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l. EINLEITUNG

Da ein GroRteil der Impfungen beim Ferkel wahrend der Saugezeit durchgefuhrt
wird, sind viele Ferkelimpfstoffe bereits ab der ersten Lebenswoche zugelassen.
Dieser fruhe Impfzeitpunkt ist einerseits absinkenden maternalen Antikorpern
sowie fruhen Infektionszeitpunkten und der Dauer des Aufbaus einer
ausreichenden Immunitat geschuldet. Aufgrund der betriebsindividuellen
Infektionsdynamik kann es in bestimmten Betrieben sinnvoll sein, mehrere
Impfstoffe zur gleichen Zeit zu verabreichen. Jedoch gibt es, insbesondere bei
neu entwickelten Impfstoffen, wenig Erfahrung bezuglich der Sicherheit und
Wirksamkeit einer zeitgleichen Anwendung eines zweiten Impfstoffes. Im
Hinblick auf tierschutzrelevante Aspekte ist eine gleichzeitige Applikation
mehrerer Impfstoffe anzustreben, da laut MUHLBAUER (2009) bereits das
Handling von Schweinen mit Stress verbunden ist und auf diese Weise

handlingsbedingter Stress fur Muttersau und Ferkel reduziert werden kann.

Die Odemkrankheit der Schweine, verursacht durch Escherichia coli (E. coli)
sowie die Enzootische Pneumonie, ausgelost durch eine Infektion mit
Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae), fuhren weltweit zu
wirtschaftlichen Verlusten (MAES et al., 1996; FAIRBROTHER und GYLES,
2012; THACKER wund MINION, 2012). Die Vakzination gilt neben der
Optimierung des Managements als wirksame MalBnahme die jeweiligen
Infektionen zu kontrollieren (MAES et al., 2008; LILLIE-JASCHNISKI et al.,
2013).

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Wirksamkeit einer One-Shot
Impfung gegen Mycoplasma hyopneumoniae (Stellamune® One) bei zeitgleicher
Applikation einer Vakzine gegen die Odemkrankheit (ECOPORC SHIGA®) bei
Ferkeln in der ersten Lebenswoche in einem M. hyopneumoniae-infizierten
Betrieb zu uberprufen. Als Kontrollgruppe diente eine M. hyopneumoniae-

ungeimpfte Gruppe.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. E. coli - Odemkrankheit

1.1. Atiologie

Escherichia coli  zahlen zu den gramnegativen fakultativ anaeroben
Stabchenbakterien und werden der Familie der Enterobacteriaceae und Gattung
Escherichia zugeordnet (WIELER et al., 2011). E. coli sind 1,1-1,5 x 2,0-6,0
pm grofe, teils peritrich begeilBelte und kapselbildende Stabchenbakterien
(WIELER und EWERS, 2011). Als naturliches Reservoir dient der Darm von
Saugetieren (WIELER et al., 2011). Sie gehoren auch beim Schwein der
naturlichen Darmflora an (WENDT et al., 2013).

Kommensale E. coli-Stamme werden von intestinal (INPEC) und extraintestinal
(ExPEC) pathogenen E. coli-Stammen unterschieden, wobei ihre Einteilung in
Pathovare anhand ihrer Virulenzfaktoren erfolgt (Tabelle 1) (WIELER und
EWERS, 2011). Die Serotypisierung erfolgt anhand des Nachweis bestimmter
Oberflachenstrukturen der Bakterien, wie der O-Antigene (Bestandteil des
Lipopolysaccharids der Zellhulle), der K-Antigene (Kapselpolysaccharid), der H-
Antigene (Flagellen-Antigen) und der F-Antigene (Fimbrien-Antigen) (WENDT
etal., 2013).

