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I. Einleitung

l. EINLEITUNG

Das Porcine Circovirus Typ 2 (PCV2) lost bei Schweinen ernstzunehmende
Erkrankungen wie das Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS)
aus. PCV2 assoziierte Erkrankungen werden als PCV2 associated diseases
(PCVAD) bezeichnet (Opriessnig et al., 2007). Die Impfung gegen PCV2 ist die
wirksamste Malnahme zur Kontrolle von PCVADs, dennoch treten in
Impfbetrieben zum Ende der Mast PCV2-Viramien auf (Kixmoller et al., 2008,
Haake et al., 2014). Das Virus kann auch durch Massenimpfung nicht eradikiert
werden (Feng et al., 2014). Basierend auf den sogenannten Pairwise Sequence
Comparisons wurden drei verschiedene PCV2 Genotypen benannt, das PCV2a,
PCV2b und PCV2c (Segales et al., 2008). Die Genotypen kdnnen auRerdem
weiter in sogenannte Clades untergliedert werden, es wurden von Olvera et al.
(2007) finf Clades fir PCV2a und drei Clades fur PCV2b beschrieben. Die
phylogenetische Einordnung der verschiedenen PCV2 Isolate kann auf Basis der
Sequenzierung des Gesamtgenoms geschehen, oder auf Basis der
Teilsequenzierung eines bestimmten Genomabschnitts, dem des Open Reading
Frame 2 (ORF2) von PCV2. Da sich beide Methoden im Ergebnis nicht
signifikant unterscheiden ist die ORF2 basierte Einordnung die géangige
Standardmethode (Olvera et al., 2007, Trible und Rowland, 2012). Wahrend
PCV2a bis zum Jahr 2003 bei Schweinen mit PCV2 assoziierten Erkrankungen
der zumeist gefundene Genotyp war, kommt seither PCV2b haufiger vor (Allan et
al., 2012). Alle kommerziell verfiigbaren PCV2-Vakzinen basieren auf Genotyp a,
werden jedoch als wirksam gegen PCV2a und PCV2b eingestuft (Opriessnig et
al.,, 2007). Trotz flachendeckender ImpfmaRnahmen treten in jlingster Zeit
Erkrankungen auf, die klinisch einen Zusammenhang mit PCV2 vermuten lassen.
Parallel dazu wurden in den USA (Opriessnig et al., 2013b) und in Asien (Guo et
al., 2010) mutierte PCV2b Stdamme entdeckt und eine im Vergleich zu
herkdmmlichen Stdmmen gesteigerte Pathogenitdt angenommen (Guo et al.,
2012). Uber die aktuelle Verteilung der Genotypen PCV2a und PCV2b in
Deutschland und wie sich diese moglicherweise auf die PCV2-Viramie bei Tieren
mit oder ohne Impfschutz auswirkt ist bisher nur wenig bekannt. Die vorliegende

Studie soll dartiber Aufschluss geben. Auferdem soll mithilfe der
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I. Einleitung

Genomsequenzierung einiger Isolate eine Ubersicht gegeben werden, welchen
Clades die gefundenen PCV2-Stdmme angehdren und ob sich diese im Verlauf
einer Aufzucht- und Mastperiode verandern. In der vorliegenden Studie wurden
Ferkel neun deutscher Schweinehaltungsbetriebe von Geburt bis Ende der Mast
hinsichtlich ihres PCV2-Viramiestatus beobachtet, dabei wurde beriicksichtigt, ob
die Tiere mit Genotyp PCV2a oder PCV2b infiziert waren. Bei ausgewéhlten
Tieren wurde zusatzlich die Genomsequenz des jeweiligen PCV2-Isolats ermittelt.
Der Studie liegt einerseits die Hypothese zugrunde, dass sich Genomsequenzen
von PCV2-Isolaten, die innerhalb einzelner Betriebe gewonnen werden kdnnen,
nur minimal unterscheiden werden. Es wird des Weiteren davon ausgegangen,
dass sich der weltweite Trend des Riickgangs von PCV2a zugunsten einer

Zunahme von PCV2b fur die Studienbetriebe bestétigen lassen wird.
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I1. Literaturiibersicht

1. LITERATURUBERSICHT

1. Circoviren

Circoviren gehdren neben Gyroviren zur Familie der Circoviridae. Zum Genus
der Circoviren gehéren neben dem Porcinen Circovirus Typ 1 (PCV1) und Typ 2
(PCV2) auch noch andere Spezies wie das Beak and Feather Disease Virus
(BFDV) (Regnard et al., 2014), Canary Circovirus (CaCV) (Phenix et al., 2001),
Goose Circovirus (GCV) und Pigeon Circovirus (PiICV) (Todd et al., 2001b)
sowie die Spezies Duck Circovirus (DuUCV) (Wen et al., 2014), Finch Circovirus
(FiCV) und Gull Circovirus (GuCV) (Todd et al., 2007). Mit einem Durchmesser
von 15 bis 25 Nanometern sind sie die kleinsten Viren, die in der Lage sind, sich
autonom in eukaryotischen Zellen zu vermehren (Mankertz, 2008). Die Virione
der Circoviridae sind unbehllt und weisen die Symmetrie eines Ikosaeders auf.
Sie beinhalten ein einziges Molekul Einzelstrang-DNA, dieses ist zirkulér
angeordnet und durch kovalente Bindungen geschlossen. Die Grofie des Genoms
liegt bei circa 2000 Nukleotiden (Mankertz, 2008, Cortey et al., 2011). Zur
Herkunft der Circoviren wird von Gibbs und Weiller (1999) vermutet, dass ein
Gen der bei Vertebraten vorkommenden Caliciviren von einem Pflanzen-
Nanovirus aufgenommen und in dessen Genom integriert wurde. Schon davor, im
Jahr 1997 hatten Meehan et al. (1997) bei einer Analyse der Porcinen Circoviren
festgestellt, dass deren Proteinzusammensetzung eher einigen Pflanzen-Circoviren
wie z.B. dem Banana Bunchy Top Virus (BBTV), dem Subterranean Clover Stunt
Virus (SCSV), oder dem Coconut Foliar Decay Virus (CFDV) entsprachen, als
der anderer bei Tieren vorkommenden Circoviren, wie z.B. dem Chicken
Anaemia Virus (Meehan et al., 1997). Alle bei Tieren vorkommenden Circoviren,
bis auf PCV1, haben die Eigenschaft das Immunsystem des Wirts zu schwéchen

und damit andere Erkrankungen zu begunstigen (Todd et al., 2001a).

2. Porcine Circoviren

Porcine Circoviren wurden von Tischer et al. (1974) im Jahr 1974 erstmals in
einer Schweinenieren Zellkultur (PK/15 (ATCC-CCL 33)) entdeckt und zunachst
als papoavirus- und picornavirus-ahnliche Partikel beschrieben (Tischer et al.,

14



I1. Literaturiibersicht

1974). Nur bei Schweinen konnten Antikoérper gegen das bis dahin unbekannte
Virus gefunden werden. GroRe und Beschaffenheit wiesen auf ein bisher bei
Tieren nicht beschriebenes Virus hin, folgend wurde es als Porcines Circovirus
benannt (Tischer et al., 1982). Das Virus wurde der Familie der Circoviridae
zugeordnet. Im Jahr 1986 fanden Tischer et al. (1986) heraus, dass Antikdrper
gegen Porcine Circoviren in 77 bis 95% aller Schweineschlachtkdrper aus
Norddeutschland zu finden sind. AulRerdem wiesen sie Antikorper gegen PCV in
Wildschweinen nach, die in Deutschland im Umkreis von Berlin erlegt worden
waren. Sie stellten daher die These auf, dass Porcine Circoviren in
Schweinepopulationen offenbar sehr verbreitet sind (Tischer et al., 1986). Auch in
anderen Landern, wie z.B. in Kanada wurden Antikorper gegen Circoviren im
Serum von Schweinen nachgewiesen (Dulac und Afshar, 1989). Dank
verbesserter diagnostischer Mdglichkeiten wurde im Jahr 1998 bei Schweinen ein
bis dahin unbekanntes virulentes circovirus-ahnliches Virus isoliert (Ellis et al.,
1998). Im Jahr 1995 wurde erstmals das Post Weaning Multisystemic Wasting
Syndrome (Harding, 2004) beschrieben. Allan et al. (1998b) stellten fest, dass
sich das bei erkrankten Schweinen gefundene Virus, von dem, das als
Kontaminant von Schweinenieren Zellkulturen bekannt war unterschied, und
bezeichneten es zundchst als Porcines-Circovirus-dhnlich, dann als neues
Circovirus bei Schweinen mit Symptomen des Kimmerns (Allan et al., 1998a).
Das Virus, welches schon zuvor als apathogener Kontaminant von Zelllinien
bekannt war, wird in der Folgeliteratur als PCV1 und das neue,
krankheitsauslosende Virus als PCV2 bezeichnet (Allan und Ellis, 2000). Seither
werden in der Literatur im Genus Circovirus der Familie Circoviridae zumeist
zwei verschiedene Circoviren-Spezies beschrieben, die bei der Tierart Schwein
vorkommen, das Porcine Circovirus Typ 1 (PCV1) und das Porcine Circovirus
Typ 2 (PCV2). Die Genomsequenzen sind zu 83 % identisch am Open Reading
Frame 1 (ORF1) und zu 67 % am ORF 2 (Allan et al., 2012). Wahrend PCV2
nach aktuellem Forschungsstand mit vielen bedeutenden Schweinekrankheiten,
auch PCVAD, PCV2-associated diseases genannt (Opriessnig et al., 2007), in
Verbindung gebracht wird, wird das PCV1 als nicht krankheitsauslosend
eingestuft (Mankertz, 2008, Allan et al., 2012). Lediglich von einer Arbeitsgruppe
wurde vermutet, dass PCV1 Lungenblutungen bei Foten verursacht (Saha et al.,

2011). Von Gagnon et al. (2010) wurde im Jahr 2010 ein rekombinantes Virus aus
15



I1. Literaturiibersicht

PCV1 und PCV2 entdeckt, fur das der Name PCV1 / 2a vorgeschlagen wurde
(Gagnon et al., 2010).

2.1. Porcines Circovirus Typ 1 (PCV1)

Das Porcine Circovirus Typ 1 wird in der Fachliteratur vor allem als Kontaminant
von Zellkulturen (Tischer et al., 1974) und humanmedizinischen Impfstoffen
erwéhnt (Baylis et al., 2011). Den meisten Veroffentlichungen ist zu entnehmen,
dass PCV1 fur Schweine apathogen ist (Mankertz, 2008, Allan et al., 2012). Zu
diesem Thema wurde von Saha et al. (2011) ein Infektionsversuch durchgefuhrt.
Hierbei wurden Schweinefoten intrauterin mit PCV1 infiziert, ein Teil der Foten
mit dem bekannten PCV1-Stamm CCL 33 und ein anderer Teil mit dem
Feldstamm 3384. Bei der Versuchsauswertung konnten bei zwei der mit dem
PCV1-Stamm CCL 33 infizierten Foten mit hohen Virustitern H&morrhagien in
der Lunge nachgewiesen werden. VVon Saha et al. (2011) wurde daher postuliert,
dass PCV1 als pathogen fur Schweinefoten einzustufen ist. Die Kontamination
einer Rotavirus-Vakzine fir Kinder gab Anlass zur Diskussion Uber die
Impfstoffsicherheit. Aus diesem Grund wurden auch Versuche beziiglich der
Infizierbarkeit ~menschlicher Zellen mit PCV1 unternommen, einer
Forschungsgruppe gelang es, eine subklonierte Zelle humaner Karzinomzelllinien
zu infizieren (Beach et al., 2011). Es wird daher nach Methoden gesucht, die
Kontamination von Impfstoffen zu vermeiden, bzw. virusbehaftete Impfstoffe

erfolgreich zu dekontaminieren (Yang et al., 2013).

2.2. Porcines Circovirus Typ 2 (PCV2)

Zu Beginn des jetzigen Jahrtausends stellte sich heraus, dass das Porcine
Circovirus Typ 2 einen Stammbaum an genetisch eng verwandten Untergruppen
besitzt. Schon im Jahr 2000 beschrieben Hamel et al. (2000) verschiedene PCV2-
Subtypen. Dazu wurden in den Jahren 1997 bis 1999 Gewebeproben von
Schweinen (n=1693) mit verschiedenen Krankheitssymptomen aus verschiedenen
Regionen Kanadas mittels PCR auf PCV2 untersucht. Im Anschluss wurde die
Methode des Restriktionsfragment-langenpolymorphismus (RFLP) durchgefuhrt.

Hierbei konnten die PCR-Amplifikate von 554 Schweinen in finf verschiedene
16



I1. Literaturiibersicht

PCV2-Subtypen aufgetrennt werden, die Nukleotid-Sequenzen der verschiedenen
Isolate waren zu 95 % identisch (Hamel et al., 2000). Hinweise auf das
VVorkommen unterschiedlicher Genotypen in verschiedenen L&ndern erhielt in
etwa zeitgleich die Arbeitsgruppe Fenaux et al. (2000) in Nordamerika. Sie
verglichen die Genome von PCV2-Isolaten aus verschiedenen Landern und
stellten Unterschiede fest, die mit der geographischen Herkunft der Isolate
assoziiert waren. Die Genomsequenzen zweier Isolate aus Frankreich wichen am
meisten von allen anderen ab, stellten einen eigenen Ast des PCV2-Stammbaums
dar. Ein taiwanesisches und ein kanadisches lIsolat lie} sich den anderen nicht
zuordnen. Alle US-amerikanischen Isolate waren eng verwandt, die Kanadischen
wichen jedoch in einem gewissen Mal in ihren Genomsequenzen davon ab.
Fenaux et al. (2000) bescheinigten den verschiedenen Isolaten des Porcinen
Circovirus Typ 2 zwar ein stabiles Genom, dessen Sequenzen jedoch in
geographisch  unterschiedlichen ~ Regionen  variieren  konnen.  Enge
Verwandtschaften zwischen kanadischen, européischen und asiatischen Stammen
wurden auch von Larochelle et al. (2002) aus Kanada aufgezeigt. Ebenso wird die
geographische Varianz des Virus auch von deutschen Forschern belegt. Die
Arbeitsgruppe um Mankertz et al. (2000) vom Robert Koch-Institut zeigte die
genetische Verwandtschaft von Isolaten aus PMWS erkrankten Tieren. Verwandt
waren die aus Spanien, Deutschland und Frankreich mit Sequenzen aus Kanada
und zwei Isolaten aus Taiwan. Nordamerikanische Sequenzen reprasentierten eine
eigene Gruppe (Mankertz et al., 2000). Auch Cheung (2007) erérterte, dass bei
PCV2 zwei verschiedene Genotypen existieren. Als er aus Gewebsproben akut
erkrankter 10 bis 16 Wochen alter Ferkel aus unterschiedlichen Regionen der
USA (je zwei betroffene Herden aus Kansas, North Carolina und lowa) PCV2
isolierte, stellte er die Koexistenz zweier unterschiedlicher Genotypen fest,
Gruppe 1 (entspricht PCV2b) und Gruppe 2 (PCV2a). Wahrend PCV2b in allen

Ferkeln nachgewiesen wurde, waren fiir PCV2a nur zwei Tieren positiv.

Nachdem Uber viele Jahre zahlreiche PCV2-Subtypen beschrieben und fiir diese
verschiedene Benennungen verwendet worden waren, erfolgte im Jahr 2008 eine
Vereinheitlichung der Benennungen (Dupont et al., 2008). Von Segales et al.
(2008), einem Konsortium internationaler Wissenschaftler, wurde vorgeschlagen,
sich bei zukinftigen Veroffentlichungen einer einheitlichen Nomenklatur zu

17



I1. Literaturiibersicht

bedienen, diese lautet PCV2-Genotyp a, b und c. Die Unterscheidung der drei
Genotypen erfolgt anhand des ORF2, jener Sequenz, die das Kapsid-Protein des
Virus verschlisselt (Nawagitgul et al., 2000). Der Bereich, in dem sich die
Genotypen in ORF2 unterscheiden umfasst nur die Lange von sechs Aminosauren
und wird als ,,signatur motif* bezeichnet, die Lange des Gesamtgenoms liegt bei
1768 Nukleotiden fir PCV2a und 1767 Nukleotiden fir PCV2b (Cheung et al.,
2007). Man vergleicht die Sequenzen immer paarweise, das Verfahren wird daher
»pairwise sequence comparison“ oder abgekirzt PASC genannt (Segales et al.,
2008).

Wiéhrend Genotyp a insbesondere in Schweine haltenden Betrieben verschiedener
Lander in den Jahren 1997 bis 2003 verbreitet war (Allan et al., 2007), kam der
Genotyp b vorwiegend ab 2004 bezogen auf PMWS-Ausbriiche in Nordamerika
(Gagnon et al., 2007) und in europdischen Landern (Dupont et al., 2008, Timmusk
et al., 2008) vor. Der Subtyp ¢ wurde bis dahin lediglich in drei Virussequenzen
aus Danemark aus den 1980er Jahren nachgewiesen (Dupont et al., 2008, Segales
et al., 2008). Dartiber hinaus wurde von chinesischen Wissenschaftlern bei der
Auswertung von Proben aus PMWS betroffenen Betrieben aus verschiedenen
Regionen Chinas aus den Jahren 2004 bis 2008 die Existenz weiterer Genotypen,
d und e, postuliert (Guo et al., 2010, Wang et al., 2009), was jedoch von anderen
Forschern unter Beriicksichtigung der geltenden Regeln flr die Einteilung und

Benennung von PCV2-Stdmmen nicht unterstiitzt wurde (Cortey et al., 2011).

Bei PCV2 ist neben ORF2 ist das zweite Hauptleseraster der ORF1, in ihm sind
die Proteine verschlisselt, die fir die Replikation zustdndig sind (Mankertz et al.,
1998). Zusatzlich wurde vor einigen Jahren das ORF3 Protein entdeckt, das
vermutlich flr virusinduzierte Apoptoseprozesse zustandig ist (Liu et al., 2005).
Inwieweit die Zugehorigkeit zu einem Genotyp die Virulenz beeinflusst, konnte

noch nicht endgultig geklart werden (Trible und Rowland, 2012).

Zur weiteren Unterteilung der Genotypen PCV2a und PCV2b wurde von Olvera
et al. (2007) fiir diese Untergruppen der Begriff ,,Clades® etabliert. Fiir PCV2a
existieren demnach funf Clades, 2A, 2B, 2C, 2D und 2E. Fur PCV2b gibt es die
drei Clades 1A, 1B und 1C (Olvera et al., 2007).

