden post 0 2 4 6 8 10 12 14 | 24

injectionem

Gruppen | MW 39,6 37,5 39,5 39,6 39,5 39,3 39,3 39,4 39,3
1A, 2A SD 0,3 04 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Gruppen | MW 39,5 39,3 39,4 39,3 39,4 39,1 39,2 39,1 39,2
1B, 2B SD 0,3 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4 0,4 0,2

Gruppen | MW 39,7 39,6 40,0 41,0 40,7 40,5 40,1 40,0 39,6
1C, 2C SD 04 0,5 0,8 0,8 0,7 0,7 0,5 0,5 0,6

Gruppen | MW 39,6 39,5 39,4 39,4 39,6 39,2 39,2 39,3 39,3
1D, 2D SD 0,4 0,5 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5 0,5 0,2

Tabelle 33: Temperaturwerte und Standardabweichungen in °C bei den Messzeitpunkten T 9 bis

T 14, Gruppen 2A bis 2D, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches

Messzeitpunkt
(MZP) T9 T10 T11 T12 T13 T14
Stunden post 48 72 9% | 120 | 144 | 168
injectionem
Gruppe | MW 39,8 39,5 39,7 39,7 39,7 39,7
2A SD 0,4 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3
Gruppe | MW 39,6 39,5 39,6 39,6 39,5 39,8
2B SD 0,4 0,3 0,1 0,3 0,2 0,2
Gruppe | MW 39,3 39,3 39,4 39,4 39,5 39,6
2C SD 0,4 0,4 0,4 0,4 0,6 0,5
Gruppe | MW 39,6 39,3 39,6 39,7 39,7 39,8
2D SD 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2
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Tabelle 34: p-Werte des Vergleiches der Gruppen 1A bis 1D sowie 2A bis 2D bei den

Messzeitpunkten T 0 bis T 8, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches; p<0,05

MZP TO T1 T2

Gruppen A B C D A B C D A B C D
A - 0,987 | 0,782 | 0,996 - 0,842 | 0,896 | 1,000 - 0,930 | 0,009 | 0,991
B 0,987 - 0,584 | 0,953 | 0,842 - 0,427 | 0,853 | 0,930 - 0,002 | 0,993
C 0,782 | 0,584 - 0,913 | 0,896 | 0,427 - 0,928 | 0,009 | 0,002 - 0,008
D 0,996 | 0,953 | 0,913 - 1,000 | 0,853 | 0,928 - 0,991 | 0,993 | 0,008 -

MZP T3 T4 T5

Gruppen A B C D A B C D A B C D
A - 0,317 | 0,000 | 0,709 - 0,937 | 0,000 | 0,937 - 0,640 | 0,000 | 0,948
B 0,317 - 0,000 | 0,950 | 0,937 - 0,000 | 0,677 | 0,640 - 0,000 | 0,945
[o] 0,000 | 0,000 - 0,000 | 0,000 | 0,000 - 0,000 | 0,000 | 0,000 - 0,000
D 0,709 | 0,950 | 0,000 - 0,937 | 0,677 | 0,000 - 0,948 | 0,945 | 0,000 -

MZP T6 T7 T8

Gruppen A B C D A B C D A B C D
A - 0,834 | 0,000 | 0,915 - 0,383 | 0,005 | 0,858 - 0,961 | 0,059 | 0,986
B 0,834 - 0,000 | 0,999 | 0,383 - 0,000 | 0,898 | 0,961 - 0,017 | 0,856
[o] 0,000 | 0,000 - 0,000 | 0,005 | 0,010 - 0,001 | 0,059 | 0,017 - 0,185
D 0,915 | 0,999 | 0,000 - 0,858 | 0,898 | 0,001 - 0,986 | 0,856 | 0,185 -

Tabelle 35: p-Werte des Vergleiches der Gruppen 2A bis 2D bei den Messzeitpunkten T 9 bis T

14, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches; p<0,05

MZP T9 T10 T11

Gruppe A B C D A B C D A B C D
A - 0,814 | 0,071 | 0,793 - 0,970 | 0,549 | 0,720 - 0,846 | 0,148 | 0,945
B 0,814 - 0,345 | 1,000 | 0,970 - 0,810 | 0,918 | 0,846 - 0,518 | 0,997
C 0,071 | 0,345 - 0,471 | 0,549 | 0,810 - 0,998 | 0,148 | 0,518 - 0,460
D 0,793 | 1,000 | 0,471 - 0,720 | 0,918 | 0,998 - 0,945 | 0,997 | 0,460 -

MZP T12 T13 T14

Gruppe A B C D A B C D A B C D
A - 0,848 | 0,245 | 0,999 - 0,827 | 0,682 | 1,000 - 0,979 | 0,952 | 0,983
B 0,848 - 0,688 | 0,933 | 0,827 - 0,993 | 0,884 | 0,979 - 0,795 | 1,000
C 0,245 | 0,688 - 0,387 | 0,682 | 0,993 - 0,765 | 0,952 | 0,795 - 0,830
D 0,999 | 0,933 | 0,387 - 1,000 | 0,884 | 0,765 - 0,983 | 1,000 | 0,830 -
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Tabelle 36: p-Werte des Vergleiches der Gruppen 1A bis 1C und 2A bis 2C mit der
Kontroligruppe 1D und 2D und den dazu gehérigen Kontrolluntergruppen 1Ds.c und 2D, ¢ bei

den Messzeitpunkten T 0 bis T 8, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches;

p<0,017

MZP TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Gruppen A-D 0,832 0,971 0,663 0,121 0,493 0,491 0,549 0,427 | 0,671
Gruppen A -D, 0,626 | 0,758 0,675 0,940 0,287 0,596 0,938 0,987 | 0,573
GruppenB -D 0,587 | 0,445 0,603 0,370 0,143 0,453 0,903 0,500 0,191
Gruppe B - Dg 0,896 | 0,430 0,445 0,564 0,535 0,569 0,482 0,271 0,940
Gruppen C -D 0,568 0,596 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,071
Gruppen C - D¢ 0,124 | 0,317 0,012 0,000 0,006 0,000 0,064 0,011 0,229

Tabelle 37: p-Werte des Vergleiches der Gruppen 2A bis 2C mit der Kontrollgruppe 2D und den

dazu gehodrigen Kontrolluntergruppen 2D,.c bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14, Parameter

Korperinnentemperatur des Hauptversuches; p<0,017

MzZP T9 T10 T11 T12 T13 T14
Gruppe A-D 0295 | 0195 | 0595 | 0843 | 0931 | 0627
Gruppe A -D, 0584 | 0461 | 0536 | 0776 | 0615 | 0,006
Gruppe B -D 0,900 | 0478 | 0835 | 0430 | 0265 | 1,000
Gruppe B - Dg 0267 | 0639 | 0492 | 0199 | 0875 | 1,000
Gruppe C-D 0114 | 0872 | 0267 | 0129 | 0436 | 0476
Gruppe C - D¢ 0874 | 0729 | 0559 | 0695 | 0641 | 0,602
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Tabelle 38: p-Werte des Vergleiches der einzelnen Messzeitpunkte mit dem Ausgangswert und
zwischen zwei aufeinander folgenden Messzeitpunkten, Messzeitpunkte T 0 bis T 8, Gruppen
1A bis 1D und 2A bis 2D sowie 1Da.c und 2D,.c, Parameter Kérperinnentemperatur des

Hauptversuches; p<0,05

| Messzeitpunkte | p-Werte | Messzeitpunkte | p-Werte
Gruppen A
TO-T1 0,304
TO-T2 0,314 T1-T2 0,885
TO-T3 0,498 T2-T3 0,055
TO-T4 0,406 T3-T4 0,065
TO-T5 0,011 T4-T5 0,045
TO-T6 0,023 T5-T6 0,850
TO-T7 0,126 T6-T7 0,281
TO-T8 0,073 T7-T8 0,337
Gruppen B
TO-T1 0,021
TO-T2 0,033 T1-T2 0,942
TO-T3 0,002 T2-T3 0,690
TO-T4 0,032 T3-T4 0,397
TO-T5 0,000 T4-T5 0,000
TO-T6 0,000 T5-T6 0,237
TO-T7 0,001 T6-T7 0,751
TO-T8 0,010 T7-T8 0,632
Gruppen C
TO-T1 0,147
TO-T2 0,051 T1-T2 0,003
TO-T3 0,000 T2-T3 0,000
TO-T4 0,000 T3-T4 0,002
TO-T5 0,000 T4-T5 0,169
TO-T6 0,000 T5-T6 0,004
TO-T7 0,018 T6-T7 0,298
TO-T8 0,699 T7-T8 0,019
Gruppen D
TO-T1 0,082
TO-T2 0,019 T1-T2 0,549
TO-T3 0,181 T2-T3 0,797
TO-T4 0,861 T3-T4 0,080
TO-T5 0,004 T4-T5 0,004
TO-T6 0,003 T5-T6 1,000
TO-T7 0,006 T6-T7 0,403
TO-T8 0,068 T7-T8 0,634
Gruppen D,
TO-T1 0,103
TO-T2 0,320 T1-T2 0,836
TO-T3 0,736 T2-T3 0,423
TO-T4 0,444 T3-T4 0,465
TO-T5 0,291 T4-T5 0,205
TO-T6 0,041 T5-T6 0,367
TO-T7 0,060 T6-T7 0,015
TO-T8 0,270 T7-T8 0,941
Gruppen Dg
TO-T1 0,604
TO-T2 0,102 T1-T2 0,913
TO-T3 0,225 T2-T3 0,328
TO-T4 0,555 T3-T4 0,781
TO-T5 0,105 T4-T5 0,798
TO-T6 0,022 T5-T6 0,006
TO-T7 0,022 T6-T7 0,248
TO-T8 0,314 T7-T8 0,603
Gruppen D¢
TO-T1 0,402
TO-T2 0,342 T1-T2 0,873
TO-T3 0,630 T2-T3 0,922
TO-T4 1,000 T3-T4 0,474
TO-T5 0,006 T4-T5 0,241
TO-T6 0,529 T5-T6 0,578
TO-T7 0,846 T6-T7 0,547
TO-T8 0,519 T7-T8 0,783
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Tabelle 39: p-Werte des Vergleiches der einzelnen Messzeitpunkte mit dem Ausgangswert und
zwischen zwei aufeinander folgenden Messzeitpunkten, Messzeitpunkte T 9 bis T 14, Gruppen

