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1. Einleitung

Der fur Schweine spezifische Erreger Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyo) ist der
Primarerreger der weltweit verbreiteten Enzootischen Pneumonie. Eine durch
Mycoplasma hyopneumoniae verursachte Erkrankung fuhrt zu erheblichen
wirtschaftlichen Einbuf3en. In Landern mit intensiver Schweineproduktion ist die
Pravalenz von Mycoplasma hyopneumoniae hoch (THACKER, 2012). Der Erreger
wird Uber die Schleimhdute des Atmungstrakts aufgenommen und siedelt sich auf
den Zilien des respiratorischen Epithels an (ZIELINSKI und ROSS, 1993). Durch die
folgende Schadigung der Zilien wird die mukoziliare Clearance der Lunge
herabgesetzt. Es kommt zur Infektion mit Sekundarerregern und somit zu einer EP
(Enzootischen Pneumonie) (DEBEY und ROSS, 1994). Des Weiteren ist
Mycoplasma hyopneumoniae neben anderen Erregern wie PRRSV (porcine
reproductive and respiratory syndrome virus), PCV2 (porcine circovirus 2) oder SIV
(swine influenza virus) am Krankheitsbild des PRDC (porcine respiratory disease
complex) beteiligt.

Eine Monoinfektion mit Mycoplasma hyopneumoniae auf3ert sich Kklinisch in
trockenem, nicht produktivem Husten und einem verringertem Wachstum durch eine
reduzierte Futteraufnahme. Durch bakterielle Sekundarinfektion kommt es zur
fieberhaften Allgemeinerkrankung (THACKER, 2012).

Zur effektiven Vorbeugung und Bekd&mpfung der Enzootischen Pneumonie muss
zunachst die Optimierung des Stallklimas angestrebt und das Betriebsmanagement
verbessert werden. Mit Hilfe einer antibiotischen Therapie kann eine bereits
ausgebrochene Erkrankung kontrolliert werden. Eine Erregerfreiheit ist durch einen
Antibiotikaeinsatz nicht zu erzielen (MAES et al., 2008). Durch Vakzination kann eine
Verbesserung der taglichen Gewichtszunahme um 2-8 % und eine Verbesserung der
Futterverwertung um 2-5 % erreicht werden. Auch eine Senkung der Mortalitat ist
durch eine Vakzination zu erzielen. Eine Impfung setzt somit nicht nur die Mastdauer
herab, sondern verringert auch die klinische Symptomatik, reduziert
Lungenveranderungen und fuohrt somit zu geringeren Behandlungskosten
(MAES et al., 1998, MAES et al., 1999).

Ziel dieser Untersuchung ist es, im experimentellen Versuch, die Wirksamkeit einer
in der 1. und 3. Lebenswoche geimpften two-shot Vakzine bei einer spaten Infektion
an zuvor Mycoplasma hyopneumoniae naiven Endmastschweinen, zu evaluieren.

Dazu wurden Schweine aus einem Mycoplasma hyopneumoniae unverdachtigen
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Bestand mit 70 kg Korpergewicht in einen Infektionsstall verbracht und infiziert. Zur
Evaluation der Wirksamkeit der Vakzine wurden Hustenindex, Gewichtsentwicklung
sowie klinische und serologische Parameter erhoben. In der Sektion wurden

makroskopische und mikroskopische Lungenveranderungen untersucht.
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2. Literaturiibersicht

2.1. Atiologie

Der schweinespezifische Erreger Mycoplasma hyopneumoniae ist der priméare
Verursacher der weltweit verbreiteten Enzootischen Pneumonie (THACKER, 2012).
Mycoplasmen sind zellwandlose Bakterien (SELBITZ, 2010), die mit einer Gré3e von
0,4-1,2 um Bakterienfilter passieren konnen (TAJIMA und YAGIHASHI, 1982). Auf
Grund ihrer Cytoplasmenmembran mit laminarer Struktur nehmen sie keine
gleichbleibende Form an (SELBITZ, 2010). Wegen ihrer geringen Grof3e gehoéren sie
zu den Kleinsten sich selbststandig vermehrenden Bakterien (RAZIN, 1992), die der
Gattung Mycoplasma, der Familie Mycoplasmataceae und der Ordnung der
Mycoplasmatales der Klasse Mollicutes zugeordnet sind (RAZIN et al., 1998). Ihr
Genom besteht aus mehreren tausend Basenpaaren und weist mit 23-40 mol %
einen hohen Anteil der Nucleinbasen Cytosin und Guanin auf (MINION, 2002).
Mycoplasmen sind Prokaryoten und unterscheiden sich durch das Vorhandensein
von DNA und RNA und durch ihre kulturelle Anzichtbarkeit von Viren (KOBISCH,
1987). Neben Mycoplasma hyopneumoniae sind weitere schweinespezifische
Mycoplasmen bekannt. Mycoplasma hyorhinis kann unter anderem Polyserositiden
bei Absetzferkeln hervorrufen, Mycoplasma hyosynoviae spielt eine Rolle bei
Arthritiden von Mast- und Zuchtschweinen und Mycoplasma suis ist der Erreger der
infektiosen Anadmie des Schweines (THACKER, 2012).

2.2. Epidemiologie

Mycoplasma hyopneumoniae kann weltweit in fast allen Schweine haltenden
Bestanden nachgewiesen werden und fihrt zu beachtlichen wirtschaftlichen
EinbuBen (THACKER, 2012).

Es wurden europaweit mehrere Studien zur Seropravalenz von Mycoplasma
hyopneumoniae durchgefiihrt. HORST et al. (1997) beschrieben, dass aus Uber
20 000 Blut- und Kolostrumproben, die in mehr als 200 Betrieben in Deutschland
genommen wurden, 42,53 % auf Mycoplasma hyopneumoniae Antikdrper positiv
reagierten. Die Seropravalenz der Blutproben von Jungsauen (63,02 %) und
Mastschweinen (81,2 %) war deutlich hoher als bei Ferkeln (32,73 %) und Altsauen
(47,19 %). Regional gab es beziglich der Seropravalenz keine signifikanten
Unterschiede (HORST et al., 1997). Im Jahr 2009 untersuchten GROSSE BEILAGE

et al. (2009) 65 nordwestdeutsche Betriebe und konnten eine Seropravalenz von
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65 % bei Sauen nachweisen. In Frankreich wurden 2010 ungeimpfte Sauen aus
5 Betrieben serologisch auf Mycoplasma hyopneumoniae untersucht. Bei diesen
Tieren konnte eine Seropravalenz von 55 % nachgewiesen werden
(FABLET et al., 2011).

Das Schwein gilt als einziger Wirt und somit gleichzeitig als einziger Ubertrager von
Mycoplasma hyopneumoniae (WHITTLESTONE, 1976). Innerhalb einer infizierten
Herde gibt es zwei Ubertragungsmoglichkeiten. Zum einen die Ubertragung durch
direkten Tierkontakt zwischen infizierten Schweinen, zum anderen die indirekte
aerogene Ubertragung mittels Tropfcheninfektion (SELBITZ, 2010).

Mycoplasma hyopneumoniae kann vertikal von der Muttersau auf die Ferkel
Ubertragen werden. Ein hoheres Risiko zu erkranken besteht dabei fir Ferkel von
Jungsauen, da Jungsauen Uber eine schlechtere Immunitat verfigen und nicht
ausreichend maternale Antikorper an ihre Ferkel weitergeben. Jung- und Altsauen
sind zudem die haufigsten Ausscheider von Mycoplasma hyopneumoniae. Sauen
kénnen vom zweiten bis siebten Wurf persistent mit Mycoplasma hyopneumoniae
infiziert sein und so den Erreger auf ihre Ferkel Ubertragen (MAES et al., 1996,
CALSAMIGLIA, 2000). Ab dem Absetzalter Ubertragt sich Mycoplasma
hyopneumoniae vor allem bei kontinuierlicher Belegung horizontal Uber
Buchtengenossen (THACKER, 2012). Die Wahrscheinlichkeit auf Mycoplasma
hyopneumoniae positiv getestet zu werden und klinische Symptome einer EP zu
entwickeln, ist bei Betrieben niedriger, bei denen wahrend der
Jungsaueneingliederung bereits der direkte Kontakt zu einem Mycoplasma
hyopneumoniae positiven Schwein besteht (NATHUES et al., 2012a).

Des Weiteren haben epidemiologische Studien nachgewiesen, dass die aerogene
Ubertragung des Erregers zwischen einzelnen Betrieben ein groRes Problem
darstellt. Im Jahr 2009 konnte eine Ubertragung von Mycoplasma hyopneumoniae
Uber eine Entfernung von 4,7 km tber die Luft nachgewiesen werden. 2010 wiesen
OTAKE et al. (2010) eine Ubertragung von tber 9,1 km nach. DEE et al. (2010)
fanden zudem heraus, dass die aerogene Ubertragbarkeit von mit Mycoplasma
hyopneumoniae infizierten Luftpartikeln in den frihen Morgenstunden hdoher ist,
wenn relative Luftfeuchte und Sonneneinstrahlung ansteigen und noch kihlere
Temperaturen vorherrschen. SEGALES et al. (2012) stellten fest, dass die
Wahrscheinlichkeit einer Serokonversion bei niedrigeren Auf3ientemperaturen gréf3er
ist als bei hohen AulRentemperaturen. Tiere, die im Herbst geboren, im Winter in die

Mast umgestallt und im Frihjahr geschlachtet wurden, waren unter den getesteten
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Mastdurchlaufen am ehesten seropositiv auf Mycoplasma hyopneumoniae. Bei
hohem wochentlichen Niederschlag war die Wahrscheinlichkeit, dass die Schweine
in der nPCR positiv auf Mycoplasma hyopneumoniae reagieren, ebenfalls héher
(SEGALES et al., 2012).

Immunologisch naive Ferkel zwischen der 3. und 12. Lebenswoche sind empféanglich
gegenuber Infektionen mit Mycoplasma hyopneumoniae (PIFFER und ROSS, 1984).
In vielen Herden erfolgt die Infektion wéhrend der Saugezeit (RUIZ, 2003). Die
Verbreitung des Erregers erfolgt sehr langsam, eine intrauterine Infektion oder eine
lactogene Ubertragung finden nicht statt (PRIKAZSKY, 1985).

NATHUES et al. (2013) konnten zeigen, dass verschiedene Faktoren die
Wahrscheinlichkeit einer Mycoplasma hyopneumoniae Infektion bei Saugferkeln
beeinflussen. Zahneschleifen und héhere Temperaturen im Ferkelnest in den ersten
2 Lebenswochen senkten das Infektionsrisiko, wahrend eine PCV2 Impfung das
Risiko einer Infektion erhéhte (NATHUES et al., 2013).

Die Wahrscheinlichkeit, dass Mycoplasma hyopneumoniae durch Gegenstande, die
mit Sekreten des Atmungstrakts kontaminiert sind, Ubertragen wird, ist als gering
einzuschatzen (MAES et al., 1996). GOODWIN (1985) konnte zeigen, dass obwohl
Mycoplasma hyopneumoniae langere Zeit in flissigen Medien uberlebensfahig ist,
keine Erreger mehr nachgewiesen werden konnten, sobald der kontaminierte
Gegenstand wieder trocken war.

Experimentell infizierte Schweine konnten 80 bis 200 Tage nach ihrer eigenen
Infektion Mycoplasma hyopneumoniae auf naive Sentineltiere Ubertragen. Tiere, die
nach der Infektion zu konvaleszenten Tragern des Pathogens wurden, blieben fur
200 Tage infektios. Die Infektionsdauer von Mycoplasma hyopneumoniae betragt
weniger als 254 Tage (PIETERS et al., 2009). Auch geimpfte Sentineltiere, die in
Kontakt mit Mycoplasma hyopneumoniae infizierten Tieren standen, waren in der
NPCR positiv, also vor einer Infektion nicht geschitzt. Es gab keinen Unterschied
zwischen der Ubertragung des Erregers von klinisch unauffalligen infizierten Tieren

auf geimpfte und ungeimpfte Sentineltiere (PIETERS et al., 2010).

2.3. Pathogenese

Nach der Aufnahme von Mycoplasma hyopneumoniae Uber die Schleimh&aute des
Atmungstrakts (ZIELINSKI und ROSS, 1993) bindet der Erreger spezifisch an die
Rezeptoren der Zilien des respiratorischen Epithels (ZHANG, 1994). Sowohl in Vivo

als auch in Vitro konnte diese Bindung nachgewiesen werden (DEBEY und ROSS,
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1994, YOUNG et al., 2000). Durch YOUNG et al. (2000) wurde ein in Vitro System
zur Kultivierung von porcinen Trachealepithelzellen entwickelt, um Aussagen uber
die Adhasion von Mycoplasma hyopneumoniae treffen zu kénnen. Ein pathogener
Stamm hat die Fahigkeit sich an die Zilien zu heften und diese zu zerstoren,
wohingegen ein apathogener Stamm kein Bindungsvermdégen mit den
respiratorischen Zilien aufweist. Die Rezeptoren der Zilien des Respirationstrakts
bestehen aus Glykokonjugaten (ZHANG, 1994), auRerdem sind feine Fibrillen an der
Bindung zwischen Mycoplasma hyopneumoniae und den Zilien beteiligt
(SARRADELL et al., 2003).

Das Adhasin P97 gilt als wichtiges Adharenzmolekil von Mycoplasma
hyopneumoniae, da es eine rasche Immunantwort hervorruft. Es wird nur von
virulenten Mycoplasma hyopneumoniae Stdmmen exprimiert, nicht aber von
avirulenten Mykoplasmen. Ist ein pathogener Mykoplasmenstamm nicht in der Lage
an die Zilien zu binden, erlischt seine Infektiositat (ZHANG et al., 1995). YANG et al.
(2005) konnten Epitopstrukturen von Mycoplasma hyopneumoniae entschliisseln und
fanden heraus, dass die Mykoplasmen-Proteine 97 kDa, 56 kDa, 30 kDa und 23 kDa
zur Immunantwort beitragen. SCHMIDT et al. (2004) fanden zusatzlich mit p65 ein
immundominantes Oberflachen-Lipoprotein, das spezifisch nur wahrend der
Erkrankung des Tieres mit Mycoplasma hyopneumoniae nachgewiesen werden
konnte. P65 weist eine Esterase- und Lipaseaktivitat auf. Ein weiterer Hinweis auf die
Bedeutung des Lipoproteins 65 ist, dass Kaninchen-Anti-p65-Antikbrper das
Wachstum von Mycoplasma hyopneumoniae hemmen. Welche Rolle diese
Lipoproteine in der Pathogenese spielen, konnte noch nicht vollstandig geklart
werden, aber man vermutet, dass sie unter anderem die Funktion des Surfactants
der Lunge Dbei der Mykoplasmen induzierten Pneumonie herabsetzen
(SCHMIDT et al., 2004).

Nachdem Mycoplasma hyopneumoniae mit Hilfe seiner Virulenzfaktoren an die Zilien
des respiratorischen Epithels bindet, kommt es zur Ziliostase, zur Verklumpung der
Zilien, in der Folge zur Deziliation und somit zum Verlust der mukoziliaren Clearance
(DEBEY und ROSS, 1994). MAES (2010) beschreibt, dass es durch
lymphohistiozytare Infiltrate zusatzlich zu atemwegsverengenden L&sionen kommt,
welche durch Modulationen im Immunsystem das Tier anfélliger fur Infektionen mit
Sekundarerregern machen. Es findet zusatzlich eine Produktion von mukésem
Sekret statt (MAES, 2010).
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Mycoplasma hyopneumoniae kann die Transportmechanismen der Wirtszelle
verandern. Die Unterbrechung der K'-Kanile des Bronchialepithels bewirkt die
Ziliostase (DEBEY und ROSS, 1994). PARK et al. (2002) fanden heraus, dass
pathogene Mycoplasma hyopneumoniae Stamme Rezeptoren von trachealen
Epithelzellen aktivieren und bewirken, dass Ca®** aus dem Endoplasmatischen
Retikulum der Zelle freigesetzt wird und es somit zu einem intrazellularen Ca**
Anstieg kommt. Dies wird in der Studie als ein Signal fir die Pathogenitat von

Mycoplasma hyopneumoniae angesehen (PARK et al., 2002).

2.4. Klinik

Eine Monoinfektion mit Mycoplasma hyopneumoniae wird als Mykoplasmose
bezeichnet. Bei zusatzlicher bakterieller Sekundarinfektion mit zum Beispiel
Pasteurella multocida, Streptococcus suis, Haemophilus parasuis oder Actinobacillus
pleuropneumoniae entsteht das Krankheitsbild der Enzootischen Pneumonie. Ko-
infektion mit Viren wie PRRSV (porcine reproductive and respiratory syndrome virus),
PCV2 (porcine circovirus type 2) oder SIV (swine influenza virus) werden als PRDC
(porcine respiratory disease complex) bezeichnet (THACKER, 2012). Bei der MIRD
(mycoplasma induced respiratory disease) werden zusatzlich die Umweltfaktoren,
welche zur Erkrankung beitragen, mit bertcksichtigt (MAES et al., 1996,
SELBITZ, 2010). Begtnstigende negative Umweltfaktoren kénnen eine zu hohe
Belegdichte, schlechte Ventilation, Temperaturschwankungen, kalte Bodenflachen,
Luftzug oder ein zu hoher Schadgasgehalt sein (HEINRITZI, 2006). SEGALES et al.
(2012) beschreiben, dass die Wahrscheinlichkeit einer Mycoplasma hyopneumoniae
Infektion bei niedrigen Temperaturen ansteigt, da die Flimmerbewegung der Zilien
und die Lungenclearance herabgesetzt werden (HEINRITZI, 2006, SEGALES et al.,
2012). Eine Mykoplasmen Pneumonie ist eine chronische Erkrankung, die mit einer
geringen Mortalitat, aber hohen Morbiditdt einhergeht. Charakteristisch ist ein
trockener, nicht produktiver Husten, der im Infektionsversuch 7-14 Tage post
infectionem auftritt. Bei Feldinfektionen lasst sich der Zeitpunkt der Infektion nicht
immer genau bestimmen (SORENSEN et al., 1997). Husten kann durch Auftreiben
erkrankter ruhender Schweine ausgeldst werden (SELBITZ, 2010). Treten Klinische
Symptome wie Fieber, Appetitlosigkeit, Dyspnoe oder Erschopfung auf, sollte eine
Infektion mit Sekundarerregern diagnostisch abgeklart werden, da diese Symptome
durch eine Monoinfektion mit Mycoplasma hyopneumoniae nicht hervorgerufen
werden (MAES et al.,, 1996). Wirtschaftliche Schaden werden vor allem durch
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langsameres Wachstum und einer somit verlangerten Mastdauer verursacht. Weisen
10 % der Gesamtlunge pneumoniebedingte Veranderungen auf, wird die tagliche
Gewichtszunahme um 5 % reduziert (STRAW et al, 1983). Eine schlechte
Schlachtkérperqualitat durch  schlechtere Futterverwertung und der erhdhte
Behandlungsaufwand sind weitere negative Aspekte (MAES et al., 1996). Es kdnnen
Schweine jeden Alters erkranken. Auskultatorisch fallt sowohl in- als auch
exspiratorisch ein bronchiales Atemgerausch mit Giemen oder Rasseln bei
bakterieller Sekundéarinfektion auf (HEINRITZI, 2006).