In China wurde bei der Auswertung von PCV2-Stdmmen aus Betrieben mit
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PMWS-Problematik vier verschiedene Mutationen entdeckt, darunter ein Stamm
mit zwei zusatzlichen Basen in ORF2 (Guo et al., 2010). Aufgrund anschlieBender
Infektionsversuche mit der neuen Virusvariante wird von den Autoren eine, im
Vergleich zu bekannten PCV2a und PCV2b-Stdmmen, erhéhte Virulenz vermutet
(Guo et al.,, 2012). Auch in den USA wurde im Jahr 2012 auf einem
schweinehaltenden Betrieb, in dem eine PCV2-Vakzinierung durchgefiihrt wurde,
ein PCV2b Stamm isoliert, der vorher in Amerika unbekannt war. Man fand
heraus, dass dieser Stamm zu 99,9% mit jenem stark virulenten Stamm aus China
verwandt war (Opriessnig et al., 2013b). Dass ahnliche Stdmme auch in Europa zu
finden sind, haben Savic et al. (2012) bewiesen. Hier wurden im Rahmen einer
Studie bei PMWS betroffenen Tieren PCV2-Virusstimme des Genotyps b vom
Subtyp 1C entdeckt, die zu chinesischen Stammen eng verwandt schienen (Savic
et al., 2012). Auch Koinfektionen mit verschiedenen PCV2-Genotypen im selben
Tier kamen vor, wie unter anderem in einer amerikanischen Studie aus dem Jahr
2013 in einer Herde gezeigt werden konnte. In einem Bestand, waren 76,6 % der
ausgewerteten Proben sowohl PCV2a als auch PCV2b positiv (Gerber et al.,
2013). Auch bei einer Studie aus China wurden verschiedene Genotypen von
PCV2 im selben Schwein gefunden (Chiou et al., 2012). Dass dasselbe Phanomen
auch bei Wildschweinen vorkommt, zeigten Reiner et al. aus Deutschland
(Reiner et al., 2011). In einer Studie aus China wurden klinisch kranke Tiere und
Tiere ohne Krankheitssymptome auf PCV2 untersucht. Man fand heraus, dass bei
32% der PCV2-Positiven und klinisch erkrankten Tiere verschiedene Genotypen
gleichzeitig nachgewiesen werden konnten, hingegen 0% bei klinisch gesunden
Tieren. Die Autoren vermuteten, dass die Koexistenz verschiedener Subtypen in
einem Tier zu Entwicklung stérkerer klinischer Symptome fiihren kénnte (Zhai et
al., 2011).

2.3. Vorkommen der Genotypen PCV2a und PCV2b

Epidemiologische Daten bestétigen eine weltweite Veradnderung des Aufkommens
der beiden PCV2-Hauptgenotypen von PCV2a in Richtung PCV2b (Rose et al.,
2012) der vorherrschende Genotyp des porcinen Circovirus Typ 2 ist derzeit
PCV2b (Opriessnig et al.,, 2013a). Bei einer Prévalenzstudie beziglich der
Genotypen von PCV2 wurden von Chiou et al. (2012) in China PCV2-Isolate aus
den Jahren 2002 bis 2011 analysiert. Es wurden Organproben von abgesetzten
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Ferkeln und Tieren vor Mastbeginn aus verschiedenen Regionen Taiwans
untersucht. Die Tiere waren durch Krankheitszeichen wie Kimmern, Atemnot
oder lkterus aufgefallen. Es wurde festgestellt, dass es sich bei den Isolaten aus
den Jahren vor 2007 um PCV2a- und PCV2b-Stdmme handelte. Hingegen konnte

bei spater gewonnenen Proben nur noch der Genotyp b gefunden werden.

Bei der Sequenzanalyse von PCV2b-lsolaten derselben Betriebe aus
aufeinanderfolgenden Jahren wurde herausgefunden, dass sich der genetische
Aufbau der Sequenz im Bereich des ORF2 verdndert hatte. Da in ORF2 das
Kapsidprotein, das Hauptstrukturprotein des Virus codiert ist, spielt diese
Verénderung fur die Immunantwort des Wirtsorganismus eine wichtige Rolle.
Von Chiou et al. (2012) wurde vermutet, dass schon wenige Mutationen in diesen
Bereichen eine erhebliche Steigerung der Pathogenitat des Virus ergeben kdénnen
(Chiou et al., 2012). Von Cheung und Greenlee (2011) wurde im Jahr 2011 eine
Studie verdffentlicht, in der festgestellt worden war, dass sich PCV2b in
Nierenzellkulturen besser reproduzieren kann, als PCV2a. Diese im Vergleich
beider Genotypen bessere Reproduktionsfahigkeit des Genotyps b kénnte mit zur
Erklarung der Abnahme von PCV2a und Zunahme des Genotyps b beitragen
(Cheung und Greenlee, 2011). Jedoch herrscht beziiglich der Ursachen fir das
derzeitige VVorherrschen von PCV2b bei gleichzeitiger Abnahme von PCV2a noch
keine Klarheit. Auch von Opriessnig et al. (2008b) wurde die Existenz eines noch
nicht erforschten, beeinflussenden Faktors fiir mdglich gehalten, der die
Replikation von PCV2b bei gleichzeitiger Steigerung der Schwere der
Erkrankung spezifisch férdert (Opriessnig et al., 2008b).

2.4. PCV2 in Deutschland

Obwohl Erkrankungen durch das Porcine Circovirus Typ 2 erstmals in den 1980er
Jahren beobachtet wurden, muss man davon ausgehen, dass es auch schon vor
diesem Zeitpunkt in den weltweiten Schweinepopulationen vorhanden war. Dies
belegt eine retrospektive Studie von Jacobsen et al. (2009). Hierfir wurde
Material, das bei der Sektion von Schweinen in Norddeutschland in den Jahren
1961 bis 1998 archiviert wurde, untersucht. Aus insgesamt 18855 Proben wurden

unter Berlcksichtigung der Kriterien Alter (zwischen 4 und 16 Wochen) und
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Gewicht (unter 50 kg) zuféllig 445, dies entspricht ungefahr 10 bis 21 Tieren pro
Jahr, ausgesucht. AuBerdem waren von den ausgewahlten Tieren
Krankheitssymptome wie LymphknotenvergroBerung, Lymphozytendepletion in
lymphatischen Geweben, interstitielle Pneumonien sowie interstitielle Nephritiden
bekannt. Bei der Untersuchung der Gewebeproben mittels In-situ-Hybridisierung
(ISH) ergab sich in den Jahren 1961 bis 1984 ein Durchschnitt von 2,77 %, von
1985 bis 1998 ein Durchschnitt von 32,14% PCV2-positiver Tiere. Mithilfe der
PCV2 spezifischen PCR konnten erst ab dem Jahr 1985 relevante Amplifikate
erzeugt werden. Nach Angaben der Autoren konnte durch die lange
Aufbewahrung die DNA beschéadigt worden sein (Jacobsen et al., 2009). Die bei
der In-situ-Hybridisierung detektierten Porcinen Circoviren ab dem Jahr 1962
konnten mithilfe eines weiteren PCR-Primerpaares bestatigt werden. Bei der
Auswertung wurde festgestellt, dass PCR-Amplifikate aus den Jahren 1962 und
1967 zu 98 bzw. 100% aktuellen in der Gendatenbank gelisteten Isolaten glichen
(GenBank accession number AF027217 und GenBank accession number
EU158773) (Jacobsen et al., 2009). In einer weiteren Studie aus Deutschland
wurden in den Jahren 1999 bis 2001 Lungenproben und Inguinallymphknoten von
304 Schweinen mit unterschiedlicher Krankheitsgeschichte aus 156 bayerischen
Betrieben mittels PCR auf PCV2 untersucht. 61% der Tiere waren in beiden
Proben PCV2-positiv. Aufféllig war, dass das Virus haufiger in Betrieben mit
Tieren verschiedener Herkiinfte nachzuweisen war, als in geschlossenen Betrieben
(Ritzmann M., 2002). Parallel zur Zunahme der PCV2 positiven Tiere in
Deutschland in den 90er Jahren des letzten Jahrtausends wurden international die
ersten Erkrankungsausbriiche bei Schweinen registriert, die von dem Virus mit
verursacht wurden (Allan und Ellis, 2000). Dass PCV2 aktuell auch in der
Wildschweinpopulation Deutschlands weit verbreitet ist, haben Reiner et al.
(2010), zeigen konnen. Sie wiesen nach, dass 45,4% Prozent der landesweit
mittels g-PCR getesteten Wildschweine PCV2 positiv waren. Dies ist auch
insofern bedeutsam, da eine Verbreitung von Erregern durch Wildschweine
aufgrund ihrer wachsenden Population nicht auszuschlielen ist (Hammer et al.,
2012). Von Reiner et al. (2010) wurden in den Jahren 2004 bis 2007
Gewebeproben 531 jagdlich erlegter Wildschweine aus 46 verschiedenen
Jagdgebieten in Deutschland, verteilt auf 14 deutsche Bundeslander gesammelt.

Die Proben wurden aus Tonsillen, Lungen und Milzen entnommen. Des Weiteren
21



I1. Literaturiibersicht

wurden Schlachtkérperproben von 308 gesunden und 40 vorerkrankten
Hausschweinen aus 12 deutschen Bundeslédndern untersucht. Dabei wurden 80%
der Proben aus Spanferkelschlachtkorpern und 20% aus
Mastschweinschlachtkdrpern bezogen. VVon den beprobten Hausschweinen wurde
mittels g-PCR bei bei 98,8% und bei Wildschweinen 45,4% porcines Circovirus
Typ 2 nachgewiesen (Reiner et al., 2010). In einer weiteren Untersuchung im Jahr
2011 wurden von Reiner et al. (2011) einige der vorher gewonnenen PCV2-
positiven Proben einer auf ORF2 und ORF3 basierenden Genomsequenzierung
unterzogen. Dazu wurden 40 Wildschweinproben und 60 Proben aus den
geschlachteten Hausschweinen zuféllig ausgewahlt. Bei der Sequenzierung stellte
sich heraus, dass entsprechend der aktuell verwendeten Nomenklatur (Segales et
al., 2008) in 60% der Wildschwein- aber nur 4,8% der Hausschweinproben der
Genotyp PCV2a zu finden war. Der Genotyp PCV2b konnte bei 70% der
Wildschweinproben und 98,4% der Hausschweinproben diagnostiziert werden.
Bei 27% der Wildschwein- und rund 4% der Hausschweinproben konnten sowohl
PCV2a als auch PCV2b gefunden werden (Reiner et al., 2011). In einer weiteren
Studie aus Deutschland von Hammer et al. (2012) wurden Wildschweine, neben
anderen Untersuchungen, auch auf PCV2 getestet. Dazu wurden im Jahr 2008 und
2009 Gewebeproben von 203 jagdlich erlegten Wildschweinen aus Baden-
Wirttemberg auf PCV2 getestet, 103 (Prévalenz von 50,7%) davon waren in der
gPCR positiv (Hammer et al., 2012). Zur Veranschaulichung des PCV2
Verbreitungsgrades in Deutschland kann auch eine von Schmoll et al. (2008) im
Jahr 2008 durchgefiihrte deutsch/Osterreichische Studie zur Erhebung der
Verbreitung von PCV2 bei Besamungsebern in einem Alter von 8 bis 32 Monaten
herangezogen werden. Es wurden insgesamt 716 Eber eingeschlossen, 272 davon
in Deutschland. Von 472 Ebern wurden Spermaproben mittels Nested PCR
(nPCR) auf PCV2 getestet, 86 (18,2%) davon positiv (Schmoll et al., 2008).

2.5. PCV2-assoziierte Erkrankungen

PCV2 kann durch oronasalen Kontakt sowie durch Harn und Faeces ubertragen
werden (Bolin et al., 2001). O'Connor et al. (2001) isolierten Virus in verdndertem
Gewebe totgeborener Feten, was eine intrauterine Ubertragung des Virus

vermuten lasst. Auch von deutschen Wissenschaftlern wird die intrauterine
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Ubertragung von PCV2 angenommen (Ritzmann M., 2002). Eine weitere
Arbeitsgruppe fand heraus, dass Lasionen bei Neonaten mit hoher PCV2-Viruslast
assoziiert sind (Brunborg et al., 2007). Die genaue Pathogenese von PCV2-
assoziierten Erkrankungen ist noch nicht endgltig geklart. Opriessnig et al.
(2007) beschrieben verschiedene Faktoren, die Einfluss auf den Infektionsverlauf
haben kdnnen. Zu nennen ist dabei das Vorkommen unterschiedlicher PCV2-
Isolate, Koinfektionen, Immunstatus des jeweiligen Tieres bzw. dessen
Anfélligkeit. Schlieflich kommt es zum Befall lymphatischer Gewebe und in
zerstérten Lymphfollikeln zum Ersatz von Lymphozyten durch PCV2 befallene
Makrophagen und dendritische Zellen, es kann je nach Hohe der Viramie zu einer
Serokonversion kommen und letztlich eine klinische oder subklinische
Erkrankung entstehen (Opriessnig et al., 2007). Die durch PCV2 hervorgerufenen
Erkrankungskomplexe wie Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome
(PMWS) und Porzines Dermatitis und Nephropathie Syndrom (PDNS), kénnen
unter Porcine Circovirus Diseases (PCVD) (Segales et al., 2005a) oder PCV-
Associated Diseases (PCVAD) (Opriessnig et al., 2007) zusammengefasst
werden. Einer aktuellen Einteilung folgend unterscheidet man bei den PCVD die
PCV2 subclinical infection (PCV2-Sl), Porcine Circovirus 2 Systemic disease
(PCV2-SD), PCV2 lung disease (PCV2-LD), PCV2 enteric disease (PCV2-ED)
und PCV2 reproductive disease (PCV2-RD). Der der Begriff des Porcine
dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS) wird aufgrund seiner nicht

eindeutig geklarten Atiologie beibehalten (Segales, 2012).

2.5.1. Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS)

Ein von PCV2 ausgeltste Syndrom des Kiimmerns bei Schweinen wurde erstmals
in den 1990er Jahren, sowohl in den USA, als auch europdischen
Schweinebestdanden beschrieben (Allan et al., 1998b). Die Erkrankung erhielt den
Namen ,,Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome®“ (PMWS) (Allan und
Ellis, 2000). Die klinischen Erscheinungen des PMWS werden durch zusétzliches
Einwirken anderer Erreger auf den Organismus begiinstigt. Vorwiegend betroffen
sind Absetzferkel und Tiere in der Vormast, jedoch auch Tiere zu Beginn der
Mastperiode, im Wesentlichen also Tiere im Alter zwischen 7 und 15 Wochen

(Harding, 2004). Von allen PCV2-assoziierten Erkrankungen verursacht das
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PMWS den groRten wirtschaftlichen Schaden in der Schweineproduktion (Segales
et al.,, 2005a). Studien bezlglich PMWS ergaben im Wesentlichen sechs
Leitsymptome des Erkrankungskomplexes, die fir klinische Diagnostik hilfreich
sind: Kummern, Atemnot, vergroerte Lymphknoten, Diarrhoe, Bldsse und
Ikterus (Harding, 2004). Darlber hinausgehende Symptome sind in der Literatur
seltener zu finden, z.B. wurde in einer niederldndischen Studie Meningitiden in
Assoziation mit PMWS Dbeobachtet (Wellenberg et al.,, 2000). In der
Pathohistologie werden bei PMWS granulomattse Entziindungen vor allem in den
lymphatischen Organen wie Lymphknoten, Milz, Tonsillen, Peyer’schen Platten
gefunden (Chae, 2004). Typische Kklinische Symptome zusammen mit
entsprechenden Lé&sionen, in denen PCV2 nachgewiesen werden kann, sind
anerkannte Kriterien fur die PMWS-Diagnostik (Quintana et al., 2001). Aufierdem
hangt die Schwere der klinischen Erscheinungen auch mit der Héhe der Viruslast
im Serum bzw. in den betroffenen Organen der erkrankten Schweine zusammen
(Olvera et al., 2004). Brunborg et al. (2004) gaben als kritischen Wert fur das
klinische PMWS einen Wert von 10° bis 107 PCV2-Genomkopien pro Milliliter
Serum an (Brunborg et al., 2004). Auch Begleiterkrankungen haben Einfluss auf
die Schwere der Erkrankung. So stellten z.B. Allan et al. (2000) fest, dass die
gleichzeitige Infektion von Ferkeln mit PCV2 und Porcine Reproductive and
Respiratory Sydrome Virus (PRRSV) die Vermehrung des PCV2-Virus im Tier
im Vergleich zu alleiniger Infektion mit PCV2 potenzierte (Allan et al., 2000).
Krakowka et al. (2000) stellten in einem Tierversuch fest, dass ihre Versuchstiere
bei alleiniger Infektion mit PCV2 nicht erkrankten, jedoch fiihrte die gleichzeitige
Infektion von PCV2 und Porcinem Parvovirus (PPV) zu schweren klinischen
Erscheinungen (Krakowka et al., 2000). Alarcon et al. (2011), die sich mit
beeinflussenden Faktoren fir die Schwere eines PMWS auseinandersetzten,
fanden heraus, dass Tiere, die auf Mycoplasma hyopneumoniae serologisch
positiv getestet wurden schwerer erkrankten, als Seronegative (Alarcon et al.,
2011).

2.5.2. Porzines Dermatitis und Nephropathie Syndrome (PDNS)
Das ,,Porcine dermatitis and nephropathy syndrome* (PDNS) beruht auf einer

immunvermittelten Geféallerkrankung, die erstmals in den 1990er Jahren in
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England beschrieben wurde (Smith et al., 1993, White und Higgins, 1993).
Charakteristisch fur PDNS ist eine systemische Vaskulitis mit dermalen und
epidermalen Nekrosen sowie nekrotisierende Glomerulonephritis (Opriessnig et
al., 2007). Die Nieren fallen adspektorisch durch VergroRerung auf, haufig sind
Petechien auf der Oberflache erkennbar (Harding, 2004). Mikroskopisch findet
man in den Wénden von Blutgefalkapillaren und Nierenglomeruli Ablagerungen
von Immunkomplexen (Harding, 2004). Es konnen Glomerulonephritiden mit
chronischen Veranderungen der Nierenglomeruli auftreten (Majzoub M., 2005).
Es werden multifokale Hautverfarbungen von rot bis schwarz, vorwiegend an der
Hinterhand beschrieben (Opriessnig et al., 2007), die sich dann auf Thorax,
Flanken und Ohren ausbreiten konnen (Harding, 2004). Petechiale bis
flachenhafte Blutungen, vor allem der Hintergliedmallen und Ohren werden
ebenfalls beschrieben (Ritzmann M., 2005). In leichten Fallen kénnen die Tiere
ohne Ausbildung weiterer klinischer Symptome genesen. Stark betroffene Tiere
kdnnen jedoch Lahmheiten, Anorexie, Gewichtsverlust und Fieber entwickeln.
Selten kommen plotzliche Todesfélle vor (Harding, 2004). In englischen und
schottischen Betrieben wurden ab dem Jahr 1993 von Thomson et al. (2002) eine
Studie bei PDNS erkrankten Schweinen durchgefihrt. Falle mit ausgepragten
Hautl&sionen endeten in dieser Studie immer tddlich. Im Labor wurden
Proteinurie und verénderte Nierenwerte diagnostiziert. In der Sektion war die
bilaterale Vergroflerung des Nierenkortex der auffallendste und am héufigsten
festgestellte Befund. Histologisch zeigten die Hautlasionen eine hamorrhagische
Dermatitis mit nekrotisierender Entziindung der Gefédl3e in der oberflachlichen
Dermis  und  fibrinGser =~ Nekrose  tiefergelegener  Arteriolen.  Die
Nierenveranderungen reichten von akuten Glomerulitiden bis hin zu chronisch
sklerotisch veranderten Glomeruli, interstitieller Entzindung und Fibrose
(Thomson et al., 2002). Von anderen Autoren wurden ebenfalls systemische
Vaskulitiden mit dermalen und epidermalen Nekrosen sowie nekrotisierende und
fibrinése Glomerulonephritiden beschrieben (Opriessnig et al., 2007). Autoren
wie Segales et al. (2005a) sahen es als noch nicht endgultig erwiesen an, dass
PCV2 als sichere Ursache fiir PDNS anzusehen ist. Die klinischen Erscheinungen
des PDNS sind von der Frihform der Klassischen Schweinepest schwer zu
unterscheiden (Majzoub M., 2005). Daher muss diese Differentialdiagnose immer

ausgeschlossen werden (Ritzmann M., 2005).
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2.5.3. Reproduktionsstorungen (Reproductive failure)
Reproduktionsstérungen wie Aborte, Totgeburten oder das Auftreten von Mumien
ist ein haufiges, jedoch nicht konstant auftretendes Phdnomen im Zusammenhang
mit PMWS-Ausbruchen (Harding, 2004). West et al. (1999) beschrieben Ende der
1990er Jahre erstmals mit PCV2 in Verbindung gebrachte Reproduktionsfehler.
Auf einem Vermehrbetrieb mit 450 Jungsauen war es vermehrt zu Totgeburten
und verfrihter Anbildung des Gesduges bei den Sauen mit anschlieend
zeitverzogerter Geburt mumifizierter Ferkel gekommen. Bei einem abortierten
Fotus fand man verschiedene Organlasionen und konnte in darin
immunhistochemisch PCV2 nachweisen. Man kam zu dem Ergebnis, dass die
Infektion mit PCV2 in utero zum Abort fuhren kann, die subletale Infektion
hingegen mdglicherweise im spéteren Leben zur klinischen Manifestation von
PMWS fuhrt (West et al., 1999). Von O'Connor et al. (2001) wurde in den spéten
1990er Jahren ebenfalls eine intrauterine PCV2-Infektion von Féten postuliert. In
der Studie beobachteten die Wissenschaftler einen zuvor PCV2-positiv getesteten
Ferkelerzeugerbetrieb mit 3000 Sauen aufgrund starken Anstiegs totgeborener
und mumifizierter Ferkel sowie Anstieg der Jungtiersterblichkeit. Bei der
Untersuchung der totgeborenen Tiere fielen Herzveranderungen auf, mithilfe
immunhistochemischer Farbungen und PCR-Untersuchungen konnte PCV2-Virus
im Myocard- und anderen Geweben nachgewiesen werden (O'Connor et al.,
2001).