2A bis 2D sowie 2D.c, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches; p<0,05

| Messzeitpunkte | p-Werte | Messzeitpunkte | p-Werte
Gruppe A
TO-T9 0,024 T8-T9 0,099
TO-T10 0,270 T9-T10 0,088
TO-T11 0,090 T10-T 11 0,068
TO-T12 0,045 TH1-T12 0,923
TO-T13 0,058 T12-T13 0,749
TO-T14 0,030 T13-T14 0,503
Gruppe B
TO-T9 0,024 T8-T9 0,031
TO-T10 0,462 T9-T10 0,246
TO-TM 0,037 T10-T 11 0,250
TO-T12 0,018 T11-T12 0,849
TO-T13 0,252 T12-T13 0,549
TO-T14 0,000 T13-T 14 0,050
Gruppe C
TO-T9 0,250 T8-T9 0,176
TO-T10 0,026 T9-T10 0,769
TO-T11 0,380 T10-T 11 0,340
TO-T12 0,262 TH1-T12 1,000
TO-T13 0,885 T12-T13 0,716
TO-T14 0,244 T13-T14 0,351
Gruppe D
TO-T9 0,151 T8-T9 0,267
TO-T10 0,771 T9-T10 0,064
TO-T11 0,187 T10-T M1 0,048
TO-T12 0,042 T11-T12 0,702
TO-T13 0,042 T12-T13 0,816
TO-T14 0,045 T13-T14 0,296
Gruppe D,
TO-T9 0,323 T8-T9 0,258
TO-T10 1,000 T9-T10 0,421
TO-T11 0,049 T10-T 11 0,049
TO-T12 0,126 T1M-T12 0,500
TO-T13 0,058 T12-T13 0,795
TO-T14 0,111 T13-T14 0,374
Gruppe Dy
TO-T9 0,205 T8-T9 0,090
TO-T10 1,000 T9-T10 0,344
TO-T11 1,000 T10-T11 1,000
TO-T12 0,070 T11-T12 0,500
TO-T13 0,295 T12-T13 0,344
TO-T14 0,070 T13-T14 0,344
Gruppe D¢
TO-T9 0,205 T8-T9 0,500
TO-T10 0,374 T9-T10 0,500
TO-T11 0,344 T10-T 11 0,500
TO-T12 1,000 T11-T12 0,605
TO-T13 0,705 T12-T13 0,844
TO-T14 1,000 T13-T14 0,795
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Abbildung 23: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle bei den
Messzeitpunkten T 0 bis T 8 der Gruppen 1A bis 1D und 2A bis 2D, Parameter
Koérperinnentemperatur des Hauptversuches

Temperaturverlauf und Standardabweichung Koérperinnentemperatur Hauptversuch
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Abbildung 24: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 8 der Gruppen 1A und
2A sowie 1D und 2D, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches
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Temperaturverlauf und Standardabweichung Korperinnentemperatur Hauptversuch
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Abbildung 25: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 8 der Gruppen 1B und
2B sowie 1D und 2D, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches
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Abbildung 26: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 0 bis T 8 der Gruppen 1C und
2C sowie 1D und 2D, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches
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Abbildung 27: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle bei den

Messzeitpunkten T 9 bis T 14 der Gruppen 2A bis 2D, Parameter Korperinnentemperatur des
Hauptversuches
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Abbildung 28: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der

dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14 der Gruppen 1A und
2A sowie 1D und 2D, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches
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Temperaturverlauf und Standardabweichung Korperinnentemperatur Hauptversuch
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Abbildung 29: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der

dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14 der Gruppen 1A und

2A sowie 1D und 2D, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches
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Abbildung 30: Verlauf des Temperaturmittelwertes an der Injektionsstelle sowie der
dazugehorigen Standardabweichung bei den Messzeitpunkten T 9 bis T 14 der Gruppen 1A und
2A sowie 1D und 2D, Parameter Korperinnentemperatur des Hauptversuches
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4.2.3. Ergebnis Score Allgemeinbefinden

Der Score Allgemeinbefinden lieferte keine vom physiologischen Zustand
abweichenden Ergebnisse. Alle Tiere waren zu jedem Zeitpunkt vor, wahrend und
nach der Versuchsdurchfihrung ohne Auffalligkeiten bezlglich des Habitus und der

Wasser-/ Futteraufnahme.

4.2.4. Ergebnis Score lokale Gewebepalpation

Bei den Gruppen 1A und 2A traten bei 3 von 16 Tieren von T 3 bis T 5
geringgradige Schwellungen auf. Zum Zeitpunkt T 6 und T 7 war dies nur noch bei
einem Tier der Fall. Zu einem spateren Zeitpunkt waren keinen Schwellungen
feststellbar. Es traten zu keiner Zeit Rotungen an der Injektionsstelle auf.

Bei den beiden Gruppen 1B und 2B traten 4 bis 24 Stunden nach der Applikation
geringgradige Schwellungen auf. Die meisten Veranderungen traten bei T 3 bzw. T 4
auf, hier waren es 9 bzw. 8 Tiere. Zu den spateren Zeitpunkten waren noch 2 bzw. 3
Tiere betroffen. Nach 24 Stunden konnten keine Veranderungen mehr festgestellt

werden. Rétungen konnten zu keinem Zeitpunkt festgestellt werden.

Sowohl gering- als auch mittelgradige Schwellungen der Injektionsstelle traten bei
den Tieren der Gruppen 1C und 2C auf. Von den 16 Tieren hatten nach 4 Stunden 5
Tiere geringgradige, ein Tier mittelgradige Schwellungen. Nach 6 Stunden waren es
11 bzw. 3 Tiere, 2 Stunden spater 13 bzw. 3. Die Anzahl der Tiere mit geringgradiger
Schwellung nahm bis zum Zeitpunkt T 8 kontinuierlich auf 7 Tiere ab, ab T 9 konnte
bei keinem Tier eine Schwellung festgestellt werden. Eine mittelgradige
Umfangsvermehrung war zum Zeitpunkt T 6 bei 2 Tieren vorhanden, zum Zeitpunkt
T 7 bei einem Tier.

In Verbindung mit einer geringgradigen Schwellung der Applikationsstelle trat an den
Messzeitpunkten T 3, T 4 und T 9 bei je einem Tier eine Rétung auf, bei T 8 waren
es 3 Tiere. Bei einem Tier konnte zwolf Stunden (T 6) nach Versuchsbeginn eine
Roétung der Injektionsstelle in Verbindung mit einer mittelgradigen Schwellung

festgestellt werden.
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In der Kontroligruppe (Gruppe 1D und 2D) konnte nach vier, sechs und acht
Stunden bei maximal drei Tieren eine geringgradige Veranderung beobachtet
werden, bei einem Tier war dies nach einem Tag (T 8) der Fall. Rotungen wurden

nicht beobachtet.

Eine detaillierte Ubersicht Uber die Befunde beim Score ,lokale Gewebepalpation®
geben die Tabellen 40 und 41.

Tabelle 40: Anzahl der Tiere mit Veranderungen bzgl. des Kriteriums Schwellung im Score

lokale Gewebepalpation Hauptversuch, Messzeitpunkte T 0 bis T 14, Hauptgruppen 1 und 2

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D
TObisT8:16 TObisT8:16 TObisT8:16 TObisT8:12
Tiere Tiere Tiere Tiere
T9bisT14:8 T9bisT14:8 T9bisT14:8 T9bisT14:6
Tiere Tiere Tiere Tiere
% 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
[7p]

TO - - - - - - - - - - - - - - - -
g€ T2 | - -[-1-JT11-1T-T-1Ts5[1]-1T-T1T11-1-71-
§; T3 3 - - - 9 - - - 11 3 - - 3 - - -
o § T4 3 - - - 8 - - - 13| 3 - - 2 - - -
§§> T5 3 - - - 2 - - - 11 - - - - - - -
= § T6 1 - - - 3 - - - 9 2 - - - - - -

T | T7 1 - - - 2 - - - 8 1 - - - - - -

T8 - - - - 1 - - - 7 - - - 1 - - -
g LT9 - - - - - - - - - - - - - - - -
So | T10 - - - - - - - - - - - - - - - -
%% T11 - - - - - - - - - - - - - - - -
N2 | T12 - - - - - - - - - - - - - - - -
§<I€ T13 - - - - - - - - - - - - - - - -

~ | T14 - - - - - - - - - - - - - - - -
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Tabelle 41: Anzahl der Tiere mit Verdnderungen bzgl. des Kriteriums Rétung im Score lokale

Gewebepalpation Hauptversuch, Messzeitpunkte T 0 bis T 14, Hauptgruppen 1 und 2

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D
TObisT8:16 TObisT8:16 TObisT8:16 TObisT8:12
Tiere Tiere Tiere Tiere
T9bisT14:8 T9bisT14:8 T9bisT14:8 T9bisT14:6
Tiere Tiere Tiere Tiere

% 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
0]

TO - - - - - - - - - - - - - - - -

g?; T2 - - - - - - - - - - - - - - - -

é’; T3 - - - - - - - - 1 - - - - - - -

] § T4 - - - - - - - - 1 - - - - - - -

@g T5 - - - - - - - - - - - - - - - -

= § T6 - - - - - - - - - 1 - - - - - -

z T7 - - - - - - - - 3 - - - - - - -

T8 - - - - - - - - 1 - - - - - - -

gfrel-f-t-L-1-T-F-P-[-7-F-F-1T-T-1-1

g [0} - - - - - - - - - - - - - - - -

%% T11 - - - - - - - - - - - - - - - -

g% T12 - - - - - - - - - - - - - - - -

o® | T13 | - - - - - - - - - - - - - - - -

=L T 14 - - - - - - - - - - - - - - _ -

4.3 Pathologisch-anatomische Befunde

Bei der Sektion der Tiere wurden keine Veranderungen am Tierkorper und den
Organen festgestellt. Der Gesundheitszustand der Versuchstiere laut klinischer
Untersuchung und dem Score Allgemeinbefinden wurde somit bestatigt.

Bei der Entnahme der Gewebeproben wurde besonders auf makroskopisch
erkennbare Veranderungen des Gewebes geachtet. Nach der Entnahme konnte bei
16 Tieren am Ende des Stichkanals der Impfkandle in einer Tiefe von etwa 25mm
eine weildlich-6lige, sich vom Applikationsort diffus ausbreitende Substanz festgestellt
werden (Abbildung 31). Diese Beobachtung wurde ausschlielllich bei Tieren der
Gruppe 1B und 2B gemacht. Die Proben der 44 weiteren Tiere im Hauptversuch

waren makroskopisch ohne erkennbare Veranderungen.
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Abbildung 31: makroskopischer Nachweis des Injektates

4.4 Histopathologische Befunde

Die histologische Untersuchung der bei der Sektion entnommenen Gewebeproben
von Leber, Lunge, Niere und Milz weist keine entzlindlichen Veranderungen auf.

In den um die Injektionsregion entnommenen Proben aller Tiere aus den
Impfgruppen (A, B, C) konnten entziindliche Veranderungen festgestellt werden.

Die Proben der Kontrollgruppe (D) wiesen keine histologisch erkennbaren

Abweichungen vom physiologischen Zustand auf.

4.4.1 Hauptlokalisation der Entziindungsreaktion

Zur histopathologischen Untersuchung wurde von jedem Tier, wie unter Punkt 3.6.5.1
bis 3.6.5.3 beschrieben, die Probe mit dem hochsten Grad der Entzindung
verwendet. In Tabelle 42 und 43 sind die Ergebnisse der Durchmusterung bzw. der
Vorauswahl dargestellt. Die fett gedruckten Score-Stufen in Tabelle 42 und 43
symbolisieren die Hauptlokalisation der Entziindungsreaktion, diese Probe wurde zur
weiteren Beurteilung verwendet. Bei einem ,-“ wurde keine Entziindung festgestellt,
der Grad an Entzindung wird durch die ,+* Zeichen symbolisiert, wobei ,++++“ eine
hochgradige Entziindung mit Gewebeuntergang bedeutet. Da bei den Proben der
Kontrolltiere keine Veranderungen bei der Vorauswahl festgestellt wurden, war keine

weitere histopathologische Beurteilung moglich bzw. erforderlich.