FABLET et al. (2012) fanden heraus, dass bei 4-16 Wochen alten Schweinen ein
Zusammenhang zwischen der Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae und einer
Infektion mit PCV2 besteht. Dies geht einher mit Studien von DORR et al. (2007), die
herausfanden, dass die Wahrscheinlichkeit hoch ist, dass Tiere, die in der spaten
Saugephase mit PCV2 infiziert werden auch mit Mycoplasma hyopneumoniae
infiziert sind. In experimentell mit Mycoplasma hyopneumoniae und PCV2 co-
infizierten Schweinen erhdht eine Mycoplasma hyopneumoniae Infektion die Menge
des PCV2 Genoms im Serum (OPRIESSNIG et al, 2004). Der
Interaktionsmechanismus  beider Erreger ist bis jetzt nicht geklart
(FABLET et al., 2012). Trotz einer simultanen experimentellen Infektion mit
Mycoplasma hyopneumoniae und PCV2 konnten SIBILA et al. (2012) keine
Potenzierung der klinischen Symptome und Lungenlasionen durch die jeweiligen
Erreger feststellen.

THACKER (2001) fand heraus, dass das lokale respiratorische Immunsystem durch
Mycoplasma hyopneumoniae und PRRSV derart modifiziert wird, dass es nicht mehr
adaquat auf diese und andere Erreger reagieren kann. Die Empfanglichkeit far
weitere Pathogene, die mit PRDC assoziiert sind, wird somit erhéht (THACKER,
2001). Tiere, die mit PRRSV und Mycoplasma hyopneumoniae co-infiziert wurden,
wiesen starkere Lungenveranderungen auf als Tiere, die nur mit PRRSV infiziert
wurden (THACKER et al., 1999).

Das torgue teno sus virus 1 (TTSuV1) scheint ebenfalls eine Rolle als Co-Faktor bei
PRDC Erkrankungen zu spielen und in Interaktion mit Mycoplasma hyopneumoniae
zu treten. In Proben der auf Atemwegserkrankungen verdéchtigen Tiere konnte in
75 % der Félle sowohl Mycoplasma hyopneumoniae als auch TTSuV1 nachgewiesen
werden (RAMMOHAN et al., 2012).

Auch zwischen Mycoplasma hyopneumoniae und dem SIV Stamm H1N1 konnte ein

Zusammenhang gefunden werden. Tiere, die mit Mycoplasma hyopneumoniae und
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SIV infiziert wurden, zeigten starkere Lungenveranderungen als Tiere, die nur mit
Mycoplasma hyopneumoniae infiziert wurden (YAZAWA et al., 2004).

Neben PCV2, PRRSV, TTSuV1 und SIV gibt es auch eine Korrelation zwischen APP
und Mycoplasma hyopneumoniae. Eine einfache Mykoplasmose kann durch APP
verkompliziert ~werden. Die starksten Lungenveranderungen in  einem
experimentellen Versuch konnten dann beobachtet werden, wenn 4 Wochen nach
einer Mycoplasma hyopneumoniae Infektion eine experimentelle APP Infektion
erfolgte (MAROIS et al., 2009).

Der Endoparasit Ascaris suum beeintrachtigt den Impferfolg mit einer Mycoplasma
hyopneumoniae Vakzine. Tiere, die mit Ascaris suum infiziert waren, wiesen trotz
Impfung deutlich starkere Lungenveranderungen auf als Tiere, die nur gegen
Mycoplasma hyopneumoniae geimpft und anschlieRend mit diesem Erreger infiziert
wurden (STEENHARD et al., 2009).

2.5. Pathologie

2.5.1. Makroskopische Veranderungen

Im frhen Stadium einer Mycoplasma hyopneumoniae Infektion bildet sich in den
ventralen Abschnitten der kranialen und mittleren Lungenlappen, im Lobus
accessorius und im kranialen Abschnitt der kaudalen Lungenlappen eine
katarrhalische Pneumonie aus. Der rechte kraniale Lungenlappen, der auf Grund
eines separaten Bronchus in direkter Verbindung zur Trachea steht, und beide
mittleren Lungenlappen sind von den Veranderungen am starksten betroffen
(FEENSTRA et al., 1994, THACKER, 2012). Wenn keine Sekundéarinfektionen
vorliegen, zeigen sich an den Lungenlappen fokale, sehr gut abgegrenzte Lasionen.
Bei vorliegenden Sekundarinfektionen sind die Lasionen je nach Erreger eher diffus
(THACKER, 2012). Haufig sind die bronchialen und mediastinalen Lymphknoten
vergroRRert (MAES et al., 1996).

Im chronischen Stadium der Infektion sind atelektatische lila-graue Veranderungen in
den kranio-ventralen Abschnitten der Lunge sichtbar (STRASSER et al., 1992). Vier
Wochen p.i. sind die makroskopischen Verdnderungen maximal ausgepragt. Wenn
es nicht zur Infektion mit Sekundéarerregern kommt, beginnt die Heilung acht Wochen
nach der Infektion und zehn Wochen p.i. zeigen sich nur noch wenige makroskopisch
sichtbare Lasionen (MAES et al., 1996).
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2.5.2. Mikroskopische Veranderungen

Histologisch sind die Veranderungen einer Mycoplasma hyopneumoniae Infektion vor
allem in Regionen der Bronchien, Bronchioli und Alveolen sichtbar
(SARRADELL et al., 2003). Im Anfangsstadium der Infektion kénnen mikroskopisch
eine Hyperplasie des respiratorischen Epithels und Ansammlungen von neutrophilen
Granulozyten im Lumen von Bronchien und Bronchioli nachgewiesen werden
(MAES et al.,, 1996). Im Infektionsverlauf sind entziindliche Verdnderungen in
peribronchialen, peribronchiolaren und perivaskularen Raumen mit Ansammlungen
von Lymphozyten und Monozyten sichtbar (THACKER, 2012). Als eine typische
Veranderung des chronischen Verlaufs ist die BALT-Hyperplasie mit einer
follikelartigen Zusammenlagerung von Lymphozyten an der Lamina propria von
Bronchien, Bronchioli und Alveolen anzusehen. Dadurch kommt es zur Verlegung
des Lumens der Bronchiolen und zur Atelektase der angrenzenden Alveolen
(BASKERVILLE, 1972, MAES et al, 1996, SARRADELL et al., 2003). Die
bedeutendste histologische Veranderung in den Bereichen des BALT ist die
Hyperplasie von mononuklearen Zellen. B-Lymphozyten, dendritische Zellen und
Makrophagen sind die wichtigsten zellularen Komponenten der Keimzentren. T-
Lymphozyten werden vor allem in den perifollikularen Regionen des BALT, in der
Lamina propria und im respiratorischen Epithel gefunden. IgG oder IgA enthaltende
Plasmazellen findet man in der Peripherie des BALT, in der Lamina propria von
Bronchien und Bronchiolen, in den Alveolarsepten und in den bronchialen
Submukosadriisen. Eine wichtige Rolle bei der Infektionsabwehr spielen auch CD4"
und CD8" Zellen (SARRADELL et al., 2003).

Bei experimentell infizierten Schweinen beschrieben KWON et al. (2002) eine um
Bronchien, Bronchiolen und Blutgefalie ausgepragte ,cuff“-Bildung
(Manschettenbildung) mit Ausbildung von Keimzentren. Eine weitere wichtige
histopathologische Veranderung ist die Hyperplasie der Typ Il Pneumozyten, die vor
allem in fortgeschrittenen Infektionsstadien auftritt (TAYLOR, 1996).

2.6. Immunologie

Durch die Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae kommt es zu einer Infiltration
von Makrophagen und Lymphozyten in das BALT (SARRADELL et al.,, 2003).
OKADA et al. (2000) konnten in einem Infektionsversuch darstellen, dass bei
geimpften Tieren deutlich weniger Lymphozyten, Makrophagen und neutrophile

Granulozyten in der BAL-Flussigkeit vorhanden waren als bei ungeimpften Tieren.
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Lungenlasionen, die Infiltration von Entziindungszellen in den luftleitenden Wegen
und die Anlagerung von T-Lymphozyten an die Bronchi konnten verringert werden.
Zusatzlich wurde eine geringere Konzentration an Tumornekrosefaktor (TNF) bei
geimpften Tieren nachgewiesen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die
Impfung einen Beitrag zur Verringerung der TNF Produktion leistet,
Entztindungsreaktionen unterdriickt werden und insgesamt weniger Lungenlasionen
auftreten (OKADA et al.,, 2000, VRANCKX et al.,, 2012). THACKER et al. (2000)
fanden heraus, dass eine Impfung gegen Mycoplasma hyopneumoniae neben einer
lokalen mukosalen Immunantwort in den Atemwegen von infizierten Schweinen eine
humorale und zellulare Immunantwort auslést. Die Produktion von fiir Mycoplasma
hyopneumoniae spezifischen IFN-y sezernierenden Lymphozyten wird stimuliert
(THACKER et al., 2000).

Nach experimentellen Infektionen mit Mycoplasma hyopneumoniae wiesen
REDONDO et al. (2009) nach, dass es in bronchoalveolaren Exsudaten zu einem
signifikanten Anstieg der Cytokine IL-1a, IL-183, IL-8, TNF-a und TNF-y und der
lymphoiden Marker CD4", CD8", Muramidase, IgG und IgA kommt. LORENZO et al.
(2006) konnten im BALT einen Anstieg der Cytokine IL-2, IL-4, IL-8, IL-10 und TNF-a
beobachten. In Alveolarsepten und BAL-FlUssigkeit zeigte sich ein Anstieg der
Cytokine IL-1a und -, IL-2, IL-4, IL-8 und IL-10 (LORENZO et al., 2006).

2.7. Diagnose

Es gibt verschiedene Methoden eine Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae
nachzuweisen. Klinische Symptome wie Husten, verringerte Tageszunahmen,
makroskopische und mikroskopische Veranderungen sind nicht pathognomonisch fur
eine Mycoplasma hyopneumoniae Infektion und dienen nur als Hinweis. Es missen

andere diagnostische Mdglichkeiten ausgeschopft werden (THACKER, 2012).
2.7.1. Direkter Erregernachweis

2.7.1.1. Kultur

Die kulturelle Anziichtung von Mycoplasma hyopneumoniae ist langwierig, da die
Kolonien 4-8 Wochen brauchen, um eine zur Interpretation geeignete Grol3e zu
erreichen (FRIIS, 1975, THACKER, 2012). Der Erreger stellt auf3erdem hohe
Anspruche an das Nahrmedium, welches zum Beispiel Zusatzstoffe wie Pferdeserum
oder Hefeextrakte enthalten muss. Zusatzlich werden Hemmstoffe zur Unterdriickung

nicht gewinschter Keimflora eingesetzt. Geeignet sind Penicilline, Nystatin und



Literaturiibersicht 12

Amphotericin B (SELBITZ, 2010). Es ist oft eine Uberwucherung mit Mycoplasma
hyorhinis zu beobachten, einem weiteren Erreger schweinespezifischer
respiratorischer Erkrankungen. Zudem ist Mycoplasma flocculare haufig im
Lungengewebe vorhanden und kulturell schwer von Mycoplasma hyopneumoniae zu
differenzieren (ROSS, 1987, MAES et al., 1996). Als geeignete Nahrmedien zur
Anzucht behaupteten sich Medien von Friis und Hayflick. 2-10 Tage nach Beginn der
Bebrutung werden Kolonien von unter 1 mm Durchmesser im Plattenmikroskop
sichtbar. Eine besonders gute Anfarbung gelingt durch Giemsa-, Dienes und Orcein
Farbungen (SELBITZ, 2010). Dass die kulturelle Untersuchung auf Mycoplasma
hyopneumoniae mit Schwierigkeiten verbunden ist, zeigte sich in der Arbeit von
HILTERMANN-LINDEN (2004). 53 % der entnommenen Lungenproben waren mit
anderen Keimen kontaminiert und deshalb nicht auswertbar.

Trotz aller Schwierigkeiten wird die kulturelle Anzichtung von Mycoplasma
hyopneumoniae als Goldstandard angesehen, da in der Kultur nur
vermehrungsfahige Erreger nachweisbar sind (THACKER, 2012).

Im Infektionsversuch verglichen MAROIS et al. (2007) Nasen-, Tonsillar-,
Trachealtupfer und die bronchioalveolare Lavage und stellten fest, dass Nasen- und
Tonsillartupfer weniger gut zur Anzichtung und dem Nachweis von Mycoplasma
hyopneumoniae geeignet sind als Trachealtupfer und BAL-Flussigkeit. Die
bronchoskopische und transtracheale Lavage ist zur bakteriologischen und
zytologischen Diagnostik besser geeignet als die endotracheale Lavage (HENNIG-
PAUKA et al., 2007). In transtrachealen Spilproben waren dabei am wenigsten
Epithelzellen und kontaminierende Bakterien zu finden (HENNIG-PAUKA et al.,
2007).

2.7.1.2. Immunologischer Nachweis aus dem Lungengewebe

Mycoplasma hyopneumoniae kann sowohl mittels Immunfluoreszenz als auch
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Fur den Immunfluoreszenztest wird in
Polyethylenglycol eingebettetes und anschlie3end gefrorenes Gewebe bendtigt. Die
Gewinnung dieser Proben ist in der Praxis meist schwierig. Fur die
Immunhistochemie werden in Formalin fixierte Gewebeproben, die spater in Paraffin
eingebettet werden, verwendet. Wichtig ist, dass die Gewebeproben
Bronchienabschnitte mit zilienbesetzen Epithelzellen enthalten, damit ein Nachweis
von Mycoplasma hyopneumoniae erfolgen kann (S@RENSEN et al., 1997,
THACKER, 2012).
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MOORKAMP et al. (2010) etablierten ein neues immunhistochemisches
Nachweisverfahren fir Mycoplasma hyopneumoniae. Das Verfahren erwies sich
durch den direkten, semiquantitativen Antigen-Nachweis als geeignet, stellt aber
keine Alternative zur nPCR dar, da Tiere mit immunhistochemisch negativen
Befunden in der nPCR positiv bewertet wurden. Als Griinde fur die unterschiedlichen
Ergebnisse kdonnen Stamm- und Virulenzunterschiede vermutet werden
(MOORKAMP et al., 2010).

2.7.1.3. In-situ Hybridisierung

Zur in-situ Hybridisierung werden in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte verwendet
(KWON und CHAE, 1999, KWON et al., 2002). Diese werden mit fluoreszierenden
DNA Sonden markiert, welche spezifisch an die ribosomale RNA binden, und mittels
Fluoreszenzmikroskop oder Durchflusszytometrie ausgewertet werden kdnnen
(KRUGER und SEIDLER, 2007). Durch die in-situ Hybridisierung ist es moglich die
exakte Lokalisation der Mykoplasmen am Zielgewebe zu bestimmen
(KWON und CHAE, 1999, KWON et al., 2002).

2.7.1.4.PCR

Gegenuber anderen diagnostischen Verfahren hat die PCR den grof3en Vorteil, dass
sie anspruchsvolle Bakterien wie Mycoplasma hyopneumoniae sehr gut erfassen
kann (KURTH et al., 2002). Die PCR verwendet Oligonucleotidprimer auf Basis von
DNA-DNA Hybridisierungen. Zusatzlich stehen RNA-RNA Hybridisierungen mit
spezifischen Gensonden zu Verfigung. Die Vorteile der PCR sind, dass sie sehr
schnell, sensitiv, spezifisch, immunstatusunabhangig und automatisierbar ist und
auBRerdem an Probenmaterial von lebenden und toten Tieren durchgefiihrt werden
kann. Nachteile sind ihre hohe Kostenintensivitdt und Stéranfalligkeit. Inaktive
Erreger werden ebenfalls mit vervielfaltigt, was die Interpretation der Ergebnisse
meist erschwert (CALSAMIGLIA et al., 2000, KRUGER und SEIDLER, 2007). Es
wurden PCR Systeme, die mit einem und zwei Primern arbeiten, entwickelt (KURTH
et al., 2002). Um die Sensitivitdt der PCR zu erhoéhen, werden bei der nPCR zwei
Primer nacheinander verwendet. Dies ermoglicht den Nachweis geringer Mengen
Mycoplasma hyopneumoniae DNA anteilig an der Gesamtmenge der vorhanden
DNA (THACKER, 2012). Bei der nPCR finden, im Gegensatz zu PCR-Testsystemen,
die nur mit einem Primerset arbeiten, weniger Kreuzreaktionen mit anderen
Mykoplasmenspezies statt (CALSAMIGLIA et al.,, 1999). Geeignetes Material zum
Durchfiihren einer nPCR auf Mycoplasma hyopneumoniae stellen neben
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Lungenproben und BAL-FlUssigkeit auch Nasentupfer dar, wie
CALSAMIGLIA et al. (1999) in Feldstudien und Infektionsversuchen nachweisen
konnten (CALSAMIGLIA et al, 1999, CALSAMIGLIA et al., 2000).
STAERK et al. (1997) konnten mittels PCR Mycoplasma hyopneumoniae DNA aus
Luftproben von positiven Betrieben isolieren.

