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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Mycoplasma (M.) hyopneumoniae ist der Primdrerreger der Enzootischen
Pneumonie der Schweine und maRgeblich am Porcine Respiratory Disease
Complex beteiligt (THACKER & MINION, 2012). Es handelt sich um einen
Erreger, der weltweit neben wirtschaftlichen Verlusten (MAES et al., 1996;
THACKER & MINION, 2012) auch Schmerzen durch das Hervorrufen von
entzindlichen  Gewebeschadigungen (HENKE & ERHARDT, 2001) bei
Schweinen  verursacht. Neben der Optimierung von Management-  und
Stallklimatischen Faktoren gilt die Vakzination als wichtige Malnahme bei der
Kontrolle von M. hyopneumoniae Infektionen (MAES et al., 2008). Eine Impfung
gegen M. hyopneumoniae  soll die Kklinischen Symptome sowie die
Lungenlasionen reduzieren und zudem die Mastleistungen verbessern (TZIVARA
et al., 2007; MAES et al., 2008).

Einen zusétzlichen Aspekt zu herkdmmlichen intramuskuldr verabreichenden
M. hyopneumoniae Vakzinen stellt die nadellose, intradermale Applikation des
one-shot Impfstoffes Porcilis® M Hyo ID ONCE dar. Diese Injektionsmethode
verhindert neben versehentlichen  Selbstinjektionen auch das Vorkommen
abgebrochener Kanilen im Schlachtkérper und soll bei den zu impfenden Tieren
weniger Schmerz und Stress auslésen (CHASE et al., 2008). Folglich wirde diese
Art der Applikation nicht nur zum Arbeits- und Verbraucherschutz sondern auch
zum Tierschutz beitragen. Weiterhin birgt die mehrfache Verwendung derselben
Injektionskantile das Risiko  einer  iatrogenen  Verschleppung  von
Krankheitserregern (OTAKE et al, 2002; REINBOLD et al, 2010). Eine
Ubertragung von bakteriellen und viralen Pathogenen kann durch nadellose
Applikationsmethoden vermindert werden (REINBOLD et al, 2010; BAKER et
al., 2012).

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Sicherheit und Wirksamkeit der nadellos,
intradermal  applizierten Vakzine Porcilis® M Hyo ID ONCE fir die Anwendung
bei 21 Tage alten Saugferkeln zu Uberprifen. Die intradermale Impfgruppe wurde
mit einer intramuskuldr, mittell M+PAC® geimpften Gruppe sowie einer
Kontroligruppe, die ausschlieRlich Adjuvans erhielt, verglichen. Zur Uberpriifung

der Sicherheit wurden die Studientiere nach der Impfung Klinisch untersucht, die
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lokale Hautreaktion an der Injektionsstelle beurteitt sowie die innere
Korpertemperatur ~ gemessen. Die  Wirksamkeit wurde anhand  der
Gewichtsentwicklung der Studientiere und der Lungenbefunde am Schlachthof
beurteilt. Zusatzlich  wurden  serologische und molekularbiologische
Untersuchungen  durchgefihrt.  Diese  ermdglichen  die  Beurteilung  des

M. hyopneumoniae Antikbrperverlaufes und den direkten Erregernachweis.

Eine Vakzination der Tiere gegen M. hyopneumoniae sollte im Vergleich zur
Placebogruppe unabhdngig vom verwendeten Impfstoff zu einer Verbesserung der
Leistungsparameter und einer Verringerung der Lungenldsionen fihren. Weiterhin
basierte die Arbeitshypothese darauf, dass die intradermale Injektion wvon
Porcilis® M Hyo ID ONCE  der intramuskuldren Injektion von M+PAC® nicht

unterlegen sein wiirde.
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. LITERATURUBERSICHT
1. Mycoplasma hyopneumoniae
1.1. Taxonomie

Mycoplasmen gehdren zu der Klasse der zellwandlosen Mollicutes, zu dem
Stamm der Tenericutes zahlend, beinhaltet diese Klasse vier Ordnungen
(SELBITZ, 2011; VALENTIN-WEIGAND, 2011). Die Entomoplasmatales, die
Acholeplasmatales, die  Anaeroplasmatales sowie die  Mycoplasmatales
(VALENTIN-WEIGAND, 2011). Letztere wird in die Familie Mycoplasmataceae
mit den Genera Mycoplasma und Ureaplasma unterteilt (VALENTIN-
WEIGAND, 2011). Die Gattung  Mycoplasma  beinhaltet  human-
und veterindrmedizinisch  bedeutsame  Erreger flir die eine  ausgeprégte
Wirtsanpassung  typisch  ist  (VALENTIN-WEIGAND, 2011). Neben
Mycoplasma (M.) hyopneumoniae zdhlen auch M. hyorhinis, M. hyosynoviae und
M. suis zu den schweinespezifischen, pathogenen Mycoplasmen (THACKER &
MINION, 2012). In der Schweinepopulation werden zusétzlich M. flocculare,
M. sualvi und M. hyopharyngis isoliert, die jedoch als apathogen anzusehen sind
(THACKER & MINION, 2012).

1.2. Morphologie

Die Bakterien der Gattung Mycoplasma sind nur von einer Zytoplasmamembran
umgeben, die eine seltene dreifach laminare Struktur besitzt und zusétzlich
Sterole beinhaltet, die sonst nur bei eukaryontischen Membranen vorkommen
(SELBITZ, 2011). Das Fehlen einer starren Zeliwand bedingt das pleomorphe
Aussehen dieser Erreger, es wurden kugel- und birnenformige Zellen bis zu
verzweigten oder helikalen Filamenten dokumentiert (TAJIMA & YAGIHASHI,
1982; VALENTIN-WEIGAND, 2011). Der Durchmesser von M. hyopneumoniae
wurde mit 400 - 1200 nm beschrieben (TAJIIMA & YAGIHASHI, 1982).
Zusatzlich  haben diese  kleinen, zellwandlosen Bakterien eine  geringe
GenomgroRe von nur 580 - 1350 kBp, die mit einer eingeschrankten
Stoffwechselkapazitdt einhergeht (SELBITZ, 2011). Entsprechend kommen die
Vertreter der Gattung Mycoplasma nur in  kommensaler oder parasitarer

Lebensweise vor (SELBITZ, 2011). M. hyopneumoniae hat zahlreiche radiale
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Fibrillen an der Aulenseite seiner Zytoplasmamembran, die eine Bindung
zwischen den Mycoplasmen untereinander und ihrem Zielepithel ermdglichen
(TAJIMA & YAGIHASHI, 1982).

1.3. Epidemiologie

Die Ubertragung von M. hyopneumoniae erfolgt vorwiegend iber direkten
nasalen Kontakt (THACKER & MINION, 2012). Die Infektionskette in einem
Bestand wird durch die Ubertragung der Sauen auf die Ferkel aufrechterhalten,
hierbei sinkt die nasale Ausscheidungsrate der Sauen mit zunehmender Paritéat
(CALSAMIGLIA & PHOAN, 2000). In einer Untersuchung wvon
CALSAMIGLIA und PIJOAN (2000) schieden 52 % der Jungsauen und 39 % der
Sauen der zweiten bis vierten Paritdt einer Herde den Erreger aus. Verglichen
dazu wurde nur noch bei 35% der Sauen in der funften bis siebten Paritat
M. hyopneumoniae  mittels  nested (n-) PCR  in  Nasentupfern  gefunden
(CALSAMIGLIA & PIJOAN, 2000). AnschlieRend erfolgt eine Ausbreitung
zwischen den Buchtengenossen (FANO et al., 2005a). Die Geschwindigkeit dieser
horizontalen Ausbreitung wurde von MEYNS et al. (2004) untersucht, wobei ein
Absetzferkel in einem Zeitraum von sechs Wochen im Mittel ein weiteres Tier
infizierte. Eine raschere Ubertragung wurde in einem Infektionsversuch belegt,
bei dem der Erreger auch bei nicht infizierten Kontaktschweinen bereits sieben
Tage nach der Infektion mittels Kultur nachgewiesen werden konnte (MAROIS et
al, 2007). In einer Untersuchung von STARK et al. (1998) stieg wahrend einer
akuten Infektion mit Hustensymptomatik die Nachweisrate des Erregers aus
Luftproben des Bestandes an. Zusatzlich wurden in einer weiteren Erhebung bis
zu einem Umkreis von 9,2km um einen infizierten Bestand noch infektiose
Erreger nachgewiesen (OTAKE et al, 2010). Es kommt somit auch zu einer
Ubertragung (iber Aerosole ohne direkten Kontakt zwischen den Tieren (LEON et
al, 2001; FANO et al, 2005a, 2005b). Es besteht eine unterschiedlich lange
Persistenz des Erregers. Nach  experimenteller Infektion konnte
M. hyopneumoniae mittels n-PCR sowohl bei den intratracheal infizierten, als
auch bei zuvor M. hyopneumoniae negativen Kontakttieren aus Bronchialtupfern
bis 185 Tage p.i. nachgewiesen werden (FANO et al., 2005a) und selbst 200 Tage
p.i. kam es noch zu einer Ubertragung des Erregers auf Sentinel-Tiere (PIETERS
et al., 2009).

Bei Erhebungen in Nord-West-Deutschland wurden von 2578 beprobten
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Muttersauen aus 67  unterschiedlichen Herden 65%  seropositiv  auf
M. hyopneumoniae getestet, wobei die geringste Seroprévalenz im einzelnen
Bestand 14 % betrug (GROSSE BEILAGE et al., 2009). In Frankreich lag die
Seropréavalenz bei Sauen in finf geschlossenen Betrieben im Jahr 2010 bei
mindestens 55% (FABLET et al, 2011). Weiterhin gelang ein direkter
Erregernachweis bei 2,4 % der beprobten Sauen (FABLET et al., 2011). Im selben
Jahr wurden aus 125 Betrieben von 2500 Saugferkel Nasentupfer mittels real-time
PCR untersucht. Insgesamt waren 3,9 % M. hyopneumoniae positiv, fir diesen
direkten Erregernachweis lag die Herdenpréavalenz bei 36,8 %. (NATHUES et al.,
2013b). In 50 Herden mit endemischer  Atemwegsproblematik  im
Aufzuchtbereich konnte bei 11,2 % der drei bis sechs Wochen alten Ferkel
M. hyopneumoniae mittels n-PCR in der BAL-Flissigkeit nachgewiesen werden
(MOORKAMP et al, 2009). In einer anderen Erhebung wurde bei 921
Absetzferkeln in 9,3 % der Félle der Erreger aus Lungengewebe nachgewiesen
(NATHUES et al, 2010). Wohingegen in 50 untersuchten Mastbetrieben in
Belgien die mediane Seropréavalenz auf Herdenebene 88 % betrug (MAES et al.,
1999a).

Als Faktoren die positive mit der Seropravalenz von Muttersauen Kkorrelieren
wurden ein fehlendes Rein-Raus-Verfahren der Abferkelabteile, ein zwei Wochen
Rhythmus oder eine nicht berlcksichtigte Quarantdnezeit der Eber benannt
(GROSSE BEILAGE et al, 2009). In Mastbetricben mit ungeeigneten
Stallgeb&uden, schlechtem Management und ohne Direktbezug der Ferkel von
einem Erzeuger konnte in einer Untersuchung von DIFRANCO et al. (1989) eine

hohere Inzidenz klinischer Symptome und Lungenldsionen nachgewiesen werden.

Auf Bestandsebene erhdht sich das Risiko M. hyopneumoniae positiver
Saugferkel wenn mehr als 120 Jungsauen im Jahr zugekauft werden, wenn sich
mehr als 16 Abferkelbuchten in einem Abteil befinden, sowie wenn ein 2- oder 4-
Wochen-Abferkelrhythmus bestent (NATHUES et al., 2013b). Ein Grund hierfur
konnte darin bestehen, dass es bei diesen Wochenrhythmen und GrélRen der
Abferkelabteile Ofters zu einem Konflikt mit dem Rein-Raus-Prinzip kommt
(NATHUES et al., 2013b). Eine Kolonisation des Erregers beim Absetzen steht in
direktem Bezug mit dem Erregernachweis aus Bronchialtupfern, einer
Serokonversion und der Haufigkeit sowie der Ausdehnung von Lungenlasionen
am Schlachthof (FANO et al, 2007). Eine Reduzierung der Pravalenz in der
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Aufzucht  scheint eine zentrale Rolle bei der Kontrolle der durch
M. hyopneumoniae induzierten Pneumonie zu spielen (FANO et al., 2007). Das
Risiko eines Einzeltieres zum Zeitpunkt des Absetzens M. hyopneumoniae positiv
zu sein, wird durch hohe Temperaturen im Ferkelnest, durch die Durchftihrung
des Zahneschleifens sowie eine zweifache Eisenapplikation reduziert (NATHUES
et al, 2013a). Demgegentiber steigt das Risiko durch Produktionssysteme in
denen Abferkelung, Aufzucht und Mast sich im gleichen- oder in nur zwei
verschiedenen Gebduden befinden (SIBILA et al., 2004b; MOORKAMP et al.,
2009). Zusétzlich nehmen klimatische Faktoren Einfluss auf das Infektionsrisiko,
welches durch hohe durchschnittliche wochentliche Niederschldgge und niedrige
AuRentemperaturen ansteigt (SEGALES et al., 2012).

1.4. Genetische Variabilitdét und Pathogenese

Nicht jede Infektion mit M. hyopneumoniae resultiert in einer klinisch
feststellbaren Pneumonie (THACKER & MINION, 2012). lhr Entstehen héangt
vom Ausmal der bakteriellen Kolonisation im Respirationstrakt, von der Virulenz
des Stammes und von der anschlieRenden sekundaren bakteriellen Besiedlung
sowie den viralen Koinfektionen ab (THACKER & MINION, 2012).

Die multiple genetische Varianz von M. hyopneumoniae wurde von FREY et al.
(1992) nachgewiesen und spater von ARTIUSHIN und MINION (1996) sowie
KOKOTOVIC et al. (1999) validiert. STAKENBORG et al. (2005a) bestatigten
diese genetische Variabilitdt, welche sich auch auf der Proteinebene widerspiegelt
(CALUS et al.,, 2007). Feldisolate unterschieden sich je nach Region: Auf Herden-
und Tierebene wurden teils verschiedene (STAKENBORG et al, 2005a;
NATHUES et al, 2011; CHARLEBOIS et al, 2014), teils gleiche Isolate
gefunden (CALUS et al, 2007). Vereinzelt bestanden nur sehr geringe
Homologien zu Impf- und Feldstéammen (CHARLEBOIS et al, 2014).
M. hyopneumoniae kann mit Hilfe von Spaltungsvorgangen nach der Translation
selektiv seine Oberflichenproteine variieren (DJORDJEVIC et al., 2004). Ob
diese genetische Vielfalt auch direkt im Zusammenhang mit der bestehenden
Varianz der Virulenz steht ist noch ungeklart (THACKER & MINION, 2012).
Hochvirulente Stdmme von M. hyopneumoniae verursachen nicht nur h&ufiger,

sondern auch schwerwiegendere Lungenentzindungen (VICCA etal., 2003).

Die Proteinprofile lieRen in einer Studie von CALUS et al. (2007), bis auf ein
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181 kilodalton Protein, welches vorwiegend bei zwei virulenten Stdmmen
nachgewiesen wurde, keine Ruckschlisse auf die Virulenz zu. Ein 5000
Basenpaar Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-Fragment konnte
nur bei mittel- bis hochvirulenten Stdmmen detektiert werden (VICCA et al,
2003). Zurzeit sind die genauen Virulenzfaktoren von M. hyopneumoniae noch
weitestgehend unerforscht (THACKER & MINION, 2012). Obwohl Genome von
virulenten Stammen bereits sequenziert sind, fehlt noch Klarheit Gber die genauen
Mechanismen der Zelladhasion, der Kolonisation, der Zytotoxizitdt und der
Modulation des Immunsystem; man vermutet, dass multiple Gene in der
Pathogenese eine Rolle spielen (THACKER & MINION, 2012). Bei kanadischen
Feldisolaten ging das Fehlen eines bestimmten Genlokus mit einer geringeren
Erregermenge und verringerten Lungenlasionen einher (CHARLEBOIS et al,
2014).

M. hyopneumoniae  bindet mit Hife von  Oberflachenproteinen  und
Kohlenhydraten an die Zilien der Epithelzellen des Respirationstraktes
(ZIELINSKI & ROSS, 1993). Die Rezeptoren an den Flimmerepithelzellen
bestehen vorwiegend aus Glykokonjugaten (ZHANG et al, 1994). Ein bereits gut
untersuchtes Membranprotein, welches primdr an der Adhdsion beteiligt ist, stellt
das P97 dar (HSU & MINION, 1998; MINION et al., 2000). In vitro konnten
monoklonale Antikorper gegen P97 dessen Adhasion blockieren (ZHANG et al.,
1995). Jedoch war eine entsprechende Impfung gegen P97 in vivo nicht
ausreichend, um eine Kolonisation zu wverhindern sowie die schwere der
Lungenlasionen zu reduzieren (KING et al., 1997). WILTON et al. (2009) steliten
fest, dass zusétzlich die Proteine P84 und P102 an der zillidren Bindung beteiligt
sein konnten. Die Adhédsine P97 und P102 gehdren zu zwei Proteinfamilien, die
mittels Proteasen Spaltungsprozessen unterzogen werden, dies fihrt zu einer
Steigerung der Komplexitdt der Oberflaichenproteine des Erregers (DEUTSCHER
et al.,, 2012).

Nach der Kolonisation des Flimmerepithels bilden sich Mikrokolonien an der
Spitze sowie entlang der gesamten Léange der Zilien (JACQUES et al., 1992).
AnschlieBend kommt es zur Ziliostase sowie zu einem Zilien- und
Epithelzellverlust (BLANCHARD et al, 1992; DEBEY & ROSS, 1994).
Zusétzlich kommt es zu einer Minderung der muzinproduzierenden Becherzellen

und zu einer Verdnderung der Zusammensetzung der gebildeten Sekrete (DEBEY
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et al, 1992). Histologisch ist eine Infektion durch einen Anstieg der
mononukledren  Zellen  im  perivaskularen  und  peribronchialen  Raum
gekennzeichnet (BLANCHARD et al., 1992). Diese Akkumulation fihrt zu einer
Kompression der Bronchien (BLANCHARD et al, 1992). Zudem kommt es zu
einer vermehrten Produktion von proinflammatorischen und
immunmodulatorischen Zytokinen wie z.B. II-2, -4 und TNF-o (RODRIGUEZ et
al, 2004). Diese gesteigerte Zytokinproduktion ist an der Entstehung der
Lungenldsionen und der lymphoretikularen Hyperplasie des bronchus-associated
lymphoid tissue (BALT) nach einer M. hyopneumoniae Infektion beteiligt
(RODRIGUEZ et al., 2004). MEYNS et al. (2007) stellten fest, dass eine stérkere
Virulenz neben einer geringeren Generationszeit und tendenziell hoheren
Ubertragungsraten (MEYNS et al., 2004), zusétzlich mit der Fahigkeit eine
starkere Entzindungsreaktion auszuldsen, welche unter anderem durch hdhere
TNF-a Gehalte in der BALF gekennzeichnet ist, einhergent (MEYNS et al,
2007).

1.5. Makroskopische und histologische Veranderungen

Eine akute Mycoplasmen-Pneumonie filhrt zu einer Verhértung, einem Odem und
einer geminderten Retraktionsfahigkeit der Lunge, wobei eine chronische
Enzootische Pneumonie (EP) sich makroskopisch in einer violett bis grauen
Verfarbung und einer Konsolidierung der cranio-ventralen Anteile der Lunge mit
lobuldrer Auspragung manifestiert (THACKER & MINION, 2012). Hat eine
sekunddre Besiedlung mit pyogenen Bakterien stattgefunden, kommt es zur
Anreicherung von mukopurulentem Exsudat in den Luftwegen und im Vergleich
zur Monoinfektion ist meist ein grofRerer Anteil der Lunge betroffen (THACKER
& MINION, 2012). Die tracheobronchialen Lymphknoten présentieren sich
vergrollert und verhdrtet (THACKER & MINION, 2012). Das makroskopische
Erscheinungsbild am Schlachthof wird durch den Infektionszeitpunkt bestimmt
(ANDREASEN et al., 2001). Serokonvertieren die Tiere am Ende der Mast,
ergeben die makroskopischen Untersuchungen am Schlachtband vorwiegend
mycoplasmentypische katarrhalische Pneumonien, im Vergleich hierzu fiihrt eine
frihe Infektion héaufig zu vermehrt cranio-ventralen Pleuritiden welche auf
Sekundérinfektionen zuriickzufuhren sein konnten (ANDREASEN et al., 2001).
Auch FRAILE et al. (2010) konnten einen Zusammenhang zwischen cranio-

ventralen Konsolidierungen der Schlachtlungen und einer positiven Seroprévalenz
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von M. hyopneumoniae feststellen.

In Bezug auf die histologisch nachweisbaren Verdnderungen fuhrt eine
M. hyopneumoniae Infektion zu einer Kkatarrhalischen, bronchointerstitiellen
Pneumonie mit einer Infiltration der Lamina propria der Bronchien und
Bronchiolen sowie der Alveolarsepten mit Entziindungszellen (SARRADELL et
al, 2003). Ein bedeutender histologischer Befund ist die Hyperplasie der
mononukledren Zellen des BALT, welche eine Obliteration des Lumens der
Bronchiolen und eine Atelektase der umliegenden Alveolen  verursacht
(SARRADELL et al, 2003). Sie besteht vorwiegend aus Makrophagen, daneben
findet man dendritische Zellen, T- und B-Lymphozyten, IgA* und 1gG"
Plasmazellen sowie mehr CD4" Zellen als CD8" Zellen (SARRADELL et al.,
2003). Im Lumen der luftleitenden Wege und der Alveolen befindet sich serdse
Flussigkeit mit Makrophagen, Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und
Plasmazellen (REDONDO et al, 2009; THACKER & MINION, 2012). Auf
Tierebene wiesen VRANCKX et al. (2012b) nach, dass eine hthere Konzentration
des Erregers in der BAL-Flussigkeit in Zusammenhang mit einem schlechteren
Lungenscore und einer hoheren Anzahl an Immunzellen im BALT steht.
Zusatzlich kann es zu einer Proliferation der Becherzellen und einer Hyperplasie
der submucosalen Drusen kommen (THACKER & MINION, 2012). Der Erreger
selbst befindet sich an und zwischen den Zilien der Epithelzellen der Bronchien
und Bronchiolen (SARRADELL et al., 2003) und anschlieRend auch vereinzelt in
interstitiellen und alveoldren Makrophagen und Typ 1-Pneumozyten (KWON et
al., 2002).

1.6. Klinische Symptome und Krankheitskomplexe

Eine M. hyopneumoniae Infektion fuhrt Klinisch zu einem trockenen,
unproduktiven Husten, der vor allem nach dem Auftreiben der Schweine auftritt
(THACKER & MINION, 2012). Zumeist sind Absetz- und Mastschweine sowie
junge Zuchttiere zuerst betroffen, wobei die Ausbreitung im Bestand in der Regel
langsam verlauft (GROSSE BEILAGE et al, 2013). Eine experimentelle
Infektion rief nach 6-7 Tagen erste Klinische Symptome hervor, wobei es zu
einem stetigen Anstieg der Hustenrate bis vier Wochen nach der Infektion kam
(SORENSEN et al., 1997; VICCA et al, 2003). Eine reduzierte Futteraufnahme
der betroffenen Tiere fihrt zum Auseinanderwachsen der Gruppe (THACKER &
MINION, 2012). Eine Monoinfektion mit M. hyopneumoniae wird als
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Mycoplasmen-Pneumonie bezeichnet; wobei der Begriff Enzootische Pneumonie
die  bakteriellen  Sekundérinfektionen  durch  P. multocida, H. parasuis,
A. pleuropneumoniae und S. suis miteinschlieBt (THACKER & MINION, 2012).
Bei viralen Koinfektionen sind PCV2, SIV und PRRSV beteiligt und man spricht
vom Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC) welcher vorwiegend
zwischen der 15. und 20. Lebenswoche auftritt (BROCKMEIER et al, 2002;
THACKER & MINION, 2012). Diese, durch  Sekundérinfektionen
verkomplizierten Krankheitsverlaufe mit zusatzlichen Symptomen wie Fieber,
Dyspnoe und Niedergeschlagenheit, konnen auch mit vermehrter Mortalitat
einhergehen (SELBITZ, 2011; THACKER & MINION, 2012). Werden zusatzlich
zur  Mycoplasmeninfektion  noch  die  beeinflussenden  Umweltfaktoren
bertcksichtigt, spricht man wvon Mycoplasma induced Respiratory Disease
(MIRD) (SELBITZ, 2011).

Untersuchungen der BAL-Flissigkeit von klinisch kranken Schweinen durch
PALZER et al. (2008) hatten zum Ziel das Zusammenwirken verschiedener
Erreger in der Genese von Pneumonien nachzuweisen. Eine Isolation wvon
M. hyopneumoniae war signifikant positiv-assoziiert mit dem Nachweis von
PRRSV (EU) als auch mit bakteriellen Erregern wie P. multocia,
B. bronchiseptica und M. hyorhinis (PALZER et al., 2008). Nach einem positiven
bakteriologischen Befund im Hinblick auf P. multocida wurde in 97,2 % der Falle
histopathologisch und immunhistologisch ebenfalls M. hyopneumoniae
nachgewiesen (TAKEUTI et al, 2013). Diese Ergebnisse unterstreichen die
Bedeutung einer Koinfektion beider Erreger bei Klinisch kranken Tieren
(TAKEUTI et al, 2013). Eine experimentelle Inokulation beider Erreger rief bei
den Tieren hoheres Fieber, starkeren Husten und Dyspnoe sowie groRere,
exsudative Lungenldsionen hervor als eine M. hyopneumoniae Monoinfektion
(CIPRIAN et al., 1988). Eine Infektion mit einem A. pleuropneumoniae Stamm
vom Serotyp 9 fihrte bei zehn Wochen alten Tieren zu fast keinen Klinischen
Symptomen (MAROIS et al., 2009). Kam es jedoch vier Wochen zuvor zu einer
M. hyopneumoniae Infektion, verstarkte diese Koinfektion das Krankheitsbild mit
Fieber, starkem Husten, schweren Lungenldsionen und einer hdheren Mortalitét
im Vergleich zur jeweiligen Monoinfektion (MAROIS et al., 2009).

Eine retrospektive, atiologiscne  Analyse  von  Krankheitsféllen — mit

Respirationsproblematik  ergab, dass in 88,2% von 2872 untersuchten
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Lungenproben mindestens zwei Erreger beteiligt waren, wobei SIV und PRRSV
die hdufigsten viralen Pathogene darstelten (CHOI et al., 2003). Bei einem
positiven SIV Befund wurden hdufig Koinfektionen mit M. hyopneumoniae,
P. multocida und PRRSV nachgewiesen (CHOI et al., 2003). Eine Koinfektion
von M. hyopneumoniae und SIV (H1N1) fihrte signifikant hdufiger zu Husten,
wenngleich der weitere Klinische Verlauf sowie der Pneumoniegrad nicht
verstarkt wurden (THACKER et al, 2001). Es handelt sich vermutlich mehr um
additive  Auswirkungen beider Erreger, als um einer Potenzierung durch
M. hyopneumoniae  (THACKER et al, 2001). Im Vergleich zur
M. hyopneumoniae Monoinfektion stieg der Grad der Lungenldsionen jedoch nach
experimenteller ~ Koinfektion mit einem niedrig pathogenen SIV ~ Stamm
(YAZAWA et al, 2004). Eine starkere Auspragung der mit SIV assoziierten
Klinischen Symptome und Lungenldsionen sowie zusétzlich einen gréfReren
Gewichtsverlust der Tiere nach einer Doppelinfektion von M. hyopneumoniae und
HIN1 konnten auch DEBLANC et al. (2012) nachweisen. Jedoch stellten sie
diesen synergistischen Effekt nicht bei einer Koinfektion mit HIN2 fest
(DEBLANC etal., 2012).

Im Vergleich hierzu werden die Klinischen Symptome einer PRRSV Infektion und
die hervorgerufenen makroskopischen und histologischen Lungenveranderungen
durch eine gleichzeitige Infektion mit M. hyopneumoniae verstarkt (THACKER et
al, 1999). Diese durch M. hyopneumoniae bedingte Potenzierung der PRRSV-
bedingten makroskopischen Lungenlésionen wurde ebenfalls durch THACKER et
al. (2000b) und THANAWONGNUWECH und THACKER (2003) belegt.
Dementsprechend  verringerte eine Impfung gegen M. hyopneumoniae, nach
experimenteller Koinfektion, die PRRSV Virdamie sowie die Schwere der
Lungenlasionen; wohingegen eine PRRSV Vakzination keinen Einfluss auf die
nasale Ausscheidung von M. hyopneumoniae und die mycoplasmentypischen
Lungenlasionen hatte (PARK et al., 2014). Die Impfung gegen M. hyopneumoniae
in Betrieben in denen eine PRRSV-Koinfektion auftritt ist der erste Schritt zur

Kontrolle beider Pathogene (PARK et al., 2014).