83



Ergebnisse

Tabelle 42: Ubersicht iiber die Gewebeprobe mit der Hauptlokalisation der
Entziindungsreaktion in den Gewebeproben der Tiere aus Hauptgruppe 1 zur weiteren

histopathologischen Untersuchung

Ebene 1 2 3 4 5 6 7 8
Gruppe,
Tier-Nr.
Gruppe A
1154 - + +++ +++ ++
1155 - + +++ +++ +++
1156 + ++ +++ +++ +++
1157 - ++ ++ +++ +++ +++
1158 + ++ +++ +++ ++ ++
1159 + ++ ++ + +
1160 + +++ +++ +++
1161 + ++ ++ +++
Gruppe B
1162 ++ ++ +++ ++++ +++
1163 - ++ ++ ++
1164 + ++ +++ +4+++ +++
1165 + ++ ++ ++++ +++
1166 - ++ ++ +++ +++
1167 + + ++ +++ ++++
1168 + +++ +++ ++++ +++ +++
1169 + ++ +++ +++ ++ ++
Gruppe C
1176 + ++ ++ +++ +++ ++
1177 + ++ ++ +++ ++++ ++++ +++ +++
1178 ++ ++ +++ +++ ++++ ++++ +++ +++
1179 + ++ +++ +++
1180 + ++ +++ +++ +++ ++
1181 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ ++
1182 + +++ +++ ++++ ++++ +++ ++ ++
1183 ++ +++ ++++ ++++ +++ +++
Gruppe D
1170 - - - - -
1171 - - - - -
1172 - - - - -
1173 - - - - -
1174 - - - - - - -
1175 - - - - -
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Tabelle 43: Ubersicht iiber die Gewebeprobe mit der Hauptlokalisation der
Entziindungsreaktion in den Gewebeproben der Tiere aus Hauptgruppe 2 zur weiteren

histopathologischen Untersuchung

Ebene 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gruppe,
Tier-Nr.
Gruppe A
904 + + ++ +++
905 + + +4+ +++ +
1090 - + + +4+ ++ +
1091 - +4+ ++ +4+ +4+
1092 + + + +++ +4+
1093 + +4+ +4+ +++ +
1094 + +4+ +4+ ++ + + +
1095 + +4+ +4+ +++ +4+ + +
Gruppe B
906 - +4+ ++4+ +++ ++4
907 - ++ +++ +++
1096 + +4+ +4+ ++ +
1097 - +4+ + ++ + +
1098 - +4+ ++ + +++ ++4+
1099 - +4+ ++++ ++4+ ++4+ +
1100 - +4+ + +4+ +++
1101 + + +4+ +++ +
Gruppe C
903 - - - - - ++ -
910 - - +4+ +4+ +++ + -
911 ++ +++ +++ e +++ ++
912 - ++ +++ +++ ++++
1105 + +4+ + +4+ +4+ +4+ ++++ + +
1110 - + + + +4+ +4+ +4+ ++ + +
1111 - +4+ ++4+ ++4+ ++++ ++4+ ++4+ +4+
1113 - + + +4+ +4+ + ++ +
Gruppe D
908 - - - -
909 - - - -
1102 - - - - -
1103 - - - - -
1104 - - - - - -
1112 - - - - - - -
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4.4.2 Lokalisation und Intensitat des Grades an Entziindung in der relevanten
Gewebeprobe

Die histopathologische Vorauswahl lieferte zusatzlich die Maoglichkeiten, die
Lokalisation, d.h. die Tiefe, einerseits und die Intensitat, d.h. den Grad der hochsten

Entzindung andererseits, zu bestimmen (Tabelle 44 und 45).

Bei den Tieren, die zur Gruppe 1A gehorten, war die Gewebeprobe mit dem
héchsten Entzindungsgrad bei drei der acht Tiere in der Schnittebene 3, bei den
restlichen Tieren in Ebene 4. Bei Gruppe 2A lag die relevante Gewebeprobe je eines
Tieres in Ebene 2 bzw. 4, die restlichen sechs von insgesamt acht Proben lagen in
Ebene 3. Dies entspricht gemal der Tabelle 11 einer Tiefe von 15 bis 21 Millimetern
unter der Hautoberflache bei den Tieren der Hauptgruppe 1. Bei der zweiten
Hauptgruppe lagen die untersuchungsrelevanten Gewebescheiben zwischen 9 bis
21 Millimetern unter der Hautoberflache.

Bei den Tieren aus der Gruppe 1B wurde je eine Probe aus Ebene 2 und 6 und
sechs Proben aus Ebene 4 zur histopathologischen Untersuchung verwendet. Bei
der Gruppe 2B war es eine Probe aus Ebene 3, finf Proben aus 4 und zwei Proben
aus 5. Daraus ergibt sich fur die Lokalisation der hochsten Entzindungsreaktion eine
Tiefe von 9 bis 27 Millimeter bei der Gruppe 1B und eine Tiefe von 15 bis 27
Millimeter bei den Tieren aus Gruppe 2B.

Die histopathologische Auswertung fand bei den Tieren der Gruppe 1C anhand von
einer Probe aus Ebene 3, zwei Proben aus Ebene 4 und funf Proben aus Ebene 5
statt. Bei den Tieren aus der Gruppe 2C waren es je zwei Proben aus den Ebenen 4,
5 und 7 und je eine Probe aus den Ebenen 6 und 8. Die Tiefe betrug demzufolge in

der Gruppe ,1“ 15 bis 27 Millimeter und in der Gruppe ,2“ 21 bis 45 Millimeter.
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Tabelle 44: Lokalisation des hochsten Entziindungsgrades in Bezug auf die Schnittebene,

Anzahl der Tiere je Gruppe in Bezug auf die Schnittebene mit dem héchsten Grad an

Entziindung
Schnittebene | 1 | 2 | 3 | 4 ] 5 | 66 | 7 | 8
o | Hauptgruppe 1 (8 Tiere pro Gruppe)
5 Gruppe A 3 5
o Gruppe B 1 6 1
= Gruppe C 1 2 5
$ | Hauptgruppe 2 (8 Tiere pro Gruppe)
S Gruppe A 1 6 1
8 Gruppe B 1 5 2
Gruppe C 2 2 1 2 1

Die zur histopathologischen Untersuchung verwendeten Proben wiesen einen
unterschiedlichen Grad an Entzindung auf (Tabelle 45).

In der Gruppe 1A wurde in sieben von acht Proben eine hochgradige Entzindung
gemall dem Score von Tabelle 12 festgestellt, in einer Probe konnte eine
mittelgradige Entziindung diagnostiziert werden. Bei den ausgewerteten Proben der
Gruppe 2A wiesen drei Tiere eine mittelgradige und funf weitere eine hochgradige
Entzindung auf.

Bei der Gruppe 1B war in einer der acht relevanten Gewebescheiben ein
mittelgradiges  Entziindungsgeschehen, bei zwei Gewebescheiben eine
hochgradiges und bei den restlichen funf Proben ein hochgradiges
Entzindungsgeschehen mit Gewebeuntergang vorhanden. Die Proben aus 2B
wiesen zweimal mittelgradige und sechsmal hochgradige Entzindung auf.

In den acht Proben der Gruppe 1C stellte sich vier Mal eine hochgradige
Entzindung und vier Mal eine hochgradige Entziindung mit Gewebeuntergang dar.
Beim spateren Entnahmezeitpunkt (2C) wiesen drei Proben mittelgradige
Entzindung auf, vier Proben hochgradige Entzindung und eine Probe hochgradige

Entziindung mit Gewebeuntergang.

87



Ergebnisse

Tabelle 45: Anzahl der Tiere je Gruppe in Bezug auf die Intensitit der Entziindung in der
untersuchten Gewebeprobe

Intensitat (hdchster Entziindunggrad) | + | ++ | +++ | e+
o | Hauptgruppe 1 (8 Tiere pro Gruppe
5 Gruppe A 1 7
T Gruppe B 1 2 5
= Gruppe C
$ | Hauptgruppe 2 (8 Tiere pro Gruppe
s Gruppe A 3 5
2 Gruppe B 2 6
© Gruppe C 3 4 1
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4.4.3 Ergebnisse der Beurteilung der einzelnen Entziindungsparameter

Bei der histopathologischen Untersuchung wurden anhand der ausgewahlten
Gewebeprobe 12 verschiedene Parameter beurteilt.

Da die Proben aller Kontrolltiere histopathologisch unauffallig waren, werden im

Folgenden nur die Ergebnisse der Impfgruppen 1A bis 1C und 2A bis 2C erlautert.

In der Hauptgruppe 1 konnte bei drei von acht Tieren der Untergruppe A ein
Plasmaerguss festgestellt werden.
Bei der Hauptgruppe 2 war bei einem von acht Tieren aus der Gruppe A und bei drei

von acht Tieren aus der Gruppe C ein Plasmaerguss vorhanden.

Parameter Plasmaerguss (PE)

. l

7

6
o
[
i 5
o @ PE vorhanden
; 4 || |oPE nicht vorhanden
© I
N 3
<

2 I

1 .

0 T T T T T

Gruppe1A Gruppe 1B Gruppe 1C  Gruppe 2A Gruppe 2B  Gruppe 2C
Haupt- und Untergruppen

Abbildung 32: Parameter Plasmaerguss der histopathologischen Untersuchung
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Fibrin wurde bei der Hauptgruppe 1 bei jeweils 7 von acht Tieren aus der Gruppe A
und der Gruppe B nachgewiesen. Bei Gruppe C war dies bei allen Tieren der Fall.
Bei den Tieren der Gruppe 2A konnte bei sieben der acht Tiere in dieser Gruppe
Fibrin mikroskopisch nachgewiesen werden. Bei der Gruppe 2B konnte bei einem

Tier, bei der Gruppe 2C bei allen acht Tieren Fibrin nachgewiesen werden.

Parameter Fibrin (FI)

N H
7 —
6 |
5
@ Fl vorhanden
0O Fl nicht vorhanden
3 —
2 _
1
0 T T T T

Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C  Gruppe 2A  Gruppe 2B  Gruppe 2C
Haupt- und Untergruppen

Anzahl der Tiere
N

Abbildung 33: Parameter Fibrin der histopathologischen Untersuchung
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Beim Parameter Muskelfaserpathologie wurden verschiedene pathologische
Veranderungen, wie z.B. Muskelfasernekrosen, Muskelfaseratrophie und Fibrose,
zusammengefasst.

Pathologische Veranderungen der Muskelfasern wurden bei allen acht Tieren der
Gruppe 1C und bei funf Tieren der Gruppe 1A festgestellt. In den Proben der Gruppe
1B konnte keine Muskelfaserpathologie festgestellt werden.

Bei der Gruppe 2C wies die Halfte der Tiere pathologische Veranderungen im
Muskelgewebe auf, in den Proben der Gruppen 2B und 2C waren keine

Veranderungen erkennbar.

Parameter Muskelfaserpathologie (MP)

B MP vorhanden
O MP nicht vorhanden

Anzahl der Tiere
N

0 T T T T T
Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Gruppe 2A Gruppe 2B Gruppe 2C

Haupt- und Untergruppen

Abbildung 34: Parameter Muskelfaserpathologie der histopathologischen Untersuchung
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Einblutungen in die Muskulatur waren in der Hauptgruppe 1 bei der Halfte der Tiere
aus Gruppe A und bei allen Tieren aus Gruppe C nachweisbar.

Bei Hauptgruppe 2 waren Einblutungen in die Muskulatur bei sieben von acht Tieren
aus Gruppe A und bei je zwei Tieren in den anderen beiden Impfstoffgruppen B und

C erkennbar.

Parameter Einblutung (EB)

8,
77 I E
6,

@ EB vorhanden
O EB nicht vorhanden

Anzahl der Tiere
i

Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Gruppe 2A Gruppe 2B Gruppe 2C
Haupt- und Untergruppen

Abbildung 35: Parameter Einblutung der histopathologischen Untersuchung
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Hohlraumbildungen konnten in sieben Gewebeproben der Gruppe 1B beobachtet
werden (Abbildung 37). Bei den Gruppen 1A und 1C konnte dies nicht beobachtet
werden.