Auf Feldebene verglichen FABLET et al. (2010) Nasentupfer, Rachenabstrich,
Trachealabstrich und BAL und kamen zu dem Ergebnis, dass die sensitivste
Nachweismethode, um Mycoplasma hyopneumoniae in nattrlich infizierten Tieren
nachzuweisen, Trachealabstrich und BAL sind. Zwischen beiden Methoden lie3 sich
kein signifikanter Unterschied feststellen. Die nPCR aus Trachealtupfern ist 3,5 x
sensitiver als die der Nasentupfer, welcher sich als die am schlechtesten geeignete
Entnahmemethode zum Nachweis herausstellte (FABLET et al., 2010).
KURTH et al. (2002) fanden heraus, dass BAL-Flussigkeit und tracheobronchiale
Tupfer gute Indikatoren flr eine gelungene positive experimentelle Infektion mit
Mycoplasma hyopneumoniae sind. Liefern Nasentupfer und Lungenproben in der
NnPCR positive Ergebnisse, ist eine tatsachlich erfolgte Infektion nicht sicher. Die
nPCR ist hoch sensitiv und spezifisch, wobei eine hohe Sensitivitat bei der
geeigneten Wahl des Probenmaterials nicht unbedingt notwendig ist
(KURTH et al., 2002). MOORKAMP et al. (2010) fanden bei Ferkeln einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Nachweis von Mycoplasma
hyopneumoniae mittels nPCR aus BAL-FlUssigkeit und den fir Mycoplasma
hyopneumoniae typischen pathomorphologischen Lungenveranderungen.
NATHUES et al. (2012b) stellten in einer Feldstudie einen positiven Zusammenhang
zwischen dem Hustenindex, den Mycoplasma hyopneumoniae Antikdrpern aus
Blutproben und der mit Hilfe der PCR detektierten Mycoplasma hyopneumoniae DNA
aus der BAL-Flussigkeit fest.

2.7.2. Indirekter Erregernachweis

Der Mycoplasma hyopneumoniae Status einer Herde wird am haufigsten durch eine
serologische Untersuchung dberpruft (THACKER, 2012). Als Probenmaterial sind
neben Serum- auch Kolostrumproben geeignet (SELBITZ, 2010), die in hoher Anzahl
gleichzeitig durch voll automatisierbare ELISA Systeme bearbeitet werden kénnen
(CALSAMIGLIA et al., 1999). Fur die Routinediagnostik werden drei verschiedene
ELISAs eingesetzt: die beiden indirekten, der Tween-20 ELISA und der HerdChek®

Mycoplasma hyopneumoniae ELISA (Idexx Laboratories, Westbrook, Maine) und der
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blocking ELISA von DAKO® (DAKO Corporation, Carpenteria, California)
(SIBILA et al., 2009). Alle drei, in einer Studie von ERLANDSON (2005) getesteten
Systeme, verfugen uber eine sehr gute Spezifitat und konnten somit richtig negative
Proben erkennen. Die Sensitivitat war bei Proben von experimentell infizierten Tieren
um einiges niedriger und lag beim Tween-20 ELISA bei 35 % und beim HerdChek®
ELISA bei 63 % (ERLANDSON, 2005). Mit dem DAKO® ELISA konnten am
zuverlassigsten mit Mycoplasma hyopneumoniae infizierte Schweine detektiert
werden (THACKER, 2012). Ursachen fur positive ELISA Ergebnisse konnen neben
naturlichen Infektionen auch Impf- oder maternal Ubertragbare Antikorper sein
(GROSSE BEILAGE et al., 2005), wobei die maternalen Antikdrper bis zu einem
Zeitpunkt von 1-2 Monaten nach der Geburt nachweisbar sind (YAGIHASHI et al.,
1993). Die Serokonversion naturlich infizierter Schweine findet vor allem im Alter von
vier Monaten statt (YAGIHASHI et al., 1993).

Die Interpretation der ELISA Ergebnisse wird dadurch verkompliziert, dass mittels
ELISA keine Differenzierung zwischen maternalen Antikorpern und Impfantikérpern
maoglich ist (KOBISCH, 2000).

In Infektionsversuchen konnte gezeigt werden, dass mit indirekten ELISA Systemen
erst 21 Tage p.i. Antikdrper gegen Mycoplasma hyopneumoniae detektiert werden
kénnen. Der Tween-20 ELISA erkannte am 21. Tag p.i. 48 % der infizierten Tiere, der
HerdChek® ELISA 61 % der infizierten Schweine (STRAIT und THACKER, 2006). Mit
dem blocking ELISA konnten bei experimentell infizierten Tieren bereits 8 Tage p.i.
die ersten Antikbrper nachgewiesen werden, am Tag 46 waren alle Tiere
serokonvertiert (SORENSEN et al.,, 1997). Beim Vergleich von indirektem und
blocking ELISA liel3 sich feststellen, dass die Sensitivitat des blocking ELISA vor
allem in der friihen Infektionsphase héher ist (AMERI-MAHABADI et al., 2005).

In einem experimentellen Versuch von FANO et al. (2012) wurde der indirekte
Tween-20 ELISA mit dem blocking DAKO® ELISA verglichen. Sowohl der blocking,
als auch der indirekte ELISA waren zu 100% sensitiv bei der Entdeckung von
Mycoplasma hyopneumoniae Antikorpern bei infizierten Schweinen. Der blocking
ELISA war sensitiver wahrend der akuten Phase der Infektion (FANO et al., 2012).

2.7.3. Vakzination
Kommerzielle Impfstoffe, die aus inaktivierten ganzzelligen Bakterien bestehen, sind
weltweit verbreitet. In vielen Landern findet in Gber 70 % der Betriebe eine

Vakzination gegen Mycoplasma hyopneumoniae statt. Durch diese ist eine Senkung
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der Mortalitdt zu erreichen und es ergeben sich Verbesserungen beziglich der
taglichen Gewichtszunahme (2-8 %) und der Futterverwertung (2-5 %). Zusatzlich
konnte beobachtet werden, dass die Mastdauer herabgesetzt werden konnte, die
Tiere weniger klinische Symptomatik zeigten, Lungenlasionen verringert und die
Behandlungskosten reduziert werden konnten (MAES et al., 1998, MAES et al.,
1999). Obwohl es durch Vakzination nicht zu einem vollstandigen Schutz gegen die
klinischen Symptome einer Pneumonie kommt und eine Impfung nicht vor der
Besiedlung des respiratorischen Trakts schitzt (THACKER, 1998), konnten einige
Studien zeigen, dass die derzeit verwendeten Impfstoffe die Anzahl der Bakterien im
Atmungstrakt verringern (MEYNS et al., 2006) und es durch eine verringerte
Ausscheidung zu einem Rickgang der Infektion auf Herdenebene kommt (SIBILA et
al., 2007). Der maximale positive Effekt der Impfung erfolgt erst Monate nach der
Vakzination (HAESEBROUCK et al., 2004). Im Infektionsversuch konnte
veranschaulicht werden, dass, obwohl ein handelsiblicher Mycoplasma
hyopneumoniae Impfstoff die klinischen Symptome und Lungenbefunde signifikant
reduzierte, nur eine geringe nicht signifikante Reduktion der Ubertragung von
Mycoplasma hyopneumoniae erreicht wurde. Daraus wurde geschlussfolgert, dass
es mit den derzeitig verfigbaren Impfstoffen nicht mdglich ist eine Elimination des
Erregers  innerhalb  der infizierten = Schweinebestdnde zu  erreichen
(MEYNS et al., 2006).

Sowohl one-shot als auch two-shot Vakzine werden zurzeit zur Vakzination von
Ferkeln eingesetzt. Welche der beiden Impfstrategien angewendet wird, hangt von
zahlreichen Faktoren, wie dem Gesundheitsstatus des Betriebes, dem Zeitpunkt der
klinischen Manifestation der Erkrankung, dem maternalen Antikdrpertiter und dem
PRRSV Status der Herde ab (THACKER, 2012). Vor allem in den letzten Jahren
wurden vermehrt one-shot Vakzine eingesetzt, da diese einen geringeren
Arbeitsaufwand mit sich bringen und besser ins Management des Betriebes integriert
werden kdnnen (BACCARO et al., 2006). Den Effekt der Sauenimmunisierung gegen
Mycoplasma hyopneumoniae auf die Ferkel untersuchten SIBILA et al. (2008) und
konnten feststellen, dass Ferkel von geimpften Sauen signifikant geringere
Lungenlasionen aufwiesen als Ferkel von nicht geimpften Sauen. Die Impfung hatte
keinen Einfluss auf die Kolonisierung des Atmungstrakts von Ferkeln oder Sauen, es
konnte aber eine erhdhte Anzahl seropositiver Sauen und Ferkel zum Zeitpunkt des
Saugens beobachtet werden (SIBILA et al., 2008). In einer anderen Studie konnten

MARTELLI et al. (2006) zeigen, dass unabhangig vom serologischen Status der Sau,
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eine frihe Impfung der Ferkel gegen Mycoplasma hyopneumoniae einen positiven
Einfluss auf deren AntikOrperantwort ausubt und somit einen wichtigen Teil zur
Bekampfung einer Mycoplasma hyopneumoniae Infektion beitragen kann.

Um eine Alternative zur intramuskuléaren (i.m.) Injektion von Impfstoffen zu finden,
untersuchten TASSIS et al. (2012) die Effizienz einer intradermalen one-shot Vakzine
und konnten feststellen, dass in der Endmast 10,4 % weniger Mycoplasma
hyopneumoniae bedingte Kklinische Symptome wie Husten beim intradermalen
Impfstoff gesehen werden konnten als bei der Kontrollgruppe. Beim intramuskular
verabreichten Impfstoff waren es 6 % weniger Symptome. Im Gegensatz zur
intramuskularen Injektion zeigte die intradermale Injektion einen signifikant positiven
Effekt auf Morbiditat und Lungenlasionen (TASSIS et al., 2012).

LI et al. (2012) testeten die Schutzwirkung einer intranasalen Vakzine zur Pravention
vor der Ubertragung und Verbreitung von Mycoplasma hyopneumoniae, welche
positive Ergebnisse lieferte. Hierfiir wurden Schweine intranasal mit dem attenuierten
M. hyo Stamm 168 und adjuvanter bakterieller DNA immunisiert. Bei intranasaler
Applikation wurde neben der lokalen zellularen Immunantwort auch eine humorale
Immunantwort ausgelést (LI et al., 2012).

Neben Fehlapplikation des Impfstoffes und falscher Lagerung der Vakzine
(THACKER, 2012) kann eine Ascaris suum Infektion die Wirkung eines Mycoplasma
hyopneumoniae Impfstoffes herabsetzen (STEENHARD et al., 2009). Auch durch
eine PRRSV Infektion zum Zeitpunkt der Mycoplasma hyopneumoniae Vakzination
kann die Effektivitdit des Mycoplasma hyopneumoniae Impfstoffes reduziert werden
(THACKER et al., 2000).

2.7.4. Therapie mit Antibiotika

Eine Erkrankung mit Mycoplasma hyopneumoniae kann durch den Einsatz von
Antibiotika kontrolliert werden. Eine Erregerelimination erfolgt allerdings nicht.
Therapeutisch sind Antibiotika wie Penicillin, Ampicillin, Amoxicillin  und
Cephalosporin, die mit der Zellwand von Erregern interagieren, gegen die
zellwandlosen Mycoplasmen wirkungslos (THACKER, 2012). In einer Studie von
CIPRIAN et al. (2012) konnten bei experimentell mit Mycoplasma hyopneumoniae
infizierten Schweinen durch eine Futtermedikation mit Florfenicol bessere
Tageszunahmen und geringere Lungenlasionen, als bei einer unbehandelten
Kontrollgruppe, beobachtet werden. Ahnliche Ergebnisse konnten

VICCA et al. (2005) in einem Infektionsversuch erzielen, in welchem Mastschweine
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mittels Futtermedikation mit Tylosin behandelt wurden. Schweine, die experimentell
mit Mycoplasma hyopneumoniae infiziert und einmalig i.m. mit Tulathromycin oder
dreimalig mit Enrofloxacin i.m. behandelt wurden, zeigten weniger Lungenlasionen,
weniger Husten und bessere Tageszunahmen als Tiere der Kontrollgruppe. Im
Vergleich zu mit Enrofloxacin behandelten Tieren gab es bei mit Tulathromycin
behandelten Tieren keine signifikanten Unterschiede beim Lungengewicht und den
Tageszunahmen. Der Hustenindex hingegen war bei mit Tulathromycin behandelten
Tieren hoéher und die Lungenlasionen waren deutlicher ausgepragt
(MCKELVIE et al., 2005). Eine intramuskulare Behandlung mit Marbofloxacin in
therapeutischer Dosis fuhrte im Infektionsversuch zu geringeren Lungenlasionen, die
klinischen Zeichen reduzierten sich nicht signifikant (LE CARROU et al., 2006). Auch
im Feldversuch konnte die Effektivitat einer einmaligen Injektionsdosis Tulathromycin
nachgewiesen werden. Der Therapieerfolg war bei mit Tulathromycin behandelten
Tieren mit 71,1 % hoher als bei mit Ceftiofur behandelten Tieren
(NUTSCH et al., 2005). Auch Tiamulin reduziert den Schweregrad einer
experimentellen  und  natdrlich  erworbenen Mycoplasmen Pneumonie
(HANNAN et al., 1982). NANJIANI et al. (2005) bestatigten die Wirksamkeit von
Tulathromycin, Florfenicol und Tiamulin zur Behandlung einer enzootischen
Pneumonie. Bei Feldversuchen ist eine Infektion mit mehreren pathogenen Erregern
wahrscheinlich, weshalb die Interpretation des Therapieerfolges mit Antibiotika
erschwert ist. Bei einer Infektion mit Sekundarerregern werden haufig mehrere
antibiotische Wirkstoffe zusammen eingesetzt (THACKER, 2012).

Zur Untersuchung der Resistenzlage von Antibiotika gegen Mycoplasma
hyopneumoniae wurden in einer Studie von VICCA et al. (2004) in Vitro 21
Feldisolate auf Resistenzen gegenuber verschiedenen Antibiotika getestet. Ein Isolat
zeigte eine erworbene Resistenz gegen Lincomycin, Tilmicosin und Tylosin, funf
Isolate waren resistent gegen Flumequin und Enrofloxacin. Bis zu diesem Zeitpunkt
war eine erworbene Resistenz gegen diese Antibiotika bei Mycoplasma
hyopneumoniae Feldisolaten unbekannt (VICCA et al., 2004). In den 5 Isolaten, die
gegen Flumequin und Enrofloxacin resistent waren, konnte eine Punktmutation im
parC Gen gefunden werden, was zu einem Aminoséurenaustausch von Tyrosin zu
Serin fuhrt. Damit konnte der erste Mechanismus nachgewiesen werden, der eine

stufenweise Resistenz gegen Fluoroquinolone verursacht (VICCA et al., 2007).
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2.7.5. Erregereliminierung

Zur effektiven Vorbeugung und Kontrolle einer Mycoplasmen induzierten Pneumonie
mussen optimale Haltungsbedingungen fiir die Schweine geschaffen werden. Hierzu
gehoéren angemessene Luftqualitat, Liftung, Temperatur und ausreichend Platz far
jedes Schwein (THACKER, 2012). Die Verbesserung des Managements sollte der
erste Schritt sein, um eine Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae  zu
kontrollieren (MAES et al, 2008). Neben Haltungsbedingungen und
Managementfaktoren bestimmen die verschiedenen Mycoplasma hyopneumoniae
Stamme das Infektionsmuster und den klinischen Verlauf der Infektion
(VICCA et al., 2002). Wahrend haufiger Zukauf von Schweinen ein bedeutender
Risikofaktor fiir das Auftreten von Pneumonien zu sein scheint (MEYNS et al., 2011),
reduziert eine geringere Besatzdichte das Auftreten respiratorischer Erkrankungen
(POINTON et al., 1985). Das Mischen verschiedener Tiergruppen bedeutet Stress
und es kommt zu Rangordnungskdmpfen. Aus diesem Grund sind Rein-Raus
Systeme, bei denen Tiere in Gruppen umgestallt werden, Systemen mit
Neugruppierungen vorzuziehen (CLARK et al., 1991). Werden MalRnahmen gemaR
standardisierter Hygieneprotokolle durchgefiihrt, kommt es nicht zu einer
Erregerubertragung von mit Mycoplasma hyopneumoniae infizierten Schweinen auf
naive  Schweine, die regelmdRBig in  Kontakt miteinander  stehen
(BATISTA et al., 2004). Konnen durch Medikation und Vakzination andere
respiratorische Erkrankungen wie PRRSV, PCV2 und Parasitenbefall vermieden
werden, reduziert dies Lungenschaden und die Wahrscheinlichkeit einer
Mycoplasmen induzierten Pneumonie (MAES et al.,, 2008). Durch Rein-Raus
Systeme (AIAO) und die dadurch entstandenen Vorteile der Reinigung und
Desinfektion kann der Zyklus der Pathogenibertragung von alteren auf jingere Tiere
unterbrochen werden.

In der Schweiz wurde ein Total- und Teilsanierungsprogramm eingefuhrt, welches
unter dem Namen ,the Swiss System® bekannt war und der Eradikation von
infektiosen Erkrankungen dient. Das Totalsanierungsprogramm schlief3t die
komplette Leerung eines Stalles ein, indem die darin gehaltenen Tiere verkauft oder
gemerzt werden. Das Teilsanierungsprogramm, welches sich vor allem fir kleine
Betriebe eignet, besteht aus einem zehnmonatigen jungsauen- und ferkelfreien
Intervall und einer Futtermedikation, die aus einer 10-14 tadgigen Gabe von Tiamulin
oder einer Kombination aus Chlortetrazyklinen und Sulfadimidin  besteht
(ZIMMERMANN, 1989). Eine andere Methode, die hauptsachlich in den USA
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angewandt wurde, um Mycoplasma hyopneumoniae freie Schweine zu erzeugen, ist
das ,medicated early weaning“ (MEW), bei der durch eine intensive antibiotische
Behandlung eine Infektionskettenunterbrechung angestrebt wurde. Die Sauen
wurden vom Ende der Trachtigkeit bis kurz nach der Geburt antibiotisch behandelt.
Die Ferkel wurden mit 5 Tagen frih abgesetzt und erhielten bis zum 10. Tag nach
dem Absetzen Antibiotika (HARRIS und ALEXANDER, 1999).