Eine epidemiologische Erhebung zeigte, dass PCV2 positive Schweine, im
Vergleich  zu  negativen  Tieren,  zusatzlich  signifikant ~ hdufiger — mit
M. hyopneumoniae infiziert waren (DORR et al, 2007). Eine experimentelle

Koinfektion beider Erreger verschlimmerte die mikroskopischen Ldsionen und die



12 Il. Literaturtibersicht

PCV2-Viruslast im Lungen- und lymphatischen Gewebe im Vergleich zur
Monoinfektion (OPRIESSNIG et al, 2004). Zusatzlich zu diesen Potenzierungen
steigerte eine gleichzeitig bestehende M. hyopneumoniae Infektion die Inzidenz
des klinischen Krankheitsbildes Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome
(PMWS) (OPRIESSNIG et al, 2004). Eine ahnliche Potenzierung von Porcine
Circovirus  Associated Diseases (PCVAD) konnte auch in  einem
Infektionsversuch an Ebern festgestellt werden (OPRIESSNIG et al., 2011).

1.7. Diagnostik

Trockener Husten sowie EP-typische makroskopische Lungenldsionen kdnnen als
erste Hinweise fir eine M. hyopneumoniae Infektion dienen, wenngleich man eine
definitive Diagnose erst mit dem Nachweis des Erregers aus Lungen mit EP-
typischen Lasionen erhédlt (THACKER & MINION, 2012). Fir den direkten und
indirekten Erregernachweis gibt es unterschiedliche Untersuchungsmethoden.

1.7.1. Kulturelle Anzucht

Der Nachweis von M. hyopneumoniae mittels bakteriologischer Untersuchung gilt
als Goldstandard, jedoch ist die Anzucht einerseits durch die langsame
Wachstumsrate des Organismus und die hohen Anspriiche des Erregers an das
N&hrmedium sowie andererseits durch die Gefahr der Kontamination sehr
anspruchsvoll (THACKER, 2004). Dies hat zur Folge, dass es unter
Feldbedingungen zu falsch negativen Ergebnissen kommen kann (THACKER,
2004). Im Vergleich zu anderen diagnostischen Methoden erwies sich die
bakteriologische Untersuchung am wenigsten effizient und praktikabel, da es bei
53% der Kulturen zur Kontamination mit anderen Erregern kam
(HILTERMANN-LINDEN, 2004). Als Probenmaterial eignen sich sowohl
Nasen- und Tonsillentupfer wobei sich Trachealtupfer und BAL-Flissigkeit als
sensitiver erwiesen (MAROIS et al, 2007). Eine geringere Gefahr einer
Verunreinigung mit Kommensalen- und Umweltkeimen besteht, verglichen mit
der endotrachealen Beprobung, bei einer transtrachealen Lavage (HENNIG-
PAUKA et al, 2007). Lungengewebsproben eignen sich ebenfalls fir die
kulturelle Diagnostik, wobei fir Proben, die mittels Biopsie gewonnen wurden,

eine geringere Kontaminationsgefahr besteht (HEINRITZI et al., 2003).

1.7.2. Immunfluoreszenz, Immunhistochemie und in-situ Hybridisierung

Bei der Immunfluoreszenz (IF) und der Immunhistochemie (IHC) wird der
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Erreger auf dem respiratorischen Epithel mit Hilfe von Anti-M. hyopneumoniae-
Antikorpern  visualisiert, die in-situ  Hybridisierung  hingegen bedient sich
spezifischer Nukleinsauren (THACKER & MINION, 2012). Die Detektion des
Erregers auf dem Flimmerepithel bedingt, dass nur frische Gewebsproben
verwendet werden kénnen (THACKER & MINION, 2012). Die Sensitivitit der IF
nach experimenteller Infektion lag zunichst bei 96 %, sank dann jedoch 85 Tage
nach der Infektion auf 18 % (SORENSEN et al., 1997). Ein positiver IF-Nachweis
aus Lungengewebsproben ging mit makroskopischen Lungenldsionen einher
(MAROIS et al, 2007). Eine Korrelation zwischen dem Erregernachweis mittels
IHC und den makroskopischen Lungenlasionen konnte in einer Untersuchung von
MOORKAMP et al. (2010) ermittelt werden. Die immunhistochemische
Untersuchung von Lungenproben mittels eines monoklonalen Antikorpers eignet
sich als diagnostisches Mittel (MOORKAMP et al., 2008). Sie kann jedoch eine
n-PCR, vor allem bei der Detektion einer frihen Infektion, vor Ausbildung
makroskopischer Veranderungen, nicht ersetzen (MOORKAMP et al., 2010). Der
Nachweis von M. hyopneumoniae typischen Nukleinsdure Sequenzen mittels in-
situ  Hybridisierung gelang auf der Iluminalen Seite der bronchialen und
bronchioléren Epithelzellen, jedoch nicht im Zytoplasma dieser Zellen (KWON &
CHAE, 1999; KWON et al., 2002). Zusétzlich wurde DNA in Makrophagen und
Typ | Pneumozyten von natlrlich infizierten Tieren gefunden (KWON & CHAE,
1999; KWON et al., 2002).

1.7.3. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Ein direkter molekularbiologischer Nachweis von M. hyopneumoniae mittels PCR
erwies sich, sowohl bei experimentellen Infektionen, als auch in Feldversuchen,
als sehr sensitiv und spezifisch (BLANCHARD et al, 1996; SORENSEN et al.,
1997; BAUMEISTER et al, 1998). Es konnte eine gute Korrelation zwischen den
Ergebnissen der PCR und jenen der IF nachgewiesen werden, wobei die PCR in
der frihen Infektionsphase eine héhere Sensitivitdt besall (BLANCHARD et al.,
1996). Ein weiterer Vorteil gegeniber der IF besteht darin, dass die zu
untersuchenden  Proben am lebenden Tier gewonnen werden kdnnen
(BAUMEISTER et al., 1998). Als Probenmaterial fir eine PCR Untersuchung
eignen sich Nasen- und Tonsillentupfer, da sie gut mit dem Nachweis von
M. hyopneumoniae aus Bronchialtupfern korrelieren. Jedoch sind Nasentupfer als

Indikator fir die Présenz des Erregers im unteren Respirationstrakt den
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Tonsillentupfern ~ vorzuziehen (SIBILA et al, 2004a). Eine zuverlassigere
Diagnostik ist jedoch mit Trachealtupfern zu erreichen (MAROIS et al., 2007).
Auch FABLET et al. (2010) kommen zu dem Schluss, dass tracheobronchiale
Tupfer und die transtracheale Lavage bei natirlich infizierten Schweinen die
sensitivsten Beprobungsmethoden sind. Bei geringen histologischen
Verdnderungen ist die  Untersuchung von BAL-Flussigkeit jener von
Lungenproben Uberlegen (MOORKAMP et al, 2008). Jedoch ist die
Nachweishaufigkeit von M. hyopneumoniae bei moderaten bis starken Lé&sionen
aus Lungengewebe gréller (MOORKAMP et al., 2008).

Eine nested PCR, bei der zwei Sets von Primern verwendet werden, steigert die
Sensitivitdt des  Nachweises von M. hyopneumoniae aus  Nasentupfern
(CALSAMIGLIA et al, 1999). Es konnte eine signifikant bessere Sensitivitat im
Vergleich zur IF belegt werden (VERDIN et al., 2000). Wenngleich diese hohe
Sensitivitat auch bedingt, dass tote Mikroorganismen oder nur deren Fragmente
nachgewiesen werden (CALSAMIGLIA et al., 1999). Zusétzlich erhoht sich bei
einer n-PCR das Risiko der Kontamination wahrend der Durchfihrung
(CALSAMIGLIA et al., 1999; KURTH et al., 2002). Eine Erhebung von STARK
et al. (1998) verdeutlicht diese hohe Kontaminationsgefahr, indem sogar aus
Luftproben mittels n-PCR der Erreger nachgewiesen werden konnte. Eine n-PCR
ist besonders wertvoll als erganzendes diagnostisches Mittel bei fragwirdigen
histologischen Ergebnissen (CALSAMIGLIA et al,, 2000). Ein positives Resultat
in der n-PCR wvon Bronchialtupfern korreliert mit der Prasenz von EP-typischen
histologischen Lungenlasionen (CALSAMIGLIA et al., 2000; SIBILA et al,
2004a).

Die verschiedenen PCR-Systeme weisen Ungenauigkeiten auf, die durch die
genetische Variabilitdt von M. hyopneumoniae verursacht werden (STRAIT et al.,
2008). Eine real-time PCR, die auf dem Nachweis von drei proteincodierenden
Genen basiert, soll falsch negative Testergebnissen, die durch diese Variabilitat
oder durch Kreuzreaktion mit andern Mycoplasmenarten bedingt sind, verhindern
(MAROIS et al, 2010). Neben einer hohen Spezifitdt, ermdglicht eine real-time
PCR ebenfalls eine Quantifizierung der Erregerlast (DUBOSSON et al., 2004;
STRAIT et al., 2008; MAROIS et al., 2010).

Eine schnellere und kostenglnstigere Methode stellt die Loop Mediated
Isothermal Amplification (LAMP)-Untersuchung dar (LI et al., 2013). Neben
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einer hohen Spezifitit belegten Untersuchungen von Nasentupfern und
Lungenproben mittels LAMP ihre hohe Sensitivitdt, welche mit der einer real-
time PCR vergleichbar ist (LI et al., 2013).

1.7.4.  Serologie

Zur Feststellung des M. hyopneumoniae Herdenstatus eignet sich besonders die
Serologie, welche jedoch auf Einzeltierebene nicht als diagnostisches Mittel
herangezogen werden solite (THACKER & MINION, 2012). Hierbei werden die
Serumproben der Tiere auf M. hyopneumoniae spezifische Antikérper untersucht.
Allerdings werden rezente Infektionen nicht erfasst (THACKER & MINION,
2012). Ein serologisches Profil einer Herde kann man einerseits durch die
Beprobung derselben Tiere Uber den gesamten Produktionszyklus (longitudinale
Erfassung) oder andererseits durch die Beprobung unterschiedlicher Altersklassen
(transversale Erhebung) erhalten (SIBILA et al., 2009). In den USA werden drei
verschiedene Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA) zum Nachweis
von M. hyopneumoniae Antikérpern aus dem Serum eingesetzt; beim IDEXX®
HerdChek- und dem Tween 20-ELISA handelt es sich um indirekte Tests, beim
DAKO®-Test zudem um einen blocking ELISA (THACKER, 2004). Alle drei
Systeme besitzen eine hohe Spezifitit (THACKER, 2004), welche ebenfalls bei
einem  weiteren M. hyopneumoniae blocking-ELISA  nachgewiesen  wurde
(SYRENSEN et al., 1997). Die hochste Sensitivitdt von 49 % besitzt der DAKO-
ELISA (ERLANDSON et al, 2005). Im Vergleich hierzu liegt die Sensitivitat
vom Tween 20 bei 353% und jene vom IDEXX-ELISA bei 37,3%
(ERLANDSON et al, 2005). Wenngleich der DAKO-ELISA friihe Infektionen
signifikant besser nachweist (ERLANDSON et al., 2002), impliziert die insgesamt
niedrige Sensitivitdt, dass es hdufig zu falsch negativen Resultaten kommt. Eine
experimentelle Infektion mit unterschiedlich virulenten Stdmmen zeigte zudem,
dass die Nachweishdufigkeit der einzelnen ELISA's auch durch diese Varianz der
Isolate beeinflusst wurde (STRAIT et al, 2004). Um diese Diskrepanz zu
minimieren kann ein Western Blot, welcher auf mehrere M. hyopneumoniae

Antigene zielt, als Bestatigungstest herangezogen werden (AMERI et al., 2006).

In einer Untersuchung von SORENSEN et al. (1997) kam es nach experimenteller
Infektion bereits nach acht Tagen zur Serokonversion wahrend diese in einer
Erhebung von OKADA et al. (2005) meist nach drei Wochen nachzuweisen war.

Nach natirlicher Infektion lieR sich eine Serokonversion nach drei bis finf



16 Il. Literaturtibersicht

Wochen nachweisen (SORENSEN et al., 1993). Auch in Feldstudien konnte
gezeigt werden, dass es am Ende der Aufzucht und meist in der Mastphase zur
einer Serokonversion kommt (ANDREASEN et al., 2000; VICCA et al, 2002).
Diese spate Serokonversion wird moglicherweise durch die Lokalisation des
Erregers auf den Zilien des Atmungstraktes bedingt, welche im Vergleich zu
invasiveren  Erregern, erst zu einer spateren Auseinandersetzung mit dem
Immunsystem des Wirtes fihrt (SIBILA et al, 2009). Ein falsch negatives
Testergebnis kann somit nicht nur durch die Qualitdit des ELISA’s verursacht sein,
sondern auch durch eine Beprobung kurz nach der Infektion (ERLANDSON et
al., 2005).

Um eine mdglichst akkurate Aussage treffen zu kdnnen ist es hilfreich mehrere
diagnostische Methoden zu kombinieren. Die Serologie eignet sich nicht um eine
Erregerfreineit festzustellen, hier wdre eine PCR Untersuchung vorzuziehen
(THACKER & MINION, 2012). In Mastbestanden mit bekannt hoher
Seroprévalenz kann die quantitative Erfassung von trockenem Husten, in Form
eines  Hustenindexes, als diagnostisches  Hilfsmittel herangezogen  werden
(NATHUES et al, 2012). Diese Kklinische Diagnostik in Kombination mit der
Serologie vermag Infektionszeitpunkte zu erfassen und Vakzinationsmalinahmen
zu planen (THACKER & MINION, 2012).

1.8. Therapie

Eine antibakterielle Therapie reduziert die durch M. hyopneumoniae bedingten
Symptome, fuhrt jedoch nicht zu einer Erregerelimination oder einer Heilung
bereits bestehender L&sionen (THACKER & MINION, 2012). Wichtig ist, dass
ein angewendetes Antibiotikum hohe Wirkstoffkonzentrationen im Mukus und in
den Schleimhduten des Respirationstraktes erreicht, da der Erreger sich auf den
Zilien der luftleitenden Wege befindet (THACKER & MINION, 2012). In
Studien wurden positive Effekte einer Medikation mittels Tylosin, Tiamulin,
Tilmicosin  sowie Tulathromycin und Doxycyclin auf die Auspragung der
Klinischen ~ Symptome, die  Inzidenz  von  Lungenldsionen und  die
Mastleistungsdaten festgestelit (HSU et al, 1983; LE GRAND & KOBISCH,
1996; BOUSQUET et al., 1998; MATEUSEN et al., 2001; NUTSCH et al., 2005;
VICCA et al.,, 2005). In einem Infektionsversuch zeigten Tiere, die bereits vor der
Infektion Chlortetracyclin Ubers Futter erhielten, signifikant weniger Husten und

Lungenlasionen im Vergleich zu Tieren die erst bei Beginn der Symptome
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behandelt wurden (THACKER et al., 2006). Eine Medikation erst bei Auftreten
der Symptome vermochte hingegen nur die Anzahl an Erregern in der Lunge im
Vergleich zu unbehandelten Tieren zu reduzieren (THACKER et al, 2006). Eine
Untersuchung in drei Mastbetrieben in Frankreich zeigte, dass eine Medikation
von 11 mg/kg Korpergewicht Tetracyclin Ubers Futter fir acht Tage zu einer
signifikanten Verbesserung der Mastleistungsdaten fiihrte (BOUSQUET et al.,
1998). Weiterhin sank, bei der vorliegenden Koinfektion von M. hyopneumoniae
und P.multocida, die Morbiditdt signifikant in der behandelten Gruppe im
Vergleich zur unbehandelten Kontroligruppe (BOUSQUET et al, 1998). Eine
Verabreichung von Chlortetracyclin (500 ppm) zu Beginn der respiratorischen
Symptome, mit  sieben therapiefreien  Tagen  zwischen den  zweli
Behandlungswochen, reduzierte die Inzidenz von M. hyopneumoniae typischen
Lungenlasionen gegentber einer dreiwdchigen Medikation mittels Tylosin  (DEL
POZO SACRISTAN et al, 2012). Eine Injektion von Florfenicol reduzierte fir
kurze Zeit die Kklinischen Symptome einer experimentellen M. hyopneumoniae
Infektion,  jedoch  wurden  die  makroskopischen und histologischen
Lungenldsionen nicht signifikant verringert (DEL POZO SACRISTAN et al,
2012). Eine Verabreichung des gleichen Wirkstoffes (bers Futter minimierte
signifikant die makroskopischen Ausdehnungen der Lungenldsionen im Vergleich
zu unbehandelten Tieren (CIPRIAN et al, 2012). Eine Kombination aus einer
Impfung gegen M. hyopneumoniae und einer zusatzlichen antibiotischen Therapie
mittels Lincomycin wahrend der Mast zeigte keine Verbesserung der Kklinischen
Symptome, der Lungenldsionen und der Mastleistungsdaten im Vergleich zu der
alleinigen Anwendung beider Bekampfungsmethoden (MATEUSEN et al., 2002).
Auch Makrolidantibiotika reduzieren die Symptome einer M. hyopneumoniae
Infektion und senken die Inzidenz von Lungenldsionen (VICCA et al., 2005). Dies
konnte im Infektionsversuch, mit einem 21-tdgigen Einsatz von Tylosin
(100mg/kg Futter) belegt werden (VICCA et al, 2005). Eine zweiwdchige
Fitterungsantibiose von 137,5 ppm oder 165 ppm Tiamulin reduzierte die
Hustenrate wvon infizierten Tieren und verringerte signifikant den Grad der
Lungenldsionen (HAMMER et al., 2010).

In Feldversuchen muss berlcksichtigt werden, dass es sich meist um Infektionen
mit mehreren Erregern handelt, was die Interpretation der Wirksamkeit der
Antiinfektiva gegen M. hyopneumoniae beeinflusst (THACKER & MINION,
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2012). Die Wirksamkeit verschiedener Kombinationen von Fitterungsantibiotika,
bei einer Koinfektion von M. hyopneumoniae mit A. pleuropneumoniae und
P. multocida wurde in einem Infektionsversuch untersucht (STIPKOVITS et al.,
2001). Eine Kombination aus Valnemulin und Chlortetracyclin - wirkte, im
Hinblick auf die Reduktion Kklinischer Symptome sowie makroskopischer und
histologischer  Verénderungen der Lungen, am besten, gefolgt wvon einer
Kombination aus Tiamulin und Chlortetracyclin (STIPKOVITS et al., 2001).

Antibiotika, wie Penicillin, Ampicillin, Amoxicillin und Cephalosporine deren
Wirkungsprinzip auf der Interaktion mit der bakteriellen Zellwandsynthese
basiert, eignen sich nicht zur Therapie von M. hyopneumoniae Infektionen, da es
sich um einen zellwandlosen Erreger handelt (THACKER & MINION, 2012).
Zusatzlich wird bereits von erworbenen Resistenzen gegen potentiell wirksame
Antibiotikagruppen  berichtet. VICCA et al. (2004) steliten in in vitro
Untersuchungen Resistenzen bei finf M. hyopneumoniae Feldstdmmen gegentber
Fluorchinolonen fest. Zusétzlich erwies sich ein Stamm als resistent gegentber
Makroliden und einem Lincosamid (VICCA et al, 2004). Auch bei anderen
Feldstimmen konnten Resistenzen gegeniber letzteren  beiden  Gruppen
festgestellt werden (STAKENBORG et al, 2005b). Eine ahnliche Resistenzlage,
mit  zusétzlichen Resistenzen gegeniber Chlortetracyclinen ermittelte  auch
THONGKAMKOON et al. (2013) bei thaildndischen Feldisolaten.

1.9. Bekampfungsmethoden

1.9.1.  Vakzination

Impfungen von Saugferkeln gegen M. hyopneumoniae in der ersten bis zur dritten
Lebenswoche als Einfach- oder Zweifach Vakzination, haben sich sowohl in
Infektions- als auch in Feldversuchen als wirksam erwiesen (THACKER et al.,
1998; DAWSON et al., 2002; JONES et al, 2005; REYNOLDS et al., 2009;
TASSIS et al, 2012; WILSON et al, 2012). Die im Handel erhaltlichen
Impfstoffe  basieren auf dem kompletten Organismus, in Form von
Ganzzelivakzinen, oder auf Membranproteinen in Kombination mit verschiedenen
Adjuvanzien (THACKER & MINION, 2012). Laut WALDERS et al. (2005)
besteht die Maoglichkeit der Etablierung einer auf dem Keyhole Limpet
Hemocyanin Peptid basierenden, wirksamen Markervakzine zur Unterscheidung

zwischen Feld- und Impfantikdrpern.
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Eine Vakzination gegen M. hyopneumoniae verhindert nicht die Kolonisation des
Atmungstraktes (LE GRAND & KOBISCH, 1996; REYNOLDS et al, 2009;
PIETERS et al., 2010; VILLARREAL et al, 2011b). Jedoch wird bei geimpften
Tieren eine geringere Erregerprdvalenz im oberen Atmungstrakt gefunden, was im
Rickschluss auf eine reduzierte Ausscheidung bei vakzinierten Tieren hindeutet
(BACCARO et al, 2006; SIBILA et al, 2007). In anderen Studien hingegen
konnte eine Vakzination die Ubertragung von M. hyopneumoniae wahrend der
Aufzucht nicht signifikant reduzieren (MEYNS et al, 2006; VILLARREAL et al.,
2011a). Ihr Erfolg liegt vielmehr in der Reduzierung von mycoplasmentypischen
Lungenverdnderungen und der Verbesserung der tiglichen Zunahmen im
Vergleich zu ungeimpften Tieren (MAES et al., 1999b; KYRIAKIS et al., 2001,
SIUGZDAITE et al., 2003; REYNOLDS et al., 2009; WILSON et al., 2012). Eine
Erhebung von Schlachtbefunden zeigte, dass es bei geimpften Tieren im
Vergleich zu ungeimpften Tieren, signifikant weniger hdufig zu einer cranio-
ventralen Konsolidierung des Lungengewebes kam und die Lé&sionen im Mittel
geringer ausgepréagt waren (POMMIER et al.,, 2000; FRAILE et al., 2010). Selbst
bei vorhandenen maternalen Antikorpern wird eine Verringerung der Prévalenz
von Lungenlésionen beobachtet (REYNOLDS et al, 2009). Die verbesserten
Mastleistungsdaten ~ spiegeln ~ sich  auch in  einer signifikant  hoheren
Futterverwertung wider (MAES et al., 1999b). Zweifach geimpfte Tiere zeigten
eine um 13 % gesteigerte Futterverwertung im Vergleich zur ungeimpften
Kontrollgruppe (KYRIAKIS et al, 2001). Zusatzlich wird eine Optimierung der
Fleischqualitdt mit einem hoheren Anteil an Magerfleisch und einer besseren
Wasserbindungskapazitdt von SIUGZDAITE etal. (2003) beschrieben.

Eine einmalige Impfung gegen M. hyopneumoniae reduzierte signifikant die
Pravalenz von Lungenveranderungen in einem Betrieb indem sowohl durch
M. hyopneumoniae als auch durch virale Pathogene bedingte respiratorische
Symptome wahrend der Mast auftraten (DEL POZO SACRISTAN et al.,, 2014).
Zusatzlich wurde bei den geimpften Tieren eine Minderung der Nachweisrate von
M. hyopneumoniae mittels n-PCR in der BALF festgestelt (DEL POZO
SACRISTAN et al., 2014). Eine nummerische Reduzierung der Erregerlast in der
BAL-Flussigkeit von geimpften und spater infizierten Tieren konnten auch
VRANCKX et al. (2012a) mittels g-PCR nachweisen. Eine kombinierte Impfung

gegen PRRSV und M. hyopneumoniae erwies sich im Hinblick auf die Reduktion
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makroskopischer Lungenléasionen einer alleinigen Impfung gegen
M. hyopneumoniae gleichwertiy (DREXLER et al., 2010). Demgegeniber steht
eine Erhebung von THACKER et al. (2000b) die zeigte, dass die Présenz von
PRRSV  (sowohl Feld- als auch Impfvirus) zum  Zeitpunkt einer

M. hyopneumoniae Vakzination, die Wirksamkeit letzterer reduziert.

Eine Uberprifung von drei verschiedenen Impfstoffen, innerhalb von 20
verschiedenen Betrieben, zeigte anhand der Ausdehnung der
mycoplasmentypischen L&sionen am Schlachthof eine unterschiedliche Effizienz
der Impfstrategien (HILLEN et al, 2014). In einer weiteren Erhebung von
BACCARO et al. (2006) zeigte sich, dass beide untersuchte Impfstoffe zu einer
Verbesserung der Mastleistungsdaten fuhrten, wenngleich ein  Produkt im
Hinblick auf die Reduzierung der Lungenlasionen dem anderen signifikant
Uberlegen war. Eine Verbesserung der Qualitdit der Impfung sowie des
Impfzeitpunktes fihrte in einem geschlossenen Betrieb mit 350 Sauen, zu
besseren Mastleistungen, geringeren Lungenscores und einer geringen Mortalitat
(GUILMOQOTO, 2010).

1.9.2. Elimination

Eine Minderung der Prévalenz der durch M. hyopneumoniae induzierten
Pneumonien kann durch eine Verbesserung des Stallklimas, einer Optimierung
der Belegdichte, durch Rein-Raus-Verfahren, durch ein rdumliches Aufteilen der
Alters- und Produktionsgruppen, durch Reduktion der Herkinfte, durch
Medikation und durch Impfmanahmen gelingen (MAES et al, 2008; THACKER
& MINION, 2012). Eine komplette Eradikation ist mit diesen Malinahmen jedoch
nicht zu erreichen (MAES et al., 2008).

Die konsequenteste Eradikationsmethode ist das Depopulation and Repopulation,
bei dem die ganze Herde mit M. hyopneumoniae naiven Tieren neu aufgebaut
wird (YESKE, 2007). Hierzu konnen spezifisch-pathogen-freie Tiere, die nach
Schnittentbindung  isoliert aufgezogen wurden, verwendet werden (GINDELE,
2006). Als Alternative wird das Medicated Early Weaning (MEW) gesehen. Die
Sauen werden ab dem 110. Tréchtigkeitstag sowie die komplette Sdugezeit mittels
Antibiotika (Tiamulin und  Trimethoprim-Sulfonamid) behandelt (ALEXANDER
et al, 1980). GleichermalRen werden die Ferkel ab ihrer Geburt bis zu ihrem 10.

Lebenstag therapiert und bereits am finften Lebenstag in gesonderte
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Aufzuchtbuchten umgestallt (ALEXANDER et al,, 1980). In der Schweiz wurde
ein  kostenglnstigeres Teilsanierungskonzept angewendet. Das Prinzip dieser
Eradikationsmethode basiert auf einem 10 bis 14-tAgigem jungtierfreien Zeitraum,
in dem die im Bestand verbleibenden, tber 10 Monate alten Tiere, zwei Wochen
antibiotisch behandelt werden (ZIMMERMANN et al., 1989). In den USA und
Kanada wird dieses Verfahren mit multiplen Vakzinationen der Sauenherde,
sowie einem raumlich getrennten Zuchtprogramm kombiniert (MAES et al,
2008). Es gibt Fallberichte von erfolgreichen Eradikationen ohne volistdndige
Depopulation. In einem Mastbetrieb wurden die M. hyopneumoniae positiven
Tiere antibiotisch behandelt, wéhrenddessen nur negative und geimpfte Tiere neu
eingestallt wurden (HEINONEN et al, 2011). Weiterhin wurden beide
Tiergruppen in  unterschiedlichen  Stallabteilen mit eigener Llftung und
Glllekanalen gehalten (HEINONEN et al., 2011). Ein geschlossener Betrieb mit
3800 Sauen erreichte die Mycoplasmeneradikation durch Impfung der
Sauenherde, Medikation der Sauen und der neugeborenen Ferkel mit Antibiotika
sowie Depopulation des Flatdeck und der Maststélle vor der Neueinstallung mit
M. hyopneumoniae negativen Tieren (GEIGER & GROTH, 2010). Ebenfalls
erfolgreich war eine Teildepopulation mit dem Verbleib von Sauen ab dem dritten
Wurf, in Kombination mit einer Antibiotikaverabreichung (BRUNER, 2014).
Eine HerdenschlieBung mit kombinierter antibiotischer Medikation erwies sich als
effektiver verglichen zur alleinigen Medikation mit Tulathromycin, wenngleich
beide Strategien erfolgreich waren (YESKE, 2010).