Bei der Hauptgruppe 2 war eine Hohlraumbildung bei je zwei von acht Proben aus
den Gruppen A und C vorhanden. Die Proben der Gruppe B wiesen alle
Hohlraumbildungen auf.

Abbildung 37 zeigt beispielhaft bei einem Tier der Gruppe 1B die Hohlraumbildung,

umgeben von Monozyten.

Parameter Hohlraumbildung (HR)

E HR vorhanden
O HR nicht vorhanden

Anzahl der Tiere
i

O T T T T T
Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Gruppe 2A Gruppe 2B Gruppe 2C

Haupt- und Untergruppen

Abbildung 36: Parameter Hohlraumbildung der histopathologischen Untersuchung

Abbildung 37: Hohlraumbildung bei einem Tier aus der Gruppe 1B
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Fremdmaterial konnte in keiner der 48 Proben aus den Gruppen 1A bis 1C und 2A

bis 2C nachgewiesen werden.

Parameter Fremdmaterial (FM)

8

7 S

6 S
o
(4]
= S Bl
g 4 || |BFMvorhanden
= O FM nicht vorhanden
© I
N 3
<

2 S

1 .

0

Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C  Gruppe 2A Gruppe 2B  Gruppe 2C
Haupt- und Untergruppen

Abbildung 38: Parameter Fremdmaterial der histopathologischen Untersuchung
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In den Gewebeproben der Gruppe 1A konnte durchgehend eine mittelgradig
ausgedehnte Nekrose von Binde- und Muskelgewebe festgestellt werden. In der
Gruppe 1B war uberwiegend keine oder eine geringgradig ausgedehnte Nekrose, je
ein Tier hatte mittel- bzw. hochgradig ausgedehnte nekrotische Veranderungen. In
der Gruppe 1C reagierten die Tiere Uberwiegend mit mittelgradig ausgedehnter
Nekrose, je ein Tier mit keiner bzw. geringgradig ausgedehnter Nekrose auf das
Injektat.

Bei der Hauptgruppe 2 konnten bei je sechs der acht Proben aus Gruppe A und
Gruppe C keine oder nur geringgradig ausgedehnte nekrotische Veranderungen
beobachtet werden, je zwei Proben hatten mittelgradig ausgedehnte Veranderungen.
In den Proben der Gruppe B waren sieben ohne oder mit geringgradig ausgedehnter

Nekrose, eine Probe hatte mittelgradig ausgedehnte nekrotische Veranderungen.

Parameter Nekrose (NE)

: H BN
7,

B NE hgrd. vorhanden
@ NE mgrd. vorhanden
O NE nicht/ ggrd. vorhanden

Anzahl der Tiere
D

0 T T T T T
Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Gruppe 2A Gruppe 2B Gruppe 2C

Haupt- und Untergruppen

Abbildung 39: Parameter Nekrose der histopathologischen Untersuchung

95



Ergebnisse

Neutrophile Granulozyten waren in der Hauptlokalisation der Entzindungsreaktion
bei allen Proben der Gruppen 1B und 1C in Relation zu den anderen vorhandenen
Entzindungszellen mittelgradig in ihrer Anzahl erhoht, in den Proben von 1A konnte
dies bei zwei von acht festgestellt werden.

In den Gewebeproben der Hauptgruppe 2 waren die neutrophilen Granulozyten bei
funf bzw. sieben Proben nicht bzw. geringgradig vorhanden, die restlichen Proben
wiesen eine mittelgradig erhohte Anzahl in Bezug zu den anderen beteiligten
Entzindungszellen auf. Bei den Proben der Tiere aus Gruppe C waren in Relation

sechs mittelgradig, die anderen beiden gering- oder hochgradig verandert.

Parameter neutrophile Granulozyten (NG)

8 B

® NG hgrd. vorhanden
4 —— |@ NG mgrd. vorhanden
0O NG nicht/ ggrd. vorhanden

Anzahl der Tiere

0 T T T T T
Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Gruppe 2A Gruppe 2B Gruppe 2C

Haupt- und Untergruppen

Abbildung 40: Parameter neutrophile Granulozyten der histopathologischen Untersuchung
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In den Gewebeproben der Hauptgruppe 1 dominierten die Monozyten und
Macrophagen das Entzindungsgeschehen bei allen Vertretern der Gruppen A und
B. Bei Gruppe C waren diese Zellen durchgehend mittelgradig in Bezug auf die
anderen Entziindungszellen erhoht.

Bei der zweiten Hauptgruppe waren die Monozyten und Macrophagen in den Proben
aller Tiere aus Gruppe A weiterhin dominierend. Bei Gruppe B waren die Zellen in
Relation zu den anderen beteiligten Zellen bei sieben Proben hochgradig, in einer
Probe mittelgradig erhoht. In sechs Proben der Gruppe C dominierten die Monozyten
und Macrophagen das Entziindungsgeschehen, bei zwei Proben war deren Anzahl
am Entzindungsgeschehen in Bezug auf die anderen Entzundungszellen

mittelgradig erhoht.

Parameter Monozyten und Macrophagen (MM)

B MM hgrd. vorhanden

O MM mgrd. vorhanden

O MM nicht/ ggrd. vorhanden

Anzahl der Tiere
N

0 T T T T T T
Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Gruppe 2A Gruppe 2B Gruppe 2C

Haupt- und Untergruppen

Abbildung 41: Parameter Monozyten und Macrophagen der histopathologischen Untersuchung
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Mehrkernige Riesenzellen traten in den Proben mit der Hauptlokalisation der
Entzindungsreaktion bei den Gruppen 1A und 1C nicht oder geringgradig in Bezug
auf die Anzahl anderer vorhandener Zellen auf. Bei der Gruppe B waren sie in
Relation bei allen acht Proben mittelgradig erhéht vorhanden.

Bei der Hauptgruppe 2 waren bei einer Probe der Gruppe A und bei vier Proben der
Gruppe C die Riesenzellen in dominierender Anzahl vorhanden. Bei den Gruppe B -
Tieren kamen mehrkernige Riesenzellen in allen Proben in Relation mittelgradig

erhoht vor.
Parameter mehrkernige Riesenzellen (MR)

: [

7
o 6
2 g
': @ MR hgrd. vorhanden
% 4 @ MR mgrd. vorhanden
% 3 || |OMR nicht/ ggrd. vorhanden
<

2 .

1 .

0 T T T T T

Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Gruppe 2A Gruppe 2B Gruppe 2C
Haupt- und Untergruppen

Abbildung 42: Parameter mehrkernige Riesenzellen der histopathologischen Untersuchung
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In  keiner der Proben der Hauptgruppe 1 waren Plasmazellen am
Entzindungsgeschen der Hauptlokalisation beteiligt.

Bei der zweiten Hauptgruppe waren die Plasmazellen in sieben der acht Proben aus
Gruppe A gegenuber der Anzahl der anderen vorhandenen Entzindungszellen
mittelgradig erhdht, in einer Probe hochgradig. Bei der Gruppe B waren es sechs
Proben, bei denen die Plasmazellen in Relation zu den anderen Entzindungszellen
mittelgradig, und zwei Proben, in denen die Plasmazellen hochgradig erhoht
vorkamen. In zwei der Proben aus Gruppe C waren die Plasmazellen in Relation
nicht oder geringgradig vorhanden, die restlichen sechs Proben wiesen im Bezug auf

die weiteren Entzindungszellen eine mittelgradig erhohte Plasmazellzahl auf.

Parameter Plasmazellen (PZ)

: [

7 B

6 B
o
2 5 L
': ® PZ hgrd. vorhanden
% 4 —— | @PZ mgrd. vorhanden
% | | |@ PZ nicht/ ggrd. vorhanden
N 3
<

2

1 .

O T T T T T

Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Gruppe 2A Gruppe 2B Gruppe 2C
Haupt- und Untergruppen

Abbildung 43: Parameter Plasmazellen der histopathologischen Untersuchung
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Lymphozyten waren bei allen 24 Tieren der Hauptgruppe 1 in der
Hauptentzindungsreaktion mittelgradig gegenuber den anderen Zellen der
Entzindung erhoht.

Bei den Vertretern der Hauptgruppe 2 waren in sieben Gewebeproben der Gruppe A
mittelgradige, in einer Probe keine oder geringgradige Lymphozytenzahlen
feststellbar. Bei Gruppe B war eine Probe nicht oder geringgradig, sechs mittelgradig
und eine hochgradig verandert. Die Lymphozyten waren in den Proben der Gruppe C

je zur Halfte mittel- bzw. hochgradig erhoht.

Parameter Lymphozyten (LY)

; [ ]

7 -

6
g
2 5
': B LY hgrd. vorhanden
% 4 @LY mgrd. vorhanden
5 3 O LY nicht/ ggrd. vorhanden
N
<

2 |

1 .

O T T T T T

Gruppe 1A Gruppe 1B Gruppe 1C Gruppe 2A Gruppe 2B Gruppe 2C
Haupt- und Untergruppen

Abbildung 44: Parameter Lymphozyten der histopathologischen Untersuchung
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In Abbildung 45 sind beispielhaft die histopathologischen Befunde der vier
Untergruppen aus Hauptgruppe 1 (Euthanasie der Tiere nach 24 Stunden)
dargestellt.

Bei den Gewebeproben der Tiere aus der Gruppe 1A (Abbildung 45 oben links;
Injektion  von Ingelvac  CircoFLEX®) konnte in der mikroskopischen
Ubersichtsbetrachtung eine geringgradige entziindliche Infiltration des perimysialen
Fett- und Bindegewebes unter Beteiligung von neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten und einzelnen Macrophagen festgestellt werden. In der 40-fachen
Vergrollerung derselben Proben stellte sich eine Gewebenekrose dar. In den
Geweben war eine entzundliche Infiltration unter vorwiegend neutrophil-
granulozytarer sowie lymphozytarer Beteiligung nachzuweisen, daneben waren

einzelne Macrophagen zu finden.

In den Proben der Tiere aus der Gruppe 1B (Abbildung 45 oben rechts; Injektion von
Ingelvac M.hyo®) waren in der Ubersichtsbetrachtung bandartige Hohlraumbildungen
im Peri- und Endomysium mit grof3- und kleintropfiger Auspragung und mittelgradig
entzundlicher Infiltration in der Umgebung unter Beteiligung von Macrophagen,
Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten festzustellen.

Die Proben der Gruppe 1C (Abbildung 45 unten links; Injektion von Ingelvac Flu®)
zeigten in beiden Betrachtungen mit niedriger und hoherer Vergrof3erung eine
hochgradig ausgedehnte entzundliche Infiltration von Fett-, Binde- und
Muskelgewebe unter Beteiligung von neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und

Marcophagen. Es war eine Fibrininsudation vorhanden.

Bei den Tieren der Kontrollgruppe 1D (Abbildung 45 unten rechts; Injektion von
isotonischer Kochsalzlésung) wiesen alle Proben eine monomorphe, vitale
Skelettmuskulatur ohne Hinweise auf Muskelfaserdegeneration oder entzindliche

Infiltration auf.
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L "‘-\.(\ ‘- b " 4 s | e ¢ ¥ i : .\.’v'. 1 v z\ o |
Abbildung 45: Aufnahmen aus dem Lichtmikroskop (Kunststoffeinbettung, HE-Farbung)
typischer histopathologischer Veranderungen, hervorgerufen durch die jeweiligen Injektate,

Vergleich Hauptgruppe 1
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In Abbildung 46 sind beispielhaft die histopathologischen Befunde der vier
Untergruppen aus Hauptgruppe 2 (Euthanasie der Tiere nach 168 Stunden bzw.
sieben Tagen) dargestellt.