Die Erreger der Odemkrankheit (EDEMA DISEASE E. COLI/ EDEC) werden vor
allem den Serovaren 0138, 0139, 0141 (SMITH et al., 1983; GANNON et al.,
1988) sowie vereinzelt 0147 und 0157 zugeordnet (WIELER et al., 2011). Zu
ihren Virulenzfaktoren zahlen einerseits Anheftungsfaktoren wie die F18ab-
sowie F18ac-Fimbrien und andererseits das Shiga-like Toxin 2e (Stx2e) (NAGY
et al,, 1997; WIELER et al., 2011). F18ac-Fimbrien werden vorwiegend von
E. coli der Serogruppen 0141 und 0157 exprimiert (NAGY et al., 1997).
Rezeptoren fur F18-Fimbrien sind genetisch determiniert (WENDT et al., 2013).
Schweine ohne diesen Rezeptor sind gewissermalRen resistent gegen EDEC
(WENDT et al.,, 2013). Das Mal3 fur die Exprimierung von F18-Rezeptoren ist
altersabhangig unterschiedlich, da Schweine diese vorwiegend erst ab einem
Alter von 20 Tagen ausbilden (WENDT et al., 2013). Dies erklart die Tatsache,
dass die Odemkrankheit vorwiegend bei alteren Ferkeln auftritt (WENDT et al.,
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2013). Als weiterer Adhasionsfaktor wird ADHESIN INVOLVED IN DIFFUSE
ADHERENCE (AIDA) beschrieben, der haufig in Kombination mit den fur ED
und POST-WEANING-DIARRHEA (PWD) ursachlichen Virulenzfaktoren F18 und
Stx2e auftritt (NIEWERTH et al., 2001). AIDA-I vermittelt die Anheftung der
E. coli im Mukus oberhalb der Darmepithelzellen und fordert somit deren
Kolonisierung (WIELER und EWERS, 2011).

Nach WIELER et al. (2011) bildet eine gewisse Anzahl (16,1 -57,7 %) der
Stamme zusatzlich zu den EDEC-typischen Virulenzfaktoren Enterotoxine aus.
Zwei Haupttypen von Shiga-like Toxinen lassen sich anhand ihrer
antigenetischen Kreuzreaktivitat mit dem Toxin von Shigella-dysenteriae |
identifizieren, das Shiga-like Toxin 1 (Slt-1) und das Shiga-like Toxin 2 (Slt-2)
(STROCKBINE et al., 1986). Die bei der Odemkrankheit zum Tragen kommende
Variante des Shiga-Like Toxins 2, Shiga-like Toxin 2e (SLT-2e) hingegen
zeichnet sich dadurch aus, dass es in vitro mehr fur Vero- als fur HelLa-Zellen
toxisch ist (BLANCO et al.,, 1983; MARQUES et al.,, 1987). Zudem ist das von
EDEC produzierte Stx2e hitzelabiler als SLT-1 und -2 und kann nicht durch Anti-
SLT1 neutralisiert werden (GANNON und GYLES, 1990). SLT-2e lasst sich
mittels Anti-SLT2 neutralisieren, wonach es als SLT-2-variant (SLT2-v)
katalogisiert wurde (MARQUES et al., 1987). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit

wird das SLT-2v als Stx2e-Toxin benannt.
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1.2. Epidemiologie

E. coli-Infektionen sind weit verbreitet und kommen sowohl in Industrie- als
auch Entwicklungslandern vor (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Ihr
bevorzugter Lebensraum ist beim Schwein der Gastrointestinaltrakt
(FAIRBROTHER und GYLES, 2012).

Es wird angenommen, dass die Verbreitung pathogener E. coli durch
Trinkwasser, Aerosole, Futter, Viehverkehr, Schweine und durch andere
Tierarten stattfinden kann (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Die Ansteckung
mit pathogenen E. coli erfolgt oral (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Jedoch
sind nicht alle durch E. coli hervorgerufenen Krankheitsbilder ansteckend: So
scheinen intestinale Infektionen, bedingt durch ETEC, EDEC und EPEC
kontagios zu sein, hingegen Infektionen verursacht durch ExPEC in der Regel
nicht (FAIRBROTHER und GYLES, 2012).