2.5.4. Enteritis (Enteric disease)

Kim et al. (2004) beschrieben im Jahr 2004 eine Erkrankung beim Schwein, die
unabhangig von der PMWS-Symptomatik aufgetreten war. Die Schweine litten
unter Diarrhoe bei granulomatdser Enteritis. Insbesondere die Peyer-Platten,
waren betroffen, die Schleimhaut war im Bereich des Dunndarms von grof3en
Mengen Makrophagen und mehrkernigen Riesenzellen infiltriert, gleichzeitig
wurden hohe PCV2-Mengen aus den betroffenen Geweben isoliert (Kim et al.,
2004). Ahnliche Beobachtungen wurden von Chae (2005) beschrieben, betroffene

Schweine litten an antibiotikaresistentem Durchfall und blieben im Wachstum
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zurlick. Histologisch wurde eine granulomatése Entzindung von Dinn- und
Dickdarm beobachtet, es fielen Infiltrate von Epitheloid- und mehrkernigen
Riesenzellen in diesen Geweben auf. In Riesenzellen und Histiozyten innerhalb
der Peyer-Platten konnte mittels In-situ-Hybridisierung PCV2 nachgewiesen
werden. In anderen Organen konnten mikroskopisch keine Lasionen
nachgewiesen werden (Chae, 2005). Von Opriessnig et al. (2011b) wurde ein
Versuch durchgefuhrt, in dem typische PCV2-assoziierte Gewebsveranderungen
wie lymphohistiozytare Enteritis und Peyer-Platten Depletion hervorgerufen
werden konnten. Zudem konnten in diesen Lé&sionen konnten groRe Mengen
PCV2 nachgewiesen werden. Die Schweine entwickelten PCVAD mit Durchfall,
verringerten Tageszunahmen und Gewichtsverlust zwischen dem 14. und 28. Tag
post infectionem (Opriessnig et al., 2011b).

2.5.5. PCV2-assoziierte Atemwegserkrankungen

Nach Opriessnig et al. (2011a) ist PCV2 neben nichtinfektiosen Faktoren und
anderen Viren und Bakterien einer der Faktoren, die beim Schwein zu
Atemwegserkrankungen fiihren, die unter dem Begriff ,,Porcine Respiratory
Disease Complex*“ (PRDC) zusammengefasst werden. PCV2 kann in Verbindung
mit anderen Noxen zu ernsthaften Erkrankungen der Atemwege fihren
(Opriessnig et al., 2011a). Cheng et al. (2011) stellten im Jahr 2011 bei chronisch
an PMWS erkrankten Schweinen Symptome fest, wie sie auch bei einer aus der
Humanmedizin bekannten, chronische Atemwegserkrankung auftreten. Die
Pathogenese dieser sogenannten ,,Bronchiolitis obliterans organizing pneumonia‘“
(BOOP) ist noch nicht komplett geklart (Cheng et al., 2011). Wellenberg et al.
(2010) stellten im Jahr 2010 fest, dass Schweine im Alter von 10 bis 24 Wochen,
auch in Herden ohne hoher PMWS-Pravalenz, an PCV2-assoziierten
Lungenerkrankungen leiden konnen (Wellenberg et al.,, 2010). In einer
Veroffentlichung von Segales (2012) wurden diese Krankheiten unter dem Begriff
Atemwegserkrankung ,,respiratory disease* (RD) zusammengefasst. Ein anderer
Erkrankungstyp wird als Proliferative und Nekrotisierende Pneumonie
»proliferative and necrotizing pneumonia“ (PNP) (Segales, 2012) bezeichnet.
Zum Letztgenannten wurde von Szeredi und Szentirmai (2008) im Jahr 2008 eine

Studie durchgefiihrt, deren Befunde fur eine ursachliche Beteiligung von PCV2 an
27



I1. Literaturiibersicht

der PNP-Erkrankung sprechen. Darliber hinaus stellten sie fest, dass das
Gefalisystem eine entscheidenden Rolle bei der Pathogenese von PCV2-
assoziierten Erkrankungen spielt (Szeredi und Szentirmai, 2008). Auch von Grau-
Roma und Segales (2007) gibt es zu diesem Thema eine Publikation aus dem Jahr
2007. Im Vergleich mit anderen an der PNP-Erkrankung beteiligten Viren hatte
PCV2 die hochste Pravalenz. Die Autoren folgerten aus ihren Ergebnissen, dass
PCV2 das wichtigste &tiologische Agens fur die Auslosung der PNP in Spanien
darstellt. Sie vermuteten, dass PCV2 sogar europaweit die Hauptrolle fir PNP-
Erkrankung spielen koénnte (Grau-Roma und Segales, 2007). Eine typische L&sion
fir PCV2-assoziierte Lungenerkrankungen ist die peribronchioldre fibrose
Hyperplasie, im betroffenen Gewebe konnten h&ufig grolRe Virusmengen
nachgewiesen werden (Opriessnig und Langohr, 2013).

2.5.6. Subklinische PCV2-Infektion

Die ersten PCV2-Infektionen konnten beim Schwein schon im Jahr 1962
nachgewiesen werden (Jacobsen et al., 2009). PCV2 ist weltweit in
Schweinepopulationen verbreitet (Segales et al.,, 2005a), viele Tiere sind
subklinisch infiziert (Segales, 2012). Es konnte gezeigt werden, dass sich die
subklinische Infektion unginstig auf den Erfolg von ImpfmalRnahmen auswirken
kann (Opriessnig et al., 2006). In einer aktuellen Studie aus England wird
herausgestellt, dass die subklinische PCV2-Infektion erhebliche wirtschaftliche

Schéden verursacht (Alarcon et al., 2013).

3. Diagnostik

Zur Diagnostik von PCV?2 stehen verschiedene Verfahren zur Verfligung. Es gibt
sowohl Methoden des direkten Virusnachweises, als auch die des
Antikorpernachweises. Insbesondere in den letzten Jahren wird h&ufig die PCR
zum DNA-Nachweis in Geweben den herkémmlichen Methoden der
Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung vorgezogen (Opriessnig und
Langohr, 2013).
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3.1. PCV2 Genomnachweis

3.1.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zum Nachweis viraler DNA hat sich die PCR in den letzten Jahren zur
Standarduntersuchungsmethode fur PCV2 entwickelt. Sie wird anderen, wie z.B.
immunhistochemischen Untersuchungsmethoden unter anderem aufgrund des
hohen Automatisierungsgrads, der Kostenersparnis und schneller Erlangung der
Ergebnisse vorgezogen (Opriessnig und Langohr, 2013). PCV2 kann mit der
Methode aus diversen Organen und Sekreten nachgewiesen werden (Hamel et al.,
2000). Da PCV2 in Schweinebestdnden sehr weit verbreitet ist und klinische
Erscheinungen mit der Virusmenge im Tier zusammenhdngen, hat dessen
qualitativer Nachweis eine zu geringe Aussagekraft, es sind quantitative
Verfahren notwendig (Brunborg et al., 2004). Auch weil die PMWS assoziierten
Lasionen im Tier mit der Virusmenge korrelieren, ist eine Quantifizierung
sinnvoll fir die PMWS-Diagnostik (Rovira et al., 2002). Bei der real-time PCR
(rt-PCR) wird die Menge der Amplifikate wéhrend des Laufs der Untersuchung,
also in Echtzeit durch Fluoreszenzmessung ermittelt, nicht am Ende, wie bei der
herkdbmmlichen PCR (Mackay et al., 2002). Um Aussagen uber die Anzahl der
vorhandenen Virusgenomkopien treffen zu konnen, werden die PCV2-haltige
Proben zusammen mit einer standardisierten Verdiinnungsreihe in Reaktion
gebracht, die Quantitat kann dann errechnet werden (Segales et al., 2005b). Die
Multiplex Real-Time PCR wird verwendet, um mehrere Genomabschnitte
gleichzeitig in einer PCR-Reaktion nachzuweisen (Mackay et al., 2002). Dieses
Verfahren wurde von Opriessnig et al. (2010) eingesetzt, um eine Unterscheidung
der PCV2-Genotypen a und b zu ermdglichen. Da sich PCV2a und PCV2b im
Bereich des Viruskapsids unterscheiden, konnten fiir diese Untersuchung zwei
spezifische Sonden zur Unterscheidung von PCV2a und PCV2b entwickelt
werden (Opriessnig et al., 2010). Fur die Vorbereitung einer Vollsequenzierung
des PCV2 Genoms muss ebenfalls eine PCR durchgefiihrt werden. Gagnon et al.
(2007) verwendeten einen Doppelansatz mit verschiedenen Oligonukleotiden, um
zwei sich Uberlappende PCR-Produkte zu erhalten, die zusammen das

Komplettgenom ergeben .

29



I1. Literaturiibersicht

3.1.2. In-situ-Hybridisierung (ISH)

Die Methode kann fir die Detektion von DNA oder RNA in fixiertem Gewebe
eingesetzt werden. Sie wurde von Jacobsen et al. (2009) verwendet, um
archivierte, formalinfixierte oder in Paraffin eingebettete Gewebeproben ab dem
Jahr 1961 auszuwerten. Dabei wird das betroffene Gewebe zunéchst entwachst
und und mit pyrogenfreiem Wasser gewaschen. Es folgt ein proteolytischer
Verdau und einige weitere Schritte, ehe unter Wéarmezufuhr die Hybridisierung
erfolgt. Dabei bindet eine Sonde an die nachzuweisende Genomsequenz, diese
wird mit einem Farbstoff sichtbar gemacht (Seeliger et al., 2007). Die In-situ-
Hybridisierung wurde zur PCV2-Diagnostik asservierter Proben auch von anderen
Arbeitsgruppen eingesetzt. Choi und Chae (1999) untersuchten in Formalin
fixierte Gewebeproben von Schweinen, die an PMWS erkrankt waren erfolgreich
mit dieser Technik. Ebenso wurden von McNeilly et al. (1999) Proben
ausgewertet, die vorher bis zu 6 Monate in Formalin aufbewahrt worden waren.
Nach Calsamiglia et al. (2002) ist zwar die PCR bei der PCV2-Diagnostik von
Lymphknotengewebe die sensitivste Methode, jedoch korreliert der ISH-

Nachweis von PCV2 besser mit den typischen Lésionen, die bei PMWS auftreten.

3.2 Antikdérpernachweis

3.2.1. Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)

Mit der Methode ist es einerseits mdglich Antikorper, andererseits Bestandteile
von Antigen nachzuweisen. Dabei werden Platten eingesetzt, die mit einer
Substanz beschichtet sind, die zur gesuchten komplementér ist (Antigen-
Antikorperreaktion). Bei der PCV2-Diagnostik stehen inzwischen ELISA-
Methoden zur Verfligung, die zwischen verschiedenen Antikorperklassen
unterscheiden kdnnen. Es kommen dabei Platten zum Einsatz, die mit Antikorpern
beschichtet sind, die spezifisch an Immunglobulin G (IgG) und Immunglobulin M
(IgM) des Schweins binden. Ein solcher 1gG/IgM ELISA wurde bei einer Studie
in Deutschland eingesetzt, erwies sich jedoch in dieser Studie im Vergleich zu
einem einfachen IgG Test Kit als weniger zuverléssig. Es wurden damit nur halb
so viele Tiere positiv fir PCV2-Antikorper getestet (Hammer et al., 2012). Ein
ELISA fur die Diagnostik von PCV2-Antikdrpern kann auf verschiedenen
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Virusbestandteilen basieren. Nawagitgul et al. (2002) entwickelten zwei
verschiedene Assays, eins davon basierte auf einem in Zellkulturen angeziichteten
PCV2-Stamm, das andere auf dem ORF2-Protein von PCV2. Beide erzielten eine

gute Sensitivitat und Spezifitéat.

4, Vakzinierung gegen PCV?2

Die derzeit verfligbaren Impfstoffe gegen PCV2 basieren ausschlieBlich auf
Genotyp a und werden als wirksam fiir beide Genotypen eingestuft (Opriessnig et
al., 2007). Derzeit sind in Deutschland vier kommerzielle Impfstoffe zur
Vakzinierung gegen PCV2 erhdltlich. Davon sind drei fir die aktive
Immunisierung von Ferkeln und einer zur aktiven Immunisierung von Sauen und
Ferkeln zugelassen. Die in Deutschland zugelassenen Impfstoffe sind Tabelle 1 zu
entnehmen. Folgende Impfschemata finden nach Angaben der Hersteller

Anwendung:

Ferkelimpfung

Die PCV2 Impfung von Ferkeln kann als one shot Applikation (einmalige
Impfung ab einem Alter von drei Wochen) oder als two shot Vakzinierung (erste
Impfung zwischen Lebenstag drei und flnf, zweite Impfung zwei bis drei Wochen
spater) erfolgen.

Sauenimpfung

Die Vakzinierung der Sauen erfolgt nach folgendem Schema:
Grundimmunisierung

Jungsauen: Jungsauen erhalten zwei Impfungen im Abstand von drei bis vier
Wochen, wobei letztere spatestens vier Wochen vor dem Belegen erfolgt, sowie

eine dritte Vakzinierung spatestens zwei Wochen vor dem Abferkeltermin

Sauen: Sauen erhalten zwei Impfungen im Abstand von drei bis vier Wochen,

letztere spatestens zwei Wochen vor dem Abferkeltermin.
Wiederholungsimpfungen

Eine Impfung zwei bis vier Wochen vor dem Abferkeln.
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Tabelle 1: PCV2-Vakzinen

Name

Zulassungsinhaber

Anwendung

Circovac®

Merial, 29 Avenue Tony
Garnier, F-69007 Lyon,
Frankreich

Vakzinierung von Ferkeln ab
einem Alter von 3 Wochen,
Vakzinierung von Sauen

Ingelvac® CircoFLEX™

Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH, 55216
Ingelheim/Rhein, Deutschland

Vakzinierung von Schweinen
(Ferkeln) ab einem Alter von
2 Wochen

Porcilis® PCV Intervet International BV, Vakzinierung von Ferkeln,
Wim de Korverstraat 35, 5831  one shot (Alter 3 Wochen)
AN Boxmeer, Niederlande oder two-shot (3.-5. Lebenstag
und 2-3 Wochen spater)
Suvaxyn® PCV Zoetis Belgium SA, Rue Laid  Vakzinierung von Schweinen

Burniat 1, 1348 Louvain-la-
Neuve, Belgien

(Ferkel) ab einem Alter von
21 Tagen

In einer von Velasova et al. (2013) veroffentlichten Feldstudie wurden ber die
Jahre 2008 bis 2010 50 schweinehaltende Betriebe in England beobachtet, in
denen PMWS auftrat. Als Parameter wurde vor allem die Schwere der dort
vorkommenden PMWS-Erkrankungen vor und nach der Impfung herangezogen.
90% der Betriebe waren vor der PCV2-Vakzinierung in der PCR-Untersuchung
positiv auf PCV2 getestet worden. Der Wert hatte sich beim zweiten Test nach der
Impfung, 331 bis 539 Tage nach dem Erstbesuch, auf 56% reduziert (Velasova et
al., 2013). Auch eine Studie aus den USA belegte die gute Wirksamkeit der
PCV2-Vakzinierung. Hier wurde bei geimpften Tieren eine signifikant niedrigere
Mortalitatsrate und signifikant hohere durchschnittliche Gewichtszunahmen in der
Endmast festgestellt (Horlen et al., 2008). In einer Studie von Kixmdller et al.
(2008) aus Deutschland zur Uberpriifung des Impfstoffes, der PCV2-ORF2
exprimierendes Bakulovirus enthélt, konnte dessen hohe protektive Wirkung
gezeigt werden. In der beobachteten Herde konnte eine Phase der akuten und eine
Phase der chronischen Virdmie beobachtet werden. Insbesondere in der
Akutphase im Alter der Tiere von 11 bis 16 Wochen zeigte die Placebo-Gruppe
sehr hohe Virdamien (>10° Genomaquivalente/ml). Unter Impfschutz war die
Dauer der Virdmie und die Viruslast signifikant geringer (Kixmoller et al., 2008).
In einer anderen Studie aus Deutschland von Haake et al. (2014) Uberprifte man
32



I1. Literaturiibersicht

verschiedene Impfzeitpunkte hinsichtlich ihres Erfolgs. Beim Vergleich von
Lebenswoche 1 und Lebenswoche 3 als Impfzeitpunkt fir die Ferkel stellte sich
der spatere Termin als wesentlich glnstiger heraus. Die Tiere zeigten im
Vergleich zur ungeimpften Kontrollgruppe hohere Gewichtszunahmen und bei
einer PCV2-Infektion signifikant niedrigere Virdmien (Haake et al., 2014).