Betriebe, die von 1996 bis 1999 in der Schweiz an einem Eradikationsprogramm
teilgenommen hatten, wurden im Jahr 2000 getestet, um den Mycoplasma
hyopneumoniae Status der Tiere zu erheben und gegebenenfalls eine Reinfektion
festzustellen. Von 3983 Betrieben waren 107 wieder positiv. Die Inzidenz betrug fur
Mycoplasma hyopneumoniae 2,6 %. Verglichen mit den Reinfektionsraten vor dem
Eradikationsprogramm ist dies eine Reduktion. Statistisch signifikante Risikofaktoren
zur Reinfektion waren unter anderem infizierte Nachbarbetriebe und Parkplatze fur
Schweinetransporter in der Nahe des Betriebs. Solange es in der Schweiz Regionen
mit infizierten und infektionsfreien Betrieben gab, stellten Schlachttransporter eine
grol3e Infektionsquelle dar. Deshalb musste sowohl die Routenplanung als auch die
Reinigung und Desinfektion der Transporter verbessert werden (HEGE et al., 2002).
Im Jahre 2005 betrug die Inzidenz einer EP in der Schweiz weniger als 1 %. Durch
Transportbeschrénkungen soll einem Eintrag von Atemwegserregern in die Schweiz
vorgebeugt werden (STAERK et al., 2007). HEINONEN et al. (2011) zeigten, dass
eine Eradikation auch ohne Depopulation mdglich ist. Mycoplasma hyopneumoniae
freie Laufer, die mit einer one-shot Mycoplasma hyopneumoniae Vakzine geimpft
worden waren, wurden zur Mast in eine Mycoplasma hyopneumoniae infizierte Herde
gestallt, welche zu diesem Zeitpunkt antibiotisch behandelt wurde. Ein positives
Ergebnis war trotz Medikation und Vakzination nur durch ein strikt eingehaltenes
Rein-Raus Verfahren und getrennte Liftungs- und Gullesysteme mdglich
(HEINONEN et al., 2011). Als aerogen Ubertragbare Erreger kénnen sich PRRSV
und Mycoplasma hyopneumoniae Uber weite Strecken verbreiten. Deshalb testeten
DEE et al. (2010) Filtersysteme, welche die Einschleppung verhindern sollten. Die

aerogene Ubertragung konnte dadurch unterbunden werden (DEE et al., 2010).
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchsbetrieb

Der Betrieb mit 1350 Zuchtsauen und 2200 Mastplatzen gilt seit einer
Bestandsanierung im Jahr 2008 als Mycoplasma hyopneumoniae unverdéachtig. Dies
wurde serologisch und anhand makroskopischer Beurteilungen der Schlachtlungen
vor Versuchsbeginn Uberpruft und bestétigt. Zwei Wochen vor Versuchsbeginn
wurden im Betrieb 120 Blutproben von 7 Tage alten Ferkeln, Aufzuchtschweinen und
Mastschweinen mit dem IDEXX ELISA (Herd Chek® M.hyo, IDEXX Laboratories,
Westbrook, Maine, USA) auf Mycoplasma hyopneumoniae untersucht. Die S/P-
Werte aller untersuchten Proben lagen unter dem Cut-off Wert von 0,4. Zusatzlich
konnten anhand der Schlachtlungen keine Hinweise auf Mycoplasma
hyopneumoniae oder andere Atemwegserreger festgestellt werden.

Die zugekauften Jungsauen entstammten einer PIC-25 Genetik, in welche
abwechselnd deutsches Edelschwein und deutsche Landrasse eingekreuzt wurden.
In diesem Betrieb wurden die Muttersauen 7 Tage post partum (p.p.) gegen
Parvovirose und Rotlauf (Parvoruvac®, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland)
geimpft. Die Impfungen gegen Escherichia coli und Clostridien wurden 3 und 6
Wochen ante partum (a.p.) durchgefihrt (Coliporc Plus, IDT Biologika GmbH,
Dessau-Rosslau; Clostriporc A, IDT Biologika GmbH). Die Ferkel wurden in der
dritten Lebenswoche gegen PCV2 geimpft (Ingelvac CircoFLEX®, Boehringer
Ingelheim, Ingelheim).

Die einzelnen Abferkelboxen verfiugten Gber Kastenstand und Ferkelnest, sowie eine
FuRbodenheizung. Das Flatdeck verfligte Gber Buchten, die fur 10-25 Tiere geeignet
waren, und der Mastbereich tber Buchten fiir 20 Tiere. Uber Breiautomaten wurde
im Mastbereich ein Fertigfutter von Deuka (Deuka, Dusseldorf), welches ad libitum
angeboten wurde, gefittert. Die Wasserversorgung erfolgte tber Nippeltrdnken. Die
Belegung von Abferkelbuchten, Flatdeck und Mastbereich erfolgte abteilweise rein-
raus im 1-Wochen-Rhythmus. Die Ferkel wurden mit 25 Tagen abgesetzt und spéater
mit 35-40 Kilogramm und einem Alter von 9-10 Wochen in die Mast eingestallt. Die
Eisengabe, das Einziehen der Ohrmarken und die Kastration fanden gemeinsam am
3. bis 4. Lebenstag statt, das Schleifen der Eckzahne erfolgte am 2. Lebenstag. Als
Eisenpraparat verwendete der Betriebsleiter 1 ml Ursoferran 200 i.m. (Ursoferran
200 mg/ml, Medistar Arzneimittelvertriecb GmbH, Ascheberg). Zur postoperativen

Schmerzlinderung nach der Kastration wurde in diesem Betrieb gemall QS-
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Programm, 20 Minuten vor Beginn der Kastration, 0,4 ml pro 5 kg KGW Meloxicam
(Metacam® 5mg/ml Injektionslésung fiir Rinder und Schweine, Boehringer Ingelheim,

Ingelheim) i.m. appliziert.

3.2. Versuchstiere

Fur den Versuch wurden 60 gleich alte klinisch gesunde Ferkel ausgewahlt, die am
Tag des Studieneinschlusses (7. Lebenstag) mindestens 2 kg wogen. Um
Geschlechterunterschiede auszuschlieRen wurden ausschlie3lich mannliche Ferkel
eingeschlossen. Ausschlusskriterien waren ein zu geringes Gewicht und physische
Abnormitaten. Die Ferkel wurden nach Gewicht randomisiert in 3 Gruppen a 20 Tiere
aufgeteilt und durch individuelle Ohrmarken gekennzeichnet. Die Gruppen A und C
wurden nicht gegen Mycoplasma hyopneumoniae geimpft. Die Ferkel der Gruppe B
wurden am 7. und 21. Lebenstag mit Stellamune Mycoplasma® vakziniert und am
137. Lebenstag, wie auch die ungeimpfte Gruppe C, mit den Stamm M. hyo 232
infiziert. Der Gruppe A, als ungeimpfte Gruppe, wurde am 137. Lebenstag ein

Placebo Medium appliziert (Tabelle 1).

Tabelle 1: Gruppeneinteilung

Infektion mit Stamm

Gruppe n (Einschluss) n (Versuch) Bezeichnung Impfung M. hyo M. hyo 232
A 20 8 Negativkontrolle
B 20 8 Impfgruppe X X
C 20 8 Positivkontrolle - X

Die Tiere wuchsen zunachst im Betrieb auf. Dort wurden sie am 26., 75. und 118.
Lebenstag gewogen und es wurden Blutproben entnommen, um den Mycoplasma
hyopneumoniae Status zu uUberprifen. Am 75. Lebenstag wurde bei 6 von 20 Tieren
der jeweiligen Gruppen ein Trachealabstrich genommen. Am 130. Lebenstag erfolgte
der Transport von 24 Tieren (8 Tiere pro Gruppe) in den Kontumazstall an die
Vetmeduni Vienna. Hierfir wurde ein Transporter mit Luftfiltersystem verwendet
(Fa. Berdex, Niederlande). Durch ein Uberdrucksystem wurde die Zuluft durch einen
Filter in eine mit UV-Bestrahlung ausgestattete Kammer, in der Erreger abgetotet
wurden, gepumpt und gelangte anschlie3end in das Transportabteil. Bei Ankunft in
den Infektionsstall wurde von allen 24 Tieren ein Nasentupfer entnommen. Nach
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einer einwéchigen Eingewdhnungszeit wurden die Tiere der Gruppen B und C mit
dem Stamm M. hyo 232 infiziert. Die Tiere der Gruppe A erhielten ein Placebo. In
wochentlichen Abstanden wurden die Tiere gewogen und es wurden im Anschluss
Blutproben entnommen. Am 165. Lebenstag wurden 3 von 8 Tieren jeder Gruppe
seziert. Zwei Wochen spater wurden alle verbleibenden Tiere euthanasiert und
seziert (Abbildung 1). Ein Tier der Gruppe A verstarb am 137. Lebenstag infolge

narkosebedingter Komplikationen.
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Abbildung 1: Studienverlauf

3.3. Trachealabstrich

Am 75. Lebenstag wurde im Betrieb von jeweils 6 zufallig ausgewahlten Schweinen
der 3 Versuchsgruppen je ein Trachealabstrich genommen. Dazu wurden die
Schweine mittels Oberkieferschlinge fixiert, wobei darauf zu achten war, dass das
jeweilige Schwein zusatzlich zwischen den Unterschenkeln der Hilfsperson auf Hohe
der Flanken fixiert wurde und sein Kopf nach kaudodorsal Uberstreckt wurde.
Anschlieend wurde ein Maulkeil zwischen Ober- und Unterkiefer hinter die
Eckzahne des Schweins geklemmt. Es wurde ein steriler Absaugkatheter mit 60 cm
Lange (Braun AG, Melsungen) zwischen hartem Gaumen und Oberkieferschlinge
Richtung Epiglottis vorgeschoben. Beim Einatmen des Tieres wurde der
Absaugkatheter Uber die Epiglottis und zwischen den Stimmritzen hindurch so weit
wie moglich in die Trachea vorgeschoben. Spontan ausgeltster Husten wurde als
positives Zeichen fir den richtigen Sitz des Absaugkatheters gewertet. Daraufhin
konnte der Absaugkatheter aus der Trachea gezogen werden. Anschlie3end wurden
die unteren 4-5 cm des Katheters mit einer Schere abgeschnitten und in ein steriles
Probenréhrchen mit 1 ml PBS Medium verbracht. Die Rohrchen wurden gekuhlt zur

IVD GmbH (Hannover, Deutschland) versandt und es wurde jeweils eine multiplex-



Material und Methoden 24

PCR zum Nachweis von Mycoplasma hyopneumoniae, PRRSV, APP und SIV
durchgefuhrt.

3.4. Nasentupfer

Am 130. Lebenstag wurde bei der Einstallung der 24 fir den Infektionsversuch
ausgewahlten Tiere in den Infektionsstall jeweils ein Nasentupfer pro Tier
entnommen und mittels PCR auf Mycoplasma hyopneumoniae untersucht. Zur
Entnahme wurden die Schweine von einer Hilfsperson in der Oberkieferschlinge
fixiert. Mit einem Trockentupfer wurde nacheinander in die beiden medialen
Nasengénge des Schweins eingegangen. Alle Trockentupfer wurden gekuhlt zur IVD

GmbH schickt und mittels PCR auf Mycoplasma hyopneumoniae untersucht.

3.5. Blutprobenentnahme

Es fanden insgesamt 11 Blutenthahmen statt (Abbildung 1). Am 26. Lebenstag
erfolgte die Entnahme aus der rechten Vena cava cranialis, spatere aus der rechten
Vena jugularis externa. Fur die Blutprobenentnahme wurden individuell beschriftete
Serummonovetten (Primavette® V Serum, 10ml, KABE Labortechnik GmbH,
Nimbrecht) und sterile Einmalkantiilen (Sterican®, Braun AG, Melsungen) verwendet.
Die GroRe der Einmalkanile wurde an die Gro3e des Tieres angepasst. Das Vollblut
wurde im Labor der Klinik fur Schweine (Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen,
OberschleiBheim) fur 10 min bei 3000 U/min zentrifugiert (Rotanta 460R, Hettlich
Zentrifugen, Tuttlingen). AnschlieRend wurde das Serum in 1,5 ml-Reaktionsgefalie
(1,5 ml safe-lock Tubes®, Eppendorf) abpipettiert und bis zur endgiltigen Analyse bei
-20°C gelagert.

3.6. Vakzine und Vakzination

Zur Vakzination wurde Stellamune Mycoplasma®, ein inaktivierter Impfstoff der Firma
Elanco Animal Health (Bad Homburg), verwendet. Von dieser two-shot Vakzine
wurde jedem Tier der Gruppe B am 7. und 21. Lebenstag eine Impfdosis von 2 ml
verabreicht. Die Injektion fand kaudal des Ohrgrunds am Ubergang von unbehaarter
zu behaarter Haut auf der rechten Tierseite in horizontaler Stichrichtung in die
Nackenmuskulatur statt. Eine Impfdosis enthédlt als wirksamen Bestandteil
mindestens 6000 RU (relative ELISA-Units) inaktiviertes Mycoplasma
hyopneumoniae Antigen. Als Adjuvans wurden 0,075 ml Drakeol 5 und 0,025 ml

Amphigenbase als Konservierungsmittel maximal 0,21 mg Thiomersal verwendet.
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3.7. Infektionsstall

Der Infektionsversuch wurde im Kontumazstall der Klinik fir Schweine der Vetmeduni
Vienna durchgefuhrt. Der Stall bestand aus zwei Hauptabteilen, die durch einen 2 m
breiten Gang komplett voneinander getrennt waren. Jedes der zwei Hauptabteile war
in einen Sektionsraum und zwei Stallungen unterteilt, die durch Filter- und
Drucksysteme luftdicht voneinander abgetrennt waren. Das Betreten und Verlassen
des Stalles war nur durch eine Hygieneschleuse mit Zwangsdusche moglich. Jeder
Stall verfugte uber einen planen Betonboden, zwei Nippeltrdnken und einen
Futterungsautomaten. Es gab in allen Stallen jeweils separate Abflisse fur Kot und
Urin. Die Gullle wurde in einem gemeinsamen Sammeltank gesammelt und
regelméanig abgepumpt. Gruppe A wurde in Stall 1, Gruppe B in Stall 3 und Gruppe C
in Stall 4 aufgestallt. Gruppe A und C standen in den beiden gré3eren Abteilen. Die
Grundflache des Stallabteils 3 betrug 7,5 m?. Auf Grund dieser GroRe ist laut
Tierversuchsverordnung in Osterreich bei Tieren unter 100 kg eine maximale
Tieranzahl von 7 Tieren erlaubt. Deshalb wurde von Gruppe B ein Tier in Stall 4 zu
Gruppe C gestallt. Bei den Stallungen 1 und 4, die eine Flache von 11,5 m?
aufwiesen, ist bei Tieren unter 100 kg eine maximale Tieranzahl von 11 Tieren
erlaubt. Ab einem Gewicht von 100-150 kg reduzierte sich die erlaubte Tieranzahl in
Stall 3 von 7 auf 5 Tiere und in den Stallungen 1 und 4 von 11 auf 7 Tiere
(Abbildung 2). Die vorgegebenen Platzangaben sind der Grund fur die Aufteilung in
einen ersten und zweiten Sektionstermin.

In allen Stallabteilen wurde zur Gewahrleistung eines einheitlichen Stallklimas die

Temperatur und der Ammoniakgehalt der Luft gemessen.
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Abbildung 2: Aufbau des Kontumazstalls

3.8. Infektion

Am 137. Lebenstag wurden alle Schweine der Gruppen B und C mit je 10 ml
Friisfliissigmedium mit 10” KbE M. hyo 232 pro ml intratracheal infiziert. Gruppe A
erhielt entsprechend 10 ml eines Friisflissigmediums (FRIIS, 1975), welches als
Placebomedium verwendet wurde. Um die Infektion durchzufihren wurden alle
Schweine mit einer Kombination aus 10 mg/kg Ketamin (Narketan 10 %®, Vétoquinol
Paris, Frankreich) und 1,3 mg/kg Azaperon (Stresnil®, Janssen GmbH, Neuss)
sediert. Beide Medikamente wurden in getrennten Spritzen aufgezogen und mit einer
0,60 x 25 mm langen Einmalkaniile (Sterican®, Braun AG, Melsungen) in die
Ohrvene appliziert. Hierzu wurden die Schweine von einer Hilfsperson mit einer
Oberkieferschlinge fixiert. Nach Eintritt der Sedation wurden die Tiere in
Brustbauchlage gelagert. Oberkiefer und Zunge wurden mit je einer sterilen Gaze
fixiert. Mit einem sterilen Laryngoskop wurde durch Druck auf den Zungengrund die



Material und Methoden 27

Epiglottis geo6ffnet, damit ein Absaugkatheter mit 60 cm Lange (Braun AG,
Melsungen) soweit wie moglich in die Trachea eingefihrt werden konnte. Durch
diesen Katheter wurden 10 ml der Inokulumsflussigkeit in die Trachea appliziert,
anschlielend 60 ml Luft. Nach der Applikation wurde der Katheter schnellstmdglich
entfernt und der Kopf des Tieres hoch gelagert. Bis zum endgiltigen Wiedererlangen

des Bewusstseins wurden die Tiere durch einen Tierarzt tiberwacht.
3.9. Direkter Erregernachweis

3.9.1. Erregernachweis mittels bakteriologischer Untersuchung

Zur bakteriologischen Untersuchung wurde bei der Sektion von jedem Tier jeweils
der linke kraniale Lungenlappen am Ubergang von unverandertem zu verandertem
Lungengewebe entnommen und an das Institut fir Bakteriologie, Mykologie und
Hygiene der Vetmeduni Vienna versandt. Dort wurde vom Lungenlappen ein Stiick
Gewebe herausgeschnitten und die Oberflache abgeflammt. Mit einem sterilen
Skalpell wurde aus dieser abgeflammten Probe ein 1 cm® groRes Fragment
entnommen, in ein Gefal mit 10 ml Friis-Flussigmedium gegeben, welches
zugeschraubt und mit einem Parafim abgedichtet wurde (FRIIS, 1975).
AnschlieBend wurden die Proben bei 37° C fur 14 Tage inkubiert. Nach 4 Tagen
Bebrutung wurde 1 ml der Losung fur die PCR Analyse entnommen. Nach 14téagiger
Inkubation wurden 100 pl der Flissigkultur auf Friis-Agarplatten Gberimpft und diese
fur weitere 14 Tage bei 37°C und 8%iger CO,-Atmosphéare bebritet. Die Agarplatten
wurden taglich mittels Stereomikroskopie auf Koloniebildung untersucht. Die Probe
wurde als kulturell positiv bewertet, wenn unter dem Stereomikroskop eine fir
Mycoplasma hyopneumoniae typische Koloniemorphologie (KOBISCH und
TILLON, 1989) sichtbar war.