1.3. Pathogenese

Die Ubertragung pathogener E. coli beim Schwein erfolgt vertikal von der Sau
auf ihren Nachwuchs und im spateren Verlauf horizontal von Ferkel zu Ferkel
(SIDLER et al., 2013). Nach BURGSTALLER (1981) entwickeln sich die EDEC
vorwiegend zwei Wochen nach dem Absetzen der Ferkel, was mit einer
abrupten Futterumstellung und/ oder einer einseitig zusammengesetzten
Futterration (zu kohlenhydratreich) zusammenhangen mag. Auch HEINRITZI
(2006a) beschreibt, dass ein abrupter Futterwechsel zu einer Dysbiose im Darm
von Ferkel fuhrt, was im Folgenden eine massenhafte Vermehrung
enteropathogener E. coli hervorruft. Des Weiteren spielen eine geringe Trypsin-
und Pepsin-Aktivitat sowie eine reduzierte Salzsaureproduktion durch die
Fundusdrusen im Magen eines wenige Wochen alten Ferkels bei der
Futterumstellung eine bedeutende Rolle (BURGSTALLER, 1981). Werden
E. coli-Bakterien in ausreichenden Mengen von Schweinen aufgenommen,
konnen die Erreger, nachdem sie sich im Gastrointestinaltrakt angesiedelt und
proliferiert haben, laut FAIRBROTHER und GYLES (2012) hohe Bakterienzahlen
von 10’ Keime/ g Magen-Darm-Inhalt erreichen, die folglich fur Absetz-Diarrho
und/ oder Odemkrankheit ursichlich sein kdnnen. Bereits einen Tag nach
experimenteller Infektion von drei Wochen alten Ferkeln mit einem pathogenen
E. coli Stamm (S1191) kann Stx2e im Kot detektiert werden (CORNICK et al.,
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2000). In dieser Studie von CORNICK et al. (2000) treten maximale
Konzentrationen an Stx2e-Titern sowie Bakterienkolonisation des verwendeten
E. coli-Stammes (S1191) im Illeum an Tag vier post inoculationem bei
Schweinen ohne klinische Anzeichen und an Tag sechs post inoculationem bei
Schweinen mit klinischen Anzeichen auf. Zu Beginn der Krankheit scheint der
Gehalt an Stx2e im lleum verglichen zu dem im Kolon signifikant hoher zu sein
(CORNICK et al., 2000). Es werden hohere ileale Toxintiter (= 1:8192) und eine
hohe bakterielle Kolonisationsdichte von =10° cfu/cm im Ileum vor allem bei
klinisch erkrankten Tieren detektiert, wobei keine absolute Korrelation zwischen
Stx2e-Titer und bakterieller Besiedlungsdichte gemessen werden kann
(CORNICK et al.,, 2000). Um eine Kolonisation des Darmes zu ermaoglichen,
benotigen EDEC und ETEC das Vorhandensein von Fimbrienadhasinen und
komplementaren Rezeptoren im Dunndarmepithel oder in der Schleimschicht
des Jejunums (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Dies geschieht mittels F18-
Fimbrien, welche an spezifischen, genetisch determinierten Enterozyten der
Dunndarmschleimhaut anhaften (SIDLER et al., 2013). Fimbrien sind
Proteinstrukturen, die es dem Erreger ermoglichen, eine spezifische Ligand-
Rezeptor-Bindung  herzustellen (WIELER und EWERS, 2011). Die
Empfinglichkeit mancher Schweine fiir die Odemkrankheit ist variabel und kann
nach SMITH und HALLS (1968) erblich bedingt sein.