Jedoch kommt es hdufig zur Wiedereinschleppung von M. hyopneumoniae durch
eine Ubertragung (ber die Luft oder (ber Zukauf von infizierten jedoch
serologisch negativen Tieren (MAES et al, 2008). Jahrliche Reinfektionsquoten
von 2,6 - 10 % wurden beschrieben (MAES et al., 2008). In der Schweiz lag die
Reinfektionsquote im Jahr 2000 von sanierten Betrieben bei 2,6 %, wobei als
Risikofaktoren Mastanlagen, benachbarte infizierte Bestdnde und die Né&he zu

Parkplatzen von Tiertransporten eruiert wurden (HEGE et al., 2002).
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2. Impfstoffapplikation

2.1. Nadellose intradermale Applikation

2.1.1. Technik

Das IDAL Gerét (Intra Dermal Application of Liquids) zihlt zu den nadellosen
Hochgeschwindigkeits-Flissigkeitsinjektoren.  Bei  diesen  Gerdten wird ein
Flissigkeitsstrahl mittels Druckluft durch eine Dise mit geringem Durchmesser
gepresst, um das Volumen in die Haut zu applizieren; &hnliche nadellose
Strahlinjektoren werden bereits mehr als 50 Jahre zur parenteralen Injektion von
Impfstoffen und Medikamenten  in  der  Humanmedizin  eingesetzt.
(MITRAGOTRI, 2006). Eine Geschwindigkeit von 80-100 m/s bei einem
Durchmesser von 152 pm gilt als Schwellenwert, damit die kinetische Energie des
Flissigkeitsstrahles ausreicht, um die Haut von Schweinen zu durchdringen
(SCHRAMM & MITRAGOTRI, 2002). Der Durchmesser des IDAL Disenkopfes
betrdgt 250 pm im Vergleich zum AuRendurchmesser von 800 pm einer 21 G
Kanile von Braun Sterican® nach DIN EN ISO 7864. Das IDAL Gerat arbeitet

mit einer maximalen Geschwindigkeit von 80-130 nvs.

Das IDAL Gerat zéhlt zu den multi-use-nozzle Injektoren, bei denen der
Dusenkopf wiederverwendbar ist und in direktem Kontakt mit der Haut steht. In
der humanmedizinischen Forschung finden neben solchen Injektoren auch
disposable-cartridge Injektoren ihren Einsatz (MITRAGOTRI, 2005). Diese
neueren Gerate haben einen auswechselbaren Dusenkopf, der nicht direkt mit dem
Patient in Kontakt kommt wund nach jeder Injektion ausgetauscht wird
(MITRAGOTRI, 2005).

2.1.2. Penetration und Zuverlassigkeit

Die Penetrationstiefe einer nadellos applizierten Flissigkeit ist linear von ihrem
Volumen abhéngig, zusétzlich wird sie durch die Hautdicke an der Injektionsstelle
sowie der Distanz zwischen Hautoberfliche und Muskelfaszien beeinflusst
(WAGNER et al, 2004). Die Geschwindigkeit und der Durchmesser des
Flussigkeitsstrahls  beeinflussen, welche Gewebeschichten durchdrungen werden
und wie sich das Verteilungsmuster darstelt (SCHRAMM-BAXTER &
MITRAGOTRI, 2004). Durch die einwirkenden Scherkrdfte des Gewebes

verlangsamt sich der Strahl und es kommt zur einer verstarkten seitlichen
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Ausbreitung (SHERGOLD et al,, 2006). Die anschlieRende Verteilung folgt dem
Weg des geringsten Widerstandes entlang den Leitstrukturen wie Nerven,
BlutgefaRen, Bindegewebsfasern und Muskelfaszien (BENNETT et al, 1971,
ELGENEIDY et al, 1974; WAGNER et al., 2004; ANN PRAESTMARK JUUL et
al, 2012). Nach einer Injektion von 0,1 ml fluoreszierender Substanz in die
porzine VordergliedmaRe stelten WAGNER et al. (2004) fest, dass ihre
Verteilung besonders entlang der Haarschafte und der Fasern des Bindegewebes
stattfand; hierbei wurde ihr kegelartiges Verteilungsmuster durch natirliche

Barrieren wie Muskelfaszien variiert.

Mehrere Studien heben hervor, dass die Penetration des Injektates von der
Hautbeschaffenheit bei Mensch und Tier abhéngig ist; neben der Hautdicke- und
Behaarung beeinflussen auch das Alter des Tieres und die Applikationsstelle die
Qualitdt der Penetration (SCHRAMM & MITRAGOTRI, 2002; WAGNER et al.,
2004; JONES et al, 2005). Bei sehr hohen Geschwindigkeiten kommt es zum
Zurlckspritzen  der  Flissigkeit, weil die Aufnahmekapazitdit der Haut
Uberschritten ist; ist die erzeugte Geschwindigkeit hingegen zu niedrig, wird die
gewinschte Penetrationstiefe nicht erreicht (SCHRAMM & MITRAGOTRI,
2002; STACHOWIAK et al, 2009). Eine optimale Penetration mit einem
verringerten Prozentsatz an Residualsubstanz  kann erreicht werden, indem
wahrend der Injektion die Geschwindigkeiten variiert werden (STACHOWIAK et
al, 2009). Durch zu grofRe Volumina wird ebenfalls die Aufnahmekapazitat der
Haut erschopft, was zu einem Rickfluss des Prdparates fuhrt und die
Zuverlassigkeit der Injektion mindert (ELGENEIDY et al, 1974). Eine Varianz
der applizierten Menge kann zudem durch die Eigenschaften des Produktes wie
z.B. seine Viskositat bedingt werden, jedoch ist eine Varianz von im Durchschnitt
0,005 ml bei einem Applikationsvolumen von 0,1 bis 0,5ml als sehr gering
anzusehen (SCHLOESSER et al., 2008). Bei einer Impfstoffstudie konnte bei
nadelloser Applikation vermehrt Impfstoff auf der Hautoberfliche der Kalber
beobachtet werden, die Immunitatsausbildung wurde dadurch jedoch nicht negativ
beeinflusst (REY etal.,, 2013).

2.1.3. Wirksamkeit nach nadelloser Applikation

Neben einer nadellosen Impfstoffanwendung wird zurzeit auch eruiert, inwiefern
sich dieses Injektionsverfahren generell fur die Applikation von Antibiotika, von
Eisenpréparaten oder von anderen Arzneimitteln eignet (APLEY & THACKER,
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2003; ALMOND & ROBERTS, 2004; APLEY et al., 2007; SCHLOESSER et al.,
2008; UHL, 2013). Was den Stand der Forschung zur nadellosen
Impfstoffapplikation  betrifft, gibt es diverse Studien zu unterschiedlichen
Erregern und Tierspezies (PAQUIN et al, 2005; WESLEY & LAGER, 2005;
ROSALES et al., 2006; MOUSEL et al., 2008; COLDITZ & PAULL, 2010).

Bei Rindern konnten nach einer nadellosen subkutanen Impfung gegen BHV-1
und BVDV gleichermallen ausgepragte serologische Verlaufskurven erzielt
werden, wie nach einer Injektion mittels Kanile (REY et al, 2013). Auch eine
nadellose, transdermale Impfung gegen Clostridien rief mit einer subkutanen
Applikation vergleichbare Antikorpertiter hervor (WOOLUMS et al, 2011).
Teilweise konnten sogar hohere  AntikOrperkonzentrationen nach nadelloser
Impfung nachgewiesen werden (SMITH et al, 2005; VAN DRUNEN LITTEL-
VAN DEN HURK, 2006; REY et al., 2013).

Eine intradermale, nadellose Impfung von Schweinen wahrend eines Influenza
(H3N2) Infektionsversuches fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der
Lungenverdnderungen und  hoheren  IgG-Antikbrpergehalten in  der BAL-
Flissigkeit ~ verglichen mit ungeimpften, infizierten  Kontrolitieren (RAPP-
GABRIELSON et al, 2003). Hierbei konnte eine zur intramuskuldaren Impfung
vergleichbare humorale Immunitatsausbildung, was neutralisierende  Antikorper
anbelangt, nachgewiesen werden (RAPP-GABRIELSON et al., 2003). Der IDAL
Vakzinator wurde in mehreren Studien zur Impfung gegen PRRSV eingesetzt. In
einer Studie von MARTELLI et al. (2009) konnte nach nadelloser, intradermaler
Applikation, eine Reduzierung der Inzidenz, der Starke und der Dauer der Klinisch
sichtbaren respiratorischnen Symptome beobachtet werden. Auch konnte die
durchschnittliche  Viruslast im Blut der Studientiere nach einem PRRSV-
Challenge  signifikant reduziert werden im Vergleich zur  ungeimpften
Kontrollgruppe (MARTELLI et al., 2007).

Ein M. hyopneumoniae Infektionsversuch erwies, dass bei Tieren nach einer
intradermalen, nadellosen Impfstoffapplikation signifikant weniger
Lungenverdnderungen und héhere IgA- und  1gG-Antikorpertiter in - der
Lungenspuflissigkeit auftraten als bei ungeimpften Schweinen (JONES et al.,
2005). Zusétzlich hatten die intradermal geimpften Tiere, unabhdngig davon, ob
die Injektion mittels Kantle oder nadellos durchgefiihrt wurde, im Vergleich zu

den intramuskular geimpften Schweinen hoéhere  AntikOrpertiter im  Serum
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(JONES et al, 2005). Bei einer Impfung von 130 Schweinen sowohl gegen
M. hyopneumoniae als auch gegen SHV-1 ergaben sich keine Unterschiede in der
Auspragung der humoralen Immunantwort zwischen beiden
Applikationsmethoden  (nadellos,  transdermal und Kanule, intramuskulér)
(HOUSER et al., 2004). Unabhangig von der Applikationsmethode kam es bei
den vakzinierten Tieren zu einem signifikant hoheren AntikGrperanstieg im
Vergleich zur ungeimpften Kontroligruppe (HOUSER et al, 2004). Eine
Feldstudie in Griechenland zeigte, dass eine intradermale nadellose Impfung
gegen M. hyopneumoniae gegeniber ungeimpften Tieren sowohl zu einer
Reduktion von EP-typischen Lé&sionen und Pleuritiden am Schlachthof, als auch
zu verbesserten Leistungsdaten filhrte (TASSIS et al., 2012). Die nadellose
intradermale  Impfstoffapplikation ergab analoge tégliche Gewichtzunahmen und
Endmastgewichte im Vergleich zur intramuskularen Impfung mittels Kandile
(TASSIS etal., 2012).

2.1.4.  Antigenmenge des Impfstoffes

In einer Erhebung von PANDYA et al. (2012) wurden Rinder mit 1/4 und 1/16
der empfohlenen Antigenmenge (1/4 der Adjuvansmenge) gegen MKS
intradermal geimpft. Sieben Tage nach dieser nadellosen Impfstoffapplikation
wurde anhand eines Infektionsversuches eine Protektion gegen die klinischen
Auspragungen nachgewiesen (PANDYA et al, 2012). In einer &hnlichen Studie
wurden Schweine intradermal mit 1/10 der empfohlen Impfdosis gegen MKS
geimpft (EBLE et al, 2009). Die Tiere waren gleichermaBen gegen eine
subklinische Virusausscheidung und die generalisierte Form der MKS geschiitzt
wie mit volistindiger Dosis intramuskuldr geimpfte Schweine (EBLE et al.,
2009). In einer weiteren Untersuchung von BERNARDY et al. (2008) wurden
Schweine sowohl mit verdunnten als auch mit hdher konzentrierten Actinobacillus
pleuropneumoniae Impfstoffen geimpft. Diese Verdlnnungsstufen hatten bei
intradermaler Injektion keinen Einfluss auf die Ausbildung der Antikdrper im
Vergleich zur unverdinnten, intramuskularen Anwendung (BERNARDY et al.,
2008). Die intradermale Applikation wvon einem Drittel der empfohlenen
Antigenmenge flihrte zu weniger Lungenldsionen als eine intramuskuldre Impfung
mit Standarddosis (BERNARDY et al, 2008). Insgesamt konnte festgestellt
werden, dass eine intradermale Impfung es ermdglicht geringere Antigendosen zu

verwenden, um intramuskldren  Impfungen  ebenblrtige  Immunantworten
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hervorzurufen (BERNARDY et al., 2008).

Eine intradermale Impfung rief selbst bei Verwendung der Halfte der
intramuskuldren Impfdosis gegen M. hyopneumoniae und SIV (H1IN1 und H3N2)
eine, im Verlauf und Auspragung gleichwertige, humorale Immunantwort hervor
(GERGEN et al, 2002). JONES et al. (2005) konnten nachweisen, dass eine
intradermale  Impfung mit relativ  geringem  Antigengehalt nach  einem
Infektionsversuch  mit  einem virulenten M. hyopneumoniae  Stamm  einen
ausreichenden Schutz ergab. Allgemein wird vermutet, dass die vergleichbare
Wirkung einer geringeren Antigenmenge bei intradermaler Applikation auf die
Immunitatsfunktionen der Haut zurickzufihren sind (MITRAGOTRI, 2005;
EBLE et al.,, 2009).

2.15. Kreuzkontamination

Laut OTAKE et al. (2002) kann PRRSV von infizierten Tieren Uber einen
mehrfachen Gebrauch von Injektionskantilen auf naive Tiere Ubertragen werden.
In einer Studie von BAKER et al. (2012) wurde die Ubertragungsmaglichkeit von
PRRSV durch die wiederholte Verwendung von einem nadellosen Injektionsgerat
und einer Kanile eruiert. Hierbei fand eine Ubertragung von infizierten zu naiven
Tieren Uber die Verwendung derselben Injektionskanile statt (BAKER et al,
2012). Jedoch konnte selbst durch den Gebrauch eines nadellosen Impfsystems
die Ubertragung nicht komplett verhindert werden, wenn auch die Anzahl an
seropositiven und PCR positiven Tieren signifikant geringer war wie bei der
Ubertragung mittels Kaniile (BAKER et al., 2012). Bei einer Ubertragungsstudie
von Anaplasma marginale bei Stieren wurde der Erreger iatrogen Uber
Injektionskantlen  Gbertragen, wobei eine  Verschleppung Uber nadellose
Verfahren ausblieb (REINBOLD et al., 2010).

Ein Hepatitis B Ausbruch in der Humanmedizin wurde 1985 auf die Anwendung
von einem nadellosen ,multi-use-nozzle*- Injektor zuriickgefiihrt (CANTER et al.,
1990). HOFFMAN et al. (2001) gehen davon aus, dass nicht nur die Oberflache
der Injektoren sondern auch ihr Leitungssystem verunreinigt werden kann, indem
Flussigkeit am Ende der Applikation, wenn der Druck im Gerat abgesunken ist,

zuriickschieRt.

2.1.6. Schmerzempfindung

Der erste Schritt bei der Perzeption noxischer Signale ist die Aktivierung von
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Nozizeptoren (SANN, 2005). Mechano- und polymodale Nozizeptoren der Haut
reagieren auf Nadelstiche und bewirken eine Schmerzempfindung der Injektion
(SANN, 2005). ARENDT-NIELSEN et al. (2006) belegten, dass der
Punktionsschmerz positiv und signifikant mit dem Durchmesser der Kanile sowie
dem Auftreten wvon Blutungen bei der Punktion korreliert. Nadellose
Applikationsverfanren  gelten in  der Humanmedizin als Alternative zu
konventionellen Injektionsverfanren (BENNETT et al, 1998; JIMENEZ et al,
2006) und man erwartet sich eine Steigerung der Akzeptanz von Impfungen, da
viele Menschen zusatzlich unter einer Nadel-Phobie leiden (GIUDICE &
CAMPBELL, 2006).

In Studien von COOPER et al. (2000) und SOONAWALA et al. (2013) wurde der
Punktionsschmerz mit einer Kanile schmerzhafter bewertet als die Applikation
mit einem nadellosen Injektor (COOPER et al, 2000). Zusétzlich war die
Schmerzhaftigkeit der Applikationsstelle nach einer konventionellen Injektion
signifikant hoher (BENNETT et al,, 1998; JIMENEZ et al., 2006). Selbst bei einer
Klinisch starkeren Auspragung der lokalen Reaktionen wurde die nadellose
Impfung von den Probanden bevorzugt (EPSTEIN et al, 2002). Bei Pferden
konnte nach einer intramuskuldren, nadellosen Impfstoffapplikation keine

Schmerzreaktion nachgewiesen werden (PHILLIPS et al., 2011).

Es gibt jedoch gegenwértig auch fir nadellose Methoden mehrere Berichte Uber
die Schmerzhaftigkeit der Applikation und das Entstehen von lokalen Reaktionen
mit Schwellungen, Ro6tungen und Hamatomen (BAREILLE et al, 1997,
JACKSON et al., 2001; DORR et al., 2003). Diese Symptome konnten durch die
Penetrationstiefe des Hochgeschwindigkeits-Flussigkeitsstrahls erklart werden, da
tiefere Injektionen mit einer starkeren Verletzung der Zellintegritdt sowie einer
Stimulation von freien Nervenendigungen einhergehen konnen (MITRAGOTRI,
2006; ARORA et al, 2007). In der WVeterinarmedizin rief eine nadellose
Applikation von Eisendextran bei drei Tage alten Saugferkeln mit dem
Injektionsgerat Pulse® 250 eine starkere schmerzbedingte Stressreaktion hervor,
als eine Applikation mittels Kanule (UHL, 2013).

2.1.7.  Anwender- und Verbraucherschutz
Versehentliche Selbstinjektionen fihren neben einem Gewebetrauma vor allem zu

lokalen Hautreaktionen, die durch das injizierte Praparat bedingt sind; zusétzlich
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besteht die Gefahr der Ubertragung von Infektionserregern (WEESE & JACK,
2008). Eine Umfrage unter 2532 Tierdrztinnen ergab, dass 64 % mindestens
einmal eine versehentliche Selbstinjektion erlitten, die sich in 50,4 % der Falle bei
Impfstoffapplikationen  ereignete  wobei in 16,4 % der Injektionen eine
unerwinschten  Nebenwirkung auftrat (WILKINS & BOWMAN, 1997).
Stichverletzungen  mittels  Kanllen wurden wvon 71% der  befragten
Tierarzthelferinnen angegeben (VAN SOEST & FRITSCHI, 2004). Ahnliche
Zahlen ergab auch eine Umfrage unter Schweinetierarztinnen, wobei im Median
mehr als zwei Injektionsverletzungen pro Jahr berichtet wurden und dies in 40 %
der Félle bei einer Impfstoffapplikation und in 35% der Falle bei einer
Antibiotikaverabreichung vorkam (HAFER et al, 1996). In einer weiteren
Befragung von 664 Tierérztenlnnen ergab sich aus 58,9 % Selbstinjektionen mit
kontaminierten Kanlen innerhalb von 12 Monaten, dass diese Verletzungen ein
groBes Problem des Arbeitsschutzes darstellten (LEGGAT et al, 2009). Als
Risikofaktoren  gelten unter anderem  Arbeitsverhéltnisse in  Klein-  und
Gemischtpraxen, wenig Erfahrung und lange Arbeitszeiten (LEGGAT et al,
2009).

Gelegentlich werden Fragmente von Kanllen in Schlachttierkérpern und in
Fleischprodukten gefunden (FUNK & WAGSTROM, 2012). Dies stellt ein
gesundheitliches Risiko fur den Endverbraucher dar und wirkt sich nachteilig auf
seine Einstellung gegentber der Fleischindustrie aus (VAN DRUNEN LITTEL-
VAN DEN HURK, 2006; FUNK & WAGSTROM, 2012). In einer Untersuchung
von HOFF und SUNDBERG (1999) brachen Hypodermische Kanilen erst wenn
gebogene Kanilen wiederverwendet wurden. Die Gefahr von abgebrochenen
Kanllen im Schlachtkérper versucht man z.B. mit dem amerikanischen Pork
Quality Assurance Plus (PQA Plus)-Programm zu minimieren, indem Landwirte
eingehend in der Handhabung von Kanilen ausgebildet werden (ANONYMOUS,
2006). In einem Bericht von 2008 wurden bei 2,43% wvon 4000 visuell
untersuchten Schlachtkérpern von Mastschweinen Schéden festgestellt, die mit
einer Injektion in Verbindung gebracht wurden (DANIELS, 2008). Bei 3200
untersuchten Sauen hatten 15,1 % entsprechende L&sionen wobei der Hauptanteil
der Schaden sich im Nackenbereich befand (DANIELS, 2008). Zusétzlich gaben
25 % der bestandsbetreuenden Tierdrzte an, dass sie bei Zuchttieren nadellose

Injektionsverfahren benutzen, im Vergleich zu 8 % bei Mastschweinen zudem
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verwendeten 40 % der Tierdarzte detektierbare Kanilen (DANIELS, 2008). Die
Gefahr von abgebrochenen Kaniilen in Fleischprodukten konnte durch diese
detektierbaren Kanilen, aber auch durch eine bessere Handhabung und
Anwendung von stabileren Kanllen, sowie durch die Verwendung von nadellosen

Injektionsmethoden minimiert oder vermieden werden (DU, 2009).

2.2. Wirksamkeit nach intramuskularer Vakzination mittels Kantle
Multiple Studien Uber intramuskuldr applizierte M. hyopneumoniae Impfstoffe
belegen deren Wirkung meist Uber eine Reduzierung der Kklinischen Symptome
und der Lungenverdnderungen oder eine Verbesserung der Leistungsparameter
(MAES et al, 1999b; KYRIAKIS et al, 2001; DAWSON et al, 2002;
BACCARO et al, 2006; SIBILA et al, 2007). Ein Vergleich von vier
verschiedenen Impfstoffen ergab, dass gegenuber den ungeimpften Kontrolltieren
bei allen geimpften Tieren signifikant weniger Lungenlasionen nachweisbar
waren (THACKER et al., 1998). Auch WILSON et al. (2012) konnten zeigen,
dass eine intramuskuldre Impfung in der ersten Lebenswoche zu einer
Reduzierung der durch M. hyopneumoniae bedingten Lungenldsionen und zu
einer  Verbesserung der Tageszunahmen fuhrte.  Weiterhin  hatten  die
intramuskuldr  vakzinierten Tiere in einem Infektionsversuch einen geringeren
Lungen- und Histopathologiescore, als die Kontrollitiere; die korrespondierenden
Ergebnisse der Q-PCR belegten eine starkere bakterielle Last in der
Tracheobronchialspilfiiissigkeit der nicht geimpften Tieren (WOOLLEY et al.,
2013).

2.3. Lokale Hautreaktion

Nach einer transdermalen Applikation kommt es zu einem Funktionsverlust des
Gewebes welcher in Zusammenhang mit Druck- und Scherkréaften gebracht
werden kann (ARORA et al., 2007). Die Applikation von Injektionspraparaten, ob
mit Kantle oder ohne, fihrt zur Ausbildung einer Entziindungsreaktion wobei ihr
Grad vom Injektionsvolumen und den Eigenschaften des Prdparates abhéangt
(ELICKER & SIPOS, 2009; UHL, 2013). Lokale Hautreaktionen werden
makroskopisch anhand der Charakteristika dieser Entziindungsreaktion beurteilt,
zu den Kardinalsymptomen zéhlen ROtung, Erwédrmung, Schwellung, Schmerz
und Funktionsverlust (BAUMGARTNER & SCHMIDT, 2011).

In einer humanmedizinischen Untersuchung rief eine intradermale Applikation
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mit oder ohne Kanile im Vergleich zur intramuskuldaren Anwendung signifikant
haufiger gerotete, juckende wund verhdrtete Ilokale Hautreaktionen hervor
(NELSON et al, 2013). Angesichts der Injektionsmethode traten bei Kalbern
nach nadelloser Impfung signifikant hdufiger lokale Hautreaktionen im Vergleich
zur Applikation mittels Kanlle auf (REY et al., 2013). Eine Applikation von
viskdsen Arzneimitteln (wie z.B. Eisendextran und Vitamin-E-Selen) mit dem
nadellosen Pulse® 250 Injektor bei Schweinen filhrte ebenfalls zu signifikant
starker ausgepragten lokalen Hautreaktionen als eine Injektion mittels Nadel,
dieser Unterschied war jedoch in der histologischen Untersuchung der
Entziindungsreaktion  nicht  nachweisbar (UHL, 2013). Nach nadellosen
Impfstoffapplikationen gegen Hepatitis A und B bei Menschen wurde im
Vergleich  zu  Impfungen mittels Kanlle vermehrt Uber schmerzhafte,
geschwollene und gerdtete Injektionsstellen berichtet (MATHEI et al, 1997;
WILLIAMS et al, 2000). Auch in weiteren humanmedizinischen Studien wurde
haufiger  Uber  Schwellungen und  Roétungen  nach  einer  nadellosen
Applikationsmethode  berichtet, wenngleich eine intradermalen Verabreichung
mittels Kantle eine hohere Schmerzhaftigkeit aufwies (SOONAWALA et al.,
2013).

Eine nadellose, transdermale Impfung von Rindern gegen Clostridien fihrte zu
geringeren lokalen Hautreaktionen als eine subkutane Injektion des Impfstoffes
(WOOLUMS et al,, 2011). Eine nadellose Impfstoffinjektion bei Rindern mit dem
Pulse® 250 induzierte ebenfalls eine geringere Auspragung der lokalen
Hautreaktion als eine Applikation mittels Kanile (IMSILP et al, 2005). Bei
Letzterer wies die makroskopische und histologische Untersuchung der
Injektionsstelle auf eine stirkere Entziindungsreaktion hin (IMSILP et al., 2005).
Bei einer intradermalen Injektion von verschiedenen humanen Papillomavakzinen
rief die Verabreichung mittels Kanlle im Vergleich zur nadellosen Alternative
neben einer schmerzhafteren Applikation, zusatzlich eine groflere Ausdehnung der
Hyperdmie der lokalen Reaktion hervor (NELSON et al, 2013). Weitere
Parameter der lokalen Hautverdnderungen wie Schwellung, Konsistenz und
Juckreiz unterschieden sich nicht zwischen den beiden Injektionsmethoden
(NELSON et al., 2013).

2.4. Abszesse als Folge von Injektionen

In einer amerikanischen Erhebung von 1992, die alle schweinedichten Regionen
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umfasste, wurden in der Schlachthall bei 13,4 % und im Zerlegebereich bei
11,1% der Schlachthaliten Teilverwerfungen durchgefuhrt (CANNON et al.,
1996). Davon waren 3,9 % in der Schlachthalle sowie 13,5 % in der Zerlegung als
Folge von fehlerhaften Injektionen gelistet (CANNON et al., 1996). HOUSER et
al. (2004) zeigten in einer Studie an 130 Schweinen, dass nach nadellosen
Injektionen von Impfstoffen im Vergleich zu herkémmlichen Injektionsverfahren
keine vermehrten Lasionen an Schlachttierkdrpern nachweisbar waren. In der
letztgenannten Studie wurden im Fall visuell feststellbarer Verdnderungen an der
Injektionsstelle  diese wie auch die tributdren Lymphknoten histopathologisch
untersucht. Bei jeweils zwei Tieren beider Gruppen wurden lokale Reaktionen
nachgewiesen und Abszesse oder Granulome wurden nicht verzeichnet (HOUSER
et al, 2004). In Kanada wurden bei vergleichenden Untersuchungen zwischen
nadellosen, transdermalen Impfungen und Impfungen mit Injektionskantlen keine
vermehrten Ldsionen festgestellt, die zu Verwerfungen am Schlachthof fuhren
wirden (PAQUIN et al, 2005). Eine weitere Studie untersuchte ebenfalls diese
zwei Applikationsmethoden im Hinblick auf das Auftreten von Abszessen in der
Nacken- und Schulterregion am Schlachthof; hierbei erhielten die Schweine zweli
Impfstoffapplikationen und eine Eiseninjektion (KING et al, 2010). Insgesamt
wurden 3134 Schlachttierkdrper untersucht, die Inzidenz von Abszessen lag bei
0,53% und es ergab sich kein Unterschied hinsichtlich des Injektionsverfahrens
(KING et al, 2010). Im Gegensatz dazu wurden bei GERLACH et al. (2012)
vermehrt Abszesse nach einer nadellosen Applikation nachgewiesen; wenngleich
die Inzidenzrate fur Abszesse mit 5,6 % insgesamt relativ gering war. Diese
kontroversen Ergebnisse beruhen gegebenenfalls darauf, dass in dieser Studie
unmittelbar vor der Injektion, die Haut mit einem Inokulum von Arcanobacterium
pyogenes kontaminiert wurde (GERLACH et al., 2012).