3.9.2. Erregernachweis mittels PCR

Neben der kulturellen Untersuchung wurde auch die PCR-Diagnostik zum Nachweis
von Mycoplasma hyopneumoniae am Institut fir Bakteriologie, Mykologie und
Hygiene der Vetmeduni Vienna durchgefiihrt. Hierfir wurde ein weiteres 1 cm?®
grolles Gewebestick dem Lungenlappen entnommen und der DNA-Extraktion
zugefuhrt. Des Weiteren wurde die Flussigkultur nach 4tagiger Anreicherung mittels
PCR auf Mycoplasma hyopneumoniae untersucht. Hierbei wurde 1 ml der
Flussigkultur entnommen, bei 14000 x g fur 10 min zentrifugiert und der Uberstand

verworfen. Die DNA-Extraktion aus gewonnenen Pellets sowie aus den



Material und Methoden 28

Gewebeproben erfolgte mit Hilfe des GenElute™ Mammalian Genomic DNA
Miniprep Kits (Sigma—Aldrich, Wien, Osterreich) nach Herstellerangaben.
Anschliel3end wurde eine nested PCR nach KURTH et al. (2002) zum spezifischen

und sensitiven Nachweis von Mycoplasma hyopneumoniae durchgefihrt.
3.10. Indirekter Erregernachweis

3.10.1. Hustenindex

Ab Beginn der Einstallung in den Kontumazstall am 130. Lebenstag wurden alle
24 Tiere taglich beobachtet, einer klinischen Allgemeinuntersuchung unterzogen und
die respiratorischen Symptome anhand eines Hustenindex erfasst. Zur Evaluierung
des Hustenindex wurden die Tiere der einzelnen Gruppen zu Beginn aufgetrieben
und anschliel3end Uber einen Zeitraum von zehn Minuten beobachtet, wobei die
Anzahl der Hustenstol3e jedes einzelnen Tieres individuell dokumentiert wurde. Jeder

einzelne Hustenstol3 eines Hustenanfalls wurde gezahlt.

3.10.2. Gewichtsentwicklung

Um die Gewichtszunahmen zu beurteilen, wurden die Tiere am 26., 75., 118., 130.,
137., 144., 150., 158., 165., 172. und 179. Lebenstag gewogen. Aus den erhobenen
Daten konnten fir jedes in die Studie eingeschlossene Schwein die
durchschnittlichen Tageszunahmen berechnet werden. Am 26. Lebenstag wurden
die Ferkel mit einer elektrischen Plateuwaage (Sohnle Professional 2755, Backnang)
gewogen. An allen anderen Wiegeterminen wurde eine elektrische Viehwaage der
Marke F. Star 125 (Meier-Brakenberg, Extertal) verwendet.

3.10.3. Serologie

Das Serum wurde gekiihlt an das Labor Synlab® (Leipzig) verschickt und dort mittels
ELISA auf Antikorper gegen Mycoplasma hyopneumoniae untersucht. Als Testkit
wurde der HerdChek M. hyo der Firma IDEXX (Herd Chek® M. hyo, IDEXX
Laboratories, Westbrook, Maine, USA) gewéahlt. Bei diesem indirekten ELISA wird
der in der Probe enthaltene Antikérper zu dem an die Platte gebundenen Antigen
gegeben und ein enzymmarkiertes anti-Speziesglobulinkonjugat hinzugefligt. Die
Farbung erfolgt durch ein hinzugegebenes Enzymsubstrat-Chromogenreagenz. Die
Starke der Farbreaktion (Extinktionsmessung/Messung der optischen Dichte) wurde
mit einem Sunrise ELISA-Reader Remote (Tecan, Crailsheim) bei einer Wellenlange
von 650 nm gemessen. Neben den OD-Werten wurden auch die S/P-Werte

angezeigt.
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S/P-Wert = Differenz der Extinktion von Probe und Negativkontrolle / Differenz der
Extinktion von Positiv- und Negativkontrolle.

Die S/P-Werte wurden zur Interpretation der Ergebnisse herangezogen. S/P-Werte
<30 % wurden als negativ, Werte zwischen 30-40 % als verdéachtig und Werte >40 %

als positiv bewertet.

3.10.4. Pathologie

Sowohl am 165. (3 Tiere/Gruppe) als auch am 179. (5 Tiere/Gruppe) Lebenstag
fanden die pathologischen Untersuchungen im Sektionsraum des Kontumazstalls
statt. Alle Schweine wurden mit einer Kombination aus 10 mg/kg Ketamin (Narketan®
10 %, Vétoquinol, Paris, Frankreich) und 1,3 mg/kg Azaperon (Stresnil®, Janssen
GmbH, Neuss) sediert. Beide Medikamente wurden in getrennten Spritzen
aufgezogen und mit einer 0,60 x 25 mm langen aufgesetzten Einmalkantle
(Sterican®, Braun AG, Melsungen) in die Ohrvene appliziert. Nach dem Eintritt der
Sedation wurden alle Tiere mit 1 ml/10 kg T61® (Intervet, Boxmeer, Niederlande)
intrakardial euthanasiert.

Zur weiteren Untersuchung der Lungen wurden Proben von jedem einzelnen der

sieben Lungenlappen nach folgendem Schema entnommen (Abbildung 3).

%

Abbildung 3: Schema der Lungenprobenentnahme

:]
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3.10.4.1. Makroskopische Veranderungen der Lunge

Die Lungen wurden von einem Pathologen des Department of Pathology and
Forensic Veterinary Medicine der Universitat Budapest beurteilt. Die makroskopisch
sichtbaren Veradnderungen jedes einzelnen Lungenlappens wurden in Prozent
angegeben (Abbildung 4). Die Ergebnisse in Prozent wurden fur die beiden
kranialen, mittleren und den accessorischen Lungenlappen mit 1 multipliziert, die der
beiden kaudalen Lungenlappen mit 2,5. Dadurch konnte der Anteil der Lungenlappen

an der Gesamtlunge besser erfasst werden (STRAW et al., 1986).

Abbildung 4: Lunge links mit 0 % Veranderungen und Lunge rechts mit 5 % Veranderungen im
rechten kranialen Lungenlappen und 60 % Veranderungen im rechten mittleren Lungenlappen

3.10.4.2. Mikroskopische Veranderungen der Lunge

Die Lungenproben wurden im Institut fur Pathologie und Gerichtliche
Veterinarmedizin der Vetmeduni Vienna aufbereitet. An den jeweiligen Sektionstagen
wurden die Lungenproben in 10 % neutral gepuffertem Formalin fixiert, 24 Stunden
spater entwassert und in Paraffin eingebettet. Daraufhin wurden 3 um dicke Schnitte
angefertigt, welche auf Objekttrager aufgezogen und mit Hamatoxilin und Eosin
gefarbt wurden.

Die histologische Beurteilung erfolgte am Department of Pathology and Forensic
Veterinary Medicine der Universitat Budapest mit einem Olympus CX21 Mikroskop
(Olympus, Japan). Beurteilt wurden peribronchiale, perivaskulare ,Cuff‘- Bildung,
Hyperplasie der Typ Il Pneumozyten, PMN Infiltration in die Alveoli, intralobulére
Infiltration von mononuklearen Zellen, Atelektase der Alveolen, BALT-Hyperplasie,
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Odeme, zellulares Exsudat in den Bronchiolen und die Proliferation des
Bronchialepithels. Folgender Score, angelehnt an einen histologischen Score von
HANNAN et al. (1982), wurde verwendet:

1 = sehr geringgradige Veranderungen
2 = geringgradige Veranderungen
3 = mittelgradige Veranderungen

4 = hochgradige Veranderungen

3.11. Genehmigung des Tierversuchs

This study was approved by the institutional ethics committee and the national
authority according to 88ff of Austrian Law for Animal Experiments,
Tierversuchsgesetz-TVG. Approval Number: BMWF-68.205/0117-11/3b/2012.

3.12. Statistik

Zur  Auswertung der  Ergebnisse  wurden alle Daten mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm  Microsoft® Excel 2010 Version 14 (Microsoft
Corporation, Redmond, USA) erfasst und zur statistischen Auswertung in SPSS®
Statistics 21 (IBM SPSS, Chicago, USA) Ubertragen. Ein Teil der Ergebnisse wurde
vom Statistischen Beratungslabor, Institut fur Statistik, Ludwig-Maximilians-
Universitat, Minchen mit dem Programm R Core Team (2012) , A language and
environment for statistical computing”, R Foundation for Statistical Computing,
Vienna ausgewertet.

Fur alle Parameter wurde das arithmetische Mittel, der Median, die
Standardabweichung, die Varianz und Maximum und Minimum berechnet. Zur
Auswahl des geeigneten statistischen Testverfahrens wurde der Kolmogorov-
Smirnov-Test angewandt. Wenn nicht anders beschrieben, galten p-Werte < 0,05 als
signifikant.

Die serologischen Messwerte der einzelnen Gruppen wurden mit dem Mann-
Whitney-U Test berechnet und der p-Wert nach bonferroni und Holm auf p < 0,016
korrigiert. Die zuldssige Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % wird hierbei durch die
Anzahl der durchgefiihrten Vergleiche geteilt. Eine signifikante Abweichung lag somit
bei einem p-Wert kleiner als 0,016 vor. Die statistische Auswertung der
Mastleistungsdaten wurde mit einem gemischten linearen Modell durchgefuhrt. Zur
statistischen Berechnung des Hustenindex wurde ein generalisiertes lineares Modell
(Quasipoisson-Model) angewandt und anschlieRend ein Chi%-Test durchgefiihrt. Der
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Hustenindex in Wochen wurde mit einem gemischten Poisson-Modell berechnet. Zur
statistischen Auswertung des Hustenindex, verglichen mit den PCR Ergebnissen,
wurde ein t-Test fur unabhéangige Stichproben durchgefihrt.

Um statistische Aussagen uber die Lungenveranderungen treffen zu kdnnen, wurde
eine einfache ANOVA berechnet. AufRerdem wurde die Korrelation zwischen
Hustenindex und makroskopischen Lungenveranderungen tberprift. Bei den BU und
PCR Ergebnissen wurde ein exakter Fischer Test angewandt und nach bonferroni

und Holm auf p < 0,016 korrigiert.
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4. Ergebnisse
4.1. Direkter Erregernachweis

4.1.1. PCR Ergebnisse der Trachealabstriche und der Nasentupfer

Die am 75. LT mittels Trachealabstrich entnommenen Proben wurden mit Hilfe einer
multiplex PCR auf Mycoplasma hyopneumoniae, PRRSV, APP und SIV untersucht
und lieferten alle negative Ergebnisse. Die bei der Einstallung in den Infektionsstall
am 130. LT entnommenen Nasentupfer waren in der PCR Untersuchung negativ auf

Mycoplasma hyopneumoniae.

4.1.2. Auswertung der bakteriologischen Untersuchung und der nPCR

Die BU und nPCR Ergebnisse der an den beiden Sektionstagen (165. und 179. LT)
gewonnenen Lungenproben sind in Tabelle 2 aufgefihrt. In der nPCR waren 13 der
23 auf Mycoplasma hyopneumoniae untersuchten Lungenproben positiv und aus 9
der insgesamt 23 untersuchten Lungenproben konnte bakteriologisch Mycoplasma
hyopneumoniae isoliert werden. Aus keiner Lungenprobe der Gruppe A war eine
Anzucht von Mycoplasma hyopneumoniae oder der Nachweis mittels nPCR mdéglich.
Alle Lungenproben der Tiere aus Gruppe C waren in der nPCR positiv. Die
statistische Beurteilung ergab, dass sich die BU Ergebnisse der Lungenproben der
Gruppen A und C signifikant unterschieden (p=0,005). Die Ergebnisse der nPCR der
Lungenproben unterschieden sich zwischen den Gruppen A und B (p=0,019) und
den Gruppen A und C (p=0,001) signifikant.

Tabelle 2: Anzahl der auf Mycoplasma hyopneumoniae positiven Proben der Gruppen A, B und
Cin der BU und nPCR (positive Proben /Gesamtzahl der Tiere)

Gruppe Bezeichnung nPCR BU
A Negativkontrolle o/7 o/7
B Impfgruppe 5/8 3/8

C Positivkontrolle 8/8 6/8
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4.2. Indirekter Erregernachweis

4.2.1. Ergebnisse der serologischen Untersuchungen

Die Blutproben der 24 in den Infektionsversuch eingeschlossenen Tiere aus den
Gruppen A, B und C wurden mittels ELISA serologisch untersucht. In Abbildung 5
sind die durchschnittlichen S/P-Werte der einzelnen Gruppen Uber den gesamten

Versuchsverlauf dargestellt. Der Cut-off Wert liegt bei 0,4 (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Mittelwerte der Antikdrper der Gruppen A, B und C im zeitlichen Verlauf der
Untersuchung im Vergleich

Die mittleren S/P-Werte der Negativkontrolle (Gruppe A) lagen zu jedem
Untersuchungszeitpunkt zwischen -0,01 und 0,07 und damit unter dem Cut-off Wert

(Abbildung 5). Der Verlauf der Antikorper der einzelnen Schweine aus Gruppe A istin

Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Verlauf der S/P-Werte der Tiere der Gruppe A
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Die mittleren S/P-Werte der Positivkontrolle (Gruppe C) lagen bis zum 158.
Lebenstag zu jedem Untersuchungszeitpunkt zwischen -0,01 und 0,06 und somit
unter dem Cut-off Wert. 4 Wochen post infectionem stiegen die Antikdrper der
Positivkontrolle an. In der 6. Woche post infectionem lagen die S/P-Werte im Mittel
bei 0,59 und waren somit seropositiv (Abbildung 5). Die S/P-Werte der einzelnen
Schweine der Gruppe C uber den gesamten Studienverlauf sind in Abbildung 7

dargestellt.
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Abbildung 7: Verlauf der S/P-Werte der Tiere der Gruppe C

Zum ersten Blutentnahmetermin am 26. Lebenstag zeigte die Impfgruppe (Gruppe B)
im Mittel S/P-Werte von 0,48 und lag somit tber dem Cut-off Wert. Am 75. Lebenstag
sanken die Werte unter den Cut-off Wert auf 0,2 ab. Ab dem 118. Lebenstag waren
die mittleren S/P-Werte der Tiere der Impfgruppe dauerhaft seropositiv und bewegten
sich zwischen 0,54 und 1,36. Sie stiegen ab einer Woche nach experimenteller
Infektion kontinuierlich an, so dass am 179. Lebenstag, dem letzten
Blutentnahmetermin, ein mittlerer S/P-Wert von 1,36 erreicht wurde (Abbildung 5). In
Abbildung 8 ist der Verlauf der Antikorper der einzelnen Tiere der Gruppe B

dargestellt.
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Abbildung 8: Verlauf der S/P-Werte der Tiere der Gruppe B

Die mittleren S/P-Werte der Gruppe B lagen an allen Beprobungszeitpunkten, aul3er
dem 179. Lebenstag, signifikant iber denen der Gruppen A und C (p<0,05). Am 179.
Lebenstag traf dies nur noch zwischen den Gruppen A und B zu (p=0,047), Gruppe B
und C unterschieden sich nicht mehr signifikant (p>0,05).

In Tabelle 3 ist die Serokonversionsrate der Tiere der Gruppen A, B und C zu allen
Beprobungszeitpunkten  dargestellt. In  Gruppe A lagen zu keinem
Beprobungszeitpunkt seropositive Tiere vor. Am 165. Lebenstag, dem letzten
gemeinsamen Beprobungszeitpunkt vor der ersten Sektion der Tiere, waren alle

Tiere der Gruppe B und ein Tier der Gruppe C seropositiv.

Tabelle 3: Serokonversionsrate der Tiere der Gruppen A, B und C im Vergleich (positive Tiere/
Gesamtanzahl der Tiere)

Lebenstag 26 75 118 130 137 144 150 158 165 172 179
Negativkontrolle | 0/8  0/8 0/8 0/8 0/8 0/7 0/7 0/7 0/7 0/5 0/5
Impfgruppe 5/8 1/8 6/8 5/8 5/8 5/8 6/8 7/8 8/8 5/5 5/5
Positivkontrolle 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 1/8 3/5 3/5

4.2.2. Auswertung der Mastleistungsdaten

In Abbildung 9 sind die durchschnittlichen taglichen Gewichtszunahmen der Gruppen
A, B und C im Aufzuchtstall (26. LT-75. LT) und in der Vor- bis Hauptmast
(76. LT-118. LT) dargestellt. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen den

Tageszunahmen der einzelnen Gruppen vor.
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Abbildung 9: Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahmen in g der Tiere der Gruppen A, B
und C im Aufzuchtstall und in der Anfangsmast im Vergleich; n=20 Tiere pro Gruppe

In Abbildung 10 sind die Koérpergewichte am 130. Lebenstag, dem Tag des
Einstallens in den Infektionsstall, und die Koérpergewichte am 165. Lebenstag, dem
Tag des ersten Sektionstermins, dargestellt. Da von den 20 Tieren jeder Gruppe je
acht Tiere fur den Infektionsversuch ausgewahlt wurden und die Tiere der Gruppe A
am 130. Lebenstag im Durchschnitt 2 kg mehr wogen, wurde ein lineares Modell
angewandt bei dem das Kdrpergewicht der Tiere der Gruppe A an Lebenstag 130
eingerechnet und bereinigt wurde. Am 165. Lebenstag konnte weder zwischen der
Gruppe A und der Gruppe B (p=0,70) noch der Gruppe A und der Gruppe C (p=0,79)

ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 10: Gesamtkorpergewichte der Gruppen A, B und C am 130. und 165. Lebenstag in
kg

Die durchschnittlichen taglichen Gewichtszunahmen der Gruppe A lagen zwischen
1000 g und 1157 g. Bei Gruppe B und C war 1 bis 2 Wochen post infectionem ein
Abfall der taglichen Gewichtszunahmen auf durchschnittlich 715 g sichtbar
(Abbildung 11). Dies anderte sich 2 bis 3 Wochen post infectionem. Hier lagen die
durchschnittlichen taglichen Gewichtszunahmen von Gruppe B und C im Mittel bei
1316 g und somit hoher als bei Gruppe A. Uber den gesamten Verlauf der Studie lag
kein signifikanter Unterschied zwischen den Tageszunahmen der einzelnen Gruppen
vor (p>0,05).
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Abbildung 11: Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahmen in g der Gruppen A, B und C p.i.

pro Woche im Vergleich
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4.2.3. Auswertung des Hustenindex

Der durchschnittliche Hustenindex (Hustenstéf3e pro Individuum/10 Minuten) der
Tiere der Gruppe A betrug Uber den gesamten Zeitraum 1, der der Tiere aus Gruppe
B 11 und der der Tiere der Gruppe C 28. Der Median der Gruppe B lag mit 9,5 tber
dem der Gruppe C (Median=8). Der Hustenindex der Gruppe C war im Vergleich zu
Gruppe A signifikant hoher (p=0,003). Die Streuung des Hustenindex ab dem
Zeitpunkt der Einstallung in den Infektionsstall war in Gruppe C am grof3ten und in

Gruppe A am kleinsten (Abbildung 12).