Dennoch wird die Frage, ob ein Impfstoff, der auf Subtyp a-lsolaten basiert,
gleichermallen guten Schutz gegen a- und b-Stdmme bietet in mehreren
Forschungsprojekten diskutiert. In einer experimentellen Studie aus den USA aus
dem Jahr 2008 wurde die Kreuzprotektion zwischen PCV2a und PCV2b unter
Verwendung verschiedener PCV2-Isolate bestatigt (Opriessnig et al., 2008b).
Ebenso in einer spanischen Studie, hier wurden unterschiedliche Virusstimme aus
Spanien, den USA und Kanada sowie aus den Niederlanden getestet, es konnte
gezeigt werden, dass durch die Impfung die Ausscheidung von PCV2 im
Nasensekret und Kot reduziert wird und eine Virdmie verhindert wird (Fort et al.,
2008). Es wurde aullerdem von Opriessnig et al. (2014) die Wirksamkeit drei
kommerzieller Impfstoffe bei der Infektion mit mutierten PCV2-Stdmmen
(mPCV2) getestet, die im Verdacht stehen PCVAD in PCV2 Impfbetrieben zu
verursachen. Dazu wurden Ferkel, die bereits mit einem PCV2b Stamm
vorinfiziert waren, zusatzlich mit dem mutierten Stamm infiziert. Es wurde
festgestellt, dass alle Vakzinen eine gute protektive Wirkung aufwiesen
(Opriessnig et al., 2014).
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Anzeige des Tierversuchsvorhabens

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemalR 88 Absatz 7 Satz 1 Nummer 2 des
Tierschutzgesetzes bei der zustandigen Behorde angezeigt, bestatigt und wird
unter folgendem Aktenzeichen bei der Regierung von Oberbayern gefuhrt: 55.2-1
54-2532.2-23-12. An die Regierungen der weiteren beteiligten Bundeslander
erging ebenfalls eine Tierschutzanzeige, die jeweils positiv beantwortet wurde.

2. Ziel der Untersuchung

Ziel der Untersuchung war es, in Betrieben mit unterschiedlichen Impfregimen
gegen PCV2 einen aktuellen Uberblick Gber die beim Schwein auftretenden
PCV2-Genotypen zu gewinnen. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob sich
der PCV2-Status bezuglich der auftretenden Genotypen eines Einzeltieres im
Laufe der unterschiedlichen Produktionsstufen der Schweineproduktion
(Séugeperiode, Ferkelaufzucht und Mast) andert. Als letztes sollte versucht
werden, bei Einzeltieren isolierte PCV2-Stdamme mittels Genomequenzierung in
Zusammenhang zu bringen oder zu eruieren, ob innerhalb eines definierten

Zeitfensters Mutationen des PCV2-Genoms auftreten.

3. Studienbetriebe

Fir die Studie wurden Ferkel von neun Ferkelerzeugerbetrieben eingeschlossen.
Acht der Betriebe masteten ihre Schweine selbst bis zur Schlachtung, waren also
Kombibetriebe. Ein Betrieb verkaufte die Tiere an einen Master in 1:1-
Anbindung, war also ein Ferkelerzeugerbetrieb. Die Betriebe wurden nach ihrem
PCV2-Impfregime in drei Gruppen aufgeteilt: Nichtimpfbetriebe (NI),
Ferkelimpfbetriebe (F1) und Sauenimpfbetriebe (SI). Ein Uberblick tiber die
Betriebsstruktur, das PCV2-Impfregime und die geographische Lage der Betriebe
ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Daten zu den Studienbetrieben*

. Betriebs- PCV2 . Grofe .
Betrieb Bundesland Impfregime (Anzahl Mastplatze
struktur (Gruppe) Sauen)

1 NRW 1:1 Anbindung NI 300 1250

2 NRW Kombi-Betrieb NI 190 1640

3 NDS Kombi-Betrieb NI 215 1300

4 BY Kombi-Betrieb  FI 200 1600

5 NRW Kombi-Betrieb  FI 200 1500

6 ST Kombi-Betrieb  FI 2500 9000

7 BY Kombi-Betrieb Sl 105 600

8 NDS Kombi-Betrieb Sl 230 1800

9 NRW Kombi-Betrieb Sl 300 240

Jedem Betrieb wurde eine Nummer zugewiesen (1-9), die Standorte waren in den Bundeslandern
Nordrhein-Westfalen (NRW), Niedersachsen (NDS), Bayern (BY) und Sachsen-Anhalt (ST).
Nach den PCV2-Impfregimen sind die Betriebe in drei Gruppen aufgeteilt (NI=Nichtimpfbetriebe,
Fl=Ferkelimpfbetriebe, SI=Sauenimpfbetriebe).

4, Impfstatus

Die in die vorliegende Studie eingeschlossenen Betriebe impften entweder Ferkel
(FI) oder Sauen (SI) gegen PCV2, oder die Betriebe flihrten keine Impfung gegen
PCV2 durch (NI). Andere Pathogene betreffende Impfungen, die in den
Studienbetrieben eingesetzt wurden, sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: In den Studienbetrieben 1-9 durchgefuhrte Impfprogramme *

Vakzinierung NI Fl Sl

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Betrieb
Porcines
Parvovirus S - S S S S S S §
Erysipelothrix
rhusiopathiae S - S S S - S S S
Influenza A S - - S S - S S g
PRRSV - - S/IF S S - S S/F S
Escherichia coli - - - S S S S S/F S
Clostridium
perfringens - - - - S - S = S
Mycoplasma
hyopneumoniae - - - - - - F F
Lawsonia
intracellularis - - - - - - F - -
Haemophilus
parasuis - - - - - - F - -
Entwurmung /
Entraudung - - S S S S - S S

*PCV2-Impfgruppen: Nichtimpfer=NI, Ferkelimpfer=FI und Sauenimpfer=SI, Sonstige Vakzinen
nach Erregern: F=Ferkelimpfung, S=Sauenimpfung
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5. Studientiere

5.1. Sauen

Pro Betrieb wurden insgesamt 15 Sauen einer Abferkelgruppe in die Studie
eingeschlossen, wobei darauf geachtet wurde, dass sich die Sauengruppe
mdoglichst aus jeweils 5 Jungsauen (erster Wurf), 5 Altsauen (2. bis 4. Wurf) und 5
alten Altsauen (mehr als 5 Wirfe) zusammensetzte. Wenn mehr als 5 Sauen pro
Altersgruppe zur Auswahl standen, wurden die Tiere von einer dritten Person
(Landwirt oder Hilfskraft) zufallig ausgewahlt. Standen pro Betrieb und
Abferkelgruppe nur genau 5 oder weniger Tiere pro Kategorie zur Verfligung,

dann wurden alle Tiere in die entsprechende Gruppe aufgenommen.

5.2. Ferkel

Von jeder Sau wurden jeweils 6 Ferkel (inklusive 3 Ersatztiere) zuféllig
ausgesucht und in die Studie eingeschlossen, so ergab sich eine Gesamttierzahl
von 810 Ferkeln wovon 405 Tiere zur labordiagnostischen Auswertung

herangezogen werden sollten.

6. Probenentnahme

Der Einschluss der Ferkel begann in der ersten Lebenswoche (Lebenstag 1-3)
zusammen mit der ersten Blutprobenentnahme. Des Weiteren wurden bei jedem
Ferkel in der dritten und vierten sowie in der 8., 12., 16., 20. und 24.

Lebenswoche Blut enthommen.

6.1. Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte bei den Saugferkeln durch Punktion der Vena cava
cranialis, bei alteren Tieren durch Punktion der Vena jugularis externa. Zur
Blutentnahme wurden die Ferkel von einer Person in Riickenlage fixiert und somit
die Punktion des entsprechenden BlutgefaRes ermdglicht. Bei Mastldufern und
adulten Mastschweinen erfolgte die Blutentnahme im Stehen, dazu wurden die

Tiere kurz mit einer Oberkieferschlinge von einer Hilfsperson fixiert.

Die Blutentnahmesysteme (Primavette® der Firma Kabe Labortechnik,
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Nimbrecht-Elsenroth, Deutschland, mit 10 ml Fassungsvermdgen) wurden mittels
eines wasserfesten Stifts beschriftet, so dass jede Probe jedem Tier einzeln
zugeordnet werden konnte. Zur Venenpunktion wurden sterile Einmalkanulen
verwendet. Bis zum Tag 56 wurden Kanulen der Grélze 0,8x40 mm (Sterican®,
Braun Medical AG, Emmenbriicke, Schweiz) verwendet, danach bis Tag 140 kam
die KandlengroRe 1,1x50 mm (Sterican®, Braun Medical AG, Emmenbrucke,
Schweiz) zum Einsatz. Zum Mastende erfolgte die Blutentnahme mit Kandlen der
GroRe 1,2x75 mm (SUPRA®, Erhardt-S6hne GmbH, Geislingen, Deutschland).
Die Blutproben wurden zwischen 4°C und 8°C gekuhlt transportiert und innerhalb
von maximal 24 Stunden im Labor der Klinik fur Schweine fur 10 min bei 3000
rpm zentrifugiert (Zentrifuge Hettich® Rotana 460R, Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen, Deutschland). Im Anschluss wurde das gewonnenen Serum
auf drei Kryordhrchen der Firma Eppendorf (Safe-Lock Tubes®, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) verteilt, beschriftet und bei -20 Grad Celsius bis zur

weiteren Bearbeitung tiefgefroren.

7. Labordiagnostische Untersuchungen

Das von den Tieren gewonnene Serum wurde am Ende der Klinischen Phase
mittels einer quantitativen PCV2-PCR (siehe Kapitel 7.1.) untersucht. PCV2-
positive Proben wurden anschlieend in einer Genotyp-differenzierenden Duplex-
PCR (siehe Kapitel 7.2.) weiter analysiert. Bei einem Teil der Genotyp-
bestimmten PCV2-Stamme wurde das Gesamtgenom amplifiziert und sequenziert

(siehe Kapitel 7.3.), um eine phylogenetische Einordnung zu ermdglichen.

7.1 Quantitative PCV2-PCR

Zur Bestimmung der Virusquantitat in den Serumproben wurde die real-time PCR
nach Zhao et al. (2010) verwendet, die eine Sequenz im ORF2 (Nukleokapsidgen)
detektiert. Die Aufreinigung und Extraktion der DNA wurde mithilfe eines
Roboters der Firma Hamilton (MICROLAB STAR LET®, Hamilton, 4970
Energy Way Reno, NV 89502 U.S.A) unter Verwendung des Extraktions-Kits
(Nucleo Spin® Virus Core Kit-, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diren) nach den Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt.
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Fur die real-time-PCR wurde das QuantiTect Probe PCR Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Je Reaktion wurden 12,5 pl PCR-Mastermix, 5,5 pl RNase freies
Wasser, 2 ul Primer-Sonden-Mix und 5 pl DNA-Eluat angesetzt.
Primersequenzen und —konzentrationen sind Tabelle 4 zu entnehmen. Die PCR
wurde mit folgendem Temperaturprofil mittels Stratagene MX3005® bzw.
MX3000® (Agilent Technologies, Santa Clara CA, United States) durchgefthrt:
Polymeraseaktivierung bei 94°C fur 15 min, dann 42 Zyklen mit jeweils 15 sek
bei 94°C zur Denaturierung und 60 sek bei 60°C fir Annealing und Extension.
Um eine absolute Quantifizierung zu ermdglichen, wurde ein Plasmid in
bekannter Konzentration, das die zu amplifizierende PCV2-Sequenz enthélt, in

funf log10-Verdlnnungsstufen bei jedem PCR-Lauf mitgetestet.

Tabelle 4: Primer und Sonde fiir die PCV2-real-time PCR (Zhao et al., 2010)

Name Konzentration Sequenz
PCV2-for 600nM 5-CGG ATATTGTAKTCCTGG TCGTA-3'
PCV2-rev 600nM 5 -CCTGTCCTAGATTCCCCTATTGATT-3
5 -FAM- CTA GGC CTA CGT GGT CTACAT TTC
Sonde PCV2 300nM -BHQ1
7.2. Genotyp-differenzierende PCV2-PCR

Alle in der real-time PCR positiv auf PCV2 getesteten Seren wurden zur
Genotypisierung mittels einer Duplex-PCR (Opriessnig et al., 2010) weiter
untersucht. Diese kann aufgrund zweier unterschiedlich gelabelter Sonden einen
fir den jeweiligen Genotyp konservierten, spezifischen Genbereich im ORF2
(Cheung et al., 2007) nachweisen. Die Sonde fur den Genotyp 2a wurde insofern
modifiziert, als dass deren Bindungsstelle auf den Komplementarstrang
(verglichen mit der Originalpublikation) verlegt wurde. Primersequenzen und
-konzentrationen sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: Primer und Sonde fur die PCV2-Genotyp-PCR (Opriessnig et al., 2010)
(modifiziert*)

Name Konzentration Sequenz
PCV2-for 600nM 5 -GCA GGG CCAGAATTCAACC-3
PCV2-rev 600nM 5'- GGC GGT GGA CAT GATGAG A -3
5'-FAM- CAA AGG GTATAG AGATTT TGT
Sonde PCV2a* 200nM TGG TCC C-BHQ1
5'-HEX- CTC AAACCC CCG CTCTGT GCC C -
Sonde PCV2b 200nM BHQ1
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Fir die real-time PCR wurde wie zuvor beschrieben, das QuantiTect Probe PCR
Kit eingesetzt. Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet:
Polymeraseaktivierung bei 94°C fur 15 min, dann 42 Zyklen mit jeweils 15 sek
bei 94°C zur Denaturierung, 20 sek bei 60°C fiir das Annealing und 30 sek bei

72°C fir die Extension.

7.3. Volllangensequenzierung des PCV2

Bei ausgewahlten PCV2-Isolaten wurde das Gesamtgenom sequenziert. Die
Vorauswahl der Proben erfolgte nach der Virusmenge, da die Qualitat der
Sequenzierungsergebnisse bei stark positiven Proben deutlich zunimmt. Mittels
einer von Gagnon et al. (2007) verdffentlichten PCR (Tabelle 6) und dem Ready
Mix Tag Reaction Mix (Sigma-Aldrich) wurden DNA-Fragmente von 1245bp
und 1045bp amplifiziert, die das gesamte, zirkuldre Genom des PCV2 abdecken
und sich an den jeweiligen Enden ber mehr als 200bp Uberlagern. Folgendes
Temperaturprotokoll wurde durchgefihrt: Polymeraseaktivierung bei 95°C fir 3
min, dann 35 Zyklen mit jeweils 30 sek bei 95°C zur Denaturierung, 1 min bei
52°C fir das Annealing und 2 min bei 72°C fur die Extension. Die PCR-Produkte
wurden mittels Gelelektrophorese analysiert. Beim Nachweis entsprechender
DNA-Fragmente im Gel wurde das PCR-Produkt mithilfe des Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up Systems (Promega Corporation, 2800 Madison, USA)
aufgereinigt und zur Auftragssequenzierung an Eurofins Genomics (Ebersberg,
Deutschland) versandt. Erhaltene Teilsequenzen wurden im Anschluss mithilfe
des Lasergene®-Softwarepakets MegAlign® und EditSeq® der Firma
DNASTAR zu Vollsequenzen zusammengefiigt (DNASTAR, Inc., Madison,
USA). Zur Erstellung eines genetischen Stammbaums wurde die Software ,,Mega
6 (Center for Evolutionary Medicine and Informatics, The Biodesign Institute,

Tempe, USA) verwendet.

Tabelle 6: Primer fir die PCV2-Sequenzierungs-PCR nach (Gagnon et al., 2007)

Name Konzentration Sequenz

PCV2-A for 500nM 5'- GGA CCC CAACCCCAT AAAA-3
PCV2-Arev 500nM 5 -CCCTCACCTATGACCCCTATGT-3
PCV2-B for 500nM 5-TGTTTT CGAACGCAGTGCC-3
PCV2-B rev 500nM 5-CCGTTGTCC CTG AGATCT AGG A- 3
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8. Proben-Codierung

Anhand eines Beispiels wird im Folgenden die Codierung der Proben, die flr den

phylogenetischen Stammbaum verwendet wurden, erlautert.
PCV2b_1.16.2.13

PCV2b=Genotyp; 1.=Betrieb; 16.=Muttersau; 2.=Ferkel; 13=Lebenswoche

des Ferkels

Q. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS Version
21.0 und Microsoft Excel fur Windows 7 an der Klinik fur Schweine der Ludwig-
Maximilians-Universitat Munchen. Jedes Einzeltier wurde als eine statistische
Einheit angesehen. Das Signifikanzniveau lag bei 5% mit einem
Konfidenzintervall von 95%. Bei der Durchfiihrung mehrerer aufeinander
folgender Paarvergleiche wurde eine Korrektur des Signifikanzniveaus nach
Bonferroni-Holm angewendet (1,7%, 2,5%, und 5%).

Bei der Nullhypothese ging man davon aus, dass zwischen den Gruppen fir die

untersuchten Parameter kein Unterschied besteht.

Fir die Gruppen ,,PCV2a-positiv** und ,,PCV2b-positiv* wurden die Mittelwerte,
Standardabweichungen sowie  Minimal- und Maximalwerte fir die
Virusgenomkopien / ml Serum (gesamt und zu jedem Untersuchungszeitpunkt)
berechnet. Um Unterschiede in der mittleren H6he der Viramie zwischen PCV2a
und PCV2b zu ermitteln wurden sowohl impfgruppenunabhédngig, als auch in
Abhédngigkeit vom auf dem Betrieb vorherrschenden Impfschema
Mittelwertvergleiche durchgefihrt. Zunéchst wurde ein Kolmogorow-Smirnow
Test auf Normalverteilung mit einer Korrektur nach Lilliefors durchgefiihrt. Da
die Mittelwerte der Virusgenomkopien / ml Serum sich als nicht normalverteilt
darstellten, wurden diese mittels Kruskal-Wallis Test verglichen. Bei errechneter

Signifikanz wurde im Anschluss ein nicht parametrischer Mann-Whitney-U-Test
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durchgefihrt. Des Weiteren wurde die Haufigkeitsverteilung von PCV2-positiven
Tieren insgesamt und zu den verschiedenen Zeitpunkten zwischen den
Impfgruppen verglichen. Hierfir wurden die Kategorien ,,PCV2-positiv®,
»PCV2a-positiv und ,,PCV2b-positiv* sowie auch ,,PCV2a und PCV2b positiv*
deskriptiv dargestellt und mittels Kreuztabellen und chi>-Test miteinander

verglichen.
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V. ERGEBNISSE

Es konnten die Daten von insgesamt 383 Tieren ausgewertet werden. Alle
Blutproben wurden mithilfe der im Material und Methodenteil beschriebenen
PCR-Methoden qualitativ und quantitativ auf PCV2 untersucht und anschlieRend
genotypisiert. Einige Proben, die tiber dem Wert von 10* PCV2-Genomkopien pro
ml Serum lagen, wurden mittels Genomsequenzierung weiter untersucht, dabei
handelte es sich um folgende Probennummern: 1.16.2.16, 1.6.1.16, 7.8.3.20,
2.8.3.16, 2.14.2.12, 3.8.3.16, 3.15.3.16, 9.6.3.24, 9.11.2.20, 1.11.2.16, 1.1.2.16,
3.5.3.16,3.12.4.16,4.6.1.24,8.11.1.16, 8.5.4.16.

1. Qualitative Auswertung der Serumproben mittels PCV?2
real-time PCR
1.1. Haufigkeit PCV2 positiver Tiere

Im folgenden Kapitel wird die Haufigkeit PCV2 positiver Tiere sowohl ohne als
auch mit Berucksichtigung der Genotypen PCV2a und PCV2b angegeben, eine
Ubersicht dazu gibt Tabelle 7. Unabhangig vom Genotyp kam PCV2 signifikant
haufiger bei Nichtimpfbetrieben vor als bei Impfbetrieben. Die Haufigkeit PCV2-
positiver Tiere war in der Ferkelimpfgruppe mit 10 Tieren (7,8%) signifikant
niedriger (p=0,000) als in der Nichtimpfgruppe mit 124 Tieren (97,6%) und in der
Sauenimpfgruppe mit 83 Tieren (65,4%) (p=0,000). AuRerdem war die Haufigkeit
PCV2-positiver Tiere in der Sauenimpfgruppe signifikant niedriger als in der

Nichtimpfgruppe (p=0,000).