3. Immunologie

3.1. Immunantwort nach einer M. hyopneumoniae Infektion

Die Immunitit wird untereilt in die angeborene und erworbene Immunitat
(MURPHY, 2012b). Eine weitere Kategorisierung ware jene in eine humorale
Immunantwort  basierend auf den Immunglobulinen und eine  zellulare
Immunantwort, die beide Uber wverschiedene Mechanismen eng miteinander
verbunden sind (VAN  ALSTINE, 2012). Zu der zelluldr-mediierten



32 Il. Literaturtibersicht

Immunantwort gehdren v.a. natirliche Killerzellen, zytotoxische T-Zellen und
aktivierte Makrophagen (VAN ALSTINE, 2012). Diese zellular-mediierte
Immunantwort ist besonders wichtig bei der Kolonisation durch virale Pathogene,
zudem scheint sie eine Hauptrolle bei der Abwehr einer M. hyopneumoniae
Infektion zu spielen (THACKER et al., 2000a; LOWE et al., 2005; FORT et al,
2009; MARTELLI et al, 2009). Nach einer natlrlichen Infektion mit
M. hyopneumoniae wurden vorwiegend Makrophagen im BALT gefunden,
zusétzlich konnten T- und B-Lymphozyten, IgA™ und IgG" Plasmazellen sowie
dendritische Zellen nachgewiesen werden; CD4" Zellen Uberwiegten im Vergleich
zu CD8" Zellen in infizierten Tieren (SARRADELL et al, 2003). Auch
REDONDO et al. (2009) fanden heraus, dass im Verlauf der Infektion die Anzahl
an CD8" Zellen abfiel und die der CD4" Zellen anstieg; letztere stimulieren die
Antikdrpersekretion Uber B-Lymphozyten und aktivieren Makrophagen. In einer
Untersuchung von VRANCKX et al. (2012b) trat die hochste Anzahl an
Makrophagen im BALT vier Wochen nach der Infektion mit einem

hochvirulentem M. hyopneumoniae Stamm auf.

M. hyopneumoniae Antigene werden durch antigenprasentierende Zellen wie z.B.
Makrophagen mit Hilfe von TLR2/ TLR6 Rezeptoren erkannt (MUNETA et al.,
2003). Es konnte nachgewiesen werden, dass einer Blockierung dieser Rezeptoren
eine Reduzierung der Sekretion von TNF-o durch alveolire Makrophagen
bewirkte (MUNETA et al, 2003). Makrophagen produzierten nach Kontakt mit
M. hyopneumoniae neben TNF-a auch andere Zytokine, wie Interleukin (II)-1
bzw. IF1B und 1I-6 (RODRIGUEZ et al., 2004; CHOI et al., 2006; DAMTE et al.,
2011), welche eine zentrale Rolle in der Initierung der Entzindungsreaktion
einnehmen, eine lymphoretikuldare Hyperplasie des BALT hervorrufen und in
Zusammenhang mit Lungenldsionen stehen (RODRIGUEZ et al, 2004; CHOI et
al, 2006). ASAI et al. (1994) belegten, dass im Vergleich zu nicht-infizierten
Tieren oder Tieren ohne Ld&sionen IL-6 in der BAL-Flussigkeit von Tieren mit
makroskopischen Lungenldsionen u./ 0. einer Hyperplasie vom lymphatischen
Gewebe signifikant erhéht war. CHOI et al. (2006) konnten zeigen, dass die
Zytokinexpression in nicht infizierten Tieren oder in Tieren ohne Lungenldsionen
minimal ~ war.  Insgesamt wurden nach experimenteller und  natirlicher
M. hyopneumoniae Infektion hohere Konzentrationen der Zytokine 1l-1-a und -f3,
-2, -4, -6, -8, -10, -12 und TNF-o und IFN-y im bronchoalveoliren Exsudat, im
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BALT und den mononukledren Zellen der Alveolarsepten nachgewiesen
(RODRIGUEZ et al., 2004; LORENZO et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2007;
REDONDO et al, 2009). Ein hochvirulenter M. hyopneumoniae Stamm induziert
tendenziell hohere Konzentrationen an IF1R8 und TNF-a in der BAL-Flussigkeit
und eine groRere Anzahl an neutrophilen Granuloztyen im Lungengewebe als ein
niedrig virulenter Stamm (MEYNS et al, 2007). Auch bei einer Koinfektion mit
PRRSV konnte in in vitro und in vivo Studien gezeigt werden, dass die
Alveolarmakrophagen vermehrt 1I-1, 1I-8, IL-10, 1-12 und TNF-o sezernierten
(THANAWONGNUWECH et al., 2004).

IF1 wird sowohl von Epithelzellen als auch wvon Makrophagen gebildet und
bewirkt neben Fieber eine Aktivierung von Makrophagen und T-Zellen
(SCHREIBER, 2012). 1I-4 wird von Mastzellen und T-Zellen gebildet und
vermittelt eine Differenzierung von CD4 T-Zellen in Th2-Zellen und eine
Aktivierung von B-Zellen (SCHREIBER, 2012). 110 wird von Monozyten
gebildet und wirkt dagegen suppressiv auf die Makrophagenfunktion
(SCHREIBER, 2012). 1I-12, welches von Makrophagen sezerniert wird, induziert
die Differenzierung von CD4 T-Zellen zu Thl-Zellen und aktiviert natirliche
Killerzellen (SCHREIBER, 2012). Somit sind einige dieser Botenstoffe
Aktivatoren von CD4 T-Helferzellen und stimulieren sowohl die zellulare
Immunantwort Uber die Aktivierung von Makrophagen (Thl-Antwort), als auch
die humorale Kaskade der Immunantwort tber die Interaktion mit B-Zellen und
die daraus resultierende Produktion von Immunglobulinen (Thl- und Th2-
Antwort) (MURPHY, 2012a).

Im Hinblick auf die humorale Immunantwort konnte hingegen keine Relation
zwischen der Hohe der gemessenen Antikorpertiter im Serum und der
Schutzwirkung einer Impfung nach Infektion gefunden werden (DJORDJEVIC et
al., 1997; THACKER et al.,, 1998; VRANCKX et al.,, 2012b). Im Gegensatz dazu
spielt vermutlich die lokale humorale Immunitat eine wichtige Rolle wéhrend der
Infektion, da es zu einem signifikanten Anstieg von IgA* und 1gG" Lymphozyten
und Plasmazellen im BALT, in den Bronchienwénden und den Alveolarsepten
kommt (SARRADELL et al., 2003).
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3.2. Immunantwort nach einer Vakzination

3.2.1. Intramuskuldare Impfstoffapplikation

Die exakten protektiven Mechanismen  einer  Vakzination gegen
M. hyopneumoniae sind noch nicht vollig verstanden, man geht davon aus, dass
vorwiegend lokale mukosale Antikdrper und die zelluldre Immunitdt beteiligt sind
(THACKER et al, 2000a). Nach einer Infektion mit einem hochvirulenten
M. hyopneumoniae Stamm war die Anzahl an Makrophagen im BALT wvon
ungeimpften  Schweinen signifikant hoher als die wvon geimpften Tieren
(VRANCKX et al, 2012b). Weitere Untersuchungen belegten eine signifikante
Reduktion der Erregerlast sowie der Makrophagen, Lymphozyten und
neutrophilen  Granulozyten in der BAL-Flussigkeit geimpfter Schweine im
Vergleich zu ungeimpften Kontrolltieren (OKADA et al., 2000). Einerseits kam
es zu einer Verringerung der B-Lymphozyten im Lungengewebe nach
intramuskuldarer Impfung, was auf eine Hemmung der Lymphozytenproliferation
durch die Vakzination schlieRen lasst (THACKER et al., 2000a). Andererseits war
im Blut die Anzahl an IFN-y produzierenden Lymphozyten erhdht, dies konnte
belegen, dass die Impfung zur Aktivierung von Makrophagen und der zellularen
Immunitit beitrdgt (THACKER et al,, 2000a). Der Botenstoff TNF-o war nur in
der BAL-Flissigkeit von ungeimpften, infizierten Tieren erhoht; eine Impfung
konnte somit vor einer durch TNF-o hervorgerufenen Entziindungsreaktion
schitzen (THACKER et al, 2000a). Einen vermeintlich regulatorischen Effekt
einer intramuskularen Impfung auf die Zytokinexpression konnte nachgewiesen
werden, da die hochsten Konzentrationen an Il-1f und -6 in der BALF von
ungeimpften Tieren gefunden wurden (THACKER et al, 2000a). Eine
Untersuchung von MARCHIORO et al. (2013) konnte die niedrigen Werte von
TNF-a in geimpften Tieren nicht bestdtigen, jedoch wurden hohere Gehalte an Il
10 und 1I-12 in bronchialen Lymphknoten bei vakzinierten Tieren gefunden. In
einer weiteren Untersuchung wurden 21 Tage nach einem Infektionsversuch
wiederum hoéhere Konzentrationen an TNF-a, IF1 und -6 sowie eine starkere
Aktivitat von Plasmin in der Tracheobronchialflissigkeit von ungeimpften- im
Vergleich zu geimpften Schweinen nachgewiesen (WOOLLEY et al., 2013).
Diese Ergebnisse gingen mit einem vermindertem Hustenindex und einem

geringerem Pathologiescore der geimpften Tiere einher (WOOLLEY etal., 2013).

Die mukosale humorale Immunitdt konnte durch eine Impfung verbessert werden,
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indem es zu einem grofReren Anstieg der M. hyopneumoniae spezifischen IgA-
und 1gG-Antikorper in der BAL-Flussigkeit im Vergleich zur ungeimpften
Kontrollgruppe kam (OKADA et al, 2000; THACKER et al, 2000a;
MARCHIORO et al, 2013). Die systemische humorale Immunitatsausbildung
wurde durch hohere Konzentrationen von spezifischen 1gG-Antikérpern im Serum
vakzinierter Tiere belegt (THACKER et al, 2000a; VRANCKX et al, 2012a;
MARCHIORO etal.,, 2013).

In Infektionsstudien konnte der Grad der Lungenldsionen durch eine Impfung
reduziert werden, wobei dieses Klinische Phanomen dafir spricht, dass die
gemessenen  Veranderungen der mukosalen Antikdrper und der zellularen
Immunitdt sowie die einhergehende Beeinflussung der Entziindungsreaktion
wichtig fir die Kontrolle der durch M. hyopneumoniae bedingten Pneumonie sind
(OKADA et al., 2000; THACKER et al., 2000a).

3.2.2. Intradermale Impfstoffapplikation

Eine intramuskuldre Impfung involviert nicht die antigenprasentierenden Zellen
der Haut wie die Langerhans- und die dermalen dendritischen Zellen
(COMBADIERE & LIARD, 2011). Die sich in der Epidermis befindenden
Langerhans-Zellen, sind ein Typ von unreifen dendritischen Zellen (MURPHY,
2012a). Sie konnen Antigene phagozytieren oder nach der Antigenaufnahmen
zum regionalen Lymphknoten migrieren, wo sie sich zu gereiften dendritischen
Zellen differenzieren, die sowohl naive CD4 als auch CD8 T-Zellen aktivieren
(MURPHY, 2012a).

Eine intradermale  Vakzination gegen PRRSV konnte eine mit der
intramuskuldaren  Impfung  vergleichbare  zellulare  Immunantwort mit  teilweise
hoheren Anteilen an natirlichen Killerzellen und PRRSV-spezifischen IFN-y
produzierenden  Zellen auslosen (MARTELLI et al, 2009). Nach der
intradermalen Impfung kam es zu einem vergleichbaren, bisweilen starkeren
Anstieg von CD8" T-Lymphozyten sowie zu einem Absinken der CD4'CD8™ T-
Helfer Zellen bis drei Wochen nach der Vakzination (BORGHETTI et al., 2003;
MARTELLI et al., 2007). Dieses Absinken an CD4'CD8" T-Helfer Zellen konnte
durch eine chemotaktische Verlagerung dieser Zellen in die lymphatischen
Gewebe erklart werden, wobei der Anstieg an CD8* Zellen eine friihe

immunologische  Aktivierung durch die Impfung widerspiegelt (BORGHETTI et
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al, 2003; MARTELLI et al, 2007). In einer Studie von FERRARI et al. (2011)
wurden Ferkel mittels IDAL Gerdt gegen SHV-1 geimpft. Diese Impfung rief eine
zur intramuskuldren Applikation vergleichbare Menge an virusneutralisierenden
Antikorpern, an INF-y sekretierenden Zellen und an natiirlichen Killerzellen
hervor (FERRARI et al, 2011). Zwei Wochen nach der Boosterimpfung war die
Anzahl an CDS8B" Zellen im Blut, die hauptsachlich zytotoxische T-Zellen
darstellen, bei den intradermal geimpften Tieren signifikant hoher als bei den
intramuskuldr geimpften Ferkeln (FERRARI et al, 2011). Bei einer weiteren
intradermalen  Impfung gegen das SHV-1 wurde eine der intramuskuldren
Impfung vergleichbare Stimulation der spezifischen humoralen und zellularen
Immunantwort festgestellt. Es konnte ebenfalls ein signifikant starkerer Anstieg
der peripheren, zytotoxischen T-Lymphozyten nach intradermaler Applikation
nachgewiesen werden (GOZIO et al., 2006). Eine intradermale Impfung konnte
auch bei Ferkeln, welche noch virusneutralisierende, maternale Antikbrper gegen
SHV-1 zum Zeitpunkt der Impfung besalRen, eine starke humorale und zellulére
Immunantwort hervorrufen (FERRARI et al., 2011). Diese war der Immunantwort
nach intramuskuldrer Vakzination gleichwertiy (FERRARI et al, 2011). In einer
Untersuchung von NECHVATALOVA et al. (2012) konnten Ferkel selbst bei
hohen maternalen Antikdrpertitern nach intradermaler Impfung eine zell-mediierte

Immunantwort gegen ein Versuchsantigen, das Keyhole Limpet Hemocyanin,
ausbilden.

MARTELLI et al. (2014) verglichen drei wverschiedene M. hyopneumoniae
Impfstoffe und deren Applikation in Bezug auf die systemische und lokale
Immunitatsausbildung. Die Konzentrationen an IgM- und 1gG-Antikdrpern in der
BALF unterschieden sich nicht zwischen den verschiedenen Studiengruppen;
wohingegen die 1gA-Antikorpertiter acht Wochen nach der Impfung in der
intradermal  geimpften, sowie in einer der beiden intramuskuldr geimpften
Gruppen signifikant héher waren als in der ungeimpften und der zweiten
intramuskuldr geimpften Gruppe (MARTELLI et al, 2014). Diese spezifischen
und lokalen IgA-Antikorper konnten eine Schlisseffunktion in der Prévention der
Adhasion des Mikroorganismus an das Epithel des Atmungstraktes einnehmen
(MARTELLI et al, 2014). Zusétzlich wurde die mukosale Immunitdt anhand der
Genexpression von Zytokinen in der BALF beurteilt. Es gab keinen Unterschied

in der Expression von IFN-y, TNF-a und IL-6 wé&hrend in der intradermal
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geimpften Gruppe die Interleukin-10 Expression acht Wochen nach der Impfung
signifikant hoher war (MARTELLI et al, 2014). Dies konnte einhergehen mit
einer positiven Th2-mediierten Immunantwort, die wiederrum die 1gA-Sekretion
stimulieren wirde (MARTELLI et al, 2014). Zusatzlich kann dieser Anstieg von
IF10 einem Inhibitor der Makrophagenaktivitit (SCHREIBER, 2012), auch auf
einen protektiven Effekt der Impfung auf die Gewebeldsionen, die durch eine
exzessive Produktion von inflammatorischen Zytokinen bedingt sind, hindeuten
(MARTELLI et al, 2014). Hinsichtlich der systemischen, zelluldren Immunitat
wurde in ihrer Untersuchung die Anzahl an M. hyopneumoniae spezifischen IFN-y
sezernierenden Zellen, der mononukledren Zellen des peripheren Blutes, -eruiert.
Sowohl intradermal geimpfte Tiere, als auch eine intramuskular geimpfte Gruppe
zeigten einen signifikant hoheren Gehalt an IFN-y sezernierenden Zellen im
Vergleich mit der ungeimpften Kontroligruppe und der zweiten intramuskuldren
Impfgruppe  (MARTELLI et al., 2014). Beide Impfstoffe bewirkten somit eine
Thl-spezifische Immunantwort (MARTELLI etal., 2014).

In Untersuchungen von MARTELLI et al. (2014) konnte die intradermale
Impfung eine systemische humorale und zellulare, wie auch eine lokale humorale
Immunantwort auslésen. Diese lokale, humorale Immunitdtsausbildung konnten
auch JONES et al. (2005) durch hohere IgA- und 1gG-Antikorpertiter in der
BALF von intradermal geimpften im Vergleich zu nicht-vakzinierten Tieren
hervorheben.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Anzeige eines Tierversuchsvorhabens

Am 6. Juni 2013 wurde die Anzeige des Tierversuchsvorhabens ,,Vergleichende
Untersuchung des intradermal per IDAL Gerdt applizierten Impfstoffes
Porcilis® M Hyo IDONCE ~ mit dem intramuskuldr  verabreichten  Impfstoff
M+PAC® in Bezug auf die lokale, sowie die systemische Vlertraglichkeit und
Wirksamkeit unter Feldbedingungen in Deutschland“ mit dem Zeichen 7221.3-
2.1-018/13 vom Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und

Fischerei Mecklenburg-Vorpommern genehmigt.

2. Ziel der Untersuchung

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Sicherheit und Wirksamkeit des
intradermal applizierten Mycoplasma hyopneumoniae Impfstoffes
Porcilis® M Hyo ID ONCE (Intervet Deutschiand GmbH, ein Unternehmen der
MSD Tiergesundheit, UnterschleiBheim) bei Ferkeln in der dritten Lebenswoche
unter den in Deutschland Ublichen Produktionsbedingungen zu untersuchen. Eine
mit Porcilis® M Hyo ID ONCE geimpfte Gruppe wurde mit einer weiteren,
Impfgruppe, die intramuskular die M. hyopneumoniae Vakzine M+PAC® (Intervet
Deutschland ~ GmbH, ein  Unternehmen  der MSD  Tiergesundheit,
Unterschleilheim) erhielt, verglichen. Zusétzlich wurde jeder Vakzinegruppe eine
dazugehorige ungeimpfte Kontrollgruppe, welche das Placebo Diluvac® Forte
(Intervet Deutschland GmbH, ein Unternehmen der MSD Tiergesundhett,

UnterschleiBheim) erhielt, gegenubergestelit.

Der Impfstoff Porcilis® M Hyo ID ONCE wurde mit dem IDAL (Intra Dermal
Application of Liquids) Gerét intradermal appliziert. Bei den M+PAC® geimpften
Tieren wurde die Applikation mit einer Kanlle intramuskular vorgenommen. Als
Sicherheitsparameter wurde eine Kklinische Untersuchung durchgefihrt und die
lokale Hautreaktion an der Injektionsstelle sowie die Rektaltemperatur ermittelt
und bewertet. Die Uberprifung der Wirksamkeit wurde (ber die
Gewichtsentwicklung der Tiere, die Mastdauer und die Lungenbefunde am
Schlachthof sichergestelit. Zusétzlich wurde der Verlauf der Antikorpertiter im

Serum analysiert, ein direkter Erregernachweis aus Lungengewebsproben
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durchgefiihrt und die Mortalitat erhoben.

3. Versuchsbetrieb und -tiere

Der Versuchsbetrieb befindet sich an 2zwei Standorten in Mecklenburg-
Vorpommern. Ein Ferkelerzeuger mit einem angeschlossenem Flatdeck, sowie
einer 5 km entfernten Mastanlage mit 7860 Platzen. Der geschlossene Betrieb halt
1000 Zuchtsauen in einem 1-Wochen-Rhythmus mit 4350 Aufzuchtplatzen. Die
Sauen werden gegen Parvovirose, Rotlauf (Parvoruvac® ~Merial GmbH,
Hallbergmoos, Deutschland), PCV2 (Ingelvac  CircoFLEX®,  Boehringer
Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim, Deutschland) und E. coli (Gletvax® 6,
Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) geimpft. Die Ferkel werden am
14. Lebenstag gegen Porcines Circovirus Typ 2 (Ingelvac CircoFLEX®,
Boehringer Ingelneim Vetmedica GmbH, Ingelheim, Deutschland) geimpft.
Insgesamt wurden 420 Saugferkel in der dritten Lebenswoche in die Studie
eingeschlossen. In der vierten Lebenswoche wurden die Tiere ins gereinigte und
desinfizierte Flatdeck umgestalit. Nach sieben Wochen im Flatdeck wurden die
Tiere in die Mastanlage verbracht. Alle Tiere wurden im Flatdeck zehn Tage mit
aniMedica® Enteroxid N (aniMedica GmbH, Senden-Bosensell, Deutschland)
Uber das Futter Dbehandeft. Zudem wurde im  Mastbereich eine
Bestandsbehandlung mit  Pulmodox®  (Virbac  Tierarzneimittel GmbH, Bad
Oldesloe, Deutschland) Uber funf Tage durchgefiihrt.

4. Vakzine, Vakzination und Placebo

Fir diese Feldstudie wurden zwei bereits fir die Anwendung ab dem
21. Lebenstag zugelassene Impfstoffe verwendet. Beide stammen von der Firma
Intervet Deutschland GmbH, ein Unternehmen der MSD Tiergesundhett,
Unterschlei3heim, Deutschland. Einerseits der Inaktivatimpfstoff
Porcilis® M Hyo ID ONCE, der nadellos mit dem IDAL Vakzinator intradermal
appliziert wurde, andererseits der Inaktivatimpfstoff M+PAC® der intramuskular
mittels Kaniile geimpft wurde. Als Placebo wurde Diluvac® Forte derselben Firma
benutzt, eine Emulsion auf Basis von dl-a-Tocopherolacetat die je nach Gruppe
intradermal, nadellos als auch intramuskuldar mittels Kantle appliziert wurde. Als
Applikationsstelle diente fur alle Studientiere die rechte, seitliche Halsregion am

Ohrgrund, am Ubergang von unbehaarter zu behaarter Haut.
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Eine Dosis des Impfstoffes Porcilis® M Hyo ID ONCE besteht aus 0,2 ml. Sie
enthdlt ein inaktiviertes Ganzzellkkonzentrat vom M. hyopneumoniae Stamm 11
und als Adjuvanzien 34,6 mg dinnfilissiges Paraffin, sowie dI-a-Tocopherolacetat
z2u 2,5mg. Bei dem Impfstoff M+PAC® besteht eine Dosis aus 2 ml einer
weillichen Emulsion. Diese enthdlt neben dem inaktivierten M. hyopneumoniae J-
Stamm, als Adjuvanzien 0,268 ml dunnflissiges Mineraldl sowie 2,0 mg
Aluminiumhydroxid. Des Weiteren beinhaltet  der Impfstoff  als

Konservierungsmittel 0,20 mg Thiomersal pro 2 ml Impfeinheit.

Der IDAL Vakzinator (Intra Dermal Application of Liquids, Intervet Deutschland
GmbH, ein  Unternehmen der MSD  Tiergesundheit,  Unterschleiheim,
Deutschland) appliziert 0,2 ml der Flussigkeit mit einer Geschwindigkeit von 80-
130 nvs in die Haut. Bei der intramuskuldren Applikation wurden je 2 ml der
Vakzine beziehungsweise des Placebos mittels sterilen 0,8 x 25 mm groRen
Einmalkanillen (Sterican®, Braun Medical AG, Emmenbriicke, Schweiz) und
Impfpistolen  (Intervet Deutschland, Unternehmen der MSD Tiergesundhett,
Unterschleitheim, Deutschland) verabreicht. Diese Impfpistolen ermdglichten
eine  exakte Dosierung des Injektionspraparates. Um den  (blichen
Produktionsbedingungen gerecht zu werden, wurden die Einmalkanilen nach

jedem Wurf gewechselt.

5. Gruppeneinteilung und Versuchsaufbau

In die Studie wurden 420 klinisch gesunde Saugferkel im Alter von 21 (+3) Tagen
eingeschlossen. Impffahige Ferkel wurden gewogen und bekamen eine griine,
fortlufend nummerierte  Ohrmarke (MS® Tag rund, MS Schippers GmbH,
Kerken, Deutschland) eingezogen. Mit Hilfe einer Randomisierungsliste wurden
die Tiere nach Gewicht und Geschlecht gleichméRig auf die vier Impfgruppen
verteilt (Tabelle 1). Zusétzlich wurden durch diesen Randomisierungsplan 20 %
der Studientiere aus den vier Gruppen in eine Safety-Gruppe eingeteilt. Bei diesen
84 Tieren wurde die zuvor eingezogene Ohrmarke durch eine rosafarbige
Ohrmarke  ersetzt.  Die  Safety-Gruppe  diente  zur  Erhebung  der
Sicherheitsparameter  sowie  der  serologischen und  molekularbiologischen
Untersuchungen. Die Studie war nach dem ,masked observer-Verfahren
verblindet. Die Randomisierung und Impfung wurde durch Klinikkmitarbeiter

durchgefiihrt, die anschlielend keine weiteren Daten erhoben.
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Tabelle 1 - Einteilung der Tiere in die vier Studiengruppen

Studiengruppe Applikation
M Hyo ID ONCE, n=138 0,2 ml Porcilis® M Hyo ID ONCE (IDAL), i.d., nadellos
Kontrolle i.d., n=70 0,2 ml Diluvac® Forte (IDAL), i.d., nadellos
M+PAC®, n=144 2 ml M+PAC®, i.m., mit Kaniile
Kontrolle i.m., n=68 2 ml Diluvac® Forte, i.m., mit Kaniile
6. Klinische Untersuchungen

Die Klinischen Untersuchungen wurden an den 84 Tieren der Safety-Gruppe
durchgefihrt. Die Tabelle 2 zeigt ihre Aufteilung in die verschiedenen
Studiengruppen.

Tabelle 2 - Verteilung der Safety-Tiere auf die vier Studiengruppen

Studiengruppe Applikation
M Hyo ID ONCE, n=28 0,2 ml Porcilis® M Hyo ID ONCE (IDAL), id., nadellos
Kontrolle i.d., n=13 0,2 ml Diluvac® Forte (IDAL), id., nadellos
M+PAC®, n=30 2 ml M+PAC®, i.m, mit Kaniile
Kontrolle i.m., n=13 2 ml Diluvac® Forte, i.m., mit Kaniile
6.1. Klinische Untersuchung

Bei den 20 % der Tiere, die zur Safety-Gruppe zéhlten, wurde 30 bis 60 Minuten
nach der Applikation, sowie anschlieend sieben Tage lang, einmal téglich eine
Klinische ~ Untersuchung  durchgefihrt. Das  Allgemeinbefinden  sowie  das
Vorhandensein von Appetit, Niesen, Husten und Atemnot wurden dokumentiert.
Der Schweregrad der Veranderungen wurde anhand des Scores der Tabelle 3
beurteilt. Bei der taglichen Bewertung konnten maximal neun Scorepunkte

erreicht werden.
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Tabelle 3 - Score der klinischen Untersuchung

Parameter Schweregrad Score
ungestort 0
reduziert 1
Allgemeinbefinden

somnolent 2
apathisch 3
nicht vorhanden 0

Niesen
vorhanden 1
nicht vorhanden 0

Husten
vorhanden 1
keine Veranderung 0
leichte Dyspnoe 1

Atemnot
maBige Dyspnoe 2
starke Dyspnoe 3
erhalten 0

Appetit
keine Futteraufnahme 1

6.2. Lokale Hautreaktion an der Applikationsstelle

Bei den Ferkeln der Safety-Gruppe wurde die Applikationsstelle 30 bis 60
Minuten nach der Injektion der Testsubstanzen auf sichtbare u./o. tastbare
Hautreaktionen untersucht. Diese Untersuchung wurde an den folgenden sieben
Tagen einmal tdglich wiederholt. Neben der Ausdehnung der Veranderungen
wurden auch die Konsistenz und das Auftreten von vermehrter Wérme u./o.
Rotung beurteilt. Die Beurteilung und Quantifizierung der Verdnderungen
erfolgte nach dem Score der folgenden drei Tabellen (Tabelle 4, Tabelle 5,
Tabelle 6). Bei der téglichen Bewertung konnten maximal acht Scorepunkte

erreicht werden.
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Tabelle 4 bis Tabelle 6 - Lokaler Hautreaktionsscore der Applikationsstelle
Tabelle 4 - Scorepunkte lokale Reaktion, Durchmesser

Score Durchmesser (cm)
0 0
1 >0-05
2 >05-1
3 >1-15
4 >15

Tabelle 5 - Scorepunkte lokale Reaktion, Konsistenz

Score Konsistenz
0 keine Reaktion
1 weich
2 kompakt
3 hart

Tabelle 6 - Scorepunkte lokale Reaktion, Entziindungszeichen

Score Entziindungszeichen
0 nicht warm und gerotet
1 warm und/ oder gerdtet
6.3. Innere Korpertemperatur

Bei den 84 Tieren der Safety-Gruppe wurde sowohl vor als auch im Zeitraum von
30 bis 60 Minuten nach der Injektion und an den darauffolgenden vier Tagen
jeweils einmal taglich die innere Korpertemperatur gemessen. Diese Messung
erfolgte rektal mittels eines digitalen Thermometers der Firma SCALA Electronic
GmbH, Stahnsdorf, Deutschland.