Das von den EDEC produzierte Stx2e-Toxin wird vom Darm in den Blutkreislauf
absorbiert und verursacht vaskulare Schaden in den Zielorganen, indem das
Toxin an Globotetraosylceramide (GB4-Rezeptor) von roten Blutkorperchen
bindet (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Ubereinstimmend bindet nach
DEGRANDIS et al. (1989) das Stx2e-Toxin praferentiell an GB4-Rezeptoren und
in reduziertem Mal3e auch an Globotriosylceramide (GBs-Rezeptoren). In Serum
und Plasma (MATISE et al., 2003) sowie in Cerebrospinalflussigkeit (CORNICK
et al., 2000) lasst sich Stx2e bei infizierten Tieren nicht detektieren. In einem
Infektionsversuch stellen CORNICK et al. (2000) fruhestens funf Tage post
inoculationem mit einem pathogenen E. coli-Stamm (S1191) eine vaskulare
Nekrose fest. Stx2e bindet an Gefalle in der Submukosa und der Muscularis
Mucosae und an interstitielle Zellen der Darmzotten von Jejunum, lleum und

unter Umstanden von Kolon (WADDELL et al., 1996). Eine minimale Dosis von
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0,1 ng Stx2e verhindert nach MACLEOD et al. (1991b) die Proteinsynthese in

den porzinen endothelialen Zellen.

Daruber hinaus beobachten WADDELL et al. (1996), dass Stx2e zudem schwach
an den Burstensaum von Enterozyten im unteren Bereich der Zotten von
Jejunum und lleum binden, jedoch nicht im Kolon. Manche EDEC-Stamme
gelangen vom Darm zu den mesenterialen Lymphknoten, wo sie Stx2e
produzieren und somit einen alternativen Mechanismus zur Absorption von
Stx2e ins Blut darstellen (FAIRBROTHER und GYLES, 2012).

Die haufigste durch Stx2e hervorgerufene Veranderung ist eine degenerative
Angiopathie kleiner Arterien sowie Arteriolen (FAIRBROTHER und GYLES,
2012). CLUGSTON et al. (1974a) stellen 40h nach intravenoser Verabreichung
von EDEMA DISEASE PRINCIPLE (EDP) bei infizierten Schweinen einen
Blutdruckanstieg fest, der zugleich mit den firr die Odemkrankheit typischen
neurologischen Veranderungen im Tier einhergeht (CLUGSTON et al., 1974a).
Dieser Anstieg des Blutdruckes fuhrt laut CLUGSTON et al. (1974a) dazu, dass

die ohnehin bereits ladierten GefalBe noch weiter geschadigt werden.

Neurologische Ausfallserscheinungen sind vermutlich einerseits der Ausbildung
eines Odems (NIELSEN und CLUGSTON, 1971) und andererseits einer Hypoxie
durch verminderten Blutfluss im zentralen Nervensystem (ZNS) geschuldet
(CLUGSTON et al., 1974a). Dieser verminderte Blutfluss kommt wahrscheinlich
durch die sich ausbildenden Odeme sowie aufgrund der Lisionen in den
GefaBen zustande (CLUGSTON et al., 1974a).

1.4. Klinische Symptomatik

Die Odemkrankheit tritt zumeist bei Ferkeln ein bis zwei Wochen nach dem
Absetzen auf (WENDT et al., 2013) und kann einzelne Tiere oder aber auch die
ganze Gruppe betreffen (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). In vielen Fallen
sind die besonders gut entwickelten Ferkel davon betroffen (WENDT et al.,
2013). Haufig finden sich als erste Anzeichen der Erkrankung plotzlich
verstorbene Tiere, welche augenscheinlich ohne Krankheitsymptomatik
verendet sind (FAIRBROTHER und GYLES, 2012; WENDT et al., 2013). Nach
experimentell ausgeloster ED beschreiben MACLEOD et al. (1991a) Inappetenz

und zunehmende Desorientierung sowie Odeme an den Augenlidern. In einer
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weiteren experimentellen Studie von CORNICK et al. (2000), in der Schweine
oral mit E. coli (Serotyp 0139) infiziert