Die Gewebeproben der Tiere aus Gruppe 2A (Abbildung 46 oben links; Injektion von
Ingelvac CircoFLEX®) zeigten eine mittelgradig entziindliche Infiltration des
perimysialen Fett- und Bindegewebes unter Miteinbeziehung des angrenzenden
Muskelgewebes mit Beteiligung von Lymphozyten, Macrophagen und einzelnen
Plasmazellen. Die Vergrélierungs-betrachtung zeigte eine Gewebenekrose sowie
eine entzundliche Infiltration unter Miteinbeziehung des angrenzenden
Muskelgewebes mit Beteiligung von Lymphozyten, Macrophagen und einzelnen

Plasmazellen.

Bei der Ubersichtsaufnahme der Proben aus der Gruppe 2B (Abbildung 46 oben
rechts; Injektion von Ingelvac M.hyo®) wurden multifokale, (iberwiegend groRlumige
Hohlraume, gesaumt von Macrophagen, daneben Lymphozyten und Plasmazellen
beobachtet. Es konnten zahlreiche mehrkernige Riesenzellen vom Fremdkorpertyp

festgestellt werden.

Die Proben der Gruppe 2C (Abbildung 46 unten links; Ingelvac Flu®) zeigten in
beiden Betrachtungen mit niedriger und hoherer VergroRerung eine hochgradig
ausgedehnte entzundliche Infiltration von Fett-, Binde- und Muskelgewebe unter
Beteiligung von neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Marcophagen. Es war

eine Fibrininsudation vorhanden.

Bei den Tieren der Kontrollgruppe 2D (Abbildung 46 unten rechts; Injektion von
isotonischer Kochsalzlésung) wiesen alle Proben eine monomorphe, vitale
Skelettmuskulatur ohne Hinweise auf Muskelfaserdegeneration oder entzindliche

Infiltration auf.
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Abbildung 46: Aufnahmen aus dem Lichtmikroskop (Kunststoffeinbettung, HE-Farbung)
typischer histopathologischer Veranderungen, hervorgerufen durch die jeweiligen Injektate,

Vergleich Hauptgruppe 2
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, eine vergleichende Untersuchung von Injektionsstellen
mittels nicht-invasiver Thermographie und Histopathologie, erganzt durch Klinische
Untersuchung und lokale Gewebepalpation, durchzufihren. Anhand der Ergebnisse
beider Verfahren sollte beurteilt werden, ob mit der Thermographie gleichwertige
bzw. vergleichbare Aussagen gemacht werden kénnen wie mit der
histopathologischen Beurteilung der Injektionsstelle.

Hierzu wurden in zwei aufeinander folgenden Versuchen, die identisch aufgebaut
waren, vier verschiedene Parameter (Warmebildkamera, Korperinnentemperatur,
Beurteilung des Allgemeinbefindens und Palpation der Injektionsstelle) beurteilt. Die
Tiere des zweiten Versuches wurden an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Versuchsbeginn euthanasiert, um das Gewebe an der Injektionsstelle vollstandig

entnehmen und histopathologisch untersuchen zu konnen.

5.1 Parameter Warmebildkamera

An Schweinen wurden bereits zahlreiche Studien zur Validierung der
Warmebildkamera als Moglichkeit der Ermittlung der lokalen Warmeproduktion und
deren Zusammenhang mit der Korperinnentemperatur bzw. pathologischen
Befunden durchgefihrt (SAVARY et al., 2008; GABRIEL, 2008; TRAULSEN et al.,
2010). Diese drei Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass die Thermographie nicht
alleinig zur Diagnosestellung verwendet werden kann, da unter anderem zu viele
Storfaktoren bei der Anfertigung der Thermogramme zu beachten seien. WARRISS
et al. (2006) konnten hingegen einen Zusammenhang zwischen der Bluttemperatur
und der mittels Thermographie ermittelten Innenohrtemperatur nachweisen.

In diesem Versuch sollte ein Zusammenhang zwischen der thermographisch lokal
erfassten Temperatur und den histopathologischen Befunden des entsprechenden
Gewebes nach Applikation von drei zugelassenen Impfstoffen, die auf verschiedenen

Adjuvantien basierten, aufgezeigt werden.

Im Vorversuch konnte bei Gruppe A nach Applikation zunachst im Mittelwert ein
leichter Anstieg der lokal gemessenen Temperatur beobachtet werden, bei spateren
Messungen sank die Temperatur wieder ab, 24 Stunden nach Beginn lag die
Temperatur deutlich unter Ausgangsniveau. Bei Gruppe B hingegen stieg die
Temperatur im Mittel kontinuierlich bis 10 Stunden post injectionem an, der
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Temperaturmittelwert nach 24 Stunden lag Uber dem Ausgangswert. Die Tiere der
Gruppe C reagierten nach der Injektion des Impfstoffes am deutlichsten mit lokaler
Warmeproduktion auf die Impfung, es konnte zwischen 6 und 10 Stunden nach der
Applikation ein konstant Uber 41°C hoher Temperaturwert ermittelt werden. Nach 24
Stunden war die Temperatur wieder auf knapp Uber das Ausgangsniveau
abgesunken. Auch bei den mit NaCl behandelten Tieren der Kontrollgruppe konnte
ein kontinuierlicher Anstieg des Temperaturmittelwerts bis 10 Stunden nach der
Impfung gemessen werden, nach 24 Stunden war das Ausgangsniveau wieder
erreicht. Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnten nur bei der Gruppe C an mehreren

Zeitpunkten signifikante Temperaturanstiege festgestellt werden.

Im Hauptversuch wurden die Messintervalle beibehalten, jedoch wurden zwei
weitere Messzeitpunkte (T 7 und T 8) hinzugefugt, da die Werte beim letzten
Messzeitpunkt des Vorversuches oftmals Maximalwerte darstellten und nur so der
Scheitelpunkt der lokalen Warmeproduktion erfasst werden konnte.

Die Verlaufskurve des Temperaturmittelwertes der Gruppen 1A und 2A im
Hauptversuch stieg im Gegensatz zur Gruppe A im Vorversuch mit zeitlichen
Unterbrechungen bis zum letzten Messzeitpunkt 14 Stunden nach Injektion
kontinuierlich an. Der 24-Stunden Temperaturwert lag ein Grad Celsius Uber dem
Ausgangswert. Bei den Tieren der Gruppe 2A konnte bei den weiteren taglichen
Verlaufsmessungen an Tag 4 nach Versuchsbeginn ein deutlicher Abfall der lokalen
Warmeproduktion im Thermogramm um 1,5°C festgestellt werden, einen Tag spater
war die Temperatur wieder um 1,5°C angestiegen. Im weiteren Verlauf erniedrigte
sie sich wieder auf das Ausgangsniveau 7 Tage zuvor. Wahrend im Vorversuch bei
Gruppe B die Temperatur kontinuierlich anstieg, sank bei den B-Gruppen im
Hauptversuch der lokale gemessene Temperaturmittelwert zunachst ab und stieg
dann wieder etwa auf das Ausgangsniveau an, auf dem die Temperatur mit geringen
Schwankungen konstant blieb. Bei der Gruppe 2B verringerte sich die Temperatur
kontinuierlich auf den Wert vor der Impfung. Im Gegensatz dazu sank die Temperatur
im Mittelwert bei den Gruppen 1C und 2C nach der Impfung zunachst ab, steigerte
sich sodann aber kontinuierlich auf 37,5°C, das entspricht 1,3 °C Uber dem
Ausgangswert. Derart hohe Temperaturwerte von rund 42°C wie im Vorversuch
wurden nicht annahernd erreicht. Der 24-Stunden-Wert lag ein Grad Celsius Uber

dem Ausgangswert, im Vorversuch war zu diesem Zeitpunkt der Ausgangswert
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wieder erreicht. Bei den Tieren aus der Kontrollgruppe D sank die Temperatur im
Mittel zunachst ab, zwischen 4 und 6 Stunden post injectionem befand sie sich auf
Ausgangsniveau. Im Folgenden stieg die Temperatur wieder kontinuierlich an, am
zweiten Versuchstag war wieder die Ausgangstemperatur erreicht. Bei der Gruppe
2D verringerte sich die Temperatur im Mittel weiter auf 1°C unter dem Ausgangswert

eine Woche zuvor.

Im Vorversuch sind mit der Warmebildkamera lediglich bei der Gruppe C signifikant
héhere Temperaturwerte ab 2 Stunden nach der Impfung im Vergleich zur
Kontrollgruppe gemessen worden. Die Temperaturverlaufskurven (Abbildung 7) der
beiden anderen Impfgruppen stellten sich ahnlich der Kurve der Kontrollgruppe dar.
Bei Gruppe C konnten auch beim Parameter lokale Gewebepalpation (Tabelle 23)
vermehrt lokale Umfangsvermehrungen beobachtet werden, ebenfalls ab 2 Stunden
nach Versuchsbeginn. Dies war jedoch, wenn auch in etwas geringerem Umfang,
auch bei Gruppe A der Fall.

Im Hauptversuch hingegen wurden innerhalb der ersten 24 Stunden bei 5 von 9
Messzeitpunkten signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe A und der
Kontrollgruppe D vorhanden. Lediglich bei zwei Zeitpunkten konnte im Gegensatz
zum Vorversuch auch im Hauptversuch ein signifikanter Unterschied zur Gruppe C
berechnet werden. Auffallig ist, dass die Signifikanzen zwischen A und D zwischen 2
und 6 Stunden, sowie nach 10 und 14 Stunden post injectionem auftreten, die
Signifikanzen zwischen C und D erst zu einem spateren Zeitpunkt, namlich 8 und 10
Stunden post injectionem. Zum Vergleich, im Vorversuch unterschieden sich die
Werte von C und D ab 2 Stunden nach Applikation Uber den gesamten Zeitraum des
Versuches (12 Stunden) signifikant. Bei der Beurteilung des Parameters lokale
Gewebepalpation wurden bei Gruppe A, obwohl diese die hochsten Temperaturwerte
und die meisten signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe ausweist, bei maximal
nur 3 von 16 Tieren geringgradige lokale Veranderungen palpiert. Dies geschah
zwischen 6 und 10 Stunden nach der Impfung. Bei der Gruppe C wiesen bis zu 13
der 16 Tiere zwischen 4 und 24 Stunden nach Injektion gering- und mittelgradige
lokale Veranderungen an der Injektionsstelle auf.

Man kann somit festhalten, dass sich im Vor- und Hauptversuch trotz standardisierter
Tierauswahl, Impfung und Versuchsdurchfuhrung flur jede Impfgruppe

charakteristische Temperaturverlaufskurven ergeben, die weder in ihrem Verlauf
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noch in der Ausbildung ihres Maximalwertes reproduzierbar sind. Bei hdheren
Umgebungstemperaturen wie im Vorversuch liegen die maximalen Temperaturwerte
auf einem hoheren Niveau. Signifikante Unterschiede zur Kontroligruppe bestanden
im Vorversuch nur zur Gruppe C, hier Uber fast den gesamten Messzeitraum von 14
Stunden. In  diesem  Zeitraum konnten  auch palpatorisch lokale
Umfangsvermehrungen bemerkt werden. Im Hauptversuch hingegen bestanden
zwischen Gruppe D und C nur an zwei Messzeitpunkten signifikante Unterschiede,
an der Injektionsstelle konnten jedoch schon vor Erreichen eines signifikanten
Unterschiedes bei einigen Tieren sogar mittelgradige Schwellungen palpiert werden.
Ebenfalls im Gegensatz zu den Ergebnissen des Vorversuches bestanden zwischen
den Gruppen A und D bei mehr als der Halfte der lokalen Temperaturmessungen
signifikante Unterschiede. Das Auftreten lokaler Umfangsmehrungen an der
Injektionsstelle lasst sich bei der Gruppe A zwar in Einklang bringen mit den
Zeitpunkten der signifikanten Temperaturunterschiede, allerdings traten diese im
Hauptversuch bei nur 3 von 16 Tieren auf, im Vorversuch waren es 14 von 23,

jedoch ohne signifikante Unterschiede im Thermogramm.