7. Blutprobenentnahme

Bei den Tieren der Safety-Gruppe erfolgten regelmédRige Blutentnahmen. Die
Erste fand vor der Applikation der Testsubstanzen statt. Weitere Blutentnahmen
folgten vier und zwolf Wochen nach dem Studieneinschluss. An Tag 145, am
Ende der Mastperiode, erfolgte die letzte Blutentnahme. Bei den ersten drei

Terminen wurden 0,80 x 40 mm groRe sterile Einmalkaniilen (Sterican®, Braun
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Medical AG, Emmenbriicke, Schweiz) benutzt, spater dann 1,10 x 50 mm grolie
Kantlen der gleichen Firma. Bei den Saugferkeln wurde die Vena cava cranialis
punktiert, spater wurde das Blut aus der Vena jugularis externa gewonnen. Die
Blutproben wurden zentrifugiert und das Serum auf zwei Rohrchen (Eppendorf®
Safe-Lock Tubes 2,0 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) verteilt und bei

-22 °C bis zur serologischen Diagnostik tiefgefroren.

8. Serologie

Die gewonnen Blutproben wurden im Labor der Kilinikk fir Schweine in
Oberschleiheim untersucht. Ziel war es, die Serokonversion nach der
Vakzination beziehungsweise nach einer etwaigen Feldinfektion zu bestimmen.
Zur  Auswertung wurde der IDEXX® ELISA M. hyopneumoniae Ab
Monoblocking (IDEXX® Laboratories Inc. One IDEXX Drive Westbrook, Maine
U.S.A) verwendet. Es handelt sich hierbei um einen indirekten ELISA zur
quantitativen  Erfassung von M. hyopneumoniae Antikdrpern. Die im Serum
enthaltenen Antikorper binden sich an Antigene, welche auf der Mikrotiterplatte
fixiert sind. An diese nun angehefteten Antikdrper binden sich Spezies-spezifische
Antikdrper, die mit einem Enzym gekoppelt sind. Zwischen den verschiedenen
Schritten werden die ungebundenen Antikdrper durch mehrere Waschvorgange
herausgewaschen. Durch Zugabe von TMB-Substrat als Enzymsubstrat entsteht
eine  Farbreaktion die anschlieBend gemessen wird. Die Intensitdit der
entstandenen Farbreaktion ist direkt proportional zur Menge der Antikorper in der
Probe. Der ELISA wurde mit dem Thunder Bolt™ (Goldstandard Diagnostics
US.A) Vollautomaten gemédR  Herstellerangaben  durchgefihrt.  Dieser
Pipetierautomat fuhrt alle Waschschritte durch, misst die Intensitat der
gegebenenfalls entstehenden Farbreaktion und errechnet dann basierend auf

nachfolgender Formel automatisch die Ergebnisse.

P _ P(630)— NKx

PK PKx —NKx

Eine Probe gilt als positiv, wenn das Verhaltnis Probe zur Positivkontrolle (P/PK)

uber 0,4 liegt. Diese Grenze bezeichnet man als Cut-off Wert.
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9. Gewichtsentwicklung

Das Gewicht der Tiere wurde im Verlauf der Studie mehrfach erhoben. Am
Einschlusstag (Tag 0) fand die erste Wiegung der Saugferkel statt. Sie wurden mit
einer Plateauwaage (MS Wiegeplateau, Schippers GmbH, Kerken, Deutschland)
gewogen. Bei den anschlieBenden Wiegungen an Studientag T 55 (Mastbeginn)
und an Studientag T 145 (Mastende) wurde eine mobile digitale Selektionswaage
(Mobile Einzeltierwaage, Meier-Brakenberg GmbH & Co. KG, Extertal,

Deutschland) verwendet.

10. Lungenbefunde am Schlachthof

Insgesamt wurden die Studientiere an drei Terminen in Abhangigkeit des
gewinschten Schlachtgewichtes von ca. 115 -120 kg geschlachtet. Der erste
Termin fand am Studientag T 146 statt, der letzte drei Wochen spéter am
Studientag T 167. Eine individuelle Zuordnung der Geschlinge gelang anhand der
Studienohrmarken. Die Geschlinge wurden am Schlachtband in Anlehnung an den
Lungenscore nach CHRISTENSEN et al. (1999) untersucht. Hierfir wurde der
dreidimensionale Umfang der EP-typischen Verénderungen mittels
Prozentangaben zwischen 0 % und 100 % bewertet. Jeder einzelne Lungenlappen
(Lobus (L.) cranialis sinister, L. medialis sinister, L. caudalis sinister, L. cranialis
dexter, L. medialis dexter, L. caudalis dexter, L. accessorius) wurde entsprechend
visuell und palpatorisch untersucht. Die Prozentangaben der Lungenlasionen der
einzelnen Lungenlappen wurden durch folgende Formel zu einem Gesamtscore
zusammengefasst: (0,05 x L. cranialis sinister) + (0,05 x L. medialis sinister) +
(0,30 x L. caudalis sinister) + (0,10 x L. cranialis dexter) + (0,10 x L. medialis
dexter) + (0,35 x L. caudalis dexter) + (0,05 x L. accessorius). Dieser errechnete
Lungenscore gibt den prozentualen Anteil des makroskopisch veranderten

Lungengewebes am gesamten Lungengewebe wider.

11. Molekularbiologische Diagnostik

Am Schlachthof wurden von 75 Tieren der Safety-Gruppe Lungenproben
gewonnen und zur weiteren molekularbiologischen Untersuchung an die Klinik
fur Schweine im Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, der
Justus- Liebig-Universitdt Giessen, gesendet. Jeweils 20-50 mg Lungengewebe
wurde zur DNA Extraktion verwendet, welche mit dem Testkit INSTANT Virus
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RNA Kit (Analytik Jena AG, Deutschland) durchgefiihrt wurde. AnschlieRend
wurde 2,5 pl extrahierte DNA fiir die q-PCR nach STRAIT et al. (2008), welche
auf den Primern Mhp183F, Mhp183R und der Sonde Mhpl183P basiert, benutzt.
Dieser direkte Nachweis von M. hyopneumoniae spezifischer Genomfragmente
wurde mit Hilfe eines 7300 realtime PCR Systems (Applied Biosystems,
Deutschland) mit folgendem Temperaturprotokoll: DNA Polymerase Aktivierung
bei 95°C fir 15 min mit anschlieBend 40 Zyklen mit einer Denaturierung bei 95°C
fir 15 sek und einer Annealing und Extensionsphase von 60 sek bei 60°C,
durchgefiihrt (HILLEN et al., 2014).

12. Mortalitat

Wihrend der Studie verendet aufgefundene sowie aus Tierschutzgrinden getttete

Studientiere wurden notiert.

13. Statistik

Die Datenauswertung und die Diagrammerstellung wurden mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogrammes ~ Excel  (Microsoft Office 2010) und der
Statistiksoftware SPSS 20.0 (IBM® SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiinrt.
Jedes Einzeltier war eine Statistische Einheit. Von quantitativen Werten wurde
das arithmetische Mittel, der Median, die Standardabweichung, die Varianz, das
Minimum und das Maximum berechnet. Die Prifung der Daten auf
Normalverteilung erfolgte mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test ~ mit
Signifikanzkorrektur nach Lilliefors. Das Signifikanzniveau lag bei 5% mit
einem Konfidenzintervall von 95 %. Die Nullhypothese basierte darauf, dass kein
Unterschied zwischen den Studiengruppen innerhalb der untersuchten Parameter
besteht.

Ein statistisches Gutachten galt als Grundlage fur die Berechnung der Tierzahlen
der einzelnen Versuchsgruppen. Fur die Wirksamkeitsanalyse des Impfstoffes
Porcilis® M Hyo ID ONCE wurden die Lungenlasionen, die Gewichtsentwicklung
und zusétzlich die Ergebnisse der serologischen und molekularbiologischen
Untersuchungen als abhéngige Variablen benutzt. Die Sicherheitsbeurteilung
basierte auf der Analyse der Allgemeinuntersuchung, der lokalen Hautreaktion

sowie der Ergebnisse der rektalen Kdrpertemperatur und Mortalitét.

Die Mittelwerte der errechneten Lungenscores der drei Studiengruppen wurden
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anhand des Mann-Whitney-U-Tests  miteinander ~ verglichen.  Fir  jede
Studiengruppe wurde die Haufigkeitsverteilung der Lungenscores fur die
unterschiedlichen Kategorien, 0%, >0%-5%, >5%-10%, >10%-20% und
>20%-100% anhand des Chi-Quadrat-Test ermittelt und untereinander
verglichen. Zudem wurde die Haufigkeitsverteilung der aufgetretenen Pleuritiden
mit Hilfe dieses Tests bewertet. Der Vergleich der Haufigkeitsverteilung der
Studiengruppen zu den drei Schlachtterminen wurde ebenfalls anhand des Chi-
Quadrat-Test berechnet und die Mittelwerte der Mastdauer wurden mittels Mann-
Whitney-U-Test gegenlibergestellt. Die mittleren Endmastgewichte der Tiere des
ersten  Schlachttermins  waren nicht normalverteit und wurden anhand des

Kruskal-Wallis-Test miteinander verglichen.

Der Vergleich der Mittelwerte der drei Studiengruppen der normalverteilten
Gewichts- und  Mastleistungsdaten  wurde anhand  einer  einfaktoriellen
Varianzanalyse ANOVA berechnet. Weiterhin wurden Post-hoc-
Mehrfachvergleiche (Bonferroni) fur den paarweisen Vergleich zwischen den
Gruppenmittelwerten benutzt; hierbei handelt es sich um T-Tests mit einer
Anpassung des Signifikanzniveaus an Mehrfachvergleiche. Fur die nicht-
normalverteitten  Daten  der  serologischen-  und  molekularbiologischen
Untersuchungen wurde die Haufigkeitsverteilung positiver Tiere mit Hilfe des
Chi-Quadrat Tests berechnet und die Mittelwerte der Antikorpertiter und der
Erregermenge der drei Studiengruppen mit Hilfe des Mann-Whitney-U Test

verglichen.

Insgesamt wurden bei den genannten Parametern die beiden Vakzinegruppen
untereinander sowie jeweils mit der Placebogruppe verglichen. Wegen diesen drei
Paarvergleichen wurde eine Korrektur der Signifikanzniveaus nach Bonferroni-

Holm angewendet. Diese lagen somit bei 1,7 %, 2,5 % und 5 %.

Fur die Sicherheitsparameter wurden die Gruppenvergleiche der Mittelwerte der
beiden Scores der klinischen Untersuchung und der Lokalreaktion zwischen den
verschiedenen  Injektionsmethoden-  und  Prdparaten, mit  Hilfe  des
nichtparametrischen  Kruskal-Wallis- Testverfahrens  durchgefihrt. Bei errechneter
Signifikanz  wurden anschlieBend die  Gruppen paarweise mit Hilfe des
nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test verglichen. Da es sich um mehrere
aufeinander basierende Paarvergleiche handelte (M Hyo ID ONCE mit Kontrolle

id.; M+PAC® mit Kontrolle im; Kontrolle id. mit Kontrolle im.;
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M Hyo ID ONCE mit M+PAC®) wurde eine Korrektur des Signifikanzniveaus
nach Bonferroni-Holm verwendet; folglich wurden die Signifikanzniveaus auf
1,25%, 167%, 25% und 5% angehoben. Die Analyse der
Haufigkeitsverteilung der Anzahl klinischer Verénderungen, der Anzahl maximal
aufgetretener lokaler Hautverdnderungen und der Persistenz der Veranderungen
wurde mittels Chi-Quadrat-Test durchgefuhrt. Die Nullhypothese belief sich
darauf, dass alle  Applikationsmethoden  gleichwertige =~ Veranderungen
hervorrufen. Die Mittelwerte der nicht-normalverteilten Temperaturdaten wurden
mit Hilfe des Kruskal-Wallis- und anschlieend mittels Mann-Whitney-U-Test
verglichen. Die nicht-normalverteilten Mortalitdtsdaten wurden anhand des Chi-

Quadrat-Test zwischen den Studiengruppen verglichen.
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V. ERGEBNISSE

In die Studie wurden insgesamt 420 Tiere mit einem Alter von 21 bis 24
Lebenstagen eingeschlossen. In die Studiengruppe M Hyo ID ONCE wurden 138,
in die intradermale Kontrollgruppe 70, in die M+PAC®-Gruppe 144 und in die
intramuskuldre  Kontrollgruppe 68 Tiere eingeschlossen. Von insgesamt 395
Tieren konnte nach der Schlachtung ein Lungenscore erhoben werden. Die
restlichen 25 Tiere sind entweder im Verlauf der Studie verstorben (13 Tiere),
wurden aus tierschutzrechtlichen Grinden getotet (ein Tier) oder konnten infolge

verlorener Ohrmarke nicht mehr eindeutig identifiziert werden (11 Tiere).
1. Vertraglichkeit und Sicherheit des Impfstoffes

1.1. Klinische Untersuchung

Die 84 Tiere der Safety-Gruppe wurden 30 bis 60 Minuten nach der Injektion und
an den folgenden sieben Tagen einmal taglich klinisch untersucht. Fir jedes
einzelne  Tier wurde neben der Beurteilung des Allgemeinbefindens das

Vorhandensein von Appetit, Niesen, Husten und Atemnot erhoben.

Resultierend aus diesen Beobachtungen wurden die Haufigkeiten des Auftretens
einer Veranderung der unterschiedlichen Kklinischen Parameter errechnet. Eine
Minderung des Appetits wurde bei keinem Tier (ber den gesamten
Untersuchungszeitraum  festgestellt. Eine Reduzierung des Allgemeinbefindens,
eine leichte Dyspnoe oder Husten trat nur bei jeweils einem Tier an einem
Untersuchungstag auf. Niesen trat bei insgesamt 19 Tieren auf. Zwischen 3,3 %
bis maximal 33,3 % der Tiere einer Studiengruppe wiesen eine Abweichung eines
Parameters auf. Zusammenfassend trat eine Verdnderung eines Klinischen
Parameters nie langer als einen Tag auf und war stets nur als geringgradig
einzustufen. Bei einem Tier wurde ein reduziertes Allgemeinbefinden beobachtet.
Das Auftreten der klinischen Veranderungen war gleichmaig auf die Vakzine-
und Placebogruppen verteilt. Die Haufigkeitsverteilung ist in der Tabelle 7
dargestellt.
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Tabelle 7 - Anzahl der Tiere mit Klinischen Auffélligkeiten zwischen den
Kontroll- und Vakzinegruppen

M Hyo ID ONCE | Kontrolle id. M+PAC® | Kontrolle i.m.
n=28 n=13 n=30 n=13

Parameter Anzahl der Tiere mit Verénderungen
i : : 1 :
Niesen 5 2 10 2
Husten 0 0 1 0
Dyspnoe 1 0 0 0
Anorexie 0 0 0 0

Zusatzlich wurde anhand dieser Untersuchungen ein Klinischer Gesamtscore pro
Tier Uber den Untersuchungszeitraum errechnet. Die maximal zu erreichende
Punktzahl je Tier belduft sich auf 72 Punkte. In der Abbildung 1 ist der mittlere
Gesamtscore je Studiengruppe dargestellt. Von allen untersuchten Tieren erreichte
ein Tier der M+PAC®-Gruppe einmalig ein Maximum von zwei Scorepunkten. Es
ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Kontroll-

und Vakzinegruppen hinsichtlich dieses klinischen Gesamtscores.

Vergleich des mittleren klinischen Gesamtscores der Kontroll-
und Vakzinegruppen

)
5

0,40

Mittlerer Klinischer Score (max: 72
o
I

mM Hyo ID ONCE m Kontrolle i.d. mM+PAC m Kontrolle i.m.

Abbildung 1 - Mittlerer Kklinischer Gesamtscore der Kontroll- und
Vakzinegruppen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum im Vergleich
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1.2. Lokale Hautreaktion an der Applikationsstelle

Eine aufgetretene lokale Hautreaktion an der Injektionsstelle wurde anhand ihres
Durchmessers in cm, ihrer Konsistenz und vermehrter Warme u./o. Rétung
beurteilt. Fir jeden dieser Parameter wurden einzeln, je nach Schweregrad der
Veranderung, Scorepunkte vergeben. Die Tabelle 8 zeigt die Anzahl der Tiere fir
die vier Studiengruppen, bei denen eine lokale Hautreaktion auftrat, sowie deren
Haufigkeitsverteilung  innerhalb  der  verschiedenen Grade der beurteilten
Parameter. Die groRten aufgetretenen Umfangsvermehrungen hatten einen
Durchmesser von 1,5 cm, waren von harter Konsistenz und vermehrt warm u./ o.
gerotet. Eine vermehrte Wérme der Injektionsstelle trat teilweise isoliert, ohne
eine anhand der Parameter Umfangsvermehrung und Konsistenz abgrenzbare
lokale Reaktion, auf. Die restlichen Tiere wiesen keine Verénderungen an der
Injektionsstelle auf.

Tabelle 8 - Anzahl der Tiere mit einer lokalen Hautreaktion, Verhartung und

Rotung u/o. Warme an der Injektionsstelle. Haufigkeitsverteilung der
maximal aufgetretenen verschiedenen Grade

Score M Hyo ID ONCE | Kontrolle i.d. M+PAC® | Kontrolle i.m.
n=28 n=13 n=30 n=13
1 8 4 20 5
2 9 2 2 0
Durchmesser
3 6 0 0 0
4 0 0 0 0
gesamt 23 (82,1%) 6 (46,2%) 22 (73,3%) 5 (38,5%)
1 2 2 13 4
Konsistenz 2 11 4 8 1
3 10 0 1 0
gesamt 23 (82,1%) 6 (46,2%) 22 (73,3%) 5 (38,5%)
Rotunﬂg u./o. 1 20 3 24 8
Waérme
gesamt 20 (71,4%) 3 (23,1%) 24 (80,0%) 8 (61,5%)

Insgesamt wiesen 82,1 % der Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe, 46,2 % der
Tiere der intradermalen Kontrolle sowie 73,3 % der Tiere der M+PAC®-Gruppe
und 385% der Tiere der intramuskularen Kontrolle sichtbare lokale

Hautreaktionen auf. Bei der statistischen Auswertung wurden die vier
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Studiengruppen wie folgt miteinander verglichen, M Hyo ID ONCE zur Kontrolle
id.; M+PAC® zur Kontrolle im.; beide Kontrollen; sowie beide Impfgruppen. Bis
auf den Parameter ,Rotung u./ o. Wirme™ konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den vier Studiengruppen fur die Anzahl der Tiere bei denen eine lokale
Hautreaktion auftrat, festgestellt werden. Zwanzig Tiere der M Hyo ID ONCE-
Gruppe hatten eine vermehrt gerotete u./o. warme Injektionsstelle im Vergleich

zu drei Tieren der intradermalen Kontrolle (p = 0,006).

Zudem unterschieden sich die beiden Kontroligruppen nicht in  der
Haufigkeitsverteilung der maximal aufgetretenen Verdnderungen jedes einzelnen
Parameters wahrend der acht Untersuchungszeitpunkte (Tabelle 8). Der
Gruppenvergleich  zwischen den  beiden nadellos intradermal applizierten
Substanzen ergab signifikante Unterschiede bei dem Auftreten von hérteren
(Score: 3, p=0,017) und wvermehrt gerGteten u./ o. warmeren Reaktionen
(p =0,006). Im Vergleich dazu gab es keine signifikanten Unterschiede bei der
Haufigkeitsverteilung  zwischen den beiden intramuskuldr injizierten Substanzen
(M+PAC® zur Kontrolle im). Zusdtzlich ergab die Haufigkeitsverteilung
zwischen den beiden Impfstoffen, dass es nach der Applikation wvon
Porcilis® M Hyo ID ONCE signifikant haufiger zu groReren (Score: 3, p = 0,009)
und hérteren (Score:3, p=0,002) Reaktionen an der Injektionsstelle kam. Die
Anzahl an Tieren, bei denen maximal eine bis 0,5 cm Durchmesser grof3e (Score:
1, p=0,005) und weiche (Score: 1, p =0,002) Umfangsvermehrung auftrat, war
hingegen signifikant hoher nach einer Applikation von M+PAC®.

Tabelle 9 - Anzahl der Tiere mit einer lokalen Hautreaktion an der
Injektionsstelle langer als einen Tag bzw. Persistenz an Tag 7

Anzahl der Tiere

M Hyo ID ONCE | Kontrolle id. | M+PAC® | Kontrolle i.m.
Persistenz @) (b) (c) @ Signifikanzen
n=28 n=13 n=30 n=13
> einen a, b: p=0,014
Tag 2l 4 1 3 a; c: p=0,004
anTag 7 10 2 0 0 a, ¢: p=0,000

Die Analyse der Persistenz der lokalen Reaktionen ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Kontrollgruppen sowie zwischen den beiden
intramuskuldren Gruppen (Tabelle 9). In der M Hyo ID ONCE-Gruppe konnten

signifikant h&ufiger lokale Hautreaktionen beobachtet werden, die langer als einen
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Tag persistierten, im Vergleich zur intradermalen Kontrolle sowie zur M+PAC®-
Gruppe (p=0,014, p=0,004). Am letzten Beobachtungszeitpunkt, sieben Tage
nach der Injektion, wiesen noch 10 Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe und zwei
Tiere der intradermalen Kontrollgruppe eine lokale Hautverdnderung auf (Tabelle
9 und Abbildung 2). Die Haufigkeitsverteilung des Parameters, ,Persistenz an Tag
7¢ unterschied sich nur zwischen den beiden Impfstoffgruppen signifikant
voneinander (p = 0,000).

Eine Ubersicht tber den zeitlichen Verlauf der lokalen Hautreaktionen ist in der
Abbildung 2 dargestellt. Die  Mittelwerte  des  tdglichen  lokalen
Hautreaktionsscores (Summe aus den taglichen Scores Durchmesser, Konsistenz
und Entzindungszeichen) jeder Studiengruppe wurden ermittelt. Die maximal zu
erreichenden téglichen acht Scorepunkte wurden bei keinem Tier vergeben. Der
hochste tagliche Score eines Tieres lag bei sieben Scorepunkten fur die
M Hyo ID ONCE-Gruppe, bei vier Scorepunkten fir die Kontrolle id., bei funf
Scorepunkten fir die M+PAC®-Gruppe und drei Scorepunkten fir die Kontrolle

L.m.
Vergleich des mittleren tiéiglichen lokalen Hautreaktionsscores der
Placebo- und Vakzinegruppen

8
@ 7
g 6 =N Hyo ID ONCE
E 5 Kontrolle i.d.
=
Z4 ——M+PAC
53 / .
2 \ —Kontrolle i.m.
- 2 —
= - \
= \

0 _M

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7

b1 Untersuchungszeitpunkt

p.inj.: post injectionem

Abbildung 2 - Vergleich des Verlaufs des mittleren téglichen lokalen
Hautreaktionsscores der Kontroll- und Vakzinegruppen

Fir die drei Merkmale Durchmesser, Konsistenz und Entziindungszeichen wurde
jeweils ein einzelner Score errechnet. Dieser setzt sich aus der Summe der
taglichen Scores der acht Untersuchungszeitpunkte zusammen, wobei die

Mittelwerte der Studiengruppen der Tabelle 10 zu entnehmen sind. Die mittleren
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Scores der einzelnen Parameter, unterschieden sich weder zwischen den beiden
Kontroligruppen, welche mittels  verschiedener Injektionsmethoden  Diluvac®
Forte erhielten, noch zwischen den beiden per Nadel geimpften Gruppen
(M+PAC® und Kontrolle im.). Fir alle drei Parameter ergaben sich signifikant
hohere mittlere Scores der M Hyo ID ONCE-Gruppe im Vergleich zur
intradermalen  Kontroligruppe. Tiere, die mit Porcilis® M Hyo ID ONCE geimpft
wurden, hatten signifikant héhere mittlere Scores der Parameter Durchmesser und
Konsistenz, als Tiere die mit M+PAC® geimpft wurden.

Tabelle 10 - Mittlerer Score der Lokalreaktionen als Summe der Scores der

acht Untersuchungszeitpunkte, mit Signifikanzen der Unterschiede zwischen
den Studiengruppen

Score Signifikanzen

Parameter Studiengruppe

n| MW /| SD | Min. [ Max p

M Hyo IDONCE, a | 28 | 7,07 | 6,37 0 21 a, ¢: p=0,000
Durchmesser Kontrolle i.d. b 13| 1,23 | 1,83 0 6 a, b: p=0,001
Maximum: 32 M+PAC®, ¢ 30| 123|107 o 4 | c, d:p=0,007
Kontrolle i.m., d 13| 0,69 | 1,03 0 3 b, d: p=0,591
M Hyo IDONCE, a | 28 | 8,89 | 7,26 0 22 a, c: p=0,000
Konsistenz Kontrolle id., b 13| 1,46 | 2,07 0 6 a, b: p=0,001
Maximum: - 24 M+PAC®, ¢ 30| 160 | 148 | 0 5 | ¢ d:p=0047
Kontrolle i.m., d 13| 0,77 | 1,24 0 4 b, d: p=0,496
M Hyo IDONCE, a | 28 | 2,04 | 2,08 0 6 a, ¢: p=0,197
Entziindungszeichen Kontrolle id., b 13| 0,23 | 0,44 0 1 a, b: p=0,001
Maxmum: 8 M+PAC®, ¢ 0| 110 07| o 3 | ¢ d:p=0333
Kontrolle i.m., d 13| 0,85 | 0,80 0 2 b, d: p=0,048

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der acht Untersuchungszeitpunkte liefert
der lokale Gesamtscore, der die Summe der taglich erreichten Scorepunkte
darstellt. Auch hier wurde das Maximum von 64 Punkten nie erreicht. Ein Tier
der M Hyo ID ONCE-Gruppe hatte mit 49 Scorepunkten den hochsten
vergebenen Wert. Die Mittelwerte der lokalen Gesamtscores der vier
Studiengruppen sind in der Tabelle 11 dargestelt. Die M Hyo ID ONCE-Gruppe

hat einen signifikant hoheren mittleren Gesamtscore der Lokalreaktion gegeniber



IV. Ergebnisse 55

der intradermalen Kontrolle und der M+PAC®-Gruppe. Die mittleren lokalen
Gesamtscores der M+PAC®-Gruppe und der intramuskularen Kontrollgruppe
sowie beider Kontrollgruppen untereinander, unterscheiden sich nicht signifikant.