Beim Vergleich der Impfgruppen unter Berticksichtigung des Genotyps ergab
sich, dass in der Ferkelimpfgruppe (0 Tiere) im Studienverlauf signifikant
weniger Tiere PCV2a-virdmisch wurden als in der Nichtimpfgruppe (7 Tiere,
5,5%) (p=0,007) und auch signifikant weniger als in der Sauenimpfgruppe (8
Tiere, 6,3%) (p=0,003). Die Haufigkeiten eines PCV2a-Nachweises unterschieden

sich nicht signifikant zwischen den Gruppen NI und SI.
Fur Genotyp PCV2b waren uber die Zeit der Studie hinweg signifikant weniger
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(p=0,000) Tiere der Ferkelimpfgruppe positiv (10 Tiere, 7,8%) als der
Nichtimpfgruppe (117 Tiere, 92,1%) und der Sauenimpfgruppe (75 Tiere, 59,1%).
AuRerdem waren Tiere der Sauenimpfgruppe signifikant weniger haufig PCV2b-

positiv als Tiere der Nichtimpfgruppe (p=0,000).

Tabelle 7: Mindestens 1x PCV2-positive Tiere fur PCV2 Genotyp a, b oder a+b*

Grunpe Nur PCV2a Nur PCV2b PCV2
PP n /% (Gruppe) n/ % (Gruppe) n/ % (Gruppe)
Nichtimpfer
(n = 127) 7155 117 /92,1 124 /97,6
Ferkelimpfer
(n = 129) 0/0 10/7,8 10/7,8
Sauenimpfer
(n=127) 8/6,3 75/59,1 83/65,4
Gesamt (n=383) 15/3,9 202 /52,7 217 156,6

*aufgeteilt nach PCV2a, PCV2b und PCV2a+b. In den Zeilen , Nichtimpfer®, ,,Ferkelimpfer” und
»Sauenimpfer” sind die Tiere eingetragen, die fiir den Genotyp der jeweiligen Spalte wihrend des
Studienzeitraums mindestens einmal positiv waren (Anzahl der Positiven und prozentual von der
jeweiligen Gruppe. Als mindestens einmal positiv fir einen Genotypen gilt ein Tier, das fur
PCV2a oder PCV2b oder PCV2at+b mindestens einmal wahrend des gesamten

Untersuchungszeitraums positiv war)

1.2. Vorkommen von PCV2a und PCV2b im Studienverlauf

Ein Uberblick (iber die Verteilung PCV2-positiver Tiere, geordnet nach
Genotypen und Impfgruppen ist als Ubersicht in Abbildung 1 dargestellt, die auf
den Daten aus Tabelle 8 basiert. In einem Betrieb der Nichtimpfgruppe kamen 5
(1,3%) Tiere vor, die an einem oder mehreren Probenzeitpunkten fir PCV2a und
PCV2b gleichzeitig positiv waren (4 (1%) Tiere in der 16., 2 (0,5%) Tiere in der
20. und 1 (0,3%) Tier in der 24. Lebenswoche), diese wurden sowohl jeweils den

PCV2a als auch PCV2b-positiven Proben zugeordnet.

1.2.1. Vorkommen von PCV2b
Der erste Nachweis von PCV2b gelang aus dem Serum von 17 (4,4%) Tieren in

der 12. Lebenswoche. Dabei waren 13 (3,4%) Tiere aus zwei Nichtimpfbetrieben
und 4 (1%) Tiere aus einem Sauenimpfbetrieb PCV2b-positiv. Kein Tier aus der

Gruppe der Ferkelimpfer war zu diesem Zeitpunkt PCV2b-positiv. In der 12.
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Lebenswoche war nur die Anzahl PCV2b-viramischer Tiere in der Gruppe NI
signifikant hoher als in der Gruppe FI (p=0,000). In der 16. Lebenswoche wurden
PCV2b-positive ~ Serumproben  aus allen  Nichtimpfbetrieben,  zwei
Sauenimpfbetrieben und einem Ferkelimpfbetrieb nachgewiesen. Dabei war der
Anteil PCV2b-positiver Tiere mit insgesamt 88 (69,3%) Tieren in der Gruppe der
Nichtimpfbetriebe am héchsten, signifikant geringer der Anteil in der Gruppe der
Sauenimpfbetriebe (32 Tiere, 25,2%) (p=0,000). In den Ferkelimpfbetrieben
waren 5 Tiere (3,9%) PCV2b-positiv und damit signifikant weniger als in den
Gruppen Sl (p=0,000) und NI (p=0,000). Zu diesem Zeitpunkt war in allen
Nichtimpfbetrieben 97 (76,4%) Tiere, in allen Sauenimpfbetrieben 54 (42,5%)
Tiere und in einem Ferkelimpfbetrieb 4 (3,1%) Tiere PCV2b nachweisbar. In
Gruppe FI waren signifikant weniger Tiere PCV2b-positiv als in Gruppe SI und
NI, auBerdem signifikant weniger Tiere in Gruppe Sl im Vergleich zu Gruppe NI.
Alle Unterschiede fur LW20 waren signifikant (p=0,000). In Nichtimpfbetrieben
waren insgesamt 77 Tiere (60,6%) PCV2b-positiv, jedoch signifikant weniger als
in den drei Sauenimpfbetrieben (61 Tiere, 48,0%) (p=0,000) und den zwei
Ferkelimpfbetrieben (4 Tiere, 3,1%) (p=0,000).

1.2.2. Vorkommen von PCV2a
Der erstmalige Nachweis von PCV2a gelang in der 16. Lebenswoche der Ferkel.

Zu diesem Zeitpunkt waren in der Gruppe der Nichtimpfbetriebe 6 (4,7%) Tiere
PCV2a-positiv und kein Tier in den Gruppen FI und Sl. Die Gruppen NI und FI
unterschieden sich fur die 16. Lebenswoche signifikant (p=0,014). In der 20.
Lebenswoche waren drei Tiere (2,4%) der NI-Gruppe und ein Tier (0,8%) der Sl-
Gruppe PCV2a-positiv. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
drei Gruppen. In Lebenswoche 24 wurde PCV2a bei einem Tier (0,8%) aus der
Gruppe NI und bei acht Tieren (6,3%) aus Gruppe SI nachgewiesen, zu diesem
Zeitpunkt ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei

Gruppen.

1.2.3. PCV2a und PCV2b simultan im selben Tier:

Das gleichzeitige Auftreten von PCV2a und PCV2b in einem Tier konnte erstmals

in der 16. Lebenswoche und auf einem Betrieb (Betrieb 1) der Nichtimpfgruppe
festgestellt werden, dabei waren 4 (1%) Tiere betroffen. Die Zahl sank in der 20.

44



IV. Ergebnisse

Lebenswoche auf zwei (0,5%) Tiere ab, in der 24. Lebenswoche, war noch ein
(0,3%) Tier betroffen.

PCV2 Genotypen aller Versuchstiere im zeitlichen
Verlauf
45,0
40,0
35,0
30,0
% PCV2-Positive 25,0
n=383 200
15,0
10,0
- ]
o0 8 12 16 20 24
B PpCv2a und b 0,0 0,0 1,0 0,5 03
HpCv2a 0,0 0,0 1,6 1,0 23
Hpcv2b 0,0 4,4 32,6 40,5 371

Abbildung 1: Anteil PCV2-positiver Tiere aufgeteilt nach Genotypen

Angabe der PCV2-positiven Tiere nach Genotyp (grin=PCV2a und b, rot=PCV2a,
blau=PCV2b) unter Beriicksichtigung aller Zeitpunkte an denen PCV2 nachgewiesen wurde
(Lebenswochen 12, 16, 20 und 24)
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Tabelle 8: Anzahl PCV2-positiver Tiere nach Impfgruppen*

Lwi LW3 Lw4 Lws Lwi2 Lwi6 Lw20 Lw24
n PCV2a 0 0 0 0 0 6 3 1
NI % 0 0 0 0 0 4,7 2,4 0,8
n=127 n PCV2hb 0 0 0 0 13 88 97 77
% 0 0 0 0 10,2 69,3 76,4 60,6
n davon 0 0 0 0 0 4 2 1
% | PCV2ath 0 0 0 0 0 1 0,5 0,3
n PCV2a 0 0 0 0 0 0 0 0
FI % 0 0 0 0 0 0 0 0
n=129 n PCV2b 0 0 0 0 0 5 4 4
% 0 0 0 0 0 3,9 3,1 3,1
n davon 0 0 0 0 0 0 0 0
% | PCV2a+bh 0 0 0 0 0 0 0 0
n PCV2a 0 0 0 0 0 0 1 8
Sl % 0 0 0 0 0 0 0,8 6,3
n=127 n PCV2b 0 0 0 0 4 32 54 61
% 0 0 0 0 3,1 25,2 42,5 48,0
n davon 0 0 0 0 0 0 0 0
% | PCV2a+bh 0 0 0 0 0 0 0 0
n PCV2a 0 0 0 0 0 6 4 9
% 0 0 0 0 0 1,6 1 2,3
NI+FI+SI | n PCV2b 0 0 0 0 17 125 155 142
n =383 % 0 0 0 0 4,4 32,6 40,5 37,1
n davon 0 0 0 0 0 4 2 1
% | PCV2at+h 0 0 0 0 0 1 0,5 0,3
PCV2 n Ges.pos. 0 0 0 0 17 135 161 152
% 0 0 0 0 4,4 35,2 42 39,7

*In den oberen drei Zeilen (NI, FI, Sl) ist die Anzahl (und der prozentuale Anteil an der
Impfgruppe) der PCV2 Genotyp positiven Tiere nach Impfgruppen dargestellt. In Zeile vier ist die
Anzahl der PCV2-positiven Tiere unter Beriicksichtigung der Genotypen und der Prozentsatz von
der Gesamttierzahl (n = 383) nach Lebenswochen angegeben. In der funften Zeile ist die Anzahl
der PCV2-positiven Tiere und deren Prozentsatz von der Gesamttierzahl ohne Beriicksichtigung
der Genotypen aufgefihrt. Fur die Berechnung der PCV2a und PCV2b-positiven Tiere wurde

jeweils die Anzahl der PCV2a+b-positiven Tiere mitberlcksichtigt.
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2. Quantitative ~ Auswertung der  Genotypen Im

Studienverlauf

2.1. PCV2 Viramie nach Genotypen

Unabhangig vom Impfstatus wurde Uber den gesamten Studienverlauf eine
mittlere Virdmie von 8,49x10* Genomkopien pro ml Blutserum fir PCV2a und
4,53x10° fur PCV2b festgestellt. Die durchschnittliche Viramie fur PCV2b war
signifikant héher (p=0,002).

Verteilt nach den drei Impfgruppen ergab sich im Studienverlauf fir PCV2a in
Gruppe NI eine mittlere Virdmie von 2,5x10° und fir SI von 2,31x10*

Genomkopien pro ml Serum, dieser Unterschied war nicht signifikant.

Fur PCV2b wurden im Verlauf der Studie folgende mittlere Viramien (PCV2b-
Genomkopien pro ml Blutserum) ermittelt. Ein Mittelwert von 6,08x10° fur NI,
9,07x10* fur FI und 2,77x10¢ fur SI. Der statistische Vergleich der drei Gruppen

ergab nur zwischen FI und Sl einen signifikanten Unterschied (p=0,002).

Unabhangig vom Impfstatus, also flr alle drei Gruppen (FI+SI+NI), wurden flr
die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte die Mittelwerte von PCV2a und
PCV2b (Mittlere Hohe der Virdmie) statistisch miteinander verglichen. Beim

Vergleich dieser Werte ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

Des Weiteren wurden zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten, jeweils
innerhalb der drei Impfgruppen (NI, FI und Sl), die mittlere H6he der Viramie
von PCV2a und PCV2b miteinander verglichen. Dabei ergab sich der einzige
signifikante Unterschied in der Gruppe der Nichtimpfer (NI) in der 24.
Lebenswoche. Dabei stellte sich die PCV2b-Virdamie als signifikant héher als die
PCV2a-Virdmie heraus (p = 0,024).

Zuletzt wurden noch fir alle PCV2-positiven Probenzeitpunkte die Mittelwerte
der Virdmien innerhalb der Genotypen unter den verschiedenen Impfgruppen
verglichen, um zu zeigen ob das PCV2-Impfregime die Viramie beeinflusst.
Aufgrund der geringen Fallzahlen fir PCV2a konnte die Auswertung nur fir
PCV2b durchgefuhrt werden.
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In der 12. Lebenswoche wurde die mittlere PCV2-Viramie zwischen NI und Sl

verglichen, es gab keine signifikanten Unterschiede (p = 0,071).

In der 16. Lebenswoche war die PCV2b-Virdmie in der Gruppe NI signifikant
hoher als in Gruppe FI (p = 0,040) und ebenso signifikant héher als in Gruppe Sl
(p = 0,028). Zwischen Gruppe FI und Sl bestand kein signifikanter Unterschied.

In der 20. Lebenswoche ergab sich lediglich beim Vergleich der PCV2b-Virdmie
von NI und SI ein Unterschied, die Viramie war bei Gruppe Sl signifikant hoher
als bei Gruppe NI (p = 0,001).

Bei Betrachtung des Probenzeitpunkts der 24. Lebenswoche war wiederum ein
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe NI und SI, jedoch war im
Gegensatz zur 20. Lebenswoche die Viramie bei NI signifikant héher als bei SI (p
=0,004).

In Tabelle 9 sind die Mittelwerte, die Minimal- und Maximalwerte und die
Standardabweichungen der festgestellten Virus-DNA-Mengen, aufgeteilt nach
Impfgruppen, dargestellt. Die Hohe wird als Anzahl der Genomkopien pro

Milliliter Serum angegeben.

Tabelle 9: Mittlere Virdamie PCV2-positiver Tiere*

Gruppe, n Genotyp LwW12 LW16 LW20 LwW24
n 0 2 1 0
MW 0 8,50E+05 4,20E+03 0
PCV2a StabW 0 1,09E+06 - 0
Min. 0 7,96E+04 0
Max 0 1,62E+06 - 0
n 13 84 95 76
MW 1,91E+07 2,21E+07 1,98E+05 8,75E+05
NI (n=127) PCV2b StabW 5,24E+07 8,64E+07 4,68E+05 6,26E+06
Min. 3,00E+03 1,60E+03 1,40E+03 8,00E+02
Max. 1,89E+08 6,02E+08 2,37E+06 5,46E+07
n 0 4 2 1
MW 0 5,03E+05 1,16E+05 1,57E+05
PCV2a+hb StabwW 0 5,27E+05 1,44E+05 -
Min. 0 2,01E+04 1,48E+04
Max. 0 1,04E+06 2,18E+05 -
n 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0

SN
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Max. 0 0 0 0

n 0 5 4 4
FI (n=129) MW 0 5,57E+04 1,90E+04 1,75E+05
PCV2b StabwW 0 7,55E+04 1,27E+04 3,32E+05
Min. 0 8,20E+03 6,40E+03 1,40E+03
Max. 0 1,90E+05 3,67E+04 6,72E+05

n 0 0 0 0

MW 0 0 0 0

PCV2a+b StabW 0 0 0 0

Min. 0 0 0 0

Max. 0 0 0 0

N 0 0 1 8
MW 0 0 1,33E+05 1,57E+04
PCV2a StabW 0 0 - 2,27E+04
Min. 0 0 - 1,00E+03
Max. 0 0 - 6,99E+04

n 4 32 54 61
Sl (n=127) MW 1,81E+06 1,44E+07 1,48E+06 1,76E+05
PCV2b StabW 2,36E+06 3,39E+07 3,57E+06 5,98E+05
Min. 3,78E+04 4,60E+03 2,40E+03 2,00E+03
Max. 5,23E+06 1,75E+08 2,08E+07 4,50E+06

n 0 0 0 0

MW 0 0 0 0

PCV2a+b StabW 0 0 0 0

Min. 0 0 0 0

Max. 0 0 0 0

n 0 2 2 8
MW 0 8,50E+05 6,86E+04 1,57E+04
PCV2a StabW 0 1,09E+06 9,10E+04 2,27E+04
Min. 0 7,96E+04 4,20E+03 1,00E+03
Max. 0 1,62E+06 1,33E+05 6,99E+04

PCV2b n 17 121 153 141

NI+FI+SI MW 1,51E+07 1,92E+07 6,47E+05 5,53E+05
StabW 4,60E+07 7,41E+07 2,23E+06 4,62E+06
Min. 3,00E+03 1,60E+03 1,40E+03 8,00E+02
Max. 1,89E+08 6,02E+08 2,08E+07 5,46E+07

PCV2a+b n 0 4 2 1
MW 0 5,03E+05 1,16E+05 1,57E+05

StabW 0 5,27E+05 1,44E+05 -

Min. 0 2,01E+04 1,48E+04 -

Max. 0 1,04E+06 2,18E+05 -

* Zudem ist die Standardabweichung sowie Minimal- und Maximalwert nach Genotyp und die
Impfgruppe (n ist bei den Genotypen auf die Tierzahl der jeweiligen Impfgruppe bezogen)
angegeben. Fir die Berechnung der Mittelwerte nach Genotyp wurden nur die PCV2a- bzw.

PCV2b-positiven Tiere, nicht die simultan infizierten Tiere berlicksichtigt.
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2.2. Viramie-Verlauf: Betriebe, die nicht gegen PCV2 vakzinierten

Die Gruppe NI umfasste 3 Betriebe, die im Folgenden einzeln graphisch in den
Abbildungen 2, 3 und 4 dargestellt sind. Unterhalb der Abbildungen findet sich zu
jedem Betrieb eine Datentabelle, der die Mittelwerte fir die Viramie,
Standardabweichung, Anzahl der PCV2-positiven Tiere nach Genotyp sowie

Minimal- und Maximalwerte zu entnehmen sind.

2.2.1. Betrieb 1

In Betrieb 1 wurden 45 Tiere ausgewertet. Es kamen sowohl die Genotypen
PCV2a und PCV2b als auch Mischinfektionen mit PCVV2a und PCV2b vor. Die
Verteilung der Genotypen und Hohe der Virdmie jedes Einzeltiers zu den

unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Abbildung 2 dargestelit.

22.1.1. PCV2a:

Erstmals wurde in der 16. Lebenswoche bei 6 Tieren (13,3%) PCV2a festgestellt,
davon waren 4 Tiere (8,9%) PCV2a+b infiziert. In der 20. Lebenswoche waren 3
Tiere (6,7%) PCV2a-positiv. Ein Tier (2,2%), dasselbe wie in Woche 16 war
erneut PCV2a+b infiziert, ein weiteres (2,2%) ebenfalls PCV2a+b, ein drittes
Ferkel (2,2%) mit vorheriger PCV2a+b-Infektion PCV2a. In der 24. Lebenswoche

war noch ein Tier (2,2%) aus der 20. Lebenswoche weiterhin PCV2a+b positiv.