Grunde fur diese vielen verschiedenen, nicht reproduzierbaren Ergebnisse liegen
einerseits sicherlich wie von SAVARY et al. (2008), GABRIEL (2008) und
TRAULSEN et al. (2010) beschrieben an der Warmebildkamera selbst. Andererseits
ubt das Versuchstier Schwein als Lebewesen und Individuum sicher auch einen
groBen Einfluss auf die Ergebnisse aus. Bei groleren Unterschieden der
Temperaturwerte und hoheren absoluten Temperaturwerten (wie z.B. bei Gruppe C
und D) scheint die Warmebildkamera am ehesten signifikante Unterschiede erfassen

zu konnen.

Beim statistischen Vergleich der Gruppen untereinander konnten im Vorversuch bei
sehr vielen Messzeitpunkten signifikante Unterschiede nachgewiesen werden, im
Hauptversuch war dies jedoch bei weit weniger Zeitpunkten der Fall. Der Vergleich
einer Impfgruppe mit der gesamten Kontrollgruppe bzw. der zugehdrigen
Kontrolluntergruppe lieferte unterschiedliche Ergebnisse. Es gab sowohl
Ubereinstimmungen als auch Abweichungen bzgl. signifikanter Werte an einem
bestimmten Messzeitpunkt. Dies kann dadurch bedingt sein, dass die gesamte

Kontrollgruppe einerseits eine groRere Anzahl an Versuchstieren beinhaltet,
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andererseits sind die Tiere in dieser Gruppe unterschiedlichen Alters und
unterschiedlicher GroRe. Eine ausschlielliche Betrachtung der zugehdrigen
Impfgruppe macht jedoch wenig Sinn, da hier je nach Auswertungszeitraum nur
maximal 2 bzw. 4 Tiere eine Gruppe bilden, wohingegen die Impfgruppe aus 8 bzw.
16 Tieren besteht. Somit haben individuelle Schwankungen einen grolden Einfluss

auf den Mittelwert.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass im vorliegenden Versuch die
statistische Auswertung nur bezlglich des Vergleiches Impfgruppe — Kontrollgruppe
aussagekraftig sein kann. Ein Vergleich der Impfgruppen untereinander bzw.
einzelner Messpunkte mit dem Nullwert bzw. mit dem Vorigen liefert wenige
Ergebnisse, da sich, aufgrund der starken Varianz der Messwerte innerhalb der
kleinen Impfgruppen (8 Tiere), diese groftenteils nicht signifikant von der
Kontrollgruppe unterscheiden. Auch innerhalb der Kontroligruppe selbst bestehen
signifikante Unterschiede bei den einzelnen Messzeitpunkten. Ein Vergleich der
Gruppen untereinander liefert zwar viele signifikante Ergebnisse, jedoch waren bei
allen Impfstoffen histopathologisch hochgradige Entzindungsreaktionen fest-
zustellen, was die signifikanten Unterschiede der Warmebildkamera in Frage stellt.
Einerseits stellt die Warmebildkamera selbst aufgrund ihrer Empfanglichkeit
gegenuber Storfaktoren ein Problem hinsichtlich wiederholbarer Ergebnisse dar,
andererseits muss man auch beachten, dass in diesem Versuch die Gruppengrolie
aufgrund der Euthanasie der Tiere so klein wie moglich gehalten wurde. Bei
grolReren Tierzahlen je Gruppe haben einzelne, individuell vom Mittel abweichende
Tiere bzw. deren Werte keinen so groRen Einfluss auf die gesamte Auswertung.
SCHWARTZ et al. (2007) beispielsweise bildeten in ihren Studien Gruppen mit 16
Tieren, PETERSEN et al. (2008) Gruppen mit 20 Tieren. Im Hauptversuch betrug die
Gruppengrolde 8 Tiere pro Impfgruppe und 6 Tiere pro Kontrollgruppe.

In  beiden Versuchen konnten flir jede  Gruppe unterschiedliche
Temperaturverlaufskurven ermittelt werden. Es war jedoch nicht maoglich, trotz
standardisierter Vorgehensweise, die Ergebnisse des Vorversuches im Hauptversuch
zu reproduzieren, was durch die Statistik untermauert werden kann. Ein moglicher
Grund hierfur ist, dass die Ergebnisse der Warmebildkamera, wie unter anderem von

SAVARY et al. beschrieben, trotz vorheriger Justierung von der Umgebungs-
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temperatur abhangig sind. Der Vorversuch in Thalhausen fand im Juli bei
Umgebungstemperaturen von 26-30°C statt, der Hauptversuch an der Klinik fur
Schweine fand im November bei Umgebungstemperaturen von 18-20°C statt. Die
Kamera war auf3erdem nur in den ersten Stunden, maximal bis 24 Stunden post
injectionem in der Lage, akut ablaufende lokale Prozesse zu dokumentieren, im
protrahierten und chronischen Stadium, in dem keine Ubermaflige Warmebildung
mehr stattfindet, kann die Warmebildkamera keine Entzindungsreaktionen
lokalisieren. Da es sich bei der in beiden Versuchen eingesetzten Warmebildkamera
um ein ,Einsteigermodell“ mit geringer Auflésung handelte, kdnnten moglicherweise
mit hochsensiblen Geraten, die speziell fur die Anwendung in der Medizin entwickelt
wurden, exaktere Daten, v.a. im Ubergangzeitraum von einer akuten in eine
chronische Entzindung, erhoben werden. Als interne Stérfaktoren sind die
technischen Spezifikationen der Warmebildkamera in Betracht zu ziehen, zu den
externen Storfaktoren zahlen unter anderem die Umgebungstemperatur, die
Luftgeschwindigkeit und —feuchtigkeit und die Lichtverhaltnisse in dem Raum, in dem
die Aufnahmnen gemacht werden. Aulierdem muss man dabei beachten, dass es

sich bei den Versuchstieren um lebende Tiere handelte, also um ,bewegte Objekte“.

5.2 Parameter Korperinnentemperatur

Die Messung der Korperinnentemperatur erfolgte parallel zur Thermographie. Im
Vorversuch schwankte die Korperinnentemperatur der Gruppe A Uber den
gesamten Messzeitraum um 0,5 °C um den Ausgangswert. Der Temperaturmittelwert
der Gruppe B blieb zunachst gleich, stieg dann kontinuierlich bis 10 Stunden post
injectionem an, nach 24 Stunden war die Kdorperinnentemperatur im Mittel wieder
abgesunken und lag knapp Uber dem Ausgangsniveau. Bei Gruppe C konnte wie bei
der lokal gemessenen Warmeproduktion auch ein erheblicher Abstieg der rektal
gemessenen Korperinnentemperatur beobachtet werden. Ebenfalls nach 6 Stunden
bis 10 Stunden p. inj. stieg die Temperatur auf Uber 41 °C. Nach 24 Stunden lag die
Temperatur im Mittel immer noch bei 41°C. Die Tiere der Kontrollgruppe D reagierten
nicht mit einer systemischen Erhéhung der Kérperinnentemperatur auf die Injektion

von NaCl.

110



Diskussion

Im Hauptversuch flhrte die Applikation des Impfstoffes bzw. der isotonischen
Kochsalzldsung bei den Gruppen 1A, 2A, 1B, 2B, 1D und 2D innerhalb der ersten 24
Stunden zu keinen bedeutsamen Anderungen bei der Kdrperinnentemperatur.
Lediglich die Gruppe C reagierte auf die Impfung mit einem erheblichen Anstieg der
Korperinnentemperatur. Zwischen vier und zwolf Stunden nach der Applikation
betrug die Temperatur im Mittel mindestens 40°C, nach 24 Stunden waren Werte
unter 40 Grad erreicht.

Wahrend der folgenden sechs Tage konnten bei den Gruppen 2A-D keine
nennenswerten Anderungen mehr festgestellt werden.

Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe wurden nur fur die Gruppe C von T 2
bis T 7 festgestellt.

Auch im Hauptversuch wurden beim statistischen Vergleich der Gruppen
untereinander deutlich weniger signifikante Unterschiede berechnet als im
Vorversuch. Beim Vergleich der Impfgruppe mit der Kontrollgruppe konnten bei den
Gruppen A und C Ergebnisse ahnlich dem Vorversuch erzielt werden. Beim
Vergleich der Messzeitpunkte einer Gruppe lasst sich zwischen Vor- und
Hauptversuch ein annahernd vergleichbares Muster bezuglich signifikanter
Unterschiede  erkennen. Im  Hauptversuch  konnten beim  Parameter
Kdrperinnentemperatur bei Gruppe C die Ergebnisse des Vorversuches reproduziert
werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe D wiesen die Tiere der Gruppe C im

Mittelwert den hochsten Wert fur die Korperinnentemperatur auf.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die mit der Thermographie erhoben wurden,
konnten die Temperaturverlaufe bei der Koérperinnentemperatur aus dem Vorversuch
auch im Hauptversuch grofRtenteils in ihren wesentlichen Merkmalen
(Temperaturverlaufskurve, -maxima) reproduziert werden. Die Berechnung einer
Korrelation zwischen den Ergebnissen der Warmebildkamera und denen der
Messung der Korperinnentemperatur lieferte keine statistisch  signifikanten
Ergebnisse, die beiden Parameter sind somit nicht korreliert. Die Ergebnisse der
Korperinnentemperaturmessung dagegen zeigen, dass jeder Organismus, wie aus
der Immunologie seit langem bekannt, auf eine Impfung mit einer Erhdhung der
Korperinnentemperatur reagiert. Diese Erhdhung wird hervorgerufen durch eine

durchaus gewollte, physiologische Adjuvans-induzierte Entziindungsreaktion. Diese
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Koérpertemperaturanderungen koénnen mit einem einfachen Fieberthermometer
zuverlassig und reproduzierbar erfasst werden. Die Thermographie hingegen scheint
von externen Storfaktoren und den technischen Spezifikationen der Kamera

wesentlich starker abhangig zu sein als die Messung der Kérperinnentemperatur.

5.3 Score Allgemeinbefinden

Sowohl im Vorversuch als auch im Hauptversuch reagierte keines der 60
Versuchstiere mit einer Storung des Allgemeinbefindens. Trotzdem ist dieser
Parameter von grolder Bedeutung, da nur so das Wohlbefinden der Tiere wahrend
der Versuchsdurchfuhrung dokumentiert werden kann und somit eine Veranderung
der erhobenen Versuchsdaten durch Erkrankungen oder etwaige Nebenwirkungen
ausgeschlossen werden kann. Zudem konnen so auch Ruckschlisse auf die
Vertraglichkeit der angewandten Praparate gezogen werden.

Fir den Impfstoff Ingelvac M.hyo® (Gruppen B im Vor- und Hauptversuch) fiihrt
BOEHRINGER INGELHEIM (2007) Nebenwirkungen wie Apathie und
Appetitlosigkeit, die nach wenigen Tagen abklingt, auf. Eine verringerte
Futteraufnahme nach Impfung tragender Sauen beschreibt BOEHRINGER
INGELHEIM (2008b) als Nebenwirkung des Impfstoffes Ingelvac Flu® (Gruppen C im
Vor- und Hauptversuch). In den vorliegenden Versuchen konnten bei keinem der

angewandeten Injektate derartige Auffalligkeiten beobachtet werden.