Tabelle 11 - Mittlerer Gesamtscore der Lokalreaktion als Summe der Scores

der acht Untersuchungszeitpunkte, mit Signifikanzen der Unterschiede
zwischen den Studiengruppen

Tierzahl Gesamtscore (max: 64) Signifikanzen
Studiengruppe
n MW SD Min. Max p
a c:
M Hyo ID ONCE, 2 1 15,2 4 '
yo ID ONCE, a 8 8,00 5,23 0 9 6=0,000
Kontrolle id, b 13 202 | 409 0 13 3 b
- ’ ' p=0,001
c, d:
M+PAC® 12 ’
C',c 30 3,93 3,08 0 0=0,083
Kontrolle im, d 13 231 | 29 0 9 b, d:
o ’ ’ p=0,881
1.3. Innere Korpertemperatur

Die durchschnittliche innere Korpertemperatur der Ferkel der verschiedenen
Studiengruppen Uberschritt nach der Injektion sowie in den darauffolgenden vier
Tagen nicht den von GROSSE BEILAGE (2013) angegebenen physiologischen
Bereich von 38,9 bis 40,1 °C bei Saugferkeln und 38,7 bis 39,9 °C bei
Absetzferkeln. Einen Tag nach der Impfung (Tag 1) war die durchschnittliche
Korpertemperatur der Tiere, die mittels M+PAC® geimpft wurden, mit 39,4 °C
signifikant hoher als jene der anderen drei Gruppen (Abbildung 3). Die hdchste
Differenz  zwischen den durchschnittlichen Korpertemperaturen betrug 0,43 °C
zum Zeitpunkt Tag 1 zwischen der M+PAC®-Gruppe und der intramuskuldren
Kontrollgruppe. Die groRten Differenzen zwischen den gemessenen Werten vor
und nach der Injektion waren 1,9 °C bei einem ungeimpften Ferkel, 0,7 °C bei
einem mit M+PAC® und 0,4 °C bei einem mit Porcilis® M Hyo ID ONCE

geimpften Tier.
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Durchschnittliche Rektaltemperatur, Vergleich Kontroll- und
Vakzinegruppen
40,00
]
]
£ w0
g :
I
E,. ./_—\
E 39,00
=
£
2
38,50 Tag 0. Tag O
ag . az % Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
a.inj. p-mj.
—+—MHyo ID ONCE| 39,51 39,51 39,14 39,00 39,14 39.21
—a—Kontrolle i.d. 39,49 39,52 39,12 38.95 38,98 39,18
—i— M+PAC 39.57 39,59 39.40 38.96 39,02 39.17
——Kontrolle i.m. 39,28 39,32 38,97 38.95 39,10 39.15
a.inj.: ante injectionem
p.inj.: post injectionem

Abbildung 3 - Vergleich der durchschnittlichen inneren Korpertemperaturen
der Kontroll- und Vakzinegruppen

2. Wirkung des Impfstoffes und Leistungsparameter

Fir die serologische Auswertung und die Leistungsparameter wurden die Tiere

der  beiden  Kontrollgruppen  zu  einer  gemeinsamen  Placebogruppe
zusammengeschlossen.

2.1. Serologie

Von den Tieren der Safety-Gruppe wurden vor der Impfung, vier und zwolf
Wochen post injectionem (p.inj.) und am Ende der Mast Blutproben gewonnen.
Die Ergebnisse der ELISA-Untersuchungen werden als Verhéltnis der Probe zur
positiv. Kontrolle (P/PK) angegeben. Ein P/PK-Verhélinis Uber 0,4 qilt als
positives Ergebnis. Anhand dieser serologischen Ergebnisse wurden Mittelwerte
der Antikorpertiter der zwei Impfgruppen und der Placebogruppe berechnet

(Abbildung 4). Zusatzlich wurde fir jeden Untersuchungszeitpunkt die Anzahl
seropositiver Tiere bestimmt.

Am 21. Lebenstag der Ferkel (Studientag T 0) waren acht Tiere der
M Hyo ID ONCE-Gruppe (32 %), vier Ferkel der M+PAC®-Gruppe (14 %) sowie
vier Tiere der Placebogruppe (18 %) seropositiv  (Abbildung 5). Die

Haufigkeitsverteilung der seropositiven Tiere unterschied sich nicht zwischen den
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Versuchsgruppen, zudem gab es keine signifikanten Differenzen der mittleren

Antikorpertiter.

Vier Wochen nach der Impfung hatten die mittels M+PAC® geimpften Tiere
sowohl signifikant hohere mittlere Antikorpertiter (P/PK = 0,801, Abbildung 4)
als auch einen signifikant grofReren Anteil an seropositiven Tieren im Vergleich
zur anderen Vakzine- und zur Placebogruppe (p = 0,000). Zu diesem Zeitpunkt
waren drei der Porcilis® M Hyo ID ONCE geimpften Tiere seropositiv. Zusétzlich
war das mittlere P/PK-Verhdltnis dieser Gruppe mit 0,145 signifikant héher als
jenes der Kontroligruppe (p = 0,003). Insgesamt kam es zum Absinken der
Antikorpertiter der M Hyo ID ONCE- und der Kontroligruppe vom Studientag
T 0 bis vier Wochen nach der Impfung.

Vergleich der Entwicklung der durchschnittlichen Antikorpertiter
der Placebo- und der Vakzinegruppen

200 / 4 Wo. p.inj.:
. ¢: p=0.003
1’§3 / ~ E; E: ﬁzo;ooo
140 / /: a, b: p=0,000
1,20 yayya 12 Wo. p.inj.:
S st
0,80 a, b: p=0,000

0,60

' / / / Mastende:
0.40 a, c: p=0,086
020 B~ v/ Cut-Off 4 . p=0,000
0,00 a, b: p=0,000

[ I
Tag 0 4 Wochen p.inj. 12 Wochen p.inj. Ende der Mast

Verhiiltnis Probe zur Positivkontrolle (P/PK)

——M HyoID ONCE,a —#—M+PAC,b ——Kontrolle, c

Abbildung 4 - Verlauf der mittleren Antikorpertiter der Placebo- und der
Vakzinegruppen im Vergleich, mit signifikanten Unterschieden der mittleren
P/PK-Werte zwischen den Studiengruppen

Zwolf Wochen nach Studienbeginn waren die mittleren P/PK-Verhéltnisse beider
Vakzinegruppen signifikant héher als jene der Placebogruppe. 77 % der Tiere der
M+PAC®- und 16 % der Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe waren 12 Wochen
nach der Impfung seropositiv (Abbildung 5). Zu diesem Untersuchungszeitpunkt
waren alle Tiere der Placebogruppe seronegativ. Die mittleren Antikorpertiter der

M+PAC®-Gruppe waren zu jedem Untersuchungszeitpunkt signifikant héher als
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jene der M Hyo ID ONCE-Gruppe. Bei allen drei Studiengruppen kam es zu
einem Anstieg der mittleren Antikdrpertiter zwischen dem Zeitpunkt 12 Wochen
p.inj. und der letzten Beprobung kurz vor der Schlachtung. Am Mastende waren
alle untersuchten Studientiere seropositiv (Abbildung 5). Die Tiere der M+PAC®-
Gruppe hatten zu diesem Zeitpunkt signifikant hohere mittlere Antikorpertiter als
die ungeimpften Tiere und die Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe.

Vergleich der seropositiven Tiere der Placebo- und der
Vakzinegruppen
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a, b: p=0,000 a, b: p=0,000

——M Hyo ID ONCE, a, =25 —#—M+PAC,b,n=27 —+—Kontrolle, ¢, n=22

Abbildung 5 - Anzahl seropositiver Tiere der Placebo- und der
Vakzinegruppen im Vergleich, mit signifikanten Unterschieden zwischen den
Studiengruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten

2.2. Gewichtsentwicklung

Das Korpergewicht der Tiere wurde mittels Einzeltierwiegungen am Studientag
TO (21. Lebenstag der Ferkel), zur Einstallung in die Mast (T 55) und am Ende
der Mastphase, einen Tag bevor die ersten Tiere zur Schlachtung gingen (T 145),
erfasst. Anhand dieser Daten wurden die durchschnittlichen Korpergewichte der
Tiere der einzelnen Studiengruppen fur jeden Untersuchungszeitpunkt berechnet.
Zusatzlich wurden die mittleren taglichen Zunahmen der Tiere zwischen dem 21.

Lebenstag und der Masteinstallung, wahrend der Mastperiode sowie Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum ermittelt.
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Zum Studienbeginn unterschieden sich die mittleren Gewichte der Placebo- und
Vakzinegruppen nicht signifikant (Abbildung 6). Ebenfalls ergaben sich keine
signifikanten Differenzen der mittleren téglichen Zunahmen wahrend der Periode
vom 21. Lebenstag der Tiere bis zur Masteinstallung (T 0 — T 55). Zu Mastbeginn
wogen die Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe durchschnittlich 30,2 kg, jene der
M+PAC®-Gruppe 30,3kg und die Kontrolitiere 29,5 kg. Am Ende der Mast
(T 145) ergaben sich signifikante Unterschiede der mittleren Koérpergewichte
zwischen den Vakzinegruppen und der Placebogruppe (Abbildung 6). Am
Studientag 145 wogen die Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe durchschnittlich
112,4kg im Vergleich zu den im Mitel 4,1kg leichteren Kontrolltieren
(p = 0,005). Die Tiere der M+PAC®-Gruppe waren mit einem mittleren Gewicht
von 1135kg ebenfalls signifikant schwerer als die Kontrolltiere (Differenz:
5,2 kg).

Durchschnittliche Gewichtsentwicklung der Tiere der Placebo- und der

120 Vakzinegruppen im Vergleich
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Abbildung 6 - Vergleich der mittleren Gewichte (kg) der Placebo- und der
Vakzinegruppen, mit Signifikanzen zwischen den Studiengruppen

Betrachtet man die tdglichen Zunahmen wahrend der Mastphase, hatten die Tiere
der M Hyo ID ONCE-Gruppe im Durchschnitt 37 g, jene der M+PAC®-Gruppe
48 g hohere Tageszunahmen, als die Tiere der Placebogruppe (Abbildung 7).
Diese Differenzen der Tageszunahmen waren signifikant (p <0,005). Betrachtet
man den gesamten

Porcilis® M Hyo ID ONCE  geimpften Tiere im Durchschnitt 28 g  signifikant

Untersuchungszeitraum hatten die mit
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hohere mittlere Tageszunahmen im Vergleich zu den ungeimpften Tieren. Die
mittleren  taglichen Zunahmen Uber den Zeitraum TO-—T 145 der M+PAC®-

Gruppe waren um 36 g ebenfalls signifikant héher als jene der Placebogruppe.

Zwischen den beiden Vakzinegruppen gab es zu keinem Untersuchungszeitpunkt
signifikante Unterschiede in Bezug auf die mittleren Korpergewichte und die
mittleren taglichen Zunahmen.

Durchschnittliche tiigliche Zunahmen der Placebo- und der
Vakzinegruppen im Vergleich
1050
Lzl Differenzen
900 T55-T145:
21.LT - Ende der Mast a,c:37g
750 p=0,005
B
= b, c: 48g
E 600 _ £=0,000
21.LT - Masteinstallung
E 450 T0-T145:
g a, c: 28¢g
300 p=0.004
150 + b, c: 36g
p=0,000
0 i
TO-T55 T55-T145 TO-T145
B M Hyo ID ONCE, a 434,8 9134 7319
EM+PAC, b 4381 924.5 740,0
H Kontrolle, ¢ 4227 875.6 703,38

Abbildung 7 - Vergleich der mittleren taglichen Zunahmen der Placebo- und
der Vakzinegruppen mit den signifikanten Gewichtsdifferenzen

2.3. Mastdauer und Korpergewichte zum ersten Schlachttermin

Die Tiere wurden an drei verschiedenen Terminen geschlachtet (T 146, T 153 und
T 167). Sie befanden sich zwischen 91 und 112 Tage im Maststall. Anschlie3end
wurde die Haufigkeitsverteilung der Tiere der Placebo- und Vakzinegruppen zu
den drei Schlachtterminen verglichen und die durchschnittliche Mastdauer jeder

Studiengruppe berechnet (Tabelle 12).
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Tabelle 12 - Vergleich der mittleren Mastdauer der Placebo- und der
Vakzinegruppen mit Haufigkeitsverteilung der Tiere innerhalb der
Schlachttermine

Anzahl der Tiere je Schlachttermin

Mittlere
1. Termin 2. Termin 3. Termin ?asamrt]elz Mastdauer
Ierza in Tagen
Masttage 91 98 112
Anzahl der Tiere 167 176 5 395
(n)
M Hyo ID ONCE 60 (46,9 %) 53 (41,4 %) 15 (11,7 %) 128 96,4
M+PAC® 67 (48,9 %) 53 (38,7 %) 17 (12,4 %) 137 96,3
Kontrolle 40 (30,8 %) 70 (53,8 %) 20 (154 %) 130 98

Nach 91 Masttagen wurden 46,9 % der Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe,
48,9 % der Tiere der M+PAC®-Gruppe, sowie 30,8% der Schweine der
Placebogruppe geschlachtet. Die beiden Vakzinegruppen hatten einen signifikant
groReren Anteil an der ersten Schlachtpartie, im Vergleich zur Placebogruppe (p <
0,01). Die zweite Schlachtung fand nach 98 Masttagen statt und es wurden 70
Tiere der Placebogruppe im Vergleich zu jeweils 53 Tieren beider
Vakzinegruppen geschlachtet. Hierbei war der Anteil der Placebogruppe an der
Gesamtzahl zum zweiten Termin geschlachteter Tiere signifikant hoher als jener
der M+PAC®-Gruppe (p=0,014). Beim letzten Schlachttermin ergab sich kein
Unterschied in der Haufigkeitsverteilung zwischen den Studiengruppen. Die
unterschiedliche Verteilung der Studiengruppen auf die drei Schlachttermine
ergab eine mittlre Mastdauer von 96,3 bis 96,4 Tagen fir die beiden
Vakzinegruppen (Tabelle 12). Vergleichsweise hatte die Placebogruppe eine im
Durchschnitt um 1,6 Tage zur M Hyo ID ONCE-Gruppe und 1,7 Tage zur
M+PAC®-Gruppe signifikant (p <0,014) verlingerte Mastperiode mit einem
Mittelwert von 98 Tagen.

Zusatzlich wurde das mittlere Korpergewicht (T 145) der Tiere, die nach 91
Masttagen geschlachtet wurden, ermittet und zwischen den Placebo- und
Vakzinegruppen verglichen (Abbildung 8). Die Endmastgewichte wvon zweli
Tieren der M Hyo ID ONCE- sowie von drei Tieren der Kontrollgruppe konnten
nicht erhoben werden, diese Tiere wurden jedoch in den Berechnungen der

mittleren Mastdauer und des Lungenscores bericksichtigt.
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Endmastgewichte der Tiere der Placebo- und Vakzinegruppen zum ersten Schlachttermin im

Vergleich
140
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Abbildung 8 - Vergleich der Korpergewichte (kg) der Placebo- und der
Vakzinegruppen zum ersten Schlachttermin

Zum ersten Schlachttermin

mit  mittleren
Endmastgewichten von 119,0 kg (M Hyo ID ONCE) und 119,4 kg (M+PAC®)
sowie die Tiere der Placebogruppe mit einem mittleren Endmastgewicht wvon
113,4 kg geschlachtet (Tabelle 13). Die mittleren Endmastgewichte der Tiere der

ersten Schlachtpartie unterschieden sich nicht signifikant.

wurden die vakzinierten Tiere

Tabelle 13 - Vergleich der mittleren Endmastgewichte (kg) der Placebo- und
der Vakzinegruppen zum ersten Schlachttermin

Endmastgewicht (kg)
Studiengruppe Tierzahl
MW SD Min. Max.
M Hyo ID ONCE 58 119,0 9,0 91,0 138,0
M+PAC® 67 119,4 6,5 97,0 137,0
Kontrolle 39 113,4 16,7 70,5 136,5
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2.4, Lungenbefunde am Schlachthof

Insgesamt  konnten am  Schlachthof die Lungen von 395 Tieren
(M Hyo ID ONCE-Gruppe: n = 128, M+PAC®-Gruppe: n = 137, Placebogruppe:
n = 130) mit dem in Kapitel I11.9. beschriebenen Score beurteilt werden. Neben
dem mittleren Lungenscore jeder Studiengruppe wurde eine Kategorisierung der
prozentualen Veranderungen vorgenommen. Anschlielend wurden die Tiere

anhand ihres erreichten Scores den unterschiedlichen Kategorien zugeteilt.

Betrachtet man die Gesamtheit der durchschnittlichen Lungenverédnderungen
(Abbildung 9), ergibt sich ein signifikant niedrigerer mittlerer Lungenscore wvon
2,51% der M Hyo ID ONCE-Gruppe als jener der M+PAC®- und der
Placebogruppe  (p=0,034; p=0,000). Der ermitelte  durchschnittliche
Lungenscore der Placebogruppe lag bei 4,27 % wohingegen jener der M+PAC®-
Gruppe signifikant niedriger bei 3,72 % lag (Abbildung 9).

Durchschnittlicher Lungenscore der Tiere der Placebo- und der
Vakzinegruppen im Vergleich
10
S‘E‘ g a, c: p=0,000
‘é’ b, ¢: p=0,000
3 a, b: p=0,034
E 6
g
=
S 4
g
)
5>
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M Hyo ID ONCE, n=128, a M+PAC, n=137,b Kontrolle, n=130, ¢

Abbildung 9 - Vergleich der mittleren Lungenveranderungen der Tiere der
Placebo- und der Vakzinegruppen in Prozent

Bei 31,3% der mitels Porcilis® M Hyo ID ONCE geimpften Tiere wurden keine
Lungenverédnderungen beobachtet (Abbildung 10). Dahingegen hatten 16,1 % der
Tiere der M+PAC®-Gruppe sowie 7,7% der Tiere der Placebogruppe
unveranderte Lungen. Die Tiere beider Vakzinegruppen hatten signifikant
haufiger unverdnderte Lungen im Vergleich zur Placebogruppe (p <0,039);
zusdtzlich waren im Vergleich zu der M+PAC®-Gruppe signifikant mehr Tiere
der M Hyo ID ONCE-Gruppe in dieser Kategorie zu finden (p =0,004).
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Weiterhin befanden sich im Bereich von bis zu 5% Lungenverédnderungen
signifikant (p = 0,017) mehr Tiere der M+PAC®-Gruppe (75,2 %) im Vergleich
zur - M Hyo ID ONCE-Gruppe (60,9 %). In der Kategorie >5%—10%
Lungenlasionen befanden sich 2,3 % der Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe,
3,6 % der Tiere der M+PAC®-Gruppe und 9,2 % der Placebo-Tiere. Der Bereich
>10 % - 20 % beinhaltete 4,7 % der Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe, 1,5 %
der Tiere der M+PAC®-Gruppe, sowie 6,9 % der Tiere der Placebogruppe. In der
Kategorie Uber 20 % Lungenldsionen befanden sich 4 Tiere der Placebogruppe
(3,1 %), sowie 5 Tiere der M+PAC®-Gruppe (3,6%) und ein Tier der
M Hyo ID ONCE-Gruppe (0,8 %). Die Haufigkeitsverteilung in diesen letzten
drei Kategorien ergab keine signifikanten  Unterschiede zwischen den
Studiengruppen (Abbildung 10).

Kategorisierung der Lungenlisionen der Tiere der Placebo- und der
Vakzinegruppen im Vergleich
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Abbildung 10 - Vergleich der Haufigkeitsverteilung der Tiere der Placebo-
und Vakzinegruppen innerhalb der unterschiedlichen Kategorien der
Lungenlasionen, mit Signifikanzen zwischen den Studiengruppen

Bei der Erhebung des Lungenscores wurde zusétzlich das Vorhandensein einer
Pleuritis  beurteilt. Die Haufigkeitsverteilung des Auftretens von Pleuritiden
zwischen den drei Studiengruppen ist in der Tabelle 14 dargestelit. Bei 14,1 % der
Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe, bei 11,7 % der Tiere der M+PAC®-Gruppe
und bei 14,6 % der Tiere der Placebogruppe traten Pleuritiden auf. Diese

Haufigkeiten unterschieden sich nicht signifikant.
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Tabelle 14 - Auftreten von Pleuritiden innerhalb der Studiengruppen

Studiengruppe Tierzahl gesamt Anzahl der Tiere mit Pleuritis
M Hyo ID ONCE n=128 18 (14,1 %)
M+PAC® n=137 16 (11,7 %)
Placebo n=130 19 (14,6 %)
2.5. Molekularbiologische Diagnostik

Insgesamt wurden von 75 Tieren der Safety-Gruppe Lungenproben mittels g-PCR
auf M. hyopneumoniae untersucht. Ein Nachweis wvon M. hyopneumoniae
spezifischen Genomfragmenten gelang bei 5/26 Tieren der M Hyo ID ONCE-
Gruppe, bei 7/27 Tieren der M+PAC®-Gruppe und bei 9/22 Tieren der
Placebogruppe (Tabelle 15). Die Héaufigkeitsverteilung dieser positiven ¢-PCR
Ergebnisse ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Studiengruppen
(p = 0,257). Die mittlere Erregerlast pro pg DNA betrug 5,9 x10° bei den mit
Porcilis® M Hyo ID ONCE geimpften Tieren, 1,0 x10* bei den mit M+PAC®
geimpften Tieren und 2,7 x10° bei den ungeimpften Kontrolitieren (Tabelle 15).
Es ergab sich kein signifikanter Unterschied der mittleren Erregerlast pro pg DNA
zwischen der Placebo- und den Vakzinegruppen (p = 0,297).

Tabelle 15 - Vergleichende Anzahl M. hyopneumoniae g-PCR positiver
Lungenproben und mittlere Erregerlast der Placebo- und Vakzinegruppen

An_i?hl Erreger pro pg DNA
Studiengruppe Tierzahl pqlf'i:;r\éer
MW SD Min. Max.
g-PCR
M Hyo ID ONCE 26 5 5,9x10° 2,9x10* 0 1,5x10°
M+PAC® 27 7 1,0x10* 5,1x10* 0 2,7x10°
Kontrolle 22 9 2,7x10° 7,5x10° 0 3,2x10*

3. Mortalitat

Insgesamt wurden 420 Tiere in die Studie eingeschlossen. Die erhobene
Mortalitdt von insgesamt 14 Tieren setzt sich aus den verendeten und getiteten
Tieren zusammen. Dies ergibt eine Mortalitdit von 3,3 %. Bis zum Absetzen
verendete jeweils ein Tier beider Vakzinegruppen. Hierbei handelte es sich um

Erdriuckungsverluste. Im Verlauf der Aufzucht verendeten jeweils zwei Tiere der
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M Hyo ID ONCE-Gruppe und der Placebogruppe und ein Tier der M+PAC®-
Gruppe. Wahrend der Mast kam es zu einem Verlust von jeweils zwei Tieren der
drei Studiengruppen. Am Ende der Mast wurde ein Tier der M+PAC®-Gruppe aus
Tierschutzgrinden getotet. Zusammenfassend verendeten jeweils funf Tiere der
beiden Vakzinegruppen und vier Tiere der Placebogruppe. Es bestand kein
signifikanter Unterschied in der Haufigkeitsverteilung verendeter bzw. getOteter
Tiere zwischen der Placebo- und den Vakzinegruppen. Keines der Tiere verendete
in einem zeitlichen Zusammenhang nach der Injektion. Die restlichen elf Tiere
von denen keine Lungenscores erhoben werden konnten, verloren im Laufe der
Mast oder wahrend des Schlachtvorgangs ihre Ohrmarke und waren nicht mehr

identifizierbar.
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V. DISKUSSION
1. Vertraglichkeit und Sicherheit des Impfstoffes
1.1. Klinische Untersuchung

Bei der taglichen Klinischen Untersuchung, wéhrend eines Zeitraumes von sieben
Tagen nach der Impfstoffapplikation, wurden die Parameter Allgemeinbefinden,
Appetit, Niesen, Husten und Atemnot beurteilt. Der Appetit war bei allen Tieren
stets erhalten, ein vermindertes Allgemeinbefinden sowie Husten trat bei einem
Tier der M+PAC®-Gruppe auf und Dyspnoe wurde einmalig bei einem Tier der
M Hyo ID ONCE-Gruppe beobachtet. Niesen trat gleichmaRig verteilt in allen
vier Studiengruppen auf. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bei der
Haufigkeitsverteilung der Klinischen Symptome zwischen den Kontroll- und
Vakzinegruppen. Neben dieser gleichmaRig verteilten Inzidenz der beobachteten
klinischen Verénderungen, weist der niedrige Kklinische Gesamtscore auf die
geringe Ausprédgung der aufgetretenen klinischen Symptome hin. Letzterer
unterscheidet sich ebenfalls nicht signifikant zwischen den Kontroll- und

Vakzinegruppen.

Nebenwirkungen nach der Applikation von M. hyopneumoniae Impfstoffen bei
Ferkeln sind in unterschiedlichen Untersuchungen beschrieben. So zeigten Tiere
in einer Studie von ZIMMERMANN (2012), nach einer Applikation eines one-
shot M. hyopneumoniae Impfstoffes in der ersten Lebenswoche, vermehrt Zeichen
von Niedergeschlagenheit und reduziertem Allgemeinbefinden. Zudem kam es in
einer weiteren Erhebung wvon DREXLER et al (2010) nach einer
Kombinationsimpfung gegen M. hyopneumoniae und PRRSV in der vierten
Lebenswoche bei wenigen Tieren zu transienten systemischen Nebenwirkungen.
Weitere systemische Reaktionen wie Erbrechen, Atemnot und Ataxie, die
unmitteloar nach einer Impfstoffapplikation in einer Studie von MAES et al
(1999b) auftraten, wurden in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht beobachtet. Die
in der Packungsbeilage von Porcilis® M Hyo IDONCE  und  M+PAC®
beschriebenen Nebenwirkungen wie Anzeichen von Unbehagen, Tachypnoe bis
hin zu Emesis und Anorexie traten in der vorliegenden Arbeit ebenfalls nicht bzw.
nicht vermehrt auf. In einigen weiteren Studien wurden bei Impfungen gegen

M. hyopneumoniae bei Uber drei Wochen alten Ferkeln ebenfalls keine Klinisch
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relevanten Nebenwirkungen beschrieben (KYRIAKIS et al, 2001; DAWSON et
al., 2002; TASSIS et al., 2012; KRISTENSEN et al., 2014).

1.2. Lokale Hautreaktion an der Applikationsstelle

Das Auftreten von lokalen Hautreaktionen wurde sowohl zwischen den
Impfstoffgruppen und ihren Kontroligruppen (M Hyo ID ONCE vs. Kontrolle i.d.;
M+PAC® vs. Kontrolle im) sowie zwischen den beiden Kontroligruppen
(Kontrolle i.d. vs. Kontrolle im.) und 2zwischen den beiden Impfstoffgruppen
(M Hyo ID ONCE vs. M+PAC®) verglichen.

Bei der statistischen Auswertung ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Kontroligruppen was das Auftreten von lokalen
Hautreaktionen an der Injektionsstelle anbelangt. Die Betrachtung des
Gesamtscores der lokalen Hautreaktionen sowie deren Persistenz zeigte, dass die
Auspragung der lokalen Hautreaktionen nach der nadellosen, intradermalen
Applikation von Diluvac® Forte mit jener nach der intramuskuldren Applikation
mittels Injektionskanille desselben Praparates vergleichbar war. Diese Ergebnisse
decken sich nicht mit jenen von UHL (2013). Hier traten nach einer nadellosen
Injektion  signifikant  haufiger ~ Umfangsvermehrungen,  Verfarbungen  und
Verhértungen auf. Diese unterschiedlichen Ergebnisse konnten auf die Varianz
der applizierten Volumina zurlckzufihren sein. In der vorliegenden Studie wurde
bei der nadellosen Injektion nur 0,2 ml Diluvac® Forte appliziert im Vergleich zur
intramuskuldren Injektion von 2 ml desselben Praparates. Einige Autoren gehen
davon aus, dass die Auspragung der lokalen Hautreaktion unter anderem auch
durch das applizierte Volumen beeinflusst wird (BARNETT et al, 1996;
ELICKER & SIPOS, 2009). Die Entstehung von lokalen Hautreaktionen, die
allein auf die Applikationsform wie die intradermale Injektion oder die
intramuskuldren  Applikation mittels Kanile zurickzufuhren sind, ist somit nur
bedingt vergleichbar. Dies wird durch die Ergebnisse anderer Autoren unterstiitzt,
die ein hdufigeres Auftreten sowie vermehrt gerOtete lokale Hautreaktionen mit
héarterer Konsistenz nach nadelloser Applikation beobachteten (WILLIAMS et al.,
2000; REY et al., 2013; SOONAWALA et al., 2013).