2.2.1.2. PCV2h:

Fir PCV2b waren erstmals in der 16. Lebenswoche 22 Tiere (48,9%) positiv,
bzw. 26 Tiere (57,8%), wenn man PCVZ2a+b mitberiicksichtigt. In der 20.
Lebenswoche 28 Tiere (62,2%) bzw. 30 (66,7%) unter Berlicksichtigung der
PCV2a+b-Infektionen. In der 24. Lebenswoche waren 24 Tiere PCV2b positiv,
ein Tier positiv fur PCV2a und PCV2b (insgesamt 55,6%). 15 Tiere (33,3%)
waren Uber 3 Zeitpunkte hintereinander positiv, 10 Tiere (22,2%) Uber zwei
Zeitpunkte, wobei eines davon (2,2%) davor (LW16) fir beide Genotypen positiv

getestet wurde.
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2.2.1.3. PCV2aund PCV2b simultan im selben Tier:

PCV2a+b gleichzeitig wurde erstmals in der 16. Lebenswoche bei 4 Tieren

(8,9%) nachgewiesen. 2 Tiere (4,4%) waren in der 20. Lebenswoche fir beide
Genotypen positiv, eins davon zum zweiten Mal. In der 24. Lebenswoche war 1
Tier (2,2%) PCV2a+b positiv, es war zum zweiten Mal virdmisch fur beide

Genotypen.

Betrieb 1 - Gruppe NI, PCV2-positive Einzeltiere
nach Genotyp*

1,E+09
1,E+08
*
1,E+07
i .
Genomkopien 1,E+06
g p $ 7\ ® PCV2b
pro ml Serum PY &
1,E+05 x ; : B POV2a
1,E+04 ‘ , ; PCV2aundb
1,6403 +
1,E+02 - - - -
8 12 16 20 24
Lebenswoche

Abbildung 2: Virdmie nach Genotypen, Betrieb 1

*Jedem PCV2-positiven Einzeltier ist mittels eines farbigen Punkts der Genotyp zugeordnet,
auBerdem die jeweilige Anzahl der Virusgenomkopien pro ml Blutserum in den verschiedenen
Lebenswochen. Es sind alle Zeitpunkte von Betrieb 1 der Gruppe NI, an denen PCV2

nachgewiesen wurde, in der Abbildung erfasst.
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Tabelle 10: Mittlere Virdmie PCV2-positiver Tiere des Betriebes 1, Gruppe NI*

n=45 Genotyp LW12 LW16 LW20 LW24
n 0 2 1 0
MW 0 8,50E+05 4,20E+03 0
PCV2a StabW 0 1,09E+06 - 0
Min. 0 7,96E+04 - 0
Max. 0 1,62E+06 - 0
n 0 22 28 24
NI MW 0 3,33E+06 1,47E+05 1,64E+05
Betrieb 1 PCV2b StabwW 0 8,64E+06 3,02E+05 5,39E+05
Min. 0 5,60E+03 1,60E+03 1,20E+03
Max. 0 2,99E+07 1,39E+06 2,65E+06
n 0 4 2 1
MW 0 5,03E+05 1,16E+05 1,57E+05
PCV2a+b StabW 0 5,27E+05 1,44E+05 -
Min. 0 2,01E+04 1,48E+04 -
Max. 0 1,04E+06 2,18E+05 -

* Zudem ist die Standardabweichung sowie Minimal- und Maximalwert nach Genotyp und die
Impfgruppe (n bei den Genotypen auf die Tierzahl der jeweiligen Impfgruppe bezogen)
angegeben. Fir die Berechnung der Mittelwerte nach Genotyp wurden nur die PCV2a- bzw.

PCV2b-positiven Tiere, nicht die simultan infizierten Tiere beriicksichtigt.

2.2.2. Betrieb 2

In Betrieb 2 der Gruppe der Nichtimpfer wurden 38 Tiere ausgewertet. ES kam
ausschlieBlich PCV2b vor. Die Verteilung der Genotypen und Hohe der Virdmie
jedes Einzeltiers zu den unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Abbildung 3

dargestellt.

2.2.2.1. PCV2h:

Erstmals waren in der 12. Lebenswoche 7 Tiere (18,4%) positiv fir PCV2b und in
der 16. Lebenswoche 24 Tiere (63,2%). In der 20. Lebenswoche waren 30 Tiere
(78,9%) PCV2b-positiv und in der 24. Lebenswoche 21 Tiere (55,3%).

Ein Tier (2,6%) war uber 4 Zeitpunkte (LW12, 16, 20 und 24) PCV2b-positiv, 11
Tiere (28,9%) Uber 3 Zeitpunkte und 14 Tiere (36,8%) Uber 2 Zeitpunkte.
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Bei zwei Tieren (5,3%) konnte beim mittleren von drei Zeitpunkten keine Viramie
festgestellt werden, wahrend sie am ersten und letzten Termin PCV2b-positiv

waren.

Betrieb 2 - Gruppe NI, PCV2-positive Einzeltiere
nach Genotyp*

1,E+09
*

1,E+08

1,E+07 *

1,E+06 ¢ ¢ *
Genomkopien ™ . $ : ¢ PCV2b
pro ml Serum

1,E+05 : M PCV2a

1,E+04 : i PCV2aund b

1,E+03 ¢

1,E+02 - - ' '

8 12 16 20 24

Lebenswoche

Abbildung 3: Viramie nach Genotypen, Betrieb 2

*Jedem PCV2-positiven Einzeltier ist mittels eines farbigen Punkts der Genotyp zugeordnet,
aullerdem die jeweilige Anzahl der Virusgenomkopien pro ml Blutserum in den verschiedenen
Lebenswochen. Es sind alle Zeitpunkte von Betrieb 2 der Gruppe NI, an denen PCV?2

nachgewiesen wurde, in der Abbildung erfasst.
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Tabelle 11: Mittlere Virdmie PCV2-positiver Tiere des Betriebes 2, Gruppe NI*

n=38 Genotyp Lwi12 LW16 LW20 Lw24
N 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0
n 7 24 30 21
NI MW 4,25E+05 8,79E+06 9,63E+04 2,68E+04
Betrieb 2 PCV2b StabW 8,02E+05 3,95E+07 3,42E+05 7,12E+04
Min. 1,14E+04 1,60E+03 2,00E+03 8,00E+02
Max. 2,20E+06 1,94E+08 1,89E+06 3,05E+05
n 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a+b StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0

* Zudem ist die Standardabweichung sowie Minimal- und Maximalwert nach Genotyp auf der

Ebene des Einzelbetriebes aus Gruppe NI (n auf die Tierzahl des Betriebes bezogen) angegeben.

2.2.3. Betrieb 3
In Betrieb 3 der Gruppe NI wurden 44 Tiere ausgewertet. Es kam ausschlieRlich
PCV2b vor. Die Verteilung der Genotypen und Hohe der Virdmie jedes

Einzeltiers zu den unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Abbildung 4 dargestelit.

2.2.3.1. PCV2h:

Erstmals waren in Betrieb 3 der Gruppe NI in der 12. Lebenswoche 6 Tiere
(13,6%) PCV2b-positiv, in der 16. Lebenswoche stieg die Zahl auf 38 Tiere
(86,4%) an. In der 20. Lebenswoche waren 37 Tiere PCV2b-positiv (84,1%), zum
letzten Probenzeitpunkt in der 24. Lebenswoche 31 Tiere (70,5%).

Drei Tiere (6,8%) waren an vier Probenzeitpunkten hintereinander PCV2b-
positiv, 20 Tiere (455%) an 3 Zeitpunkten und 12 Tiere (27,3%) an 2
Zeitpunkten.

Ein Tier war an zwei Probenzeitpunkten PCV2b-positiv, dann einmal negativ,
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schliellich wieder PCV2b-positiv. Zwei Tiere waren am mittleren von drei

Zeitpunkten negativ, am ersten und letzten Termin jedoch PCV2b-positiv.

Betrieb 3 - Gruppe NI, PCV2-positive Einzeltiere nach
Genotyp*
1,00E+09
$
1,00E+08 ¢
, N § .
1,00E+07 *
. 1,00E+06 z z
Genomkopien $ * PCV2b
pro ml Serum
1,00E+05 > B PCV2a
*+ %
1,00E+04 . PCV2aund b
¢ .
1,00E+03 * L
1,00E+02 - . ; .
8 12 16 20 24
Lebenswoche

Abbildung 4: Virdmie nach Genotypen, Betrieb 3

*Jedem PCV2-positiven Einzeltier ist mittels eines farbigen Punkts der Genotyp zugeordnet,
auBerdem die jeweilige Anzahl der Virusgenomkopien pro ml Blutserum in den verschiedenen
Lebenswochen. Es sind alle Zeitpunkte von Betrieb 3 der Gruppe NI, an denen PCV2

nachgewiesen wurde, in der Abbildung erfasst.
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Tabelle 12: Mittlere Virdmie PCV2-positiver Tiere des Betriebes 3, Gruppe NI*

n=44 Genotyp LW12 LW16 LW20 LW24
N 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0
n 6 38 37 31
NI MW 4,10E+07 4,14E+07 3,20E+05 2,00E+06
Betrieb 3 PCV2b StabW 7,44E+07 1,23E+08 6,19E+05 9,78E+06
Min. 3,00E+03 2,20E+03 1,40E+03 8,00E+02
Max. 1,89E+08 6,02E+08 2,37E+06 5,46E+07
n 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a+b StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0

* Zudem ist die Standardabweichung sowie Minimal- und Maximalwert nach Genotyp auf der

Ebene des Einzelbetriebes aus Gruppe NI (n auf die Tierzahl des Betriebes bezogen) angegeben.

2.3. Viramie-Verlauf: Betriebe, die Ferkel gegen PCV2 vakzinierten

Die zwei betroffenen Betriebe der Gruppe FI (Betriebe 4 und 5) sind einzeln
graphisch in den Abbildungen 5 und 6 dargestellt. In einem Betrieb dieser Gruppe
(Betrieb 6) konnte zu keinem Zeitpunkt PCV2 nachgewiesen werden, daher wird
auf dessen graphische Darstellung verzichtet. Unterhalb der Abbildungen findet
sich zu jedem Betrieb eine Datentabelle, der die Mittelwerte fur die Virdmie,
Standardabweichung, Anzahl der PCV2-positiven Tiere nach Genotyp sowie

Minimal- und Maximalwerte zu entnehmen sind.

2.3.1. Betrieb 4
In Betrieb 4 wurden 45 Tiere ausgewertet, es kam nur PCV2b vor. Die Verteilung
der Genotypen und Hohe der Virdmie jedes Einzeltiers zu den unterschiedlichen

Zeitpunkten sind in Abbildung 5 dargestellt.
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2.3.1.1. PCV2b:

Erstmals waren in Betrieb 4 der Ferkelimpfgruppe in der 16. Lebenswoche 5
Tiere (11,1% der 45 Tiere des Betriebes) PCV2b-positiv. In der 20. Lebenswoche
sank die Anzahl auf 4 Tiere (8,9%) und in der 24. Lebenswoche auf 3 Tiere
(6,7%) ab.

Ein Tier (2,2%) war an drei Zeitpunkten, ein anderes (2,2%) an 2 Zeitpunkten

hintereinander positiv.

Betrieb 4 - Gruppe Fl, PCV2-positive Einzeltiere nach
Genotyp*
1,E+09
1,E+08
1,E+07
. 1,E+06
' +
Genonl'ﬂ;oplen R * POV2b
pro mi serum
1,E+05 : B PQV2a
1,E+04 i * ¢ PCV2aundb
1,E+03 S
1,E+02 T T T T
8 12 16 20 24
Lebenswoche

Abbildung 5: Virdmie nach Genotypen, Betrieb 4

*Jedem PCV2-positiven Einzeltier ist mittels eines farbigen Punkts der Genotyp zugeordnet,
auBerdem die jeweilige Anzahl der Virusgenomkopien pro ml Blutserum in den verschiedenen
Lebenswochen. Es sind alle Zeitpunkte von Betrieb 4 der Gruppe Fl, an denen PCV2

nachgewiesen wurde, in der Abbildung erfasst.
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Tabelle 13: Mittlere Virdmie PCV2-positiver Tiere des Betriebes 4, Gruppe FI*

n=45 Genotyp LW12 LW16 LW20 LW24
N 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0
n 0 5 4 3
Fl MW 0 5,57E+04 1,90E+04 2,29E+05
Betrieb 4 PCV2b StabW 0 7,55E+04 1,27E+04 3,84E+05
Min. 0 8,20E+03 6,40E+03 1,40E+03
Max. 0 1,90E+05 3,67E+04 6,72E+05
n 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a+b StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0

* Zudem ist die Standardabweichung sowie Minimal- und Maximalwert nach Genotyp auf der

Ebene des Einzelbetriebes aus Gruppe FI (n auf Tierzahl des Betriebes bezogen) angegeben.

2.3.2. Betrieb 5

Von Betrieb 5 der Ferkelimpfgruppe wurden 45 Tiere ausgewertet, es kam
ausschlieBlich PCV2b vor. Die Verteilung der Genotypen und Hohe der Virdmie
jedes Einzeltiers zu den unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Abbildung 6

dargestellt.

2.3.2.1. PCV2b:
Es wurde in Betrieb 5 der Gruppe FI ausschliel3lich in der 24. Lebenswoche ein

positives Tier (2,2%) gefunden.
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Betrieb 5 - Gruppe Fl, PCV2-positive Einzeltiere
nach Genotyp*

1,E+09

1,E+08

1,E+07

G koi 1,E+06
enomkopien ¢ PCV2b

pro ml Serum 1E405

B PCV2a
1,E+04 PCV2aund b

1,E+03

1,E402 - - - -
8 12 16 20 24

Lebenswoche

Abbildung 6: Virdmie nach Genotypen, Betrieb 5

*Jedem PCV2-positiven Einzeltier ist mittels eines farbigen Punkts der Genotyp zugeordnet,
auBerdem die jeweilige Anzahl der Virusgenomkopien pro ml Blutserum in den verschiedenen
Lebenswochen. Es sind alle Zeitpunkte von Betrieb 5 der Gruppe Fl, an denen PCV2

nachgewiesen wurde, in der Abbildung erfasst.
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Tabelle 14: Mittlere Virdmie PCV2-positiver Tiere des Betriebes 5, Gruppe FI*

n=45 Genotyp LW12 LW16 LW20 LW24

N 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0
n 0 0 0 1

Fl MW 0 0 0 1,40E+04
Betrieb 5 PCV2b StabW 0 0 0 -
Min. 0 0 0 -
Max. 0 0 0 -
n 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a+b StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0

* Zudem ist die Standardabweichung sowie Minimal- und Maximalwert nach Genotyp auf der

Ebene des Einzelbetriebes aus Gruppe FI (n auf die Tierzahl des Betriebes bezogen) angegeben.

2.3.3. Betrieb 6
In Betrieb 6 der Gruppe FI wurden 39 Tiere ausgewertet, es wurde zu keinem

Zeitpunkt PCV2 nachgewiesen.

2.4. Viramie-Verlauf: Betriebe, die nur Sauen gegen PCV2 vakzinierten
Die drei Betriebe der Gruppe Sl sind einzeln graphisch in den Abbildungen 7, 8
und 9 dargestellt. Unterhalb der Abbildungen findet sich zu jedem Betrieb eine
Datentabelle, der die Mittelwerte fir die Virdmie, Standardabweichung, Anzahl
der PCV2-positiven Tiere nach Genotyp sowie Minimal- und Maximalwerte zu

entnehmen sind.

2.4.1. Betrieb 7

Von Betrieb 7 der Gruppe FI wurden 41 Tiere ausgewertet. Es kam ausschlieRlich
der Genotyp PCV2a vor. Die Verteilung der Genotypen und Hohe der Virdmie
jedes Einzeltiers zu den unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Abbildung 7

dargestellt.
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2.4.1.1. PCV2a:

In Betrieb 7 der Gruppe FI wurde in der 20. Lebenswoche ein positives Tier
(2,4% von den 41 Tieren des Betriebes) gefunden, in der 24. Lebenswoche 8 Tiere
(19,5%).

Ein Tier (2,4%) war an zwei aufeinander folgenden Zeitpunkten positiv.

Betrieb 7 - Gruppe SI, PCV2-positive Einzeltiere
nach Genotyp*
1,E+09
1,E+08
1,E407
. 1,E+06
Genor’rl;oplen * PQOV2b
pro ml Serum u
1,E405 = B POV23
1,E404 l PCV2aundb
1,E+03 l
1,E402 - - - -
8 12 16 20 24
Lebenswoche

Abbildung 7: Virdmie nach Genotypen, Betrieb 7

*Jedem PCV2-positiven Einzeltier ist mittels eines farbigen Punkts der Genotyp zugeordnet,
auBBerdem die jeweilige Anzahl der Virusgenomkopien pro ml Blutserum in den verschiedenen
Lebenswochen. Es sind alle Zeitpunkte von Betrieb 7 der Gruppe Sl, an denen PCV2

nachgewiesen wurde, in der Abbildung erfasst.
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Tabelle 15: Mittlere Virdmie PCV2-positiver Tiere des Betriebes 7, Gruppe SI*

n=41 Genotyp LW12 LW16 LW20 LW24

N 0 0 1 8

MW 0 0 1,33E+05 1,57E+04

PCV2a StabW 0 0 - 2,27E+04

Min. 0 0 1,00E+03

Max 0 0 - 6,99E+04
n 0 0 0 0
Sl MW 0 0 0 0
Betrieb 7 PCV2b StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0
n 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a+b StabwW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0

* Zudem ist die Standardabweichung sowie Minimal- und Maximalwert nach Genotyp auf der

Ebene des Einzelbetriebes aus Gruppe Sl (n auf die Tierzahl des Betriebes bezogen) angegeben.

2.4.2. Betrieb 8

Es wurden von Betrieb 8 der Gruppe SI 44 Tiere ausgewertet. Es kam
ausschlieBlich PCV2b vor. Die Verteilung der Genotypen und Héhe der Virdmie
jedes Einzeltiers zu den unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Abbildung 8
dargestellt.

24.2.1. PCV2b:

In Betrieb 8 der Gruppe SI wurden in der 12. Lebenswoche die ersten 4 Tiere
(9,1%) positiv getestet. In der 16. Lebenswoche waren 30 Tiere (68,2%) positiv,
in der 20. Lebenswoche 33 Tiere (75%). Zum letzten Probenzeitpunkt in der 24.
Lebenswoche waren noch 26 Tiere (59,1%) PCV2b positiv.

Es waren 3 Tiere (6,8%) an 4 Zeitpunkten hintereinander, 18 Tiere (40,9%) an 3
und 8 Tiere (18,2%) an 2 Zeitpunkten hintereinander positiv.