5.4 Score lokale Gewebepalpation

Im Vorversuch traten bei der lokalen Gewebepalpation bei rund der Halfte der Tiere
aus Gruppe A geringgradige und mittelgradige Veranderungen auf. Bei Gruppe B
war dies nur bei drei Tieren und nur Uber einen kurzen Zeitraum der Fall. Innerhalb
der Gruppe C waren bei bis zu 12 Tieren gering-, aber auch bei bis zu 7 Tieren
mittelgradige Veranderungen festzustellen. Auch in der Kontrollgruppe D waren

Veranderungen nach der Injektion von Kochsalzl6sung festzustellen.

Im Hauptversuch konnten nur bei wenigen Tieren der Gruppe 1A und 2A
geringgradige Veranderungen festgestellt werden. In der Gebrauchsinformation des
Impfstoffes Ingelvac CircoFLEX® sind keine derartigen Nebenwirkungen aufgefiihrt.
Bei annahernd der Halfte der Tiere aus Gruppe 1B und 2B waren geringgradige

lokale Veranderungen festzustellen. Boehringer Ingelheim beschreibt in der
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Gebrauchsinformation des Impfstoffes Ingelvac M.hyo®, dass in 2,4% der Fille
Schwellungen von 2cm Grofle im Durchmesser beobachten werden konnen, die
nach ein bis zwei Tagen verschwinden. Letzteres konnte bestatigt werden, die
lokalen Veranderungen waren bereits nach 24 Stunden wieder zurtickgebildet. Bei
der Gruppe 1C und 2C wurden lokale Veranderungen in gering- und mittelgradiger
Auspragung beobachtet. Teilweise konnte bei diesen Tieren auch zusatzlich eine
Rotung der Haut im Bereich der Injektionsstelle beobachtet werden. Gemald der
Produktinformation von Ingelvac FIu® kénnen Hautverhartungen, geringgradige
Schwellungen und Roétungen an der Injektionsstelle auftreten, jedoch nach
versehentlicher subcutaner Injektion. Im Versuch wurden die Impfstoffe entsprechend
den Standards der guten veterinarmedizinischen Praxis intramuscular appliziert. Bei
der Kontrollgruppe 1D und 2D wurden nur bei wenigen Tieren geringgradige lokale

Veranderungen palpatorisch festgestellt.

Ein direkter Vergleich der Score-Ergebnisse aus dem Vor- und Hauptversuch ist nicht
mdglich, da dieser Score nach den Erfahrungen aus dem Vorversuch modifiziert
wurde. Im Vorversuch wurden die Parameter Warme, Rétung, Schwellung beurteilt,
wobei beim Vorhandensein eines Parameters bereits die Einstufung in den jeweiligen
Score erfolgte. Im Hauptversuch diente der Score der Dokumentation von
Schwellungen/ Umfangsvermehrungen an der Injektionsstelle, wobei jedem Score-
Wert eine exakte GroRenabstufung der Schwellung vorgegeben war. Die Bewertung

und Dokumentation der Rotung der Injektionsstelle erfolgten separat.

Abschlielend kann man sagen, dass im Hauptversuch die meisten palpatorisch
erfassbaren Veranderungen bei Gruppe C und bei Gruppe B bestanden. Bei B
handelte es sich immer um geringgradige Veranderungen bis maximal 5 Millimeter
Durchmesser, wohingegen bei Gruppe C auch Veranderungen bis 15mm erfasst
wurden. Bei Gruppe B bilden sich die Umfangsvermehrungen schneller zurlick als
bei Gruppe C. Bemerkenswert ist auch, dass bei Gruppe A kaum Veranderungen
palpiert werden konnten, jedoch histologisch beachtliche Entziindungsreaktionen
festgestellt wurden. Daruber hinaus wurde der Impfstoff (Noxe) bei den Tieren der
Gruppe C aufgrund deren GroRRe tiefer intramuscular appliziert als bei Gruppe A oder
B.
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5.5 Pathologie

Bei der Entnahme der Gewebeproben sowie bei der weiteren Bearbeitung der
Proben zur histologischen Untersuchung wurde bei 16 Proben eine weildlich-6lige
Substanz festgestellt. Da dies ausschliefdlich und zugleich bei allen Proben der Tiere
festgestellt wurde, die mit dem Impfstoff Ingelvac M.hyo® geimpft wurden, liegt die
Vermutung nahe, dass es sich bei der Substanz um einen Ruckstand des Impfstoffes
handelt. Die Lokalisation kann mit der Lange der Impfkanule bzw. der Tiefe der
Applikation in Verbindung gebracht werden.

Weiter konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der
Hauptlokalisation der Entzindungsreaktion und der Kanulenlange bei der Applikation
besteht.

Durch die histologische Beurteilung der entnommenen Gewebeproben konnte flr
jeden Impfstoff eine charakteristische Entziindungsreaktion beobachtet werden.

Die Tiere der Kontrollgruppe wiesen nach der Applikation von isotonischer
Kochsalzldsung keine histopathologischen Veranderungen in der Gewebeprobe bzw.
in der Muskulatur auf. Deshalb ist anzunehmen, dass die mit der Warmebildkamera
dokumentierten, leichten lokalen Temperaturerhbhungen sowie die palpatorischen
Befunde an der Injektionsstelle durch die Traumatisierung des Gewebes durch den
Vorgang der Applikation selbst hervorgerufen wurden. Dieser Aspekt ist

entsprechend auch bei den Tieren der Impfgruppen mit zu bertcksichtigen.

Die Injektion des Impfstoffes Ingelvac CircoFLEX® (Adjuvans Carbomer) fiihrte
sowohl bei den Tieren der Gruppe 1A als auch bei den Tieren der Gruppe 2A
durchweg zu einer mittel- bis hochgradigen Entzindungsreaktion. Die
Warmebildkamera lieferte jedoch nur innerhalb der ersten 24 Stunden Ergebnisse
bezuglich erhdhter lokaler Warmeproduktion. Bei den Tieren, die erst sieben Tage
nach Injektion zur Gewebeprobenentnahme euthanasiert wurden, konnten mit der
Warmebildkamera keine Ergebnisse gewonnen werden, die auf eine noch
ablaufende Entzindungsreaktion schlieen lasst. Die Ergebnisse von SCHWARTZ et
al. (2007) und PETERSEN et al. (2008), die beide in ihren Untersuchungen keinen
signifikanten Unterschied zwischen CircoFLEX©-Impftieren und der Kontrollgruppe

feststellen konnten, wurden somit nicht bestatigt.
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Der auf dem Adjuvans Montanide ISA 708° basierende Impfstoff Ingelvac M.hyo®
induzierte eine mittel- bis hochgradige Entzindung, teilweise sogar mit Untergang
des Gewebes. Dies betrifft sowohl die Gewebeproben von den Tieren, die 24
Stunden nach Applikation, als auch die Gewebeproben von den Tieren, die sieben
Tage nach Applikation enthommen wurden. Mit der Thermographiekamera konnten
jedoch weder bei den Tieren der Gruppe 1A noch bei denen der Gruppe 2A lokal
signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe festgestellt werden.

Signifikante  Unterschiede zur Kontroligruppe im  Temperaturverlauf der
Thermogramme konnten nur nach Injektion von Ingelvac FIu® beobachtet werden.
Dies war allerdings auch nur innerhalb der ersten 24 Stunden post injectionem
maoglich. Der Impfstoff mit den beiden Adjuvantien Montanide ISA 25 VG® sowie
Aluminiumhydroxid rief bei den Tieren aus Gruppe 1C durchweg hochgradige
Entzindungen, zur Halfte sogar mit Gewebeuntergang, hervor. Dieser massive
Entzindungsvorgang konnte sowohl mittels Thermographie als auch durch Messung
der Korperinnentemperatur dokumentiert werden. Die mittel- bis hochgradigen
Entzindungen, die noch sieben Tage nach Injektion in der histopathologischen
Untersuchung festgestellt wurden, konnten jedoch zu diesem Zeitpunkt nicht durch
Aufnahmen mit der Warmebildkamera beobachtet werden.

5.6 Aussagekraft der beurteilten Parameter

Die Warmebildkamera ist in der Lage, lokale Anderungen der Warmeproduktion und -
abgabe zu dokumentieren. Allerdings unterliegt diese Messung einem grof3en
Einfluss diverser externer Storfaktoren. Dies konnte durch die Durchflhrung der
beiden vorliegenden Versuche, die an verschiedenen Orten und bei verschiedenen
Umgebungseinflissen (u.a. Temperatur, Luftgeschwindigkeit und —feuchtigkeit) statt
fand, bestatigt werden. Hierdurch wird eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse stark
erschwert. Ein Zusammenhang zwischen der lokalen Thermographie und der
Kdrperinnentemperatur konnte somit nicht untersucht bzw. bestatigt werden. Ebenso
besteht kein Zusammenhang mit den Befunden der lokalen Gewebepalpation an der
Injektionsstelle und der gemessenen Warmeentwicklung. Bei der Gruppe C wurde
lokal ein signifikanter Anstieg der Oberflachentemperatur im Bereich der Applikation
festgestellt und zugleich waren histologisch hochgradig entziindliche Veranderungen

zu sehen. Ahnliche histologische Befunde ergaben sich bei den anderen
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Impfgruppen, jedoch ohne eine derart ausgepragte lokale Temperaturerhdhung. Bei
der Kontrollgruppe erhohte sich die Temperatur ebenfalls, jedoch ohne dass
histologische Veranderungen feststellt werden konnten.

Die Warmebildkamera lieferte somit sowohl bei vorhandener als auch bei nicht
vorhandener Entzindung Ergebnisse bezuglich einer lokalen Temperaturerhéhung.
Es kann aber auch der Fall sein, dass eine hochgradige Entzindung im Gange ist,
ohne dass im Thermogramm Auffalligkeiten zu bemerken sind. Die
Warmebildkamera koénnte somit vorwiegend als erganzendes Mittel zur

Histopathologie Anwendung finden.

Die Messung der Korperinnentemperatur war ebenfalls nur teilweise in der Lage,
einen Zusammenhang zwischen Temperatur und Entziindung aufzuzeigen (Gruppe
C). Die Messung der Koérperinnentemperatur ist in der Medizin jedoch etabliert, auf
dem Markt befindliche Fieberthermometer liefern zuverlassige Temperaturwerte.
Jedoch muss beachtet werden, dass die Korperinnentemperatur bei Schweinen
stressbedingt durch den Vorgang der Messung und die damit verbundene Fixation in
Klrze deutlich ansteigen kann, womit die eigentliche Temperatur vor der Messung
verfalscht wird. Dies erfordert eine moglichst ruhige und standardisierte

Vorgehensweise.

Der Score Allgemeinbefinden zeigte auf, dass trotz teils massiver
Gewebeschadigung und deutlich erhohter Korperinnentemperatur bei  den
Schweinen keine Storungen des Allgemeinbefindens aufgetreten sind. Dieser Score
sollte stets neben allen anderen Untersuchungsmethoden zur Dokumentation des
Wohlbefindens der Versuchstiere ermittelt werden.

Der Score lokale Gewebepalaption lieferte wenige Ergebnisse. Die vom
Impfstoffhersteller angegebenen moglichen lokalen Reaktionen konnten in einem
sehr begrenzten Umfang, meist nur andeutungsweise, festgestellt werden. Ein
Zusammenhang zwischen Score und Histologie kdnnte nur dann hergestellt werden,
wenn der Score ein positives Ergebnis im Sinne einer Schwellung liefert. Des
Weiteren konnen kleinere Schwellungen alleinig durch die Kanule und den Vorgang
der Impfung selbst (Traumatisierung des Gewebes) hervorgerufen werden. Mit

steigender Grdle, zunehmendem Gewicht und damit einer tieferen Applikation der
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Noxe scheint die Moglichkeit der Palpation einer Schwellung an der Hautoberflache

geringer zu werden.