Vergleicht man die nadellose, intradermale Injektion von
Porcilis® M Hyo IDONCE  mit der alleinigen intradermalen Injektion des

Adjuvans Diluvac® Forte, traten nach der Impfstoffapplikation signifikant
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haufiger hértere und gerttete u./o. warmere lokale Hautreaktionen auf. Anhand
der mittleren Scores der einzelnen Parameter und des mittleren Gesamtscores wird
deutlich, dass die aufgetretenen Hautreaktionen nach der Applikation der Vakzine
sowohl signifikant groRer und hérter als auch gerfteter u./o. wéarmer waren.
Zudem ruft eine intradermale Applikation von Porcilis® M Hyo ID ONCE neben
einer starkeren auch eine langer andauernde lokale Hautreaktionen hervor als eine
alleinige Applikation des Adjuvans. Insgesamt sind die hier aufgetretenen lokalen
Hautreaktionen wie in weiteren Studien von GERGEN et al. (2002), JONES et al.
(2005) und BERNARDY et al. (2008) nach nadelloser, intradermaler
Impfstoffapplikation  dokumentiert wurde von geringer, meist transienter
Auspragung.  Auch  nach  intramuskuldaren  Impfstoffapplikationen  traten
voriibergehend lokale Hautreaktionen auf, die ebenfalls als klinisch nicht relevant
bewertet wurden (GERGEN et al., 1999; LILLIE, 2004; ZIMMERMANN, 2012).
Bezogen auf den Durchmesser der lokalen Hautveranderungen nach der
Applikation  verschiedener  Impfstoffe, wurden in  anderen  Studien
Hautverdnderungen mit geringem (<0,5 cm) (ZIMMERMANN, 2012) bis
mittelgradigem Durchmesser (< 1,5cm) (HILMER, 2013) dokumentiert. Diese
Ergebnisse sind mit jenen der vorliegenden Arbeit vergleichbar. In einer
Untersuchung von HILMER (2013) rief die Applikation eines auf
Aluminiumhydroxid ~ basierenden  Influenza-Impfstoffes  bei  Schweinen, im
Vergleich zur  NaCl-Injektion, hdufiger Umfangsvermehrungen und hohere
Temperaturverlaufe an der Applikationsstelle hervor. Diese Ergebnisse bestétigen
den Einfluss des Impfstoffes auf die Ausprdgung der lokalen Hautreaktion. Nach
der alleinigen Applikation von Adjuvanzien wie z.B. Diluvac® Forte konnen
lokale Hautreaktionen entstehen, da es in einer Untersuchung von VITORIANO-
SOUZA et al (2012) nach einer intradermalen Injektion verschiedener
Adjuvanzien bei Mausen jeweils zu einer Migration von Entziindungszellen, wie
z.B. neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, an die Applikationsstelle kam.
Die lokale Entzindungsreaktion an der Injektionsstelle ist durch die Adjuvanzien
bedingt und scheint wichtig fir die Ausbildung der Immunantwort zu sein
(VITORIANO-SOUZA etal., 2012).

Der Vergleich der intramuskuldren Impfstoffapplikation mit der intramuskuléren
Injektion von Diluvac® Forte ergab keine signifikanten Unterschiede was die

Anzahl und die Ausprégung der lokalen Hautreaktionen betraf. Es gilt jedoch zu
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beachten, dass der Impfstoff M+PAC® dinnflissiges Mineralsl  und
Aluminiumhydroxid beinhaltet und nicht auf Diluvac® Forte als Adjuvans basiert.
Letzteres  beinhaltet  dl-a-Tocopherolacetat und  kodnnte  starkere  lokale
Hautreaktionen verursachen als die Adjuvanzien von M+PAC® und somit die
lokalen Hautreaktionen nach einer M+PAC® Applikation im Vergleich

relativieren.

Um eine vergleichende Aussage uUber die Sicherheit der Applikation beider
Impfstoffe zu treffen, wurden das Auftreten und die Auspragungen der
Reaktionen an der Injektionsstelle nach der Applikation beider Vakzine
gegentbergestellt. Die mit Porcilis® M Hyo ID ONCE geimpften Tiere zeigten
signifikant héufiger grofRere und hdrtere lokale Hautreaktionen. Wohingegen in
den Kategorien ,bis 0,5 cm Durchmesser und ,weiche Konsistenz* die Tiere der
M+PAC®-Gruppe signifikant haufiger vertreten waren. Zudem persistierten die
Hautreaktionen nach der intradermalen Applikation von
Porcilis® M Hyo ID ONCE signifikant langer. Da beide Kontrollgruppen sich
nicht signifikant in der Haufigkeit und dem Grad der lokalen Hautreaktionen
unterschieden, lasst sich schlieRen, dass die Unterschiede zwischen beiden
Impfstoffgruppen auf den applizierten Vakzinen beruhen und nicht auf der
Injektionsmethode. Eine unterschiedliche Auspragung der lokalen Hautreaktionen
je nach appliziertem Praparat wird auch von anderen Autoren beschrieben
(GREEN et al., 1987; WILLSON et al., 1995; ELICKER, 2006; HILMER, 2013;
NELSON et al., 2013). In einer Studie von ELICKER und SIPOS (2009) rief eine
Impfung mittels M+PAC® verglichen mit einer Applikation von Suvayxn® M.hyo
starkere Schwellungen und vermehrt Warme an der Injektionsstelle hervor.
Weiterhin ~ belegen  Untersuchungen  der  lokalen  Hautreaktion  nach
Impfstoffapplikation, dass die Art und die Stdrke der Entzindungsreaktion
vorwiegend von der Zusammensetzung des Impfstoffes abhdngen (ELICKER &
SIPOS, 2009; HILMER, 2013). Im vorliegenden Vergleich der M Hyo ID ONCE-
Gruppe mit der M+PAC®-Gruppe sollte man zusitzlich bedenken, dass einerseits
zwei unterschiedliche Volumina appliziert wurden und sich andererseits auch die
Tiefe der Injektion unterscheidet. Die unterschiedliche Starke der sichtbaren und
palpierbaren lokalen Reaktion konnte man somit auch dadurch erklaren, dass nach
einer  intramuskuldren  Injektion  die  Entzindungsreaktion in  tieferen

Gewebeschichten lokalisiert ist. Dies konnte zum Teil auch in einer Untersuchung
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von UHL (2013) festgestellt werden. Die Tiefe der Hauptlokalisation der
Entzindungsreaktion  nach  intramuskuldren  Impfstoffapplikationen  Kkorrelierte
zudem in einer Studie von HILMER (2013) mit der Lange der verwendeten
Kanlle.

1.3. Innere Korpertemperatur

Der Vergleich der durchschnittlichen inneren Koérpertemperatur ergab einen Tag
nach der Injektion signifikante Unterschiede zwischen den M+PAC® geimpften
Tieren und den drei anderen Studiengruppen. Die mittlere innere
Kérpertemperatur von 39,4 °C der mit M+PAC® geimpften Tiere lag jedoch im
physiologischen Bereich von 38,9 bis 40,1 °C fiur Saugferkel (GROSSE
BEILAGE, 2013). Weiterhin kam es innerhalb der M+PAC®-Gruppe weder zu
einem Anstieg der mittleren inneren Korpertemperatur unmitteloar nach der
Vakzination, noch zu einem Uberschreiten des maximalen Grenzwertes fiir
Absetzferkel von 39,9 °C (GROSSE BEILAGE, 2013) wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes.  Insgesamt sind diese Differenzen nicht als Klinisch

relevant zu betrachten.

Sowohl in einer Feldstudie von DAWSON et al. (2002) als auch von WILSON et
al. (2012) wurden nach einer M. hyopneumoniae Vakzination von Ferkeln kein
signifikanter Temperaturunterschied zwischen den Placebo- und Vakzinegruppen
beschrieben. Diese Ergebnisse decken sich mit jenen der vorliegenden Arbeit fur
die  restlichen  Messzeitpunkte.  Zudem  verblieb  die  mittlere  innere
Korpertemperatur ~ bei  allen  vier  Studiengruppen im  physiologischen
Temperaturbereich (GROSSE BEILAGE, 2013). Weiterhin fihrte in einer
Untersuchung von HILMER (2013) die Injektion einer M. hyopneumoniae
Vakzine auch unter experimentellen Bedingungen zu keiner signifikanten
Erhdhung der mittleren inneren Korpertemperatur gegentber der Injektion von
physiologischer  Kochsalzlbsung. Der in der Packungsbeilage angegebene,
maximale Anstieg von 2 °C nach der Applikation von Porcilis® M Hyo ID ONCE
wurde nicht beobachtet. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf
hin, dass es nach der Applikation beider Impfstoffe zu keiner erheblichen Akute-
Phase-Antwort kommt, die durch die Sekretion von endogenen Pyrogenen wie I
1, 16 und TNF-o mit Fieber gekennzeichnet ware (BAUMGARTNER &
SCHMIDT, 2011). Eine solche Reaktion kann durch die Applikation von
Medikamenten ausgelost werden (BAUMGARTNER & SCHMIDT, 2011).
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In Bezug auf die Sicherheit der Impfstoffapplikation, kann man unter den
gegebenen Bedingungen abschlieend festhalten, dass nach einer Vakzination mit
Porcilis® M Hyo ID ONCE vergleichbare klinische Symptome erhoben wurden,
wie nach der Injektion von M+PAC® oder der alleinigen Injektion des Placebos
Diluvac® Forte. Die aufgetretenen lokalen Reaktionen gingen weder mit einer
Beeintrachtigung der Tiere, noch mit einer ErhOhung der mittleren inneren
Korpertemperatur  Uber den physiologischen Bereich hinaus, einher. Die
makroskopisch sichtbaren Entzindungsreaktionen nach der Impfstoffapplikation,
als Zeichen der Aktivierung des Immunsystems, sollten nicht ausschlieRlich
negativ. bewertet werden. Demzufolge kann eine intradermale Vakzination mit
Porcilis® M Hyo ID ONCE  bei 21 Tage alten, gesunden Tieren als sicher
eingestuft werden.

2. Wirkung des Impfstoffes und Leistungsparameter

2.1. Serologie

Zu Studienbeginn am 21. Lebenstag waren zwischen 14 % und 32 % der Tiere
M. hyopneumoniae seropositiv. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
in der Hohe der mittleren Antikorpertiter und der Anzahl seropositiver Tiere
zwischen den Studiengruppen. Der vorliegende Betrieb war vor Studienbeginn
nicht M. hyopneumoniae frei. Sehr wahrscheinlich handelt es sich somit bei den
am 21. Lebenstag nachgewiesenen Antikbrpern um maternale Antikdrper, da
diese in einer Untersuchung von MORRIS et al. (1994) eine mediane
Halbwertszeit von 15,8 Tagen hatten. Bei WALLGREN et al. (1998) wurden
maternale Antikdrper teilweise noch bei 6,5 Wochen alten Ferkeln nachgewiesen
und ihre Persistenz war von der vorherigen Konzentration im Serum der Sau
abhangig. Es besteht hingegen die geringe Madglichkeit, dass die nachgewiesenen
Antikorper auch auf eine frihe Infektion der Saugferkel zuriickzufiihren sein
konnten, da 0ber eine nasale Ausscheidung der Sauen M. hyopneumoniae
ubertragen wird (CALSAMIGLIA & PIJOAN, 2000). Dies ist jedoch in der
vorliegenden  Untersuchung  eher  unwahrscheinlich, da  einerseits  der
Antikorperverlauf fur eine spate Infektion spricht und andererseits eine Erhebung
von NATHUES et al. (2010) eine niedrige Prévalenz von M. hyopneumoniae
Infektionen im Saugferkelalter in Deutschland belegt. Hierbei konnte der Erreger

nur bei 2,0% der Tiere im Lungengewebe mittels molekularbiologischen
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Untersuchungen nachgewiesen werden (NATHUES et al., 2010).

Vier Wochen nach der Vakzination waren die mittleren Antikrpertiter der
M+PAC®-Gruppe signifikant hoher als jene der Placebo- sowie der
M Hyo ID ONCE-Gruppe und auch der Anteil seropositiver Tiere lag mit 74 %
signifikant Uber jenem der beiden Vergleichsgruppen (0% - 12 %). Dieser
Anstieg der mittleren Antikorpertiter der intramuskular geimpften Tiere spricht
fir eine Reaktion auf die Vakzination und wurde auch in anderen Studien
beobachtet (THACKER et al., 2000a; SIUGZDAITE et al., 2003; METTLER,
2009). Dieses Phanomen konnte hingegen in der intradermalen Impfgruppe der
vorliegenden Arbeit und bei einer weiteren two-shot Vakzination in der ersten und
vierten  Lebenswoche (SCHREIBER, 2002) nicht festgestellt  werden.
ZIMMERMANN (2012) beobachtete ebenfalls nur einen geringen Anteil von
79%-8,1% seropositiver Tiere sechs bis acht Wochen nach einer
intramuskuldaren  one-shot M. hyopneumoniae  Vakzination in  der ersten
Lebenswoche. Jedoch lasst diese niedrige humorale Immunantwort nach der
Impfstoffapplikation keinen Ruickschluss auf die Effektivitit der Vakzination zu,
da in einer Erhebung von LILLIE (2004) nach einer one-shot Impfung in der
ersten Lebenswoche ebenfalls kein Anstieg der Antikdrpertiter nach Impfung
auftrat, obwohl die Wirksamkeit der Vakzination anhand wvon gesteigerten

Mastleistungen und einer Minderung des Lungenscores belegt wurde.

Vier Wochen nach der Injektion waren alle ungeimpften Tiere seronegativ.
Demgegeniiber waren drei Tiere, die mit Porcilis® M Hyo ID ONCE geimpft
wurden, seropositiv. Dies filhrte dazu, dass die M Hyo ID ONCE-Gruppe
signifikant hohere mittlere Antikorpertiter gegentiber der Placebogruppe aufwies.

Dies gilt gleichermal’en fir den Zeitpunkt 12 Wochen post injectionem.

Am Ende der Mastphase hingegen waren alle Tiere der verschiedenen
Studiengruppen  seropositiv. Der in  der  vorliegenden  Untersuchung
nachgewiesene konstante Anstieg der mittlren Antikdrpertiter  sowie  die
steigende Anzahl seropositiver Tiere zwischen den Zeitpunkten 12 Wochen post
injectionem und dem Mastende lassen auf eine Infektion zwischen der 19. und 21.
Lebenswoche schlieRen. Da spezifische Antikbrper drei bis funf Wochen nach
einer M. hyopneumoniae Infektion im Serum nachweisbar sind und bis 15
Wochen post infectionem persistieren konnen (SORENSEN et al., 1993; OKADA
et al, 2005). Die im vorliegenden Studienbetrieb stattgefundene Feldinfektion hat



74 V. Diskussion

einen erneuten Antigenkontakt zur Folge, welcher eine Stimulierung der durch die
Vakzination gebildeten B- und T-Gedachtniszellen bewirkt (AHMED & GRAY,
1996; MURPHY, 2012c). Dieser Booster Effekt der Feldinfektion erklart die
signifikant  hOheren  mittleren  AntikOrpertiter, sowie die  hohere  Anzahl
seropositiver Tiere der M+PAC®-Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe. Eine
Steigerung der Antikorpertiter nach der Infektion wurde bei geimpften Tieren
ebenfalls von REYNOLDS et al. (2009) nachgewiesen. Zudem bestatigt die
signifikant hohere Anzahl seropositiver Tiere der M+PAC®-Gruppe, verglichen
zur Placebogruppe, eine Untersuchung von MARTELLI et al. (2006) wobei die
Ferkel einmalig in der ersten Lebenswoche geimpft wurden als auch eine
Erhebung von VILLARREAL et al. (2012) bei der die Ferkel verschiedene two-
shot M. hyopneumoniae Impfstoffe erhielten.

Des Weiteren wiesen in der vorliegenden Untersuchung die intradermal geimpften
Tiere am Ende der Mast keine signifikant hoheren Antikorpertiter gegeniber den
ungeimpften Tieren auf. Zusétzlich konnte, wie in Feldstudien von BACCARO et
al. (2006) und SIBILA et al (2007), kein Unterschied des Prozentsatzes
seropositiver Tiere zwischen vakzinierten und ungeimpften Tieren kurz vor der
Schlachtung  nachgewiesen  werden.  Neben der erwahnten  fehlenden
Serokonversion nach der intradermalen Impfstoffapplikation scheint auch die
Anzahl seropositiver Tiere und die Hohe der gemessenen Antikdrpertiter am Ende
der Mastphase keine direkte Aussage Uber die Protektivitait der Vakzine
zuzulassen, da in einer Studie von DEL POZO SACRISTAN et al. (2014) eine
einmalige, intramuskulare Vakzination gegen M. hyopneumoniae zur einer
signifikanten Reduktion der Lungenldsionen fuhrte, obwohl nur ein geringer
Anteil von 6,9 %- 8,6 % der vakzinierten Tiere in der Mitte der Mastperiode
seropositiv war (DEL POZO SACRISTAN et al, 2014). Zusatzlich konnte in
Untersuchungen von DJORDJEVIC et al. (1997) und THACKER et al. (1998)
keine Korrelation zwischen der Hohe der induzierten Antikorpertiter im Serum
und der Protektivitait einer Impfung in Bezug auf die Reduktion von

Lungenlédsionen nachgewiesen werden.

AuBerdem zeigt der Vergleich der beiden vorliegenden Impfgruppen, dass die
intramuskuldre Injektion von M+PAC® gegeniiber der intradermalen Applikation
von  Porcilis® M Hyo ID ONCE  signifikant  hohere  mittlere  Antikorpertiter
induzierte. Entgegen diesen Ergebnissen beobachteten JONES et al. (2005), dass
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eine intradermale Impfung gegen M. hyopneumoniae in einer experimentellen
Studie signifikant hohere  Antikérpertiter  hervorrief, als eine intramuskulére
Applikation derselben Vakzine. In anderen M. hyopneumoniae Impfstoffstudien,
induzierten  hingegen  beide  Applikationswege vergleichbare  Antikdrpertiter
(HOUSER et al., 2004; MARTELLI et al., 2014). Eine mdgliche Erklarung fir
die in der vorliegenden Studie niedrigeren mittleren Antikorpertiter nach der
Injekton ~ von  Porcils® M Hyo IDONCE  liegt in  der intradermalen
Applikationsmethode. Eine intradermale Impfung stimuliert die Langerhans-
Zellen und die dermalen dendritischen Zellen als antigenprésentierende Zellen
(COMBADIERE & LIARD, 2011) und aktiviert neben den gemessenen
systemischen Immunglobulinen auch andere Pfeiler der Immunantwort. Nach
einer intradermalen Impfung gegen M. hyopneumoniae wurde eine, mit einer
intramuskularen Impfung vergleichbare, Konzentration an IgA sowie eine starkere
Genexpression von 1L-10 in der BAL-Flussigkeit nachgewiesen. Dies spricht
einerseits fur eine Induktion der Ilokalen humoralen Immunitdt, welche die
Adhasion des Erregers verhindern konnte und andererseits fur die Verstarkung der
spezifischen zelluldren Immunantwort, die sich in einem Anstieg der IFN-y
sezernierenden Zellen im Blut widerspiegelt (MARTELLI et al, 2014). Diese
Aktivierung der zellularen Immunitdt gilt als besonders wichtiy fur die
Schutzwirkung einer M. hyopneumoniae Vakzine (THACKER et al., 2000a).

2.2. Gewichtsentwicklung

Die durchgefihrte Randomisierung stellte sicher, dass zu Studienbeginn kein
signifikanter ~ Unterschied  zwischen den  mittleren  Korpergewichten — der
Studiengruppen bestand. Bis zum Ende der Aufzuchtphase konnte kein
signifikanter  Unterschied der mittleren tdglichen Zunahmen zwischen den
Studiengruppen festgestellt werden. Bei Untersuchungen von METTLER (2009),
DEL POZO SACRISTAN et al. (2014) und KRISTENSEN et al. (2014)
unterschieden sich geimpfte und ungeimpfte Tiere ebenfalls nicht in ihrer
Gewichtszunahme waéhrend der Aufzuchtperiode. Den serologischen Ergebnissen
der vorliegenden Studie entsprechend, war ein Einfluss der Vakzine auf die
Gewichtsentwicklung der Tiere erst in der Mastphase zu erwarten. Die Ermittlung
der mittleren Korpergewichte der einzelnen Vakzinegruppen zeigte, dass geimpfte
Tiere im Vergleich zu den Placebotieren am Mastende signifikant schwerer

waren. Die one-shot vakzinierten Tiere der vorliegenden Untersuchung hatten bis
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z2u 5,2kg hohere Endmastgewichte gegeniber den Placebotieren. Diese
Zuwachsleistung ist mit jener nach einer two-shot Vakzination vergleichbar,
wobei kurz vor der Schlachtung 4 kg bis 6 kg hohere Endmastgewichte bei
vakzinierten Tieren gegenuber ungeimpften Tieren nachgewiesen werden konnten
(SIUGZDAITE et al., 2003; TZIVARA et al, 2007). Jedoch bleibt zu beachten,
dass diese two-shot geimpften Tiere teils eine vergleichbare teils eine verlangerte

Mastperiode gegentber den Tieren der vorliegenden Studie aufwiesen.

In Bezug auf die taglichen Zunahmen zeigte eine Meta-Analyse (Uber
Impfstoffstudien der neunziger Jahre, dass vakzinierte Tiere im Mittel 21 g hohere
tagliche Zunahmen hatten als ungeimpfte Tiere (JENSEN et al, 2002). Eine
Steigerung der mittleren Tageszunahmen um 23 g (DAWSON et al., 2002), sowie
der  Mastleistung  nach  einmaliger,  intramuskuldrer M. hyopneumoniae
Vakzination konnte weiterhin durch METTLER (2009) und WILSON et al.
(2012) belegt werden. In der vorliegenden Arbeit hatten die mit M+PAC®
geimpften Tiere im Mittel 36 g hohere tagliche Zunahmen wéhrend des gesamten
Studienzeitraums. Im Hinblick auf eine intradermale Applikation filhrte in einer
Feldstudie von TASSIS et al. (2012) eine einmalige Impfung von Ferkeln ab dem
28. Lebenstag zu einer um 23 g signifikant hoheren taglichen Zuwachsleistung
gegentiber  ungeimpften  Kontrolltieren. Dieser Einfluss einer  intradermalen
Vakzination gegen M. hyopneumoniae auf die Gewichtsentwicklung zeigte sich
ebenfalls in der  vorliegenden Studie, SO wiesen  die mit
Porcilis® M Hyo ID ONCE geimpften Tiere gegeniber der Placebogruppe ber
den gesamten Studienzeitraum gesehen 28 g hohere tégliche Zunahmen auf.
Weitere nicht-infektiose Faktoren, die Einfluss auf die Gewichtsentwicklung der
Tiere nehmen wie die Genetik, das Geschlecht und die Fitterung spielen in der
vorliegenden Arbeit keine Rolle, da alle Studientiere von einer Zuchtlinie
abstammten, die Randomisierung nach Geschlecht durchgefihrt wurde und alle
Tiere dasselbe Futter erhielten.

Demgegeniiber filhrte in einer Untersuchung von DEL POZO SACRISTAN et al.
(2014) eine intramuskuldre Impfung am 21. Lebenstag zu keiner signifikanten
Mastleistungssteigerung  im  Vergleich  zur ~ Kontrollgruppe.  In weiteren
Feldstudien konnte durch eine einmalige Impfung um die vierte Lebenswoche
ebenfalls keine signifikante Verbesserung der Mastleistungsdaten nachgewiesen
werden (BACCARO et al., 2006; KRISTENSEN et al., 2014). Diese kontroversen
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Ergebnisse des Einflusses einer Vakzination gegen M. hyopneumoniae auf die
Gewichtsentwicklung der Tiere verdeutlichen, dass der Erfolg einer Impfung
gemessen an den Mastleistungssteigerungen, durch multiple Faktoren wie dem
Management, dem Impf- und Infektionszeitpunkt, dem Infektionsdruck sowie

dem Vorliegen von Koinfektionen in der Herde beeinflusst wird.

Hervorzuheben bleibt, dass zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede der
mittleren  Gewichte und  Tageszunahmen  zwischen den Tieren beider
Vakzinegruppen bestanden. In einer vergleichbaren Studie von TASSIS et al.
(2012) wurden ebenfalls nach einer M. hyopneumoniae Impfung keine
Unterschiede  zwischen beiden  Applikationsmethoden in  Bezug auf die

Mastleistungsdaten berichtet.

Abschlielend  bleibt  fir die  vorliegende  Feldstudie  angesichts  der
Gewichtsentwicklung der Tiere festzuhalten, dass die Applikation beider
Impfstoffe zu Mastleistungssteigerungen gegentiber der Placebogruppe flhrte.
Zudem sind die hier festgestelten Zuwachsleistungen vor dem Hintergrund zu
sehen, dass alle Studientiere in einem Stallabteil gemeinsam mit weiteren 280
nicht vakzinierten Tieren aufgestallt waren. Dies fihrte zu einem hdheren
Infektionsdruck als unter Ublichen Produktionsbedingungen, wo typischerweise
alle Tiere eines Mastdurchganges geimpft werden. Somit lasst sich vermuten, dass
es Dbei einer geschlossenen Impfdecke zu einer grofReren Leistungssteigerung

durch die Vakzination kommen konnte.

2.3. Mastdauer und Korpergewichte zum ersten Schlachttermin

Die beiden Vakzinegruppen hatten eine um 1,6 - 1,7 Tage signifikant verkirzte
mittlere Mastdauer gegentber der Placebogruppe. Diese verkirzte Mastdauer
zeigte sich darin, dass signifikant mehr Tiere beider Vakzinegruppen beim ersten
Termin geschlachtet wurden. In einer Untersuchung von CHARLIER et al. (1993)
erreichten two-shot geimpften Tiere 2,1 Tage, sowie in einer Studie von MAES et
al. (1999b) bis funf Tage schneller ein Gewicht von 100 kg gegentber
ungeimpften Tieren. LE GRAND und KOBISCH (1996) konnten nach einer two-
shot Impfung eine mittlere Reduktion der Mastdauer um 2,4 Tage feststellen,
welche mit jener in der vorliegenden Arbeit gefundenen Verkirzung vergleichbar
ist. In der vorliegenden Studie wird die Verkirzung der Mastperiode der beiden

Vakzinegruppen zusétzlich anhand der signifikant hoheren Tageszunahmen der
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geimpften Tiere in der Mastphase und der hoéheren mittleren Koérpergewichte,

einen Tag vor dem ersten Schlachttermin, belegt.

Die Korpergewichte der vakzinierten Tiere zum ersten Schlachttermin betrugen
im Mittel zwischen 119,0 kg und 119,4 kg. Im Vergleich wogen die Tiere der
Placebogruppe durchschnittlich 113,4 kg. Wenngleich dieser Unterschied nicht
signifikant war, wiesen die geimpften Tiere tendenziell hdéhere mittlere
Korpergewichte auf. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Kontrolltiere im
Mittel deutlich leichter geschlachtet wurden als die Tiere beider Impfgruppen.
Dies impliziert, dass die Kontrolltiere der ersten Schlachtpartie teilweise vor
Erreichen des angestrebten Endmastgewichtes von 120 kg verkauft wurden. Dass
sich diese Differenzen nicht statistisch signifikant unterscheiden, konnte sich
durch die grofle Standardabweichung von 16,7 kg innerhalb der Placebogruppe
und die geringeren Tierzahlen innerhalb der drei Studiengruppen erklaren.

2.4. Lungenbefunde am Schlachthof

Die  makroskopischen Lungenverdnderungen einer chronischen Enzootischen
Pneumonie (EP) sind durch violett bis graue Konsolidierungen der cranio-
ventralen Anteile der Lunge gekennzeichnet (THACKER & MINION, 2012). Fir
die Erfassung und Quantifizierung dieser EP-typischen Verdnderungen wurde ein
Lungenscore am Schlachthof erhoben. Dieser gibt den prozentualen Anteil der
Lungenverdnderungen am gesamten Lungengewebe wider. Die Beurteilung der
Lungenscores  der  vorliegenden  Studie  ergab  signifikant  niedrigere
durchschnittliche Werte bei den Vakzinegruppen im Vergleich zur Placebogruppe.
Mit  Porcilis® M Hyo ID ONCE  geimpfte  Tiere hatten  einen  mittleren
Lungenscore von 2,51 % gegeniiber der Placebogruppe mit 4,27 %. Eine
signifikante Reduktion des mittleren Lungenscore nach einer einmaligen Impfung
gegen M. hyopneumoniae konnte auch in anderen Studien belegt werden
(DAWSON et al, 2002; BACCARO et al, 2006; REYNOLDS et al, 2009;
WILSON et al,, 2012). Bei KRISTENSEN et al. (2014) fuhrte eine Vakzination
mit M+PAC® in der vierten Lebenswoche ebenfalls zu einem niedrigeren
mittleren Lungenscore im Vergleich zu einer Placebogruppe. In der vorliegenden
Arbeit wurden die EP-typischen Lungenlasionen zusétzlich anhand ihres
Schweregrades in Kategorien eingeteilt. Hierbei zeigte sich, dass geimpfte Tiere
signifikant weniger Lungenlasionen entwickelten. Insgesamt traten bei 31,3 % der
mit Porcilis® M Hyo ID ONCE und bei 16,1 % der mit M+PAC® geimpften Tiere
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keine Veranderungen auf. Demgegeniber wiesen nur 7,7 % der ungeimpften
Tiere Lungen ohne makroskopisch sichtbare Veranderung auf. Betrachtet man die
Gruppen mit Uber 5% Veranderungen wird deutlich, dass hier die ungeimpften
Tiere, verglichen mit den beiden vakzinierten Gruppen, starker vertreten waren.
Eine Reduktion der Prévalenz von Lungenldsionen konnte auch in Studien von
REYNOLDS et al. (2009) und WILSON et al. (2012) nach einer einmaligen
M. hyopneumoniae Impfung in der ersten Lebenswoche beobachtet werden.
Insgesamt wurden in der Erhebung von WILSON et al. (2012) bei 18 % der
vakzinierten Tiere keine Lésionen gefunden, im Vergleich zu 6,7 % der
Placebotiere. Nach einer einmaligen Vakzination mit M+PAC® in der vierten
Lebenswoche beobachteten KRISTENSEN et al. (2014) ebenfalls eine Reduktion
der Anzahl der Tiere mit Lungenlasionen. Die Vakzination mit einem anderen
M. hyopneumoniae Impfstoff konnte jedoch die Pravalenz und den mittleren
Lungenscore  gegentber der  Kontrollgruppe nicht  signifikant  reduzieren
(KRISTENSEN et al., 2014).