100+

B0

B0

T

iy

50~

40

30+

durchschnittlicher Hustenindex

207

10

N ==

=1 T T I
Megativkontrolle Impfgruppe Positivkontrolle

Abbildung 12: Hustenindex (HustenstdRe pro Individuum/10 Minuten) der Tiere der einzelnen
Gruppen im Vergleich ab dem Zeitpunkt des Einstallens in den Infektionsstall bis zur Sektion

In Abbildung 13 ist der Hustenindex (Hustensttf3e pro Individuum/10 Minuten) der
Tiere der Gruppe A, B und C pro Woche angegeben. Bis zu dem Zeitpunkt 3 Wochen
nach der Infektion lag der durchschnittiche Hustenindex aller Tiere und aller
Gruppen pro Woche zwischen 0 und 0,5. Erst in der vierten Woche (160.-166.
Lebenstag) p.i. stieg der durchschnittliche Hustenindex auf 3,3 in den Gruppen B und
C an. Der Hustenindex der Gruppe A blieb Uber den restlichen Verlauf der Studie
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zwischen 0 und 0,8. In Gruppe B fiel der durchschnittliche Index in der finften Woche
(167.-173. Lebenstag) auf 0,4 ab und stieg in Gruppe C auf 9,3 an. In der letzten
Versuchswoche war bei Gruppe B und C ein Anstieg des Hustenindex (B=6,6;

C=14,8) feststellbar. Zu diesem Zeitpunkt war der Hustenindex der Gruppe B im

Vergleich zur Gruppe A signifikant héher (p=0,004), ebenso der Hustenindex der

Gruppen C im Vergleich zur Gruppe A (p=0,002). Zwischen Gruppe B und C war kein

signifikanter Unterschied festzustellen (p>0,05).
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Abbildung 13: Hustenindex (HustenstdRe pro Individuum/10 Minuten) der einzelnen Tiere aus
den Gruppen A, B und C pro Woche im Vergleich
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4.2.4. Vergleich des Hustenindex mit den PCR Ergebnissen

Im Durchschnitt lag der Hustenindex (Hustenstd3e pro Individuum/10 Minuten) der
Tiere, die in der PCR positiv getestet wurden (Tabelle 2), mit 22 hoher als der
Hustenindex der Tiere, die negativ getestet wurden (Abbildung 14). Bei diesen Tieren
betrug der Hustenindex 2. Die Streuung war bei den positiv getesteten Tieren gré3er
(Minimum = 0; Maximum = 84). Der Hustenindex, der in der PCR positiv getesteten
Tiere, war signifikant héher als der der in der PCR negativ getesteten Tiere (p<0,05).
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Abbildung 14: Vergleich des Hustenindex (HustenstdfR3e pro Individuum/10 Minuten) ab dem
Zeitpunkt des Einstallens in den Infektionsstall bis zur Sektion mit den PCR Ergebnissen

4.2.5. Auswertung der makroskopischen Lungenveranderungen

Bei allen Gruppen traten die starksten Verédnderungen an den medialen
Lungenlappen auf (Abbildung 15). Die Lungen der Tiere der Gruppe A wiesen
ausschlief3lich am linken medialen Lungenlappen (0,1 %) und am rechten medialen
Lungenlappen (0,7 %) Veranderungen auf. Alle anderen Lungenlappen der Gruppe A
waren makroskopisch unauffallig. Die Lungen der Gruppe B wiesen durchschnittlich

21 % Verédnderungen am linken medialen Lungenlappen und durchschnittlich 18 %
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Veranderungen am rechten medialen Lungenlappen auf. Der Lobus accessorius war
durchschnittlich zu 5 % verandert. Alle anderen Lungenlappen der Gruppe B wiesen
makroskopisch im Mittel Veranderungen von unter 0,6 % auf. Bei Gruppe C sah man
durchschnittlich 15 % Veranderungen im Lobus accessorius und durchschnittlich
11 % Veranderungen im linken medialen Lungenlappen. Alle tbrigen Lungenlappen
der Gruppe C wiesen im Mittel Veranderungen von unter 2 % auf. Die
Gesamtlungenveranderungen pro Gruppe liegen im Durchschnitt bei Gruppe A bei
0,1 %, bei Gruppe B bei 6,7 % und bei Gruppe C bei 6,4 %. Zwischen allen Gruppen
und Lungenlappen gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede (p>0,05).
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Abbildung 15: Lungenveranderungen der einzelnen Lungenlappen in % der Gruppen A, B und
C im Vergleich

4.2.6. Vergleich des Hustenindex mit den makroskopischen
Lungenverédnderungen

In  Abbildung 16 wurde der Hustenindex mit den makroskopischen
Lungenverdnderungen verglichen. Der Korrelationskoeffizient (r) war bei Gruppe A
mit -0,02 schwach negativ. In den Gruppen B (r=0,14) und C (r=0,56) war ein
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positiver Korrelationskoeffizient statistisch nachweisbar, wobei der Koeffizient der

Gruppe B schwach positiv und der der Gruppe C stark positiv war.
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Abbildung 16: Korrelation des Hustenindex (HustenstoRe pro Individuum/10 Minuten) der
Gruppen A, B und C mit den jeweiligen makroskopischen Lungenveranderungen;
(r=Korrelationskoeffizient)

4.2.7. Auswertung der mikroskopischen Lungenveréanderungen

Zur tabellarischen Darstellung wurde die peribronchiale, perivaskulare ,Cuff“-Bildung,
die BALT Hyperplasie, die Infiltration von mononuklearen Zellen und die Proliferation
des Bronchialepithels herangezogen. Die komplette Tabelle mit allen ausgewerteten
Parametern befindet sich im Anhang.

Die peribronchiale, perivaskulare ,Cuff‘-Bildung war in Gruppe A sehr gering bis
geringgradig ausgebildet. In Gruppe B und C war die ,Cuff‘-Bildung im Durchschnitt
sehr gering- bis mittelgradig (Tabelle 4).
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Tabelle 4: ,,Cuff“ - Bildung (betroffene Tiere / Gesamtzahl der Tiere) der Gruppen A, B und Cim

Vergleich
Gruppe sehr geringgradig geringgradig mittelgradig hochgradig
Negativkontrolle a7 3/7 - -
Impfgruppe 1/8 5/8 2/8 -
Positivkontrolle 1/8 3/8 4/8 -

Eine BALT Hyperplasie war bei den Tieren der Gruppe A Uberwiegend sehr
geringgradig ausgepragt, bei den Tieren der Gruppe B gering- bis mittelgradig und
bei den Tieren der Gruppe C ausschliellich geringgradig (Tabelle 5).

Tabelle 5: BALT Hyperplasie (betroffene Tiere / Gesamtzahl der Tiere) der Gruppen A, Bund C

im Vergleich
Gruppe sehr geringgradig geringgradig mittelgradig hochgradig
Negativkontrolle 6/7 1/7 - -
Impfgruppe 1/8 3/8 4/8 -
Positivkontrolle - 8/8 - -

Insgesamt 2 von 7 Tieren der Gruppe A zeigten keine Infiltration von mononuklearen
Zellen. Die restlichen Tiere der Gruppe A und alle Tiere der Gruppen B und C wiesen
vor allem sehr gering- bis geringgradige Veranderungen auf (Tabelle 6).

Tabelle 6: Infiltration von mononuklearen Zellen (betroffene Tiere / Gesamtzahl der Tiere) der
Gruppen A, B und C im Vergleich

Gruppe keine sehr geringgradig geringgradig mittelgradig hochgradig
Negativkontrolle 217 3/7 217 - -
Impfgruppe - 3/8 5/8 - -
Positivkontrolle - 3/8 5/8 - -

Eine Proliferation des Bronchialepithels war bei keinem der Tiere der Gruppe A
festzustellen. Der Uberwiegende Teil der Gruppen B und C wies eine geringgradige
Proliferation des Bronchialepithels auf (Tabelle 7).

Tabelle 7: Proliferation des Bronchialepithels (betroffene Tiere / Gesamtzahl der Tiere) der
Gruppen A, B und C im Vergleich

Gruppe keine sehr geringgradig geringgradig mittelgradig hochgradig

Negativkontrolle 717 - - -
1/8 -

Impfgruppe - 2/8 5/8

Positivkontrolle 1/8 - 7/8 - -
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Studie ist es im experimentellen Versuch die Wirksamkeit einer in der
1. und 3. Lebenswoche geimpften two-shot Vakzine bei einer spaten Infektion an
zuvor Mycoplasma hyopneumoniae naiven Endmastschweinen zu evaluieren. Zur
Durchfihrung der Studie wurden Schweine mit 70 kg Korpergewicht aus einem
Mycoplasma hyopneumoniae unverdachtigen Bestand in einen Infektionsstall
transportiert und mit Mycoplasma hyopneumoniae infiziert. Zur Evaluation der
Wirksamkeit des Impfstoffes Stellamune Mycoplasma® wurden Hustenindex,
Gewichtsentwicklung und serologische Parameter erhoben. In der Sektion wurden
abschlieBend  makroskopische und  mikroskopische  Lungenveréanderungen

untersucht.

5.1. Monoinfektion mit Mycoplasma hyopneumoniae

Fur den durchgefiihrten Versuch war von Bedeutung, dass die Tiere seronegativ auf
Mycoplasma hyopneumoniae und zusatzlich auch auf andere Atemwegserreger wie
PRRSV, SIV und APP getestet wurden, da diese Erreger selbst Lungenlasionen
herbeifihren und so die Interpretation und Aussagekraft der Ergebnisse
beeintrachtigt hatten. YAZAWA et al. (2004) fanden heraus, dass Tiere, die mit
Mycoplasma hyopneumoniae und SIV Stamm HI1N1 infiziert wurden, stérkere
Lungenveranderungen zeigten als Tiere, die nur mit Mycoplasma hyopneumoniae
infiziert wurden. Ebenso gilt dies fur eine Koinfektion mit PRRSV und Mycoplasma
hyopneumoniae (THACKER et al, 1999). Auch eine einfache Mycoplasma
hyopneumoniae Infektion kann durch  APP  verkompliziert  werden
(MAROQIS et al., 2009). Um mdgliche Hinweise auf eine Koinfektion mit einem dieser
Erreger oder eine zwischenzeitlich erfolgte Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae
zu finden, wurden in der Studie am 75. Lebenstag Trachealtupfer von jeweils 6
Tieren jeder Gruppe enthommen. Mittels multiplex PCR wurde auf PRRSV, SIV, APP
und Mycoplasma hyopneumoniae getestet. Verglichen mit der BAL stellt der
Trachealtupfer auf der Betriebsebene eine gunstige, schnelle und tierschonende
Methode zum Nachweis von Atemwegserregern dar, da bei der BAL eine Narkose
notig und der materielle und zeitiche Aufwand deutlich hoéher st
(PAUSENBERGER et al., 2012). FABLET et al. (2010) konnten auf Feldebene bei
einer Probenentnahme mittels Trachealtupfer eine 60 %
Detektionswahrscheinlichkeit fir Mycoplasma hyopneumoniae feststellen. Verglichen
mit der BAL (53 %), dem Nasentupfer (13 %) und dem Maulhdhlen-Pharynxtupfer (40
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%) weist der Trachealtupfer somit die héochste Detektionswahrscheinlichkeit fir
Mycoplasma hyopneumoniae auf (FABLET et al., 2010). Alle Versuchstiere wurden
mittels Trachealtupfern negativ auf PRRSV, SIV und APP getestet und zeigten zu
diesem Zeitpunkt keine klinischen Symptome, die auf eine Atemwegserkrankung
schlieBen lassen wirden. Somit ergaben sich keine Hinweise auf eine
entsprechende Koinfektion. Zuséatzlich zeigten am Studienende die Lungenproben
makroskopisch keine typischen Veranderungen, die auf PRRSV, APP oder SIV
hindeuten wirden.

Einen kritischen Abschnitt des Versuchs stellte der Transport der Tiere in den
Infektionsstall dar, da sich Mycoplasma hyopneumoniae aerogen Uber 9,1 km
verbreiten kann (OTAKE et al., 2010). Deshalb wurde ein Transporter mit
Luftfiltersystem verwendet und es wurden nach Ankunft Nasentupfer von den Tieren
genommen, welche mittels PCR auf Mycoplasma hyopneumoniae untersucht
wurden, um Hinweise auf einen mdglichen Kontakt mit dem Erreger vor der
experimentellen Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae zu bekommen. Auch hier
lieferte die PCR negative Ergebnisse. Somit ergaben sich keine Anhaltspunkte fur
eine vorzeitige Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae. Die bei der Sektion
gewonnenen Lungenproben wurden neben Mycoplasma hyopneumoniae
bakteriologisch auch auf das Vorhandensein von Sekund&rerregern untersucht. Es
konnten keine Sekundarerreger wie Pasteurella multocida, Streptococcus suis und

Bordetella bronchiseptica nachgewiesen werden.

5.2. Infektionsmethode

Zur Infektion wurden alle Tiere mit Hilfe der Neuroleptanalgesie in einen
narkoseahnlichen Zustand versetzt, anschlielend wurden ihnen intratracheal 10 ml
eines Friisfliissigmediums mit 10° KbE des Stamms M. hyo 232 inokuliert. Den Tieren
der Negativkontrolle wurden 10 ml eines Placebomediums (Friisflissigmedium)
verabreicht.

MARQOIS et al. (2007) verglichen mehrere Inokulationsmethoden zur experimentellen
Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae. Verglichen wurden die intranasale
Applikation am nicht sedierten Tier, bei der 1 ml der infektiosen Suspension in jedes
Nasenloch verabreicht wurde, mit einer Methode, bei der am sedierten Tier mit einer
sterilen Nadel das Inokulum direkt durch die Haut in die Trachea gespritzt wird
(transtracheale Infektion), und die tracheale Intubation mit sterilen Absaugkathetern

am nicht sedierten Tier (intratracheale/endotracheale Infektion). Sowohl
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makroskopische als auch mikroskopische Lungenveranderungen unterschieden sich
nicht signifikant zwischen den verschiedenen angewandten Inokulationsmethoden.
Als Schlussfolgerung wurde aus dem Versuch gezogen, dass fir zukinftige
Infektionen keine Neuroleptanalgesie notig sei. Der Versuch von MAROIS et al.
(2007) wurde mit Ferkeln durchgefiihrt. Im vorliegenden Versuch wurden hingegen
Endmastschweine infiziert und die Infektion in Neuroleptanalgesie durchgefihrt.
Auch REYNOLDS et al. (2009) fuihrten eine Infektion bei Endmastschweinen durch,
bei der die sedierten Tiere intranasal an drei aufeinanderfolgenden Tagen infiziert
wurden.

Als haufig verwendete Infektionsmethode wird die intratracheale Inokulation am
sedierten (VICCA et al., 2003, VILLARREAL et al., 2011, DEL POZO SACRISTAN et
al.,, 2012) oder nicht sedierten Tier (FANO et al.,, 2005, SIBILA et al., 2012)
beschrieben, in manchen Studien wird auch eine intranasale (KOBISCH und ROSS,
1996, REYNOLDS et al., 2009) Inokulation durchgefuhrt. Um den Mechanismus der
mucozilidren Clearance weitestgehend zu umgehen, wurde im durchgefihrten
Versuch eine intratracheale Inokulation bevorzugt. Zusatzlich werden durch die
intratracheale Infektion die Mykoplasmen naher am Lungengewebe platziert. Als
Nachteil der intratrachealen Infektion kann eine versehentlich erfolgte intrabronchiale
Infektion gesehen werden. In diesem Fall wirde das Inokulum nicht alle
Lungenlappen gleichm&Rig erreichen und einzelne Lungenlappen wirden stérkere
Veranderungen aufweisen. Dies kann als eine mdgliche Erklarung fir das
Verteilungsmuster der Lungenveranderungen in dem vorliegenden Versuch
angesehen werden (siehe 5.6). Die intranasale Applikation des Inokulums spiegelt
zwar eine naturliche Infektion wider, da bei Feldinfektionen der Erreger Uber die
oberen Atemwege aufgenommen wird, aber aufgrund der gréf3eren Entfernung zum
Lungengewebe und einer héheren Wahrscheinlichkeit zur Immunabwehr, wurde in
diesem Versuch die intratracheale Infektion vorgezogen.

In vielen Infektionsversuchen mit Mycoplasma hyopneumoniae wurde der Stamm
M. hyo 232, der als sehr virulent gilt, eingesetzt (FANO et al., 2005, REYNOLDS et
al.,, 2009, PIETERS et al.,, 2010). Da diese Studien positive Ergebnisse lieferten,
wurde in der hier vorliegenden Studie ebenfalls der Stamm M. hyo 232 appliziert.
Neben der Menge des applizierten Inokulums, der Anzahl der koloniebildenden
Einheiten und dem Mycoplasma hyopneumoniae Stamm unterschied sich auch die
Anzahl der Inokulationszeitpunkte zwischen den einzelnen zur Diskussion

herangezogenen Studien. Neben einer einmaligen Inokulation (VICCA et al., 2003,
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FANO et al.,, 2005, FANO et al., 2007, PIETERS et al.,, 2010, DEL POzO
SACRISTAN et al., 2012, SIBILA et al., 2012) applizierten DEBLANC et al. (2013)
und MAROIS et al. (2007) das Inokulum an zwei aufeinanderfolgenden Tagen,
REYNOLDS et al. (2009) sogar an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Da im
vorliegenden Versuch eine hohe Infektionsdosis gewahlt wurde und bereits eine
einmalige Inokulation in Vergleichsstudien zum Infektionserfolg fuhrte, wurde in
diesem Versuch auf eine mehrfache Inokulation verzichtet, um das Risiko fur
narkosebedingte Komplikationen zu minimieren.