Ein Tier (2,3%) war an einem zwischen zwei positiv getesteten Zeitpunkten

negativ.
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Betrieb 8 - Gruppe SI, PCV2-positive Einzeltiere
nach Genotyp*

1,E+09
1,E+08 i
X 2
1,E+07 * .
R 2

Genomkopien LE+06 L 4 i ¢ PCV2b
pro ml Serum

1,E+05 . g M PCV2a

1,E+04 ; i PCV2aund b

1,E+03

1,402 - - ' '

8 12 16 20 24
Lebenswoche

Abbildung 8: Virdmie nach Genotypen, Betrieb 8

*Jedem PCV2-positiven Einzeltier ist mittels eines farbigen Punkts der Genotyp zugeordnet,
auBerdem die jeweilige Anzahl der Virusgenomkopien pro ml Blutserum in den verschiedenen
Lebenswochen. Es sind alle Zeitpunkte von Betrieb 8 der Gruppe Sl, an denen PCV2

nachgewiesen wurde, in der Abbildung erfasst.
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Tabelle 16: Mittlere Virdmie PCV2-positiver Tiere des Betriebes 8, Gruppe SI*

n=44 Genotyp Lwi12 LW16 LW20 Lw24
N 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0
n 4 30 33 26
Sl MW 1,81E+06 1,51E+07 1,17E+06 1,12E+05
Betrieb 8 PCV2b StabW 2,36E+06 3,49E+07 2,83E+06 1,95E+05

Min. 3,78E+04 4,60E+03 2,40E+03 2,00E+03

Max. 5,23E+06 1,75E+08 1,42E+07 7,23E+05

n 0 0 0 0

MW 0 0 0 0

PCV2a+b StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0

Max. 0 0 0 0

* Zudem ist die Standardabweichung sowie Minimal- und Maximalwert nach Genotyp auf der

Ebene des Einzelbetriebes aus Gruppe Sl (n auf die Tierzahl des Betriebes bezogen) angegeben.

2.4.3. Betrieb 9

In Betrieb 9 der Gruppe SI wurden 42 Tiere ausgewertet. Es kam ausschlieBlich
PCV2b vor. Die Verteilung der Genotypen und Hohe der Viramie jedes
Einzeltiers zu den unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Abbildung 9 dargestelit.

2.43.1. PCV2b:

In Betrieb 9 der Sauenimpfgruppe wurden in der 16. Lebenswoche die ersten 2
Tiere (4,8%) positiv auf PCV2b getestet. In der 20. Lebenswoche waren 21 Tiere
(50%) und in der 24. Lebenswoche 35 Tiere (83,3%) positiv.

Ein Tier (2,4%) war uber drei, 18 Tiere (42,9%) waren Uber zwei Zeitpunkte

positiv.
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Betrieb 9 - Gruppe SI, PCV2-positive Einzeltiere
nach Genotyp*

1,E+09
1,E+08
1,E+07 4 ¢
e+
¢ 2
. 1,E+06 +
Genomkopien ¢ PCV2b
pro ml Serum
1,E+05 & B PCV2a
1,E+04 ‘ PCV2aund b
1,E+03
1,E+02 ' ! ' '
8 12 16 20 24
Lebenswoche

Abbildung 9: Virdmie nach Genotypen, Betrieb 9

*Jedem PCV2-positiven Einzeltier ist mittels eines farbigen Punkts der Genotyp zugeordnet,
aullerdem die jeweilige Anzahl der Virusgenomkopien pro ml Blutserum in den verschiedenen
Lebenswochen. Es sind alle Zeitpunkte von Betrieb 9 der Gruppe Sl, an denen PCV2

nachgewiesen wurde, in der Abbildung erfasst.
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Tabelle 17: Mittlere Virdmie PCV2-positiver Tiere des Betriebes 9, Gruppe SI*

n=42 Genotyp LW12 LW16 LW20 LW24
n 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a StabW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0
n 0 2 21 35
SI MW 0 4,25E+06 1,98E+06 2,24E+05
Betrieb 9 PCV2bh StabW 0 5,89E+06 4,54E+06 7,72E+05
Min. 0 8,42E+04 9,00E+03 5,00E+03
Max. 0 8,41E+06 2,08E+07 4,50E+06
n 0 0 0 0
MW 0 0 0 0
PCV2a+b StabwW 0 0 0 0
Min. 0 0 0 0
Max. 0 0 0 0

* Zudem ist die Standardabweichung sowie Minimal- und Maximalwert nach Genotyp auf der

Ebene des Einzelbetriebes aus Gruppe Sl (n auf die Tierzahl des Betriebes bezogen) angegeben.

3. Verschiedene PCV2-Genotypen in Einzeltieren

In einem Betrieb (1) aus der Gruppe NI kamen bei 5 von 45 Tieren (11,1%) im
Verlauf der Studie verschiedene PCV2 Genotypen vor. In Tabelle 14 sind diese

Anderungen dargestellt.

Tabelle 18: PCV2 Genotypen Gruppe NI, Betrieb 1*

LW16 LW20 LW24
Tier 1 a+b -
Tier4 atb ath -
Tier 5 a+b
Tier 6 ath ath
Tier7 a+b

* Finf Tiere mit verschiedenen PCV2-Genotypen simultan oder im Probenzeitraum der 16. bis 24.

Lebenswoche.

Gelb: PCV2aund PCV2b,
Rot: PCV2a

Grin:  Positiv fir PCV2b
Weil: Negatives Testergebnis
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4, PCV2-Sequenzen

Die Genomsequenzen des phylogenetischen Stammbaums, der fir die vorliegende
Studie erstellt wurde, werden im Folgenden verglichen. Die Bedeutung der
Nummerierung ist unter Punkt 8. (Proben-Codierung) bei Material und Methoden

erlautert.

Der Verwandtschaftsgrad einiger Stamme, die aus gleichen Betrieben stammten,
wie zum Beispiel beide PCV2a-Sequenzen aus Betrieb 1 der Nichtimpfgruppe
(PCV2a_1.16.2.16 und PCV2a_1.6.1.16) lag bei 100%. Auch die Sequenzen aus
Betrieb 9 der Sauenimpfgruppe (PCV2b 9.6.3.24 und PCV2b 9.11.2.20) waren
zu 100% gleich. Betrieb 8 (PCV2b_8.11.1.16 und PCV2b_8.5.4.16) der Gruppe
Sl, Betrieb 3 der Gruppe FI (PCV2b_3.15.3.16 und PCV2b_3.5.3.16) und Betrieb
2 derselben Gruppe (2.8.3.16 und PCV2b_2.14.2.12) hatten ebenfalls jeweils zwei
100% identische Stamme. Abgesehen von PCV2a- und PCV2b-Stammen, die nur
circa 95% identisch waren, war die geringste Ubereinstimmung zweier Stimme in
der vorliegenden Studie 98,6%. Dieser Ubereinstimmungsgrad traf fiir die
folgenden Paare zu (in Klammern sind die Bundeslénder, aus denen die Betriebe
stammten, abgekiirzt geschrieben. Die Sequenzen wurden, der besseren Ubersicht
wegen, von 1. bis 16. durchnummeriert). Im Anschluss sind alle Sequenzen des
phylogenetischen Stammbaums mit den zugehorigen Impfgruppen und den
Bundeslandern der Betriebsstandorte aufgelistet. Die Nummer des jeweiligen
Betriebes und der Probenzeitpunkt sind der Codierung, wie in Material und
Methoden unter Punkt 8. beschrieben, nach der Bezeichnung des Genotyps zu

entnehmen.

15:4, 16:4, 15:5 und 16:5 (NDS:NRW), 15:8, 16:8, 15:9, 16:9 (NDS:NRW),
15:11, 16:11 (NDS:NRW), 15:14, 16:14 (NDS:BY)
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1. PCV2a 1.16.2.16, Gruppe NI, Nordrhein-Westfalen
2. PCV2a_1.6.1.16, Gruppe NI, Nordrhein-Westfalen
3. PCV2a_7.8.3.20, Gruppe Sl, Bayern

4. PCV2b_2.8.3.16, Gruppe NI, Nordrhein-Westfalen
5. PCV2b 2.14.2.12, Gruppe NI, Nordrhein-Westfalen
6. PCV2b_3.8.3.16, Gruppe NI, Niedersachsen

7. PCV2b 3.15.3.16, Gruppe NI, Niedersachsen

8. PCV2b 9.6.3.24, Gruppe SI, Nordrhein-Westfalen
9. PCV2b 9.11.2.20, Gruppe Sl, Nordrhein-Westfalen
10. PCV2b 1.11.2.16, Gruppe NI, Nordrhein-Westfalen
11. PCV2b 1.1.2.16, Gruppe NI, Nordrhein-Westfalen
12. PCV2b 3.5.3.16, Gruppe NI, Niedersachsen

13. PCV2b _3.12.4.16, Gruppe NI, Niedersachsen

14. PCV2b_4.6.1.24, Gruppe FI, Bayern

15.  PCV2b 8.11.1.16, Gruppe SI, Niedersachsen

16. PCV2b _8.5.4.16, Gruppe SI, Niedersachsen

Der Verwandtschaftsgrad der PCV2-Genomsequenzen aller fur den
phylogenetischen Stammbaum verwendeten Stdmme kann Tabelle 19 entnommen

werden.
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Tabelle 19: Sequenzidentitat der PCV2-Isolate*

* Die Sequenzen des phylogenetischen Stammbaumes sind oberhalb der Tabelle aufgelistet und
mit Nummern von 1 bis 16 versehen. Die rot markierten Sequenzen (1-3) entsprechen den PCV2a-
Stammen, die griin markierten Sequenzen (4-16) sind PCV2b-Isolate. VVon links unten in der
Tabelle bis zur schwarz gekennzeichneten Diagonale sind die Unterschiede der Sequenzen in
Prozent, von rechts oben bis zur Diagonale der prozentuale Grad der Ubereinstimmung der
Sequenzen aufgezeigt.

69



IV. Ergebnisse

4.1. Monitoring von PCV2b-Genomsequenzen bei einem Einzeltier

Im Falle eines Tieres aus Betrieb 3 der Nichtimpfgruppe konnten Proben an vier
aufeinander folgenden Zeitpunkten, Lebenswoche 12, 16, 20 und 24 sequenziert
werden (3.12.4.12, 3.12.4.16, 3.12.4.20, 3.12.4.24). In Tabelle 20 ist die
Ubereinstimmung bzw. Abweichung der isolierten Virus-DNA in Prozent
Ubereinstimmung und Abweichung dargestellt. Demnach sind alle vier
betreffenden Sequenzen, die an vier verschiedenen hintereinanderliegenden

Probenterminen gewonnen wurden, mindestens zu 99,9% identisch.

Tabelle 20: PCV2b-Genomsequenz in einem Einzeltier*

Lebenswoche

16 20 24 Lebenswoche

99,9 100,0 12
16 99,9 99,9 16
20 0,1 20
24 0,0 0,1 0,1 24
Lebenswoche | 12 16 20 Lebenswoche

*Grad der Ubereinstimmung von PCV2b-Genomsequenzen, die beim selben Tier zu
verschiedenen Zeitpunkten isoliert wurden
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5. Phylogenetischer Stammbaum der nachgewiesenen PCV2

Fur die Erstellung des phylogenetischen Stammbaums wurden Sequenzen aus
allen PCV2a- oder PCV2b-positiven Betrieben von allen PCV2-positiven

Probenzeitpunkten sequenziert.

Das Genom wird in zwei Uberlappenden Teilstiicken vervielfaltig, die
Sequenzierungsergebnisse werden daher softwaregestiitzt adaptiert. In einigen

Fallen musste die Sequenzierung aufgrund schlechter Qualitat wiederholt werden.

Von 48 Proben (4x PCV2a und 44x PCV2b), die zur Sequenzierung weitergeleitet
wurden, konnten 34 Proben zu einem lickenlosen Gesamtgenom
zusammengefigt werden. Insgesamt wurden 16 Sequenzen fur den
Phylogenetischen Stammbaum verwendet drei PCV2a-Sequenzen und 13 PCV2b-

Sequenzen.

Durch den Vergleich mit Referenzstimmen konnten die drei PCV2a-Sequenzen
(PCV2a_1.16.2.16, PCV2a_1.6.1.16 und PCV2a_7.8.3.20) der Clade 2D

zugeordnet werden.
Sequenzen des Genotyps PCV2b waren den Clades 1A und 1B zuzuordnen.

Zur Clade 1A gehéren 11 Sequenzen (PCV2b 2.8.3.16, PCV2b 2.14.2.12,
PCV2b 3.8.3.16, PCV2b 3.15.3.16, PCV2b 9.6.3.24; PCV2b 9.11.2.20,
PCV2b_1.11.2.16; PCV2b 1.1.2.16; PCV2b 3.5.3.16; PCV2b 3.12.4.16;
PCV2b_4.6.1.24)

und zur Clade 1B zwei Sequenzen (PCV2b_8.11.1.16 und PCV2b_8.5.4.16).
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Abbildung 10: Phylogenetischer Stammbaum der PCV2-Isolate
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V. DISKUSSION

1. Haufigkeit PCV2-positiver Tiere

Nach Segales et al. (2005a) ist PCV2 in der Hausschweinepopulation weltweit
ubiquitar verbreitet. Diese Aussage deckt sich mit den in der vorliegenden Studie
erhobenen Daten bezliglich der PCV2-positiven Betriebe, da das Virus in acht von
neun eingeschlossenen Studienbetrieben mittels PCR nachgewiesen wurde. VVon
insgesamt 383 eingeschlossenen Tieren aus neun Betrieben wurden 217 Tiere
(56,6%) im Studienverlauf mindestens einmal mittels gPCR PCV2-positiv
getestet. 17 Tiere (4,4%) waren in der 12. Lebenswoche viramisch, 135 Tiere
(35,2%) in der 16., 161 (42%) in der 20. Lebenswoche und 152 (39,7%) in der 24.
Lebenswoche. Auffallend war bei diesen Ergebnissen, dass die meisten Tiere erst
im Bereich der Mittel- und Endmast virdmisch wurden. Die typische Altersklasse
fir die Entwicklung klinischer PMWS-Symptomatik liegt laut Harding (2004)
deutlich friiher, bei einem Alter von 7 bis 15 Wochen und somit deutlich friher,
als in der vorliegenden Arbeit. In einer Studie von Ritzmann M. (2002), die Tiere
von 156 bayerischen Schweinehaltern beinhaltete, wurde jedoch, ahnlich der
vorliegenden Studie, festgestellt, dass der Anteil PCV2-positiver Schweine mit
zunehmenden Alter ansteigt. Ein Erklarungsansatz konnte in der zunehmenden
Durchseuchung der Schweinebestande liegen, da sich PCV2 auch durch
Massenimpfung nicht aus Bestanden eradikieren lasst (Feng et al., 2014). Durch
die ubiquitare Verbreitung von PCV2 in der Schweinepopulation und den
zunehmenden Einsatz von PCV2-Impfstoffen in Zuchtherden kommen die
meisten Sauen mit PCV2 in Kontakt und geben maternale Antikorper an die
Ferkel weiter (Opriessnig et al., 2008a). Bedingt durch diese maternale Immunitat
verschiebt sich die Viramie moglicherweise weiter in Richtung Mast

beziehungsweise Mastende.

Der derzeit vorherrschende PCV2-Genotyp ist PCV2b (Opriessnig et al., 2013a).
Diese neue Variante von PCV2 verbreitete sich in den Jahren 2005-2006 in
Amerika, wéhrend vor dieser Zeit ausschlieflich PCV2a-Stamme gefunden
worden waren (Cheung et al., 2007). Verschiedene Studien zeigten &hnliche

Ergebnisse. In Kanada verbreitete sich der Genotyp PCV2b ab dem Jahr 2005
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(Carman et al., 2008), ebenso wie in Irland (Allan et al., 2007). Weltweit wird
seither PCV2b h&ufiger diagnostiziert als PCV2a (Gagnon et al., 2007, Patterson
und Opriessnig, 2010), dieser Wechsel in Bezug auf den Genotyp ist im
Allgemeinen mit schwerer verlaufenden PCV2-Erkrankungen assoziiert (Rose et
al., 2012). Auch in der eigenen Untersuchung war der vorherrschende Genotyp
PCV2b. In sieben von acht PCV2-positiven Betrieben konnte PCV2b
nachgewiesen werden, in zwei Betrieben PCV2a. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie spiegeln somit die internationalen Entwicklungen wider. Als
Erklarung fir den Wandel werden unter anderem eine bessere
Vermehrungsféhigkeit von PCV2b gegenuber PCV2a (Cheung und Greenlee,
2011), oder die Existenz eines bisher unerforschten beeinflussenden Faktors
vermutet (Opriessnig et al., 2008Db).

Der Anteil von PCV2b an den insgesamt 217 PCV2-positiven Tieren lag bei
93,1% (202 Tiere), wéhrend der Anteil von PCV2a-positiven Tieren bei nur 6,9%
(15 Tiere) lag. In einer Studie aus Deutschland wurden beziiglich der Verteilung
der Genotypen ahnliche Ergebnisse erzielt. Von Reiner et al. (2010) wurden
Spanferkel auf PCV2 untersucht und PCV2-positive Proben in einer Folgestudie
anschlieBend genotypisiert (Reiner et al., 2011). Dabei wurde festgestellt, dass
von den PCV2-infizierten Tieren 98,4% dem Genotyp PCV2b und 4,8% dem
Genotyp PCV2a zuzuordnen waren. Die Werte fur mindestens einmal PCV2-
positive Tiere lagen in der eigenen Studie im Vergleich dazu fur PCV2b um 5,3%
niedriger und fir PCV2a um 2,1% hoher. Bericksichtigt man bei der
Vergleichsstudie das durchschnittliche Alter der Spanferkel von 3 Monaten,
eignet sich der Zeitpunkt LW12 der eigenen Studie noch besser zum Vergleich,
hier lag der Anteil der PCV2b-positiven an allen PCV2-positiven Tieren bei
100%, also um 1,6% hoher als bei Reiner et al. (2011).

2. Haufigkeit PCV2-positive Tiere nach Impfgruppen

Die neun eingeschlossenen Betriebe reprasentierten drei verschiedene PCV2-
Impfgruppen (Nichtimpfer (NI), Ferkel (FI)- und Sauenimpfer (SI)). PCV2b kam
in allen drei Impfgruppen vor (in den Gruppen NI und Sl ab der 12. Lebenswoche,
ab der 16. Lebenswoche in allen Gruppen). Uber den gesamten Zeitraum der

Studie kamen signifikant weniger PCV2b-positive Tiere in der Ferkelimpfgruppe
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als in der Sauen- (p=0,000) bzw. Nichtimpfgruppe (p=0,000) vor. Die Anzahl
PCV2b-positiver Tiere der Sauenimpfgruppe war auBerdem signifikant geringer
als die der Nichtimpfgruppe (p=0,000). Eine ahnliche Verteilung der PCV2b-
Nachweishdufigkeiten zwischen den Gruppen konnte auch in den verschiedenen
Lebenswochen festgestellt werden. In der 12. Lebenswoche war die
Nachweishaufigkeit fir PCV2b in der Gruppe FI signifikant niedriger als in
Gruppe NI (p=0,000), in LW16 wurden PCV2b-positive Tiere in Gruppe FI
signifikant seltener nachgewiesen als in den Gruppen NI und Sl (p=0,000), ebenso
in LW20 und LW24.

Uber den gesamten Zeitraum der Studie waren fiir den Genotyp PCV2a, wie fiir
Genotyp b beschrieben, in Gruppe FI signifikant weniger positive Tiere als in
Gruppe NI (p=0,007) und SI (p=0,003) nachweisbar. Die Gruppen NI und Sl
unterschieden sich bei PCV2a jedoch nicht signifikant. Unter Beriicksichtigung
der Zeitpunkte ergab sich fir PCV2a zumindest in der 16. Lebenswoche fur die
Héufigkeitsverteilung in Bezug auf die Impfgruppen FI und NI ein Bild, das dem
von PCV2b entsprach. Es waren in Gruppe NI signifikant mehr Tiere viramisch
als in Gruppe FI (p=0,014).

Dass sich durch das PCV2-Ferkelimpfen im Vergleich zum Nichtimpfen ein
geringerer Prozentsatz PCV2-positiver Ferkel erzielen lasst, haben auch Fraile et
al. (2012) gezeigt. Zusatzlich konnte in der vorliegenden Studie fur PCV2b eine
signifikant geringere Anzahl virdmischer Tiere in der Gruppe SI im Vergleich zu
NI gezeigt werden, sowie im Vergleich von FI und SI. Dass PCV2b im Gegensatz
zu PCV2a in allen Impfgruppen vorkommt, lasst sich insofern erkléren, dass die
Verbreitung von PCV2b im Vergleich zu Genotyp a in der Schweinepopulation
heutzutage vorherrscht (Opriessnig et al., 2013a). Genotyp PCV2a konnte nur aus
Tieren der Gruppen der Nichtimpfer und der Sauenimpfer, an jeweils drei
aufeinander folgenden Beprobungszeitpunkten nachgewiesen werden. Aus
keinem der aktiv immunisierten Ferkel konnte Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum hinweg PCV2a nachgewiesen werden. Dass in Gruppe FI
kein PCV2a-positives Tier vorkam, kann durch eine Senkung der Viruslast durch
die wirksame Ferkelimpfung erklart werden, wie sie von verschiedenen Autoren
beschrieben wurde (Fachinger et al., 2008, Kixmoller et al., 2008). Bei dem
nachgewiesenen geringen Aufkommen von PCV2a mit schwachen Virdmien
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Uberrascht es daher nicht, dass kein PCVZ2a-positives Tier in der
Ferkelimpfgruppe gefunden wurde. Auch die Tatsache, dass kommerzielle PCV2-
Impfstoffe auf PCV2a basieren, konnte einen Selektionsvorteil fur PCV2b-
Stamme darstellen. Der Vermutung folgend, dass PCVZ2a-basierte Vakzinen
schlechter vor PCV2b-Infektionen schutzen konnten als homologe Vakzinen,
wurden Versuche zur Uberpriifung der Wirkung unternommen, die allerdings eine

gute Kreuzprotektivitat herausfanden (Fort et al., 2008, Opriessnig et al., 2008Db).

3. PCV2 Viramie nach Genotypen

In der vorliegenden Studie war fir PCV2b-positive Tiere tber alle Zeitpunkte
hinweg und unabhédngig von der Impfgruppe die durchschnittliche Anzahl an
Virusgenomkopien pro ml Serum von PCV2b mit 4,53x10° signifikant hoher als
die von PCV2a mit 8,49x10* Genomkopien / ml Serum (p=0,002).
Madglicherweise ist PCV2a weniger pathogen als PCV2b und verursacht daher
geringere Viramien. Die Tatsache, dass die Schwere der PCV2 assoziierten
Erkrankungen parallel zur globalen Zunahme der PCV2b-Nachweise bei
gleichzeitiger Abnahme des Genotyps a zugenommen hat (Rose et al., 2012),
spricht fur diese These. Brunborg et al. (2004), stellten fest, dass die Hohe der
PCV2-Viruslast mit der klinischen PMWS-Erkrankung zusammenhéangt. Sie
zeigten, dass bei Kklinisch gesunden Schweinen die Viruslast von 10°
Genomkopien pro ml Serum nie tberschritten wurde, bei klinisch kranken Tieren
hingegen Viramien von uUber 107 PCV2-Genomkopien je ml Serum erreicht
wurden. Demnach waren die PCV2a-positiven Tiere in der vorliegenden Studie
weiter von der kritischen Grenze zur klinischen PMWS-Erkrankung entfernt als
die PCV2b-Positiven. Nach Impfgruppen aufgeteilt betrug die durchschnittliche
Anzahl der PCV2b-Virusgenomkopien/ml Serum unabhéngig vom Zeitpunkt fur
NI 6,08x10°, fir FI 9,07x10* und fur SI 2,77x10°, statistisch signifikant
unterschieden sich dabei die Gruppen FI und Sl (p=0,002). Da die Anzahl der
PCV2b positiven Tiere in der Gruppe der Ferkelimpfer sehr gering war, ergaben
sich trotz deutlich geringerer Anzahl an Virusgenomkopien pro ml Serum hier
keine Signifikanzen. Fir PCV2a waren die Mittelwerte unabhdngig vom
Zeitpunkt fir N1 2,5x10° und fur SI 2,31x10*, beim statistischen Vergleich ergab
sich kein signifikanter Unterschied. Die in der Studie im Fall von PCV2b
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nachgewiesene tendenziell niedrigste Viramie bei Tieren aus der
Ferkelimpfgruppe und die Tatsache, dass PCV2a in der Ferkelimpfgruppe nicht
nachgewiesen werden konnte, entspricht den Ergebnissen anderer Feldstudien in
Bezug auf die PCV2-Ferkelimpfung. Kixmoller et al. (2008) stellten bei der
Ferkelimpfung einer PMWS-betroffenen Herde eine signifikant niedrigere PCV2-
Viruslast in einer Impfgruppe gegenuber einer Placebogruppe fest, auch in einer
Studie von Fachinger et al. (2008) reduzierte die Impfung die Viruslast
signifikant. Auch Velasova et al. (2013) bestatigten die Ferkelimpfung als
wirksame Mallnahme zur PMWS-Bekampfung. In diesen Studien wurde jedoch
nicht zwischen den Gruppen PCV2a und PCV2b unterschieden, so dass die
vorliegenden Ergebnisse die von anderen Autoren erhobenen Ergebnisse
diesbeziiglich ergénzen.

4, Anderung des Genotyps bei Einzeltieren

In der vorliegenden Studie wurde in einem Betrieb der Gruppe NI bei finf von
insgesamt 45 Tieren (11,1%) PCV2a und PCV2b gleichzeitig diagnostiziert.
Diese Beobachtung konnte auch in anderen Studien wie der von Reiner et al.
(2011) aus Deutschland gemacht werden, bei der dieses Phanomen als
Nebenbefund berichtet wird. Gerber et al. (2013) untersuchten einen Fall von
PCV2-Impfversagen bei 10 Wochen alten Ferkeln. Sie beschrieben in diesem
Zusammenhang das gleichzeitige Vorkommen beider Genotypen als haufig und
erklarten es durch eine moglicherweise erhohte PCV2-Replikation im
Zusammenhang mit einer schlechten Wirkung der Vakzine. Ein hoheres Risiko
klinischer Erkrankung bei gleichzeitiger Infektion mit mehreren Genotypen wird
von Zhai et al. (2011) angenommen. Die Ergebnisse von Tieren mit schlechtem
Impfschutz passen zu den Ergebnissen der eigenen Studie, da die betroffenen
Tiere PCV2-ungeimpft waren. In drei der Tiere, die PCV2a+b positiv getestet
wurden, konnte zu einem spéteren Probenzeitpunkt nur noch PCV2Db
nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass bei allen Tieren, in denen zundchst
beide Genotypen nachgewiesen wurden, spéater nur noch PCV2b vorkommt,
konnte mit einer besseren Replikationsféhigkeit von PCV2b im Vergleich zu
PCV2b zusammenhdngen, wie sie von Cheung und Greenlee (2011) bei

Schweinenieren Zelllinien bewiesen wurde.
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5. PCV2-Genomsequenzen

In der vorliegenden Studie wurden PCV2-Sequenzen, die aus denselben Betrieben
von unterschiedlichen Tieren und Zeitpunkten stammten, untereinander
verglichen. Aus einem Nichtimpfbetrieb konnte ein Sequenzpaar des PCV2-
Genotyps a verglichen werden, die Ubereinstimmung lag bei 100%. Fir PCV2b
lag bei vier von finf Sequenzpaaren aus Betrieben aller Impfgruppen die
Ubereinstimmung ebenfalls bei 100%, in einem Fall bei 99,8%. Die Sequenzen
waren also innerhalb der Betriebe zumeist untereinander identisch und (ber den
Zeitraum der Studie hinweg stabil. Zu &hnlichen Ergebnissen fiihrte auch eine
Studie aus Schweden, bei der die PCV2-Sequenz eines klinisch gesunden
Schweins aus dem Jahr 1993 mit einer Sequenz aus demselben Betrieb aus dem
Jahr 2004 verglichen wurde. Die Sequenzen stimmten zu 99,1% Uberein, blieben
also uber 10 Jahre hinweg fast unverandert (Timmusk et al., 2008). Bei einem
Einzeltier konnten in der vorliegenden Studie an vier aufeinanderfolgenden
Probenzeitpunkten PCV2b-lsolate gewonnen werden, diese stimmten zu
mindestens zu 99,9% Uberein, anders als in der Vergleichsstudie wird jedoch nur

ein Zeitraum von 12 Wochen représentiert.

In der vorliegenden Studie konnten beim WVergleich von Sequenzen aus
verschiedenen Betrieben und damit verschiedenen Regionen Deutschlands
grolRere Unterschiede zwischen den Sequenzen festgestellt werden als innerhalb
derselben Betriebe. Schon in Arbeiten aus dem Jahr 2000 wurde erldutert, dass es
regional unterschiedliche PCV2-Stdamme gibt (Fenaux et al., 2000) und diese
verschiedenen Genotypen (PCV2a und PCV2b) zuzuordnen sind (Mankertz et al.,
2000, Cheung et al., 2007).

In der vorliegenden Studie ergab sich zwischen einer PCV2a-Sequenz eines
Betriebes aus Bayern und zwei Sequenzen aus Nordrhein-Westfalen (aus
demselben Betrieb) eine Ubereinstimmung von 99,4%. Eine PCV2b-Sequenz aus
einem bayerischen Betrieb ergab im Vergleich mit acht Stammen (drei Betriebe)
aus Nordrhein-Westfalen Ubereinstimmungen zwischen 99,4 und 99,5%, eine
weitere aus Bayern stimmte, mit sechs aus Niedersachsen (zwei Betriebe)
verglichen, zu 99,6 bis 99,7% Uberein. Der Identitatsvergleich von acht

Sequenzen aus NRW (drei Betriebe) mit sechs Sequenzen aus Niedersachsen
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(zwei Betriebe) ergab 98,6 bzw. 99,5%. Wenn man den Deckungsgrad dieser
Sequenzen mit Veroffentlichungen vergleicht, in denen angegeben wird, dass die
ubliche Spanne fir PCV2-Sequenzen zwischen 94,6 bis 99% liegt (Fenaux et al.,
2000, de Boisseson et al., 2004), haben die isolierten Sequenzen der vorliegenden

Studie einen sehr hohen Grad der Ubereinstimmung.

Die Sequenzen der vorliegenden Studie wurden gemé&R der von Olvera et al.
(2007) beschriebenen Clades zur Subtypisierung der PCV2-Genotypen (PCV2a
und PCV2b), klassifiziert. Die drei Sequenzen, die dem Genotyp PCV2a
angehorten konnten der Clade 2D zugeordnet werden. Der zum Genotyp PCV2b
gehorigen Clade 1B gehdrten zwei der Sequenzen aus einem Betrieb der Gruppe
Sl in Niedersachsen an. Der Clade 1A gehdrten die anderen elf PCV2b-Sequenzen
aus allen drei Impfgruppen an, die von Betrieben aus Nordrhein-Westfalen,
Niedersachsen und Bayern stammten. Da aktuell der Genotyp PCV2b vorherrscht
(Opriessnig et al., 2013a) und damit assoziiert schwerere Erkrankungen auftreten
(Rose et al., 2012), ist das Vorkommen bestimmter Clades dieses Genotyps von
besonderem Interesse. In der vorliegenden Studie wurden fur den Genotyp PCV2b
nur Stdamme aus den Clades 1A und 1B, jedoch kein Stamm der Clade 1C
gefunden. Auch international kommen Stdmme der Clade 1C bisher selten vor,
wie unter anderem in einer amerikanischen Prévalenzstudie tber die Jahre 2010
und 2011 gezeigt werden konnte, alle PCV2b Stamme in dieser Studie gehdrten
der Clade 1B an (Shen et al., 2012). In einer Studie aus China, bei der PCV2b-
Genomsequenzen aus den Jahren 2001 bis 2009 ausgewertet wurden, konnten 108
Isolate der Clades 1A und 1B und lediglich 19 der Clade 1C gewonnen werden
(Li et al., 2010). In Europa wurde von Savic et al. (2012) erstmals ein PCV2b 1C-
Stamm in Assoziation mit PMWS-erkrankten Hausschweinen entdeckt. Das
Genom des entdeckten PCV2b 1C-Isolats war wiederum mit einem Stamm aus
China (BDH (GenBank ID: HM038017)), fur den eine gesteigerte Virulenz im
Vergleich zu herkdmmlichen PCV2b-Stammen vermutet wird (Guo et al., 2010,
Guo et al., 2012), zu 99,1% identisch. Die in diesem Zusammenhang in der
vorliegenden Studie erhobenen Befunde spiegeln zwar aufgrund der
vergleichsweise geringen Betriebszahl nicht die Gesamtsituation in Deutschland
wider, jedoch geben sie Hinweise auf die aktuelle Situation bezuglich des
Auftretens von PCV2 Genotypen und diesen zugehorigen Clades.

79



VI. Zusammenfassung

VI. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurden 383 Schweine aus neun deutschen
Ferkelerzeugerbetrieben verschiedener Bundeslander mit unterschiedlichen
Impfregimen gegen das Porcine Circovirus Typ 2 (Nichtimpfer, Ferkelimpfer und
Sauenimpfer) eingeschlossen. Die Tiere wurden von Geburt an bis zur
Schlachtung hinsichtlich ihres PCV2-Viramiestatus unter Berticksichtigung der
PCV2-Genotypen PCV2a und PCV2b zu insgesamt acht Probezeitpunkten
verfolgt. Darlber hinaus wurde das PCV2-Genom von 16 Tieren verschiedener
Impfgruppen und geographischer Herkunft sequenziert und mithilfe eines
phylogenetischen Stammbaums den Subtypen der PCV2-Genotypen (PCV2a und
PCV2b), den von Olvera et al. (2007) beschriebenen Clades zugeordnet. 217 Tiere
(56,6%) wurden im Verlauf der Studie positiv auf PCV2 getestet. Die ersten 17
Tiere (4,4%) wurden in der 12. Lebenswoche virdmisch, weitere Beprobungen in
vierwdchigen Abstanden ergaben 135 (35,2%), 161 (42%) und 152 (39,7%)
PCV2-positive Tiere. Die hochsten PCV2-Viramien wurden in der Endmast
ermittelt. Von den Seren 217 PCV2-positiver Tiere waren 93,1% dem Genotyp
PCV2b und 6,9% dem Genotyp PCV2a zuzuordnen. PCV2b kam in allen drei
Impfgruppen vor, PCV2a nur in der Nichtimpfgruppe und Sauenimpfgruppe,
nicht jedoch in der Ferkelimpfgruppe. Die durchschnittliche Anzahl der
Virusgenomkopien pro ml Blutserum (ber alle PCV2-positiven Zeitpunkte
hinweg lag fir PCV2a bei 8,49x10*. PCV2b war mit durchschnittlich 4,53x10°
Kopien/ml Serum signifikant héher (p=0,002). Die meisten PCV2-positiven Tiere
und die hochsten Viramien waren in der Gruppe zu finden, die ihre Tiere nicht
gegen PCV2 vakzinierten. Es waren 92,1% der Tiere dieser Gruppe mindestens
einmal positiv fir PCV2b und 5,5% fir PCV2a. In der Gruppe der Ferkelimpfer
waren 7,8% der Tiere mindestens einmal PCV2b-positiv, kein Tier fir PCV2a. In
der Gruppe der Sauenimpfer waren 59,1% der Schweine mindestens einmal
PCV2b-positiv, 7,8% fur PCV2a. Bei funf von 45 Tieren eines Betriebes der
Nichtimpfgruppe wurden PCV2a und PCV2b gleichzeitig in Einzeltieren
festgestellt, bei drei der Tiere zu einem spéateren Zeitpunkt hingegen nur noch
PCV2b. Innerhalb einzelner Betriebe waren Genomsequenzen verschiedener Tiere
und Zeitpunkte zwischen 99,8 und 100% identisch, zwischen verschiedenen
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Betrieben zum Teil unterschiedlicher regionaler Lage war die minimale
Ubereinstimmung der Genomsequenzen 98,6%. Alle PCV2b Sequenzen waren
den Clades 1A und 1B zuzuordnen, die PCV2a-Stdamme der Clade 2D. Die in der
vorliegenden Studie erzielten Ergebnisse spiegeln aufgrund der vergleichsweise
geringen Anzahl von in die Studie eingeschlossenen Betriebe nicht die
Gesamtsituation in Deutschland wider. Dennoch kdnnen sie eine Orientierung
geben, einerseits bezlglich des aktuellen Auftretens der PCV2-Genotypen PCV2a
und PCV2b und deren zugehorigen Clades, andererseits hinsichtlich der Einflusse

von PCV2-ImpfmalRnahmen auf deren Auftreten.
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VII. SUMMARY

383 piglets of nine german farms from different federal states were monitored
from birth until slaughter at eight different time points. The farmers used different
PCV2 vaccination programs. Accordingly, three groups were built (Non
vaccination group NI, sow vaccination group Sl and piglet vaccination group FI).
At every time point the PCV2-viremia-status was tested for every piglet using g-
PCR technology taking into account the PCV2-genotypes PCV2a and PCV2b.
Moreover, the PCV2-genomes of 16 pigs belonging to different vaccination
groups and different regions of Germany were sequenced and put into different
clades of a phylogenetic tree which were described by Olvera et al. (2007).
Altogether 217 animals (56.6%) were tested PCV2-positive in this study, the first
17 animals (4.4%) in week 12, then in 4-week intervals, every four weeks 135
pigs (35.2%), 161 (42%) and 152 pigs (39.7%). According to these results, the
highest amounts of PCV2 were found at the end of the fattening period. From the
217 positive blood serum samples 93.1% and 6.9% belonged to the genotypes
PCV2b and PCV2a, respectively. PCVV2b was found in all of the three vaccination
groups, PCV2a only in groups NI and Sl, never in group Fl. The average quantity
of viral genome copies per ml bloodserum over the entire time of the study was
8.49x10* and 4.53x10° for PCV2a and PCV2b, respectively, which was
significantly higher for PCV2b (p=0.002). Most of the PCV2 positive animals and
the highest amounts of viraemia were found in group NI. 92.1% of these animals
were at least once positive for PCV2b and 5.5% for PCV2a. In group FI 7.8%
were at least once positive for PCV2b, no animal for PCV2a. In group SI 59.1%
of the pigs were at least once positive for PCV2b, 7.8% for PCV2a. 5 of 45 pigs in
one NI-farm were tested PCV2a and PCV2b positive simultaneously and switched
to PCV2b later. Within single farms sequences from different pigs and time points
were identic to a degree of 99.8% to 100%, while between different farms of
various origins the minimum concordance was 98.6%. All of the PCV2b
sequences belonged to clades 1A and 1B, PCV2a sequences belonged to clade 2D.
Because of the comparatively small amount of farms included in our study the
results will probably not reflect the whole situation in Germany. Nevertheless, the
results give an overview about the emerge of PCV2 genotypes and appendent
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clades on the one hand and the impact of vaccination measures on their

appearance on the other hand.
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