Die in der vorliegenden Arbeit bestehende Reduktion der Pravalenz von EP-
typischen Lungenldsionen vakzinierter Tiere zusammen mit deren verbesserten
Tageszunahmen gegenlber ungeimpften Tieren unterstiitzen Ergebnisse von
PAGOT et al. (2007) die zeigten, dass eine negative Korrelation zwischen den
Gewichtszunahmen und der Prévalenz von Lungenldsionen besteht. Zudem zeigte
die Erhebung in Frankreich einen Zusammenhang zwischen dem Schlachtalter
und dem Grad der beobachteten Lungenldsionen (PAGOT et al, 2007).
Vergleichsweise konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass
vakzinierte Tiere gegeniber den ungeimpften Kontrolitieren signifikant niedrigere
mittlere  Lungenscores  aufwiesen und  zugleich eine  signifikant  kirzere

Mastperiode hatten.

Weiterhin zeigte sich in der vorliegenden Studie, beim Vergleich der beiden
Impfgruppen, dass die intradermal geimpften Tiere (2,51 %) einen signifikant
niedrigeren  durchschnittlichen  Lungenscore  gegentiber  den  intramuskuldr
geimpften Schweinen (3,72 %) aufwiesen. Dies konnte auf die unterschiedliche
Applikationsart  zurlickzufihren sein. Eine intradermale Injektion aktiviert die
epidermalen Langerhans- und die dermalen dendritische Zellen (COMBADIERE
& LIARD, 2011), welche als antigenprasentierende Zellen einerseits ber eine

Stimulierung der T-Zellen die erworbene, zellulare Immunantwort sowie
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andererseits Uber B-Lymphozyten die humorale Immunantwort initieren (CHASE
& KUNNEY, 2012). Nach einer intradermalen Impfung gegen M. hyopneumoniae
konnte eine signifikant hohere Genexpression von 1I-10 in der BAL-Flissigkeit
gegentber intramuskuldr- und  ungeimpften Tieren nachgewiesen  werden
(MARTELLI et al, 2014). Dies konnte einerseits fur eine verstarkte lokale
humorale, als auch andererseits fur eine Blockierung der Uberschie3enden
Zytokinexpression sprechen (MARTELLI et al, 2014). In einer weiteren Studie
von FERRARI et al (2011) induzierte eine intradermale Impfstoffapplikation
gegen das Suid Herpesvirus Typ-1 (SHV-1), im Vergleich zur intramuskuléren
Applikation, zwei Wochen nach der Boosterimpfung, eine verstarkte Stimulierung
der zytotoxischen CD8R* T-Zellen und eine schnellere Erhdhung der
regulierenden CD25" Zellen. In anderen Untersuchungen fiihrte eine intradermale
Impfstoffapplikation neben einer vergleichbaren lokalen und  systemischen
humoralen- sowie zelluldren Immunantwort (MARTELLI et al, 2014) teilveise
zu einer verstarkten Stimulation der zelluldren Immunantwort gegentber einer
intramuskuldren Vakzination (MARTELLI et al, 2009; FERRARI et al., 2011).
Die verstarkte zellulare  Immunantwort war beispielsweise  durch  hohere
Konzentrationen von IFN-y sezernierenden Zellen und natirlichen Killerzellen im
Blut gekennzeichnet (MARTELLI et al., 2009).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine erhebliche genetische Varianz
zwischen M. hyopneumoniae Stdmmen (FREY et al, 1992) innerhalb und
zwischen verschiedenen Herden (STAKENBORG et al., 2005a; CHARLEBOIS
et al, 2014) bestent und dass teilweise weniger als 55 % Homologie zwischen
Impf- und Feldstdmmen gefunden wird (CHARLEBOIS et al., 2014). Neben der
Varianz auf Genomebene zeigte sich ebenfalls eine Heterogenitdit des Proteoms
zwischen verschiedenen Herden (CALUS et al, 2007). Weiterhin beobachteten
VILLARREAL et al. (2011b), dass eine Vakzination, je nach Virulenz des
zirkulierenden Stammes, eine unterschiedlich stark ausgeprégte Protektion in
Bezug auf die Klinischen Symptome und die Lungenldsionen induzierte. Somit
konnte der verbesserte Lungenscore der M Hyo ID ONCE-Gruppe auch anhand
des verwendeten Impfstoffes  erklart werden. Der Impftsamm  von
Porcilis® M Hyo IDONCE ~ (Stamm  11) koénnte einen genetisch  hoheren
Verwandtschaftsgrad mit  jenem in der Studienpopulation  zirkulierenden

M. hyopneumoniae Stamm haben und somit eine stdrkere Protektion hervorrufen,
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als der J-Stamm von M+PAC®.

Darlber hinaus ergab die Verteilung der aufgetretenen Pleuritiden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den drei Studiengruppen. Bei 14,1 % der
intradermal, bei 11,7 % der intramuskuldr geimpften Tiere und 14,6 % der
Placebotiere wurden Pleuritiden am Schlachthof festgestellt. In Belgien wurde
eine &hnliche Prévalenz und Verteilung von Pleuritiden nach einer einmaligen
Vakzination am 21. Lebenstag erhoben. Hierbei traten bei 11,6 % der geimpften
und bei 12,3% der nicht geimpfte Tieren Pleuritiden auf (DEL POZO
SACRISTAN et al, 2014). Diese Ergebnisse gehen damit einher, dass Pleuritiden
nicht primar zu den makroskopisch sichtbaren Veranderungen nach einer
M. hyopneumoniae Infektion zihlen (THACKER & MINION, 2012; GROSSE
BEILAGE et al., 2013).

Zusammenfassend  bedeutet dies, dass die intradermale Vakzination mit
Porcilis® M Hyo ID ONCE  sowohl gegeniiber ungeimpften Tieren, als auch
gegentiber intramuskuldr mit M+PAC® vakzinierten Tieren, zu einer signifikanten

Reduktion der Pravalenz und des Grades EP-typischer Lungenlasionen fiihrte.

2.5. Molekularbiologische Diagnostik

Die am Schlachthof enthommen Lungenproben wurden mittels ¢-PCR auf
M. hyopneumoniae untersucht. Der Erreger wurde sowohl bei Tieren der Placebo-
als auch bei Tieren beider Vakzinegruppen nachgewiesen. Anhand dieses direkten
Nachweises M. hyopneumoniae spezifischer Genomfragmente in Kombination
mit den makroskopischen Lungenveranderungen und der Serokonversion der
Tiere in der Endmast konnte die Relevanz von M. hyopneumoniae im

vorliegenden Betrieb zum Zeitpunkt der Studiendurchfihrung belegt werden.

In der M Hyo ID ONCE-Gruppe wurde bei finf von insgesamt 26 Tieren, in der
M+PAC®-Gruppe bei sieben von 27 beprobten Tieren M. hyopneumoniae aus
Lungengewebe nachgewiesen. Demgegeniber konnte bei neun der 22
untersuchten Tiere der Kontroligruppe der Erreger im Lungengewebe gefunden
werden. Eine Feldstudie von HILLEN et al. (2014) belegt, dass auch bei
vakzinierten Tieren zum Zeitpunkt des Schlachtens M. hyopneumoniae aus
Lungengewebe mittels g-PCR nachweisbar war und der Erregernachweis mit dem
Grad der makroskopischen und histopathologischen Veranderungen korrelierte. In
der vorliegenden Studie ergab der Haufigkeitsvergleich der g-PCR-positiven
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Lungenproben Kkeine signifikanten Unterschiede zwischen den Studiengruppen.
DEL POZO SACRISTAN et al. (2014) konnten bei geimpften Tieren eine
nummerische Reduzierung der Nachweisrate von M. hyopneumoniae gegentber
ungeimpften Tieren mittels n-PCR aus BAL-Flussigkeit nachweisen. Auch bei
SIBILA et al. (2007) konnte bei der Nachweisrate von M. hyopneumoniae aus
Bronchialtupfern  kein  Unterschied zwischen vakzinierten und  ungeimpften
Endmasttieren festgestellt werden, jedoch wurde bei vakzinierten Tieren eine
geringere Prévalenz des Erregers im oberen Respirationstrakt gefunden. Ebenso
wiesen BACCARO et al (2006) nach einer one-shot Vakzination eine
Reduzierung der Anzahl an M. hyopneumoniae positiven Tonsillentupfer zu
Mastende nach. Insgesamt belegen diese Ergebnisse, dass eine Vakzination weder
vor einer Kolonisation schiitzt, noch zu einer volistindigen Erregerelimination
fuhrt, so konnte M. hyopneumoniae in anderen Studien ebenfalls bei vakzinierten
Tieren, sowohl aus BAL-Flussigkeit, Bronchialtupfern als auch aus
Lungenproben, mittels n-PCR nachgewiesen werden (MEYNS et al, 2006;
SIBILA et al, 2007; PIETERS et al., 2010; VILLARREAL et al., 2011a; FREY,
2014). Diese Feststellungen koénnen durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

bestatigt werden.

Angesichts der Erregermenge in den Lungenproben der vorliegenden Arbeit
ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Studiengruppen.  Eine  Reduktion der mittleren Erregermenge durch eine
Vakzination in der dritten Lebenswoche konnte somit nicht festgestellt werden.
Mit diesen Ergebnissen einhergehend konnten VRANCKX et al. (2012a) bei
geimpften Tieren gegentber ungeimpften Tieren, nach einer experimentellen
Infektion mit niedrig- und hochpathogenen M. hyopneumoniae Stammen, keine
signifikante Reduktion der Erregermenge mittels g-PCR in der BAL-Flussigkeit
nachweisen. Im Gegensatz dazu konnte bei OKADA et al. (1999) nach einer two-
shot Vakzination neben einer Verringerung der Lungenldsionen ebenfalls eine
signifikante Reduktion ~ der  Erregerlast im  Lungengewebe  mittels
bakteriologischer Untersuchung nachgewiesen werden, wenngleich die Impfung
die Kolonisation nicht verhindern konnte. In einer weiteren Studie von
WOOLLEY et al (2013) wurde nach einer experimentellen Infektion eine
geringere bakterielle Last der Tracheobronchialflissigkeit mittels g-PCR bei

vakzinierten gegentber ungeimpften Tieren nachgewiesen. Zudem konnte nach
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einer einmaligen Kombinationsimpfung gegen M. hyopneumoniae und PCV2
ebenfalls eine signifikante Reduzierung der Erregerlast in  Nasentupfern nach

experimenteller Infektion nachgewiesen werden (KIM et al., 2011).

Eine mogliche Erklarung warum keine statistisch signifikante Reduktion der
mittleren Erregerlast nach Vakzination festzustellen ist, liegt in der im Vergleich
zur Studie von OKADA et al. (1999) mit > 85 % positiven Lungenproben, relativ
geringen Anzahl positiver Proben in der vorliegenden Arbeit (>19 %). Weiterhin
wurden die Lungenproben stets am Ubergang von unveridndertem zu verandertem
Gewebe entnommen. Die nachgewiesene vergleichbare Erregerlast bei geimpften
und ungeimpften Tieren in der vorliegenden Studie konnte darauf zuriickzufihren
sein, dass die Erregerlast an M. hyopneumoniae innerhalo des verdnderten
Gewebes nicht durch die Impfung beeinflusst wird. Betrachtet man zusatzlich die
mittleren Lungenscores, kam es zu einer signifikanten Reduzierung der Flache des
betroffenen  Lungengewebes. Somit koénnte man schlussfolgern, dass die
Vakzination keinen direkten Einfluss auf die Erregerlast im veranderten Gewebe
hat, sondern vielmehr zur Eingrenzung des fldchenhaften Umfangs der

Lungenlésionen beitragt.

3. Mortalitat

Bis zur Schlachtung verendeten 13 Tiere und eines wurde aus Tierschutzgrinden
getdtet. Davon gehorten jeweils finf Tiere zu den beiden Vakzinegruppen und
vier Tiere zur Placebogruppe. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Mortalitdt zwischen den Studiengruppen. Dies bestétigt die
Ergebnisse weiterer Feldstudien, die ebenfalls keinen Einfluss der Vakzination
gegen M. hyopneumoniae auf die Mortalitdt nachweisen konnten (KYRIAKIS et
al., 2001; METTLER, 2009; HERBICH et al., 2013; KRISTENSEN et al., 2014).
Zudem verendete keines der Tiere in einem kurzen zeitlichen Abstand nach der
Injektion der Vakzine, was eine anaphylaktische Schockreaktion ausschliel3en
lasst. Neben Erdrickungsverlusten wurden die Verdachtsdiagnosen Enteritis,
Arthritis und Traumata gestellt. AbschlieRend kann hieraus die Schlussfolgerung
gezogen werden, dass die Todesfille sehr wahrscheinlich nicht im
Zusammenhang mit der Applikation beider Impfstoffe stehen.
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V1. SCHLUSSFOLGERUNG

In der vorliegenden Studie wurde die Sicherheit und Wirksamkeit einer
nadellosen, intradermalen Vakzination von Ferkeln im Alter von 21 (+3) Tagen
mit dem Inaktivatimpfstoff Porcilis® M Hyo ID ONCE unter den in Deutschland

Ublichen Produktionsbedingungen evaluiert.

Als  Sicherheitsparameter wurde mitunter die lokale Hautreaktion an der
Injektionsstelle beurteilt. Eine intradermale, nadellose Impfstoffapplikation fiihrte
zu gr6Reren, harteren und vermehrt gerdteten u./ o. wéarmeren Hautreaktionen, als
die alleinige Injektion des Adjuvans. Die grofiten Verénderungen hatten einen
Durchmesser von 1,5cm. Die weitere Evaluierung der Vertraglichkeit des
Impfstoffes anhand der Klinischen Untersuchungen, der
Temperaturverlaufskontrollen und der Mortalitdtt ergab keine  signifikanten
Unterschiede zwischen der Applikation der Vakzine oder der alleinigen Injektion
des Adjuvans. Die Ergebnisse der Kklinischen Untersuchung und der lokalen
Hautreaktion an der Injektionsstelle lassen den Schluss zu, dass die nadellose,

intradermale Vakzination als sicher zu bewerten ist.

Die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen mit einer Serokonversion zum
Ende der Mastphase, gemeinsam mit den makroskopischen Lungenldsionen und
dem direkten Erregernachweis aus Lungengewebe, sprechen fiir eine Belastung
der Tiere durch M. hyopneumoniae im Laufe des Untersuchungszeitraumes.
Sowohl die Anzahl der Tiere mit makroskopisch sichtbaren Lungenlasionen als
auch die Ausdehnung dieser Lasionen wurde durch die Impfung signifikant
reduziert. In der Mastphase und Uber den gesamten Studienzeitraum hatten
geimpfte  Tiere  signifikant  hohere  mittlere  tdgliche ~ Zunahmen.  Die
dementsprechend  signifikant hoheren mittleren Endmastgewichte  vakzinierter
Tiere gehen mit einer signifikanten Verkirzung der Mastperiode einher.
Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse, dass eine einmalige Vakzination in
der dritten Lebenswoche selbst bei einem spaten Infektionszeitpunkt, einen

belastbaren Schutz bis zum Mastende aufrechterhalten konnte.

Als Fazit bleibt festzuhalten, dass eine einmalige nadellose, intradermale
Vakzination mit dem Inaktivatimpfstoff Porcilis® M Hyo ID ONCE mittels IDAL

Vakzinator als sicher und wirksam einzustufen ist.
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VIl. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Sicherheit und Wirksamkeit der nadellos,
intradermal  applizierten one-shot Vakzine Porcilis® M Hyo ID ONCE  (Intervet
Deutschland ~ GmbH, ein  Unternehmen  der MSD  Tiergesundhett,
Unterschlei3heim, Deutschland) gegen M. hyopneumoniae unter Feldbedingungen

in Deutschland zu beurteilen.

Hierfir ~ wurde ein geschlossener Betrieb mit 1000 Zuchtsauen in
Nordostdeutschland, welcher bis zu Studienbeginn keine Vakzination gegen den
Erreger  einsetzte, ausgewabhit. In den  Voruntersuchungen  wurde
M. hyopneumoniae sowohl direkt mittels g-PCR aus Lungengewebsproben als
auch indirekt mittels serologischer Diagnostik nachgewiesen. 420 gesunde
Saugferkel wurden im Alter von 21 (+3) Tagen in die Studie eingeschlossen und
randomisiert in zwei Vakzine- und zwei Kontrollgruppen eingeteilt. Fir die
Wirksamkeitsparameter ~ wurden die  beiden  Kontrollgruppen  zu  einer
Placebogruppe zusammengeschlossen. Die Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe
erhielten einmalig, nadellos mit dem IDAL Gerat, 0,2 ml
Porcilis® M Hyo ID ONCE intradermal. Der  zugehdrigen  intradermalen
Kontrollgruppe wurde 0,2 ml Diluvac® Forte nadellos appliziert. Die Tiere der
M+PAC®-Gruppe erhielten einmalig, intramuskuldr 2 ml M+PAC®  mittels
Kanile und der intramuskuldren Kontroligruppe wurde 2 ml Diluvac® Forte mit
der Kanlle injiziert. Als Applikationsstelle diente die seitliche Nackenregion am
Ohrgrund. Zur Evaluierung der Sicherheit des Impfstoffes wurden 20 % der
Studientiere einer Safety-Gruppe zugeteilt. Diese Tiere wurden nach der Injektion
taglich sieben Tage klinisch untersucht und eine aufgetretene lokale Hautreaktion
beurteilt. Bei den Tieren der Safety-Gruppe wurde vor und nach der Applikation
sowie an den folgenden vier Tagen die innere Korpertemperatur gemessen. Fir
den Nachweis von M. hyopneumoniae Antikdrpern wurden von diesen Tieren
Blutproben an Tag 0, vier und zwolf Wochen nach Studienbeginn sowie am Ende
der Mast gewonnen. Zur Uberprifung der Wirksamkeit wurden die Gewichte der
Tiere an den Studientagen T O, T55 und T 145 erhoben und der prozentuale
Anteil des makroskopisch verdnderten Lungengewebes jedes Lungenlappens am
Schlachthof  beurteilt.  Zur  Ermittlung der Belastung der Tiere  mit

M. hyopneumoniae wéhrend des Studienzeitraumes wurde bei den Tieren der
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Safety-Gruppe ein direkter Erregernachweis aus Lungengewebe mittels g-PCR
durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der klinischen Untersuchungen nach der Injektion ergaben keine
signifikanten Unterschiede bezuglich des Auftretens und der Auspragung der
Klinischen Symptome zwischen den Kontroll und Vakzinegruppen. Eine
nadellose, intradermale Vakzination rief lokale Hautreaktionen hervor, die
signifikant groRer, harter und gertteter u./ o. wdarmer waren als jene nach
alleiniger intradermaler Applikation des Adjuvans. Die Gegentberstellung der
2wei  Verabreichungswege von Diluvac® Forte als Placebo mittels nadelloser,
intradermaler  Applikation und intramuskuldrer Injektion mittels Kandle, ergab
keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit und Auspragung sichtbarer
und palpierbarer lokaler Hautreaktionen. Nach der Applikation wvon
Porcilis® M Hyo ID ONCE  wurden  signifikant gréBere und  hértere  lokale
Hautreaktionen beobachtet als nach der Injektion von M+PAC®. Zudem
persistierten  die  Hautreaktionen  nach  intradermaler  Impfstoffapplikation
signifikant langer. Insgesamt waren die beobachteten Hautreaktionen jedoch von
geringem Durchmesser bis maximal 1,5cm und transienter Natur. Nach der
Injektion konnte keine Erhthung der mittleren inneren Kdérpertemperatur Gber den

physiologischen Bereich hinaus gemessen werden.

Die serologischen Untersuchungen zeigten, dass vier und zwolf Wochen nach der
Impfstoffapplikation signifikant weniger Tiere der M Hyo ID ONCE-Gruppe im
Vergleich zur M+PAC®-Gruppe seropositiv waren. Demzufolge konnte in den
ersten Wochen nach der intradermalen Vakzination mit
Porcilis® M Hyo ID ONCE, im Gegensatz zur intramuskuldren Impfung  mit
M+PAC®, keine Serokonversion nachgewiesen werden. Am Ende der Mastphase
waren hingegen alle Tiere unabhéngig ihrer Studiengruppe seropositiv. Folglich
hatte eine Infektion mit M. hyopneumoniae im Laufe des

Untersuchungszeitraumes stattgefunden.

Die Mastleistung betreffend, war ein signifikanter Unterschied der mittleren
Endmastgewichte von 4,1 kg zwischen den mit Porcilis® M Hyo ID ONCE
vakzinierten und den ungeimpften Kontrolitieren feststellbar. Zusétzlich waren
die mittleren taglichen Zunahmen der vakzinierten Tiere sowohl in der
Mastphase, als auch Uber die gesamte Studienzeit signifikant um 37 g

beziehungsweise 28 g hoher. Diese verbesserten Tageszunahmen fihrten dazu,
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dass die vakzinierten Tiere gegeniber der Placebogruppe eine um 1,6 Tage
verkirzte Mastperiode hatten. Diese Wirksamkeitsparameter betreffend, ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Vakzinegruppen.

Beziglich der EP-typischen Lungenlésionen, reduzierte die Impfung mit
Porcilis® M Hyo ID ONCE signifikant den prozentualen  Anteil des
makroskopisch  verdnderten Lungengewebes im Vergleich zur ungeimpften
Kontrollgruppe. Folglich hatten signifikant mehr Tiere der M Hyo ID ONCE-
Gruppe (31,3%) makroskopisch —unveranderte Lungen, als Tiere der
Placebogruppe (7,7 %). Zusatzlich kam es zu einer signifikanten Reduktion des
mittleren  Lungenscores der M Hyo ID ONCE-Gruppe im  Vergleich  zur
M+PAC®-Gruppe. Die Untersuchung der Lungenproben der Safety-Gruppe
mittels g-PCR lieferte einen direkten Nachweis von M. hyopneumoniae. Es konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den Studiengruppen bezlglich der
Haufigkeit des Nachweises und der Erregerlast gefunden werden. Die Anzahl
verendeter oder getoteter Tiere im Verlauf der Studie unterschied sich nicht
signifikant ~ zwischen  den  Studiengruppen, zudem war kein  direkter
Zusammenhang zwischen der Impfstoffapplikation und dem Versterben eines

Tieres gegeben.

Die Gegentberstellung beider Impfstoffe zeigte, dass es nach der Applikation zu
einer Steigerung der Mastleistungsdaten gegeniber ungeimpften Tieren kam.
Zusatzlich konnte nach der intradermalen Applikation von
Porcilis® M Hyo ID ONCE eine signifikante Reduktion der Pravalenz und des
Grades EP-typischer Lungenlasionen  gegeniber  der  herkémmlichen

intramuskuldren Vakzination mit M+PAC® nachgewiesen werden.

AbschlieBend kann die nadellose, intradermale Applikation des Impfstoffes
Porcilis® M Hyo ID ONCE bei 21 Tage alten Ferkeln als sicher und wirksam

beurteilt werden.
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VIIl. SUMMARY

The aim of the present study was to assess the safety and efficacy of the
intradermal  one-shot vaccine Porcilis® M Hyo ID ONCE  (Intervet Deutschland
GmbH, MSD  Animal Health, Unterschleitheim,  Germany)  against

M. hyopneumoniae under field conditions in Germany.

The trial was carried out in a commercial 1000 sow farrow-to-finish farm in the
north-eastern part of Germany without any recent M. hyopneumoniae vaccination.
A positive serological M. hyopneumoniae status of the finishing herd was proven
by ELISA. Examinations of lung samples obtained from pigs at slaughter
confirmed the presence of M. hyopneumoniae by g-PCR. 420 healthy suckling
piglets of 21 (+3) days of age were randomly assigned to two vaccine- and two
control groups. To analyse the efficacy parameters, the pigs of the two control
groups were united into one control group. The intradermal vaccination group
received a single 0.2 ml dose of Porcilis® M Hyo ID ONCE with the needle-free
IDAL device. The intradermal control group received 0.2 ml Diluvac® Forte with
the needle-free IDAL device. The respective intramuscular vaccination group
received a single 2 ml dose M+PAC® by needle and the respective intramuscular
control group received 2 ml Diluvac® Forte by needle. The skin or muscles of the
lateral neck were used as injection site. 20 % of the piglets were randomly
included in a safety-group for the safety assessments in  which clinical
observations and an injection site reaction score were daily recorded for seven
days after vaccination. Furthermore, the rectal temperature was evaluated prior to
and for four days after vaccination. Blood samples for serology were collected
from these pigs prior to vaccination, four and twelve weeks after vaccination and
at the end of finishing. For the efficacy parameters each pig was weighed on day
TO, T55 and T 145. Furthermore, the percentage of pneumonic lung lesions
observed in each lobe was scored at the slaughterhouse. Lung samples of the
safety-animals were collected and analyzed by q-PCR for the detection of

M. hyopneumoniae in lung tissue.

The results of the clinical examinations showed no significant differences
concerning the frequency and degree of the observed clinical signs between

vaccinated and non-vaccinated groups. After the intradermal vaccination with
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Porcilis® M Hyo ID ONCE the observed local reactions were significantly larger,
harder, warmer and/ or more reddened compared to those after an intradermal
application of Diluvac® Forte. After an intradermal or intramuscular injection of
Diluvac® Forte the observed amount and quality of the visible and palpable
injection site reactions did not differ significantly between the two control groups.
After the injection of Porcilis® M Hyo ID ONCE significantly larger and harder
local reactions were observed compared to those after the injection of M+PAC®.
Furthermore, the local reactions persisted significantly longer after the intradermal
vaccination. In general, the observed injection site reactions were of minor extent
with a maximum diameter of 1.5 cm. The mean rectal temperatures of the
vaccinated and unvaccinated piglets remained within the physiological range over

the observation period.

Four and twelve weeks after vaccination significantly more pigs of the M+PAC®-
group  were seropositive  for M. hyopneumoniae compared to the
M Hyo ID ONCE-group. These results show that there was no seroconversion
during the first weeks after the intradermal vaccination contrary to the
intramuscular  vaccination with M+PAC®. At the end of finishing all pigs were
seropositive. Consequently, an infection with M. hyopneumoniae had taken place

during the course of the study.

At the end of finishing the mean body weight (BDW) was significantly higher
(4.1 kg) for the animals of the M Hyo ID ONCE group compared to the animals
of the control group. The average daily weight gain (ADWG) of the pigs
vaccinated with Porcilis® M Hyo ID ONCE was significantly higher within the
finishing period (37 g) and over the entire study period (28 g). These improved
performance parameters produce a significant reduction of the mean finishing
period by 1.6 days for the vaccinated animals compared to unvaccinated animals.
Within the animals of the vaccinated groups no significant differences concerning
BDW and ADWG were observed.

Analysis of the percentage of pneumonic lung lesions showed a significantly
lower mean lung lesion score for the pigs vaccinated  with
Porcilis® M Hyo ID ONCE compared to those of the control group. Hence a
significantly higher amount of these vaccinated pigs had lungs without visible
lesions (31.3 %) compared to the control group (7.7 %). Moreover, the mean lung

lesion score of the M Hyo ID ONCE-group was significantly lower in comparison
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to the M+PAC®-group. The analysis of lung samples by g-PCR confirmed the
presence of M. hyopneumoniae. The frequency of g-PCR-positive results and the
mean bacterial load did not differ significantly between vaccinated and
unvaccinated pigs. No significant difference regarding the mortality rate was
observed between the study groups and none of the mortalities was related to the

administration of the vaccine.

In conclusion, both vaccinated groups had significantly improved average daily
weight gains and mean body weights at the end of finishing compared to the
control group. No differences concerning these performance parameters were
observed between the vaccinated piglets. Furthermore, an intradermal vaccination
of Porcilis® M Hyo ID ONCE significantly reduced the mean lung lesion score

compared to an intramuscular administration of M+PAC®.

The study results indicate that an intradermal, needle-free vaccination of piglets at
21 days of age with Porcilis® M Hyo ID ONCE is both safe and efficacious.
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