Aufgrund der geringen Datenlage zu Mycoplasma hyopneumoniae Infektionen von
Endmastschweinen wurde mit 10’ KbE des Stamms M. hyo 232 eine hohe
Infektionsdosis gewahlt, um sicher eine Infektion auslésen zu kénnen. In Studien mit
deutlich jungeren Tieren wurden geringere Infektionsdosen angewandt (FANO et al.,
2005, FANO et al., 2007, PIETERS et al., 2010). Da in der vorliegenden Studie eine
vergleichsweise hohe Infektionsdosis gewahlt wurde, kdonnte dies der Grund daftr
sein, dass eine Impfung bei einer derart hohen Erregermenge das klinische Auftreten
der Erkrankung nicht suffizient verhindern konnte. AuRerdem kann durch die hohe
eingesetzte Infektionsdosis schwer ein Vergleich zu Feldinfektionen gezogen

werden.

5.3. Serologie

Da der fur den Versuch ausgewahlte Betrieb als Mycoplasma hyopneumoniae
unverdéachtig galt, musste eine Interferenz der Impfung mit maternalen Antikdrpern
nicht beachtet werden (KOBISCH et al., 1993, STEVENSON, 1998). Die Tiere der
Gruppe B, die am 7. und 21. Lebenstag vakziniert wurden, zeigten bereits eine
Woche nach der 2. Impfung am 26. Lebenstag im arithmetischen Mittel Werte von
0,48. Dieser Wert lag Uber dem Cut-off von 0,4. Somit kam es zu einem
impfbedingten Antikdrperanstieg der Impfgruppe. Dies korreliert mit den Ergebnissen
einer Studie von METTLER (2009), bei der nach der Impfung ebenfalls ein Anstieg
der Serumantikdrper zu beobachten war. Die Werte der beiden ungeimpften
Gruppen A und C lagen am ersten Blutentnahmezeitpunkt (26. Lebenstag) unter dem
Cut-off Wert.

Bis zum Zeitpunkt der Infektion blieben die Serumantikérper der beiden ungeimpften
Gruppen A und C unter dem Cut-off Wert. Bei allen Tieren der Negativkontrolle
blieben die Werte auch bis zum Ende des Versuchs konstant unter dem Cut-off Wert.

Es kam somit nicht zu einer Mycoplasma hyopneumoniae Infektion.
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Die Antikorper der Positivkontrolle begannen 4 Wochen post infectionem anzusteigen
und durchschnittich 5 Wochen nach der Infektion kam es zur Serokonversion.
Ahnlich zum hier durchgefiihrten Versuch konnten REYNOLDS et al. (2009) in einem
Infektionsversuch mit Endmastschweinen ebenfalls einen Antikdrperanstieg mit
anschlieBender Serokonversion 4 Wochen p.i. feststellen. Auch experimentelle
Studien von MAROIS et al. (2007), MAROIS et al. (2009) und VILLARREAL et al.
(2012) an 4-10 Wochen alten Schweinen beschrieben eine Serokonversion zwischen
der 2. und 4. Woche post infectionem. In diesen drei Studien wurde der DAKO®
ELISA (DAKO Corporation, Carpenteria, California) verwendet. Erste serologische
Reaktionen bei experimentell infizierten Tieren konnten SORENSEN et al. (1997) mit
dem DAKO® ELISA bereits 8 Tage p.i. nachweisen. An Tag 46 p.i. waren alle mit
Mycoplasma hyopneumoniae infizierten Tiere seropositiv (SGRENSEN et al., 1997).
Zur Analyse der Blutergebnisse in der vorliegenden Untersuchung wurde ein
indirekter ELISA (Herd Chek® M.hyo, IDEXX GmbH, IDEXX Laboratories,
Westbrook, Maine, USA) verwendet mit dem im experimentellen Versuch erst 21
Tage p.i. Antikbrper gegen Mycoplasma hyopneumoniae detektiert werden kénnen
(STRAIT und THACKER, 2006).

Neben dem Antikérperanstieg der Positivkontrolle stiegen auch die Antikdrper der
Impfgruppe 2 Wochen p.i. an. Zu jedem Messzeitpunkt, aufler in der letzten
Versuchswoche, sind die Antikérper der Impfgruppe signifikant hoher als die der
beiden ungeimpften Gruppen. Ahnlich hohe Antikorpertiter durch eine Impfung
konnten auch in Studien von VRANCKX et al. (2012) und WILSON et al. (2012)
dargestellt werden.

Dass der Serumantikorperspiegel nicht mit der Effektivitat der Impfung korreliert,
beschrieben THACKER et al. (1998), indem sie die zellulare und humorale
Immunantwort, welche durch vier verschiedene getestete Vakzine induziert wurde,
untersuchten. Im aktuellen Versuch zeigten die Ergebnisse der Impfgruppe, ahnlich
wie bei THACKER et al. (1998), keine Abhangigkeit zwischen den
Lungenverdnderungen und dem durch die Impfung induzierten AntikOrperanstieg.
Alle Versuchstiere der Impfgruppe wiesen zum Zeitpunkt der Sektion einen hohen
Serumantikorperspiegel auf. Bei 3 der 8 Tiere der Impfgruppe konnten trotz hohem
Antikorpertiter far experimentelle Versuchsergebnisse starkere
Lungenveranderungen nachgewiesen werden (siehe 5.6). Verschiedene Feldstudien,
in denen unterschiedliche Mycoplasma hyopneumoniae Vakzine und
Vakzinationsschemata angewendet wurden (ROOF et al., 2002, SMITH et al., 2002,
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LILLIE, 2004), konnten bei vakzinierten Tieren im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollgruppen zwar ebenfalls einen Antikbrperanstieg, jedoch signifikant weniger
Lungenveranderungen feststellen. Dabei muss bedacht werden, dass es bei
Feldstudien wahrscheinlich zur Enzootischen Pneumonie und keiner reinen

Mykoplasmose kommt.

5.4. Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme

In mehreren durchgefiihrten Feldstudien (LILLIE, 2004, TZIVARA et al., 2007,
METTLER, 2009, WILSON et al., 2012) konnte ein positiver Effekt der Vakzination
gegen Mycoplasma hyopneumoniae auf die durchschnittlich erzielten
Tageszunahmen bei Mastschweinen nachgewiesen werden. DAWSON et al. (2002)
verglichen auf Feldebene in einem deutschen und einem englischen Betrieb die
Effizienz einer Mycoplasma hyopneumoniae Vakzine und konnten bei den geimpften
Schweinen des deutschen Bestands signifikant bessere Tageszunahmen feststellen
als bei den Kontrolltieren. Im englischen Betrieb konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen nachgewiesen werden. Schweine, die an einer
Pneumonie erkrankten, bauten in der darauffolgenden Zeit weniger Korpermasse auf
(RAUTIAINEN et al, 2000). Die Auspragung der Erkrankung und der
Krankheitsbeginn waren malRgeblich von der Virulenz des Stamms und der
Infektionsdosis abhangig (STEVENSON, 1998, VICCA et al., 2003).

Allerdings konnten VICCA et al. (2003) nach experimenteller Infektion von
Aufzuchtferkeln mit hochpathogenen Stdmmen und verschiedenen Feldstammen
keine signifikanten Unterschiede der Gruppen verglichen mit der Kontrollgruppe
bezuglich der Tageszunahmen und der Futteraufnahme nachweisen. Auch in
anderen Studien konnten, im Gegensatz zur Mastphase, in Sauge- und
Aufzuchtphase keine signifikanten Unterschiede der Tageszunahmen festgestellt
werden (PABST, 2004, STRAUR, 2007). DE JONG et al. (1996) erzielten nach
zweimaliger Impfung von 10 Wochen alten Aufzuchtschweinen nur 1 g mehr
Korpermassezuwachs pro Tag, was im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant
war. RICE und WIINBERG (2000) konnten ebenfalls nach einmaliger M. hyo
Impfung von Schweinen im Alter von 10-13 Wochen keine signifikanten
Abweichungen der Tageszunahmen im Vergleich zur ungeimpften Kontrollgruppe
nachweisen. Auch im aktuell durchgefihrten Versuch konnte kein Unterschied
bezuglich der Tageszunahmen zwischen geimpften und ungeimpften M. hyo freien

Aufzuchtschweinen beobachtet werden.
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Einmal wochentlich wurde im Infektionsstall der Kérpermassezuwachs der Tiere
ermittelt. Zwischen den einzelnen Gruppen konnten tber den sechswochigen Verlauf
des Infektionsversuchs keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
Tageszunahmen und des Gesamtkérpergewichts festgestellt werden. Dies konnte
vor allem auf die geringe Tierzahl (n=8 oder n=5) in Verbindung mit der daraus
folgenden hohen Standardabweichung zurlickzufihren sein. Auch VICCA et al.
(2003) konnten mit Gruppen a 10 Aufzuchtschweinen im Infektionsversuch keine
signifikanten  Unterschiede der Tageszunahmen feststellen. Vergleichbare
Infektionsversuche mit Endmastschweinen, bei denen die durchschnittlichen
taglichen Gewichtszunahmen beurteilt wurden, sind bisher nicht durchgefiihrt
worden. Lediglich in Feldversuchen, bei denen im Versuchsaufbau eine deutlich
héhere Anzahl an Schweinen pro Gruppe berlcksichtigt werden konnte, konnten
signifikant hohere Tageszunahmen in der Impfgruppe verglichen mit der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (LILLIE, 2004, METTLER, 2009, WILSON et
al., 2012).

Neben dem Aspekt der geringen Tierzahl musste berilicksichtigt werden, dass in
vorliegendem Versuch durch einen geringen Keimdruck und ein gutes Stallklima nur
eine Mykoplasmose erzeugt wurde und keine Enzootische Pneumonie. Im
Feldversuch kann durch einen hohen Keimdruck und ein haufig schlechtes Stallklima
mit einer Infektion mit Sekundarerregern und somit mit einer Ausbildung einer
Enzootischen Pneumonie gerechnet werden (THACKER, 2012).

Zum ersten Wiegetermin betrug das durchschnittiche Gesamtgewicht bei der
Negativkontrolle 66 kg und bei der Positivkontrolle 64,5 kg. Diese Differenz von
1,5kg stieg bis zum letzten gemeinsamen Wiegetermin aller Tiere am 165.
Lebenstag auf 2,5 kg an, war aber zu keinem Zeitpunkt signifikant. Ein Abfall der
Tageszunahmen eine Woche p.i. wird bei der Impfgruppe und der Positivkontrolle
sichtbar. Dieser Abfall kénnte infektionsbedingt sein, da die Tiere der
Negativkontrolle zu diesem Zeitpunkt keine verdnderten Tageszunahmen zeigten. Im
Durchschnitt lagen die Tageszunahmen aller Gruppen ab dem Infektionszeitpunkt bei
1062 g. Dieser hohe Durchschnitt konnte vor allem auf die optimalen
Haltungsbedingungen und das gute Klima zurtickzufiihren sein.

DIEKMAN et al. (1993) zeigten in lhrer Studie, dass ein erhdhter Ammoniakgehalt in
der Luft dazu fuhrt, dass sich Erreger leichter im Respirationstrakt ansiedeln kénnen
und es so zu verringerten Tageszunahmen kommen kann. Diese Ursache muss in

der vorliegenden Studie nicht berlcksichtigt werden, da keine signifikante
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Abweichung beziglich der Tageszunahmen nachgewiesen werden konnte und der
Ammoniakgehalt Gber den gesamten Zeitraum des Infektionsversuchs unter 12 ppm
lag.

5.5. Husten

Uber den gesamten Verlauf des Infektionsversuchs konnte bei Tieren der
Negativkontrolle kein Husten beobachtet werden. Auch in der Impfgruppe und der
Positivkontrolle konnte bis zum Zeitpunkt 3 Wochen post infectionem kaum Husten
beobachtet werden. Ein Anstieg des Hustenindex war bei diesen beiden Gruppen
erst in der vierten Woche nach der Infektion festzustellen. Eine signifikante
Abweichung der Impfgruppe und der Positivkontrolle im Vergleich zur
Negativkontrolle bezuglich des Hustenindex konnte erst in der letzten Lebenswoche
nachgewiesen werden. In dem vorliegenden Versuch zeigten die Versuchstiere einen
trockenen, nicht produktiven Husten. Derartiger Husten l&sst auf eine erzeugte
Mykoplasmose schlie3en (VICCA et al., 2002). Das allgemeine Auftreten von Husten
spricht fir eine ausreichend applizierte Erregermenge, da niedrige Infektionsdosen
nicht zu einer klinischen Erkrankung fihren (STEVENSON, 1998).

In Infektionsversuchen mit Ferkeln wurde je nach Mycoplasma hyopneumoniae
Stamm ein Auftreten des erregertypischen Hustens bereits 7-14 Tage post
infectionem beobachtet (VICCA et al., 2002, DEL POZO SACRISTAN et al., 2012,
WOOLLEY et al.,, 2012). WOOLLEY et al. (2012) beschrieben, dass es im
Krankheitsfall zu einem stetigen Anstieg der Hustenstarke kam. Auch MAROIS et al.
(2007) stellten nach experimenteller Infektion von 6 Wochen alten Ferkeln fest, dass
der Husten 8-13 Tage p.i. begann, die Hustenhaufigkeit den Peak nach 10-28 Tagen
erreichte und danach wieder abnahm. Vergleichbare Ergebnisse beobachteten auch
PIETERS et al. (2010), welche im Infektionsversuch mit 15 Wochen alten Schweinen
Husten in einem Zeitraum von 11-68 Tage p.i. beobachteten. In dem hier
vorliegenden Versuch konnte bei der Positivkontrolle bis zur Sektion am 28. und 42.
Tag p.i. ein Anstieg des Hustenindex beobachtet werden. Bei der Impfgruppe
hingegen kam es 5 Wochen p.i. zu einem rucklaufigen Hustenindex, da 3
randomisierte Tiere, welche zuvor hohe Hustenindices aufwiesen, seziert wurden.

Ob die Hustenintensitat abhangig vom Erregerstamm ist, untersuchten PIETERS et
al. (2010). Sie verglichen zwei Mycoplasma hyopneumoniae Isolate und stellten fest,
dass bei dem pathogenerem der beiden Stamme der Husten 8 Tage p.i., bei dem

weniger pathogenen Isolat erst 19 Tage p.i., begann. Da im vorliegenden Versuch
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ein hochpathogener Mycoplasma hyopneumoniae Stamm zur Infektion verwendet
wurde, ist der verglichen mit der Studie von PIETERS et al. (2010) verzdgerte Beginn
des Hustens wahrscheinlich auf den guten Immunstatus der Tiere zum Zeitpunkt der
Infektion zurtickzufiihren.

Da bei Feldinfektionen der Zeitpunkt der Infektion nicht immer genau bestimmt
werden kann, kann der Beginn des Hustens nicht in einen genauen Zusammenhang
mit dem Infektionszeitpunkt gebracht werden (THACKER, 2012). In einem
Feldversuch, bei dem die Wirksamkeit zweier Mycoplasma hyopneumoniae Vakzine
in zwei verschiedenen Haltungssystemen getestet wurde, konnten beziglich der
Hustenh&aufigkeit bei Stallhaltung keine signifikanten Unterschiede zwischen Impf-
und Kontrollgruppen festgestellt werden. Bei der Haltung der Tiere im
AuBenklimastall lieR sich eine signifikant geringere Hustenhaufigkeit bei der
Impfgruppe nachweisen (METTLER, 2009). In der hier vorliegenden Studie wurden
die Tiere der Impfgruppe und der Positivkontrolle jeweils unter vergleichbaren
stallklimatischen Bedingungen gehalten. Es kam ebenfalls zu keinen signifikanten
Unterschieden beziglich der Hustenhaufigkeit zwischen diesen beiden Gruppen.
Jedoch lasst sich eine konventionelle Stallhaltung im Rahmen des obengenannten
Feldversuchs nicht mit den optimalen stallklimatischen Bedingungen eines

Infektionsstalls, der in der vorliegenden Studie verwendet wurde, vergleichen.

5.6. Lungenveranderungen

Fur eine Mycoplasma hyopneumoniae Monoinfektion sind, wie in diesem Versuch bei
Impfgruppe und Positivkontrolle nachgewiesen, gut abgrenzbare fokale, konsolidierte
Areale typisch, die vor allem an den kranioventralen Lungenlappen auftreten und
dunkellila bis grau sind (THACKER, 2004). Sekundarerreger wie Pasteurella
multocida, Streptococcus suis und Bordetella bronchiseptica konnten im
vorliegenden Versuch nicht nachgewiesen werden. Somit ist davon auszugehen,
dass die Lungenveranderungen auf eine im Versuch erzeugte Mykoplasmose
zurtckzufihren sind.

Die makroskopischen Lungenveranderungen wurden 4 und 6 Wochen p.i. in der
Sektion nachgewiesen und zeigten sich vor allem an den kranialen, medialen und
accessorischen Lungenlappen und dem kranialen Anteil der kaudalen Lungenlappen.
Diese Lokalisationen wurden auch von MAROIS et al. (2007) beim Vorliegen einer
Mykoplasmose beschrieben. Die Veranderungen der medialen Lungenlappen waren

bei der Impfgruppe mit durchschnittlich 19,5 % und bei der Positivkontrolle mit
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durchschnittlich 11 % am starksten ausgepréagt. Die zweitstarksten Verdanderungen
wiesen die accessorischen Lungenlappen mit 5 % Veranderungen bei der
Impfgruppe und 15 % bei der Positivkontrolle auf. Alle restlichen Lungenlappen
waren mit durchschnittlich 0,6 % bei der Impfgruppe und 2 % bei der Positivkontrolle
nur geringgradig verandert. Die ausgepragten Veradnderungen vor allem an den
medialen und accessorischen Lungenlappen, die bei den Lungen der Tiere der
Impfgruppe und der Positivkontrolle zu finden waren, bestatigen somit eine
erfolgreiche Infektion mit Mycoplasma hyopneumoniae. Die Lungenlappen der
Negativkontrolle waren mit durchschnittich 0,4 % Veranderung der medialen
Lungenlappen nahezu unveréndert. Dies lasst darauf schlieRen, dass es bei der
Negativkontrolle wie beabsichtigt zu keiner Infektion mit Mycoplasma
hyopneumoniae kam.