Den Ergebnissen dieses Versuches zufolge ist die (Histo-) Pathologie der
Goldstandard zur Beurteilung lokaler Gewebe(un)vertraglichkeiten. Nur so kdnnen
sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch Veranderungen jeglicher Art
dokumentiert und hinsichtlich ihrer Prognose bewertet werden.

Ein erganzender Einsatz neuer Techniken wie der Thermographie kann jedoch
trotzdem sinnvoll sein, wenn man die Vorgehensweise weiter standardisiert (z.B.
unter Laborbedingungen) und die Kameras an diese spezielle Fragestellung
technisch anpasst. Damit kdonnte nicht nur das Vorhandensein einer Entzindung,
sondern deren flachenmaRige Ausdehnung im Gewebe berechnet und dokumentiert
werden, wie von GLAS (2008) beschrieben.
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6 Schlussfolgerung

Da im Rahmen von Impfstoff- und Chargenprifungen viele Versuchstiere am Ende
des Versuches zur histologischen Untersuchung der Injektionsstelle euthanasiert
werden mussen, wurde mit der folgenden Arbeit untersucht, ob sich mit der Methode
der nicht-invasiven Thermographie Moglichkeiten aufzeigen, den derzeitigen
Goldstandard der Histopathologie zur Beurteilung der lokalen Vertraglichkeit von
Impfstoffen mittels Thermographie zumindest teilweise zu ersetzen.

Die Applikation von drei Impfstoffen mit unterschiedlichen Adjuvantien lieferte
verschiedene Ergebnisse. Jeder Impfstoff bzw. jedes Adjuvans rief im Gewebe um
die Injektionsstelle  charakteristische  Entzlindungsreaktionen hervor, die
histopathologisch unterschieden werden kénnen. Die Warmebildkamera ist in der
Lage, die Oberflachentemperatur zu messen, allerdings lassen sich diese Ergebnisse
nicht in Einklang mit denen der Histopathologie bringen. Die Gewebepalpation an der
Applikationsstelle lieferte keine reproduzierbaren Ergebnisse. Bezlglich des
Kriteriums ,Allgemeinbefinden” sind die eingesetzten Impfstoffe/ Adjuvantien als gut

vertraglich einzustufen.

Die Ergebnisse, die mit der Warmebildkamera erzielt wurden, unterschieden sich
trotz standardisierter Vorgehensweise zwischen Vor- und Hauptversuch, welche bei
unterschiedlichen Umgebungstemperaturen durchgefuhrt wurden. Sie waren somit
nicht reproduzierbar.

Ein Zusammenhang zwischen der Ilokalen Warmeproduktion, erfasst im
Thermogramm, und der Korperinnentemperatur konnte mittels Korrelations-
berechnungen nicht nachgewiesen werden.

Ein Zusammenhang zwischen der lokalen Temperatur nach der Impfung und den
histopathologischen Befunden konnte nicht gezeigt werden. Die Warmebildkamera
war nur maximal innerhalb der ersten 24 Stunden in der Lage, vom Ausgangswert
abweichende lokale Temperaturwerte nachzuweisen. Im Hauptversuch zeigte sich,
dass die lokal gemessenen Temperaturmittelwerte der Tiere, die mit dem Impfstoff
Ingelvac Flu® geimpft wurden, unter denen der Tiere lagen, die mit Ingelvac
CircoFLEX® geimpft wurden. Beziiglich des Schweregrades der Entziindung zeigte
sich histopathologisch jedoch ein umgekehrtes Bild.

Bei der zweiten Hauptgruppe konnten sieben Tage nach Injektion immer noch teils

hochgradige Entzindungsreaktionen nachgewiesen werden, im Thermogramm
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konnten zu diesen Zeitpunkten keine Unterschiede zur Kontrollgruppe mehr
festgestellt werden.

Zwischen den Ergebnissen der Korperinnentemperatur und den Ergebnissen der
histopathologischen Gewebeuntersuchung konnte ebenfalls kein grundsatzlicher
Zusammenhang nachgewiesen werden. Bei allen drei Impfgruppen konnten
histopathologisch sowohl 24 Stunden als auch 7 Tage nach Applikation teils
hochgradige Entzindungsreaktionen nachgewiesen werden. Ein deutlicher Anstieg
der Korperinnentemperatur auf Uber 41°C konnte jedoch nur bei der Gruppe C
innerhalb des ersten Tages festgestellt werden.

Bezlglich der Beurteilung der Injektionsstelle mittels Palpations-Score lasst sich
festhalten, dass es Unterschiede zwischen den einzelnen Impfstoffen hinsichtlich der
Auspragung von Umfangsvermehrungen gibt, jedoch waren die Ergebnisse aus dem

Vorversuch nicht reproduzierbar.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Warmebildkamera in der Lage ist,
lokale Entzindungsreaktionen zu erfassen, allerdings nur im Zeitraum von wenigen
Stunden nach Applikation des jeweiligen Injektates.

Da die Ergebnisse der Thermographie im Gegensatz zu den Ergebnissen der
Messung der Korperinnentemperatur nicht reproduzierbar waren, liegt die Vermutung
nahe, dass die lokale Temperaturmessung mittels Warmebildkamera vielen
Storfaktoren aus der Umgebung unterliegt. Auch die GroRe bzw. das Gewicht der
Tiere und die Applikationstiefe der Noxe durfen nicht aul3er Acht gelassen werden.
Die Histopatholgie lieferte unabhangig vom Adjuvans zwei wichtige Ergebnisse. Die
Hauptlokalisation des Entzindungsgeschehens ist bei den Tieren, die 7 Tage nach
Applikation euthanasiert wurden, in tiefer gelegeneren Gewebeschichten anzutreffen
als bei den Tieren, die 24 Stunden post applicationem euthansiert wurden.
AuRerdem unterscheiden sich die verwendeten Impfstoffe/ Adjuvantien hinsichtlich

dem Grad und der Art der ausgeldsten Entziindungsreaktion.

Die Thermographie ist somit nicht in der Lage, die histopathologische Untersuchung
zu ersetzen. Nichtsdestotrotz erscheint ein erganzender Einsatz sinnvoll. Dasselbe
Fazit lasst sich fur den Parameter Korperinnentemperatur und die lokale

Gewebepalpation an der Injektionsstelle ziehen.

120



Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, eine vergleichende Untersuchung von Injektionsstellen
mittels nicht-invasiver Thermographie und Histopathologie durchzuflhren. Anhand
der Ergebnisse beider Verfahren sollte beurteilt werden, ob mit der Thermographie
gleichwertige bzw. vergleichbare Aussagen gemacht werden konnen wie mit der

histopathologischen Beurteilung der Injektionsstelle.

Hierzu wurden in einem Vorversuch 73 Schweine mit drei verschiedenen Impfstoffen/
Adjuvantien geimpft, 74 Tiere befanden sich in der Kontrollgruppe. In einem 2-
stiindigen Intervall wurden mit der Thermographiekamera Uber einen Zeitraum von
10 Stunden die lokalen Temperaturwerte an der Injektionsstelle ermittelt, parallel
dazu erfolgte die Messung der Korperinnentemperatur, eine palpatorische
Beurteilung des Gewebes an der Injektionsstelle und eine Beurteilung des
Allgemeinbefindens anhand eines Scoresystems. Nach 24 Stunden wurden oben

genannte Parameter nochmals erhoben.

Nach oben genanntem Schema wurde anschlieRend ein Hauptversuch durchgefihrt,
in den 60 Tiere, aufgeteilt in 2 Hauptgruppen mit je 3 Impfgruppen und einer
Kontrollgruppe, aufgenommen wurden. Die beiden Gruppen waren identisch
aufgebaut. Nach der Applikation erfolgte wie im Vorversuch im 2-stiindigen Intervall
die Beurteilung der Parameter Warmebildkamera, Korperinnentemperatur, lokale
Gewebepalaption und Allgemeinbefinden. Dies erfolgte bei beiden Gruppen am
ersten Tag Uber einen Zeitraum von 14 Stunden, am zweiten Tag 24 Stunden nach
der Applikation. Die Tiere aus Hauptgruppe 1 wurden nach 24 Stunden zwecks
histopathologischer Untersuchung euthanasiert. Bei den Tieren aus Hauptgruppe 2
wurden die oben erwahnten Parameter einmal taglich bis zum siebten Tag nach
Applikation fortgeflhrt, anschlieRend erfolgte auch bei diesen Tieren eine

histopathologische Untersuchung des Gewebes an der Injektionsstelle.

Die Ergebnisse der Thermographie aus dem Vorversuch konnten im Hauptversuch
nicht reproduziert werden, die Befunde der lokalen Gewebepalpation nur teilweise.
Die Ergebnisse der Temperaturmittelwerte der Korperinnentemperatur konnten

bezuglich des unterschiedlichen Verlaufs zwischen den Gruppen bestatigt werden.
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Es konnte gezeigt werden, dass jeder Impfstoff jedes Adjuvans eine
charakteristische Entzindungsreaktion in unterschiedlicher Intensitat hervorruft. Ein
Zusammenhang zwischen dem Schwere- und Ausbreitungsgrad der Entzindung und
dem mittels Thermographie erfassten lokalen Temperaturwert konnte nicht eindeutig
gezeigt werden. Eine Korrelation zwischen den Ergebnissen der Warmebildkamera

und denen der Korperinnentemperatur konnte ebenfalls nicht bewiesen werden.
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8 Summary

The aim of this study was to perform a comparative analysis of injection sites using
non-invasive thermography and histopathology. Based on the results of both
methods it should be evaluated whether thermography can make equivalent or

similar statements as the histopathological evaluation of injection sites.

For this purpose 73 pigs were vaccinated in a preliminary experiment with three
different vaccines/ adjuvants, 74 animals represented the control group. In a two-hour
interval the local temperature values were determined with the thermography camera
over a period of ten hours at the injection site. Parallel to this a measurement of body
temperature, a palpatory evaluation of the tissue at the injection site and an
evaluation of general health using a scoring system took place. After 24 hours the

parameters mentioned above were measured again.

Following the scheme, which was described above, a main study was conducted with
60 animals, divided into two main groups, each including three vaccine groups and
one control group. The two groups were of identical design. According to the
preliminary test, the four parameters of thermal imaging, measurement of the body
temperature, local measurement of the tissue on the injection site and the evaluation
of general health by scoring systems were measured in a two-hour interval. On the
first day this was done in both groups over a period of 14 hours, on the second day
once 24 hours after application. The animals from group 1 were euthanized after 24
hours for the purpose of histopathological examination. In the animals from main
group 2, the above-mentioned parameters were measured once a day until the
seventh day after application, then the tissue at the injection site of these animals

was taken for a histopathological examination.

The results of thermography in the preliminary experiment could not be reproduced in
the main study, the results of the local tissue scoring only partially. The results of the
mean temperature values of the internal body temperature were evaluable between

the two studies for their different paths between the four groups.

123



Summary

It could be shown that each vaccine/ each adjuvant induces a characteristic
inflammatory response in different intensity. A correlation between the severity and
extent of spread of inflammation and the local temperature value using the
technology of thermal imaging could not clearly be shown. A correlation between the
results of the thermal imaging camera and the results of measuring the body

temperature could also not be shown.
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