Nur bei einer stark ausgepragten Mycoplasma hyopneumoniae Infektion sind die
kranialen Teile der kaudalen Lungenlappen betroffen (OSBORNE et al., 1981,
MORRISON et al., 1985). Bei 10 Wochen alten mit Mycoplasma hyopneumoniae
infizierten Schweinen bewiesen WOOLLEY et al. (2012), dass am Tag 21 p.i. vor
allem die beiden kranialen und mittleren Lungenlappen betroffen waren. 28 Tage p.i.
wiesen dann auch die kranialen Anteile der kaudalen Lungenlappen makroskopische
Veranderungen auf. Dies geht einher mit einer Studie von VILLARREAL et al. (2011),
welche davon ausgehen, dass die maximale Auspragung der Lungenlasionen bei
hochvirulenten Stammen 4 Wochen p.i. auftritt. Bei wenig virulenten Stammen
erreicht der Lungenscore 8 Wochen p.i. sein Maximum (VILLARREAL et al., 2011).
Die frihesten Lasionen nach einer Mycoplasma hyopneumoniae Monoinfektion
treten eine Woche p.i. auf und heilen nach 7-9 Wochen wieder ab (KOBISCH et al.,
1993). Auch im durchgefihrten Versuch, bei dem die Tiere mit einem hochvirulenten
Stamm (M.hyo 232) infiziert und 4 und 6 Wochen spater seziert wurden, konnten
ausgepragte Veranderungen, vergleichbar mit dem Versuch von VILLARREAL et al.
(2011), nachgewiesen werden. Zusatzlich konnten am zweiten Sektionstermin 6
Wochen p.i. bei einigen Tieren der Positivkontrolle starker ausgepragte
makroskopische Lungenverdnderungen mit Beteiligung der kranialen Anteile der
kaudalen Lungenlappen festgestellt werden.

In der vorliegenden Studie war es nicht moglich statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Lungenveranderungen der Impfgruppe und der Positivkontrolle
nachzuweisen. Da eine Impfung nicht die Ubertragungsrate des Pathogens verringert
(MEYNS et al., 2006, VILLARREAL et al., 2011), zeigte eine Studie von



Diskussion 56

FABLET et al. (2012) ebenfalls, dass trotz Impfung kein positiver Effekt auf
pneumoniebedingte L&sionen am Schlachthof gesehen werden konnte. In anderen
Feld- und Infektionsversuchen konnte hingegen gezeigt werden, dass eine
Mycoplasma hyopneumoniae Vakzination Lungenlasionen signifikant reduziert
(HAESEBROUCK et al., 2004, LILLIE, 2004, MAES et al., 2008, METTLER, 2009,
REYNOLDS et al.,, 2009). Jedoch wird im Feldversuch die Wirksamkeit eines
eingesetzten Mycoplasma hyopneumoniae Impfstoffs in Bezug auf die
Lungenlasionen erst nach circa 3,5 Monaten, zum Zeitpunkt des Schlachtens,
ausgewertet. In dem vorliegenden Versuch wurden die Schweine bereits 4 bis 6
Wochen p.i. seziert, wie auch bei PIETERS et al. (2010), die alle Versuchsschweine
14 Tage p.i. in der akuten Phase der Entziindung sezierten. PIETERS et al. (2010)
stellten in ihrer Arbeit die Hypothese auf, dass eine Vakzination die entziindliche
Reaktion nach einer sehr frischen Infektion verstarkt und die Lungenlasionen bei den
geimpften Tieren schneller ausheilen als bei nicht vakzinierten. Dies konnte auch die
Erklarung fur die im vorliegenden Versuch beobachteten Lungenverdnderungen
liefern. Bei der Impfgruppe konnten durchschnittliche Lungenveranderungen von
6,7 % im Gegensatz zur Positivkontrolle mit 6,4 %, festgestellt werden.

Histologisch waren vor allem die peribronchiale, perivaskulare ,Cuff‘-Bildung, die
BALT Hyperplasie, die Infiltration von mononuklearen Zellen und die Proliferation des
Bronchialepithels nachweisbar. Bei der Negativkontrolle waren die ,Cuff‘-Bildung, die
BALT Hyperplasie und die Infiltration von mononuklearen Zellen sehr geringgradig
ausgepragt. Eine Proliferation des Bronchialepithels war nicht vorhanden. Bei den
Tieren der Impf- und Positivkontrolle war vor allem eine geringgradige Infiltration von
mononuklearen Zellen, eine geringgradige Proliferation des Bronchialepithels und
eine gering- bis mittelgradige Hyperplasie des BALT nachweisbar. Eine ,Cuff*
Bildung war bei der Impfgruppe geringgradig und bei der Positivkontrolle mittelgradig
ausgebildet. Dies geht einher mit einer Studie von WOOLLEY et al. (2012), welche
bei Ferkeln, die mit einem hochpathogenen Hillcrest Stamm infiziert wurden, unter
anderem eine peribronchiale, perivaskulare ,Cuff‘-Bildung und eine ausgepréagte
BALT Hyperplasie feststellen konnten. KWON et al. (2002) konnten bei Ferkeln, die
am 13. Lebenstag mit Mycoplasma hyopneumoniae infiziert wurden, 28 Tage p.i.
eine signifikant starker ausgepragte peribronchiale, peribronchiolare und

perivaskulare "Cuff'-Bildung nachweisen als an Tag 7 p.i.
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5.7. Spatinfektion mit Mycoplasma hyopneumoniae bei experimenteller
Infektion

Die Tiere in diesem Versuch wurden im Alter von 4-5 Monaten und einem Gewicht
von 70 kg mit Mycoplasma hyopneumoniae infiziert, um zu evaluieren ob Tiere, die
frih geimpft wurden, zu diesem Zeitpunkt einen wirksamen Schutz gegen den
Erreger aufweisen. Der verwendete Impfstoff verfligt Gber eine nachgewiesene
Immunitatsdauer von 5,5 Monaten (interne Daten, Elanco). Die Sektion der Tiere
fand 4 und 6 Wochen p.i. statt, da die Tiere zu diesem Zeitpunkt ein
durchschnittliches Schlachtgewicht von 110 kg erreicht hatten. In der Literatur ist zur
Zeit nur ein Infektionsversuch mit Mycoplasma hyopneumoniae bei
Endmastschweinen beschrieben (REYNOLDS et al., 2009), bei welchem der positive
Einfluss einer Mycoplasma hyopneumoniae one shot Vakzine auf
Lungenveranderungen und Antikorperbildung der Tiere belegt werden konnte. In
allen anderen Infektionsversuchen wurden Ferkel in den ersten Lebenswochen
infiziert (VICCA et al., 2003, MAROIS et al., 2007, VILLARREAL et al., 2011). Durch
die geringen Erfahrungswerte zu Infektionen mit Endmastschweinen wurde im
vorliegenden Versuch mit 10’ KbE des Stammes M. hyo 232 ein hochpathogener
Stamm hochdosiert verwendet. Es ist moglich, dass dadurch eine hohe
Erregermenge appliziert wurde und die Wirksamkeit der Impfung dadurch
beeintrachtigt war. Dies konnte ein Grund dafur sein, dass keine signifikanten
positiven  Einflisse der Impfung beziglich der Tageszunahmen und
Lungenveranderungen beobachtet werden konnten.

In dem vorliegenden Versuch konnte bei keinem der Tiere der Negativkontrolle
mittels PCR oder BU Mycoplasma hyopneumoniae aus dem untersuchten linken
kranialen Lungenlappen nachgewiesen werden. Die Lungenproben der Tiere der
Positivkontrolle wiesen in der PCR (8 von 8 Tieren) und BU (6 von 8 Tieren)
Uberwiegend positive Ergebnisse auf. Bei den Tieren der Impfgruppe waren in der
PCR 5 von 8 Tieren und in der BU 3 von 8 Tieren positiv. In der PCR kann die DNA
der lebensfahigen und toten Erreger nachgewiesen, aber nicht unterschieden
werden. Wohingegen in der BU nur lebensfahige Erreger nachweisbar sind
(KRUGER und SEIDLER, 2007). Anhand der Ergebnisse aus PCR und BU wurde
gezeigt, dass die Impfung die Anzahl lebensfahiger Erreger senkt. Die Ergebnisse
sprechen fur einen positiven Infektionsversuch, da in der Negativkontrolle mittels BU
und PCR keine Erreger nachgewiesen, hingegen bei der Positivkontrolle

lebensfahige Erreger in der BU angezlchtet werden konnten.



Diskussion 58

Da als Probe zur Durchfihrung der BU und nPCR jeweils der linke kraniale
Lungenlappen entnommen wurde, die Lungenveranderungen aber an den medialen
Lungenlappen am starksten ausgepragt waren, konnte der Erregernachweis aus den
Proben beeintrachtigt gewesen sein. Fur zuklnftige Versuche ist es empfehlenswert
die Entnahmestelle fir Lungenproben zum Mycoplasma hyopneumoniae Nachweis
an der Stelle zu wahlen, an der die deutlichsten Ver&nderungen makroskopisch

sichtbar sind.
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6. Zusammenfassung

Im vorliegenden Versuch wurde die Wirksamkeit der in der 1. und 3. Lebenswoche
applizierten two-shot Vakzine Stellamune Mycoplasma® (Elanco Animal Health, Bad
Homburg) bei einer spaten Infektion an zuvor Mycoplasma hyopneumoniae naiven
Endmastschweinen, evaluiert. Dazu wurden 24 Schweine aus einem Mycoplasma
hyopneumoniae unverdachtigen Bestand mit 70 kg Korpergewicht in den
Infektionsstall der vetmeduni Vienna transportiert und experimentell infiziert. In die
Studie wurden 20 Tiere pro Gruppe eingeschlossen, von denen jeweils 8 Tiere fur
den Infektionsversuch ausgewahlt wurden. Beim Einschluss wurden die Tiere nach
Gewicht randomisiert und den 3 Versuchsgruppen zugeteilt. Eingeschlossen wurden
klinisch gesunde, 7 Tage alte mannliche Ferkel, die am Tag des Studieneinschlusses
mehr als 2 kg wogen und keine anatomischen und physischen Abnormitaten
aufwiesen. Den ungeimpften Tieren der Negativkontrolle (Gruppe A) wurde am 137.
Lebenstag unter Narkose intratracheal ein Placebomedium appliziert. Die
ungeimpften Tiere der Positivkontrolle (Gruppe C) wurden ebenfalls am 137.
Lebenstag narkotisiert und mit 10 ml Inokulum, welches 10" KbE des Stamms M.hyo
232 enthielt, intratracheal infiziert. Bei den Tieren der Impfgruppe (Gruppe B) wurde
am 7. und 21. Lebenstag eine intramuskuldre Vakzination mit Stellamune
Mycoplasma® im Betrieb durchgefilhrt. Diese Tiere wurden am 137. Lebenstag
identisch zu den Tieren der Positivkontrolle infiziert. Zur Evaluation der Wirksamkeit
der Vakzine wurden klinische Parameter wie Hustenindex und Gewichtsentwicklung
und serologische Parameter erhoben. Die Sektionen fanden 4 und 6 Wochen post
infectionem bei einem durchschnittlichen Gewicht von 110 kg statt. Es wurden
makroskopische und mikroskopische Lungenveranderungen beurteilt und
Lungenproben mittels BU und PCR auf Mycoplasma hyopneumoniae untersucht.

Die serologische Untersuchung ergab, dass die Antikorpertiter der Impfgruppe tber
nahezu den gesamten Versuchsverlauf signifikant héher waren als bei den beiden
ungeimpften Kontrollgruppen. Am 179. Lebenstag konnte kein signifikanter
Unterschied der Werte zwischen Impfgruppe und Positivkontrolle mehr festgestellt
werden. Die Auswertung der Ergebnisse des Hustenindex ergab in der letzten
Versuchswoche zwischen der Negativkontrolle und der Impfgruppe und der Negativ-
und Positivkontrolle eine signifikante Abweichung. Zwischen Impfgruppe und
Positivkontrolle bestand eine Differenz der Hustenindices zu Gunsten der

Impfgruppe, welche nicht signifikant war. Beim Vergleich der PCR Ergebnisse mit
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dem Hustenindex konnte festgestellt werden, dass Tiere, die in der PCR positiv
bewertet wurden, signifikant haufiger Husten zeigten als die in der PCR negativ
getesteten Tiere. Bezuglich der Gewichtsentwicklung und der makroskopischen
Lungenverdnderungen konnte zwischen den einzelnen Gruppen auf Grund der
geringen Tierzahl pro Gruppe kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.
Histologisch konnten bei der Impfgruppe und der Positivkontrolle Mycoplasma
hyopneumoniae typische Lungenverédnderungen nachgewiesen werden. Der
Antigennachweis mittels PCR zeigte bei allen Tieren der Positivkontrolle ein positives
Ergebnis, bei allen Tieren der Negativkontrolle hingegen waren die Proben negativ.
Bei 5 der 8 Tiere der Impfgruppe konnten Mycoplasma hyopneumoniae Antigene
mittels PCR aus den Lungenproben nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse
lieferte auch die bakteriologische Untersuchung, bei der auf Grund der schweren
Anzichtbarkeit von Mycoplasma hyopneumoniae nicht aus allen Lungenproben der
Impfgruppe (3 von 8 Tieren) und der Positivkontrolle (6 von 8 Tieren) Mycoplasma
hyopneumoniae angezichtet werden konnte.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine two-shot Vakzinierung gegen
Mycoplasma hyopneumoniae einen positiven Einfluss auf die Antikérperentwicklung

und auf die symptomatische Auspragung der Erkrankung hat.
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7. Summary

The aim of this experimental challenge was to evaluate the efficacy of a two-shot-
vaccine (Stellamune Mycoplasma®, Elanco Animal Health, Bad Homburg) regarding
late infections of Mycoplasma hyopneumoniae naive finishing pigs. After they
reached the weight of 70 kg 24 pigs which were used in this experiment were
transported from a Mycoplasma hyopneumoniae unsuspicious barn to the
experimental facility of the vetmeduni Vienna where the infection took place. 60 male
piglets were selected and randomly assigned to one of the three groups, the negative
control group, the positive control group and the vaccination group. For the
experimental challenge 8 of the 20 pigs of each group were selected and allocated to
three separated animal rooms. Clinically healthy 7-day-old male piglets with over 2
kilogram of weight on the day of study inclusion and with no anatomical and physical
abnormalities were included in the study. The unvaccinated pigs of the negative
control group (group A) were inoculated intratracheally with a placebo medium at 137
days of age. The unvaccinated pigs of the positive control group (group C) were, also
at 137 days of age, anesthetized and inoculated intratracheally with 10 x 10" CCU of
M. hyo 232. Every pig of the vaccination group received, at the age of 7 and 21 days,
an intramuscular injection with 2 ml Stellamune Mycoplasma® (Elanco Animal Health,
Bad Homburg). These pigs were also inoculated intratracheally, at 137 day of age,
with 10 x 10" CCU of M. hyo 232.

Clinical parameters such as coughing index and average daily weight gain and
serological parameters were collected to evaluate the effectiveness of the vaccine.
The sections took place 4 and 6 weeks post infection when the pigs had an average
body weight of 110 kilogram. Macroscopic and microscopic lung lesions were
evaluated and lung samples were examined by PCR-testing and bacterial culture.
The serological investigation revealed that the antibody titer of the vaccinated group
was over almost the entire course of the experiment significantly higher than in the
two unvaccinated control groups. In the last week of the challenge there was no
significant difference of the antibody titer of the vaccinated group compared to the
positive control group. The evaluation of the results of the coughing index showed in
the last week of the experiment a significant difference between the negative control
group and the vaccinated group, and the negative and the positive control group.
There was a difference of cough indices between vaccinated and positive control

group in favor of the vaccinated group, the difference was not significant. Comparing
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the PCR results with the coughing index it was observed that pigs which showed
positive results in the PCR, coughed significantly more than the animals whose PCR
results were negative. There were no significant differences between the daily weight
gain and the macroscopic lung lesions of the groups. Typical histological
Mycoplasma hyopneumoniae lung changes were detected in the vaccinated and the
positive control group. The antigen detection by PCR acquired from the lung samples
was positive in all animals of the positive control group and negative in all animals of
the negative control group. Mycoplasma hyopneumoniae antigens were detected by
PCR from the lung samples of 5 of the 8 animals in the vaccinated group. The results
of the bacteriological cultivation showed that Mycoplasma hyopneumoniae could not
be detected neither in all lung samples of the vaccinated group (3 of 8 animals) nor in
all lung samples of the positive control group (6 of 8 animals).

In conclusion, two-shot vaccination against Mycoplasma hyopneumoniae has a

positive influence on the antibody titers and the clinical expression of the disease.
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Tabelle 8: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Gruppe A
PMN intralobulare zellulares
peribronchiale, | Proliferation der | Infiltration Atelektase | Infiltration von Exsudat in
perivaskulare Typ 2 in die BALT der mononuklearen | den Proliferation des )
ID | Lungenlappen "Cuff-Bildung" | Pneumozyten Alveoli hyperplasia | Alveolen Zellen Bronchiolen | Bronchialepithels | Odeme
1 links kranial 0 0 0 0 2 0 0 0
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L. accessorius
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links medial

links kaudal
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Tabelle 9: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Gruppe B
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Tabelle 10: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Gruppe C
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PMN intralobulére zelluléres
peribronchiale, | Proliferation der | Infiltration Atelektase | Infiltration von Exsudat in
perivaskulare Typ 2 in die BALT der mononuklearen | den Proliferation des )
ID | Lungenlappen "Cuff-Bildung" | Pneumozyten Alveoli hyperplasia | Alveolen Zellen Bronchiolen | Bronchialepithels | Odeme
rechts kaudal 2 0 0 1 1 2 0 2 0
L. accessorius 4 2 2 4 3 3 3 4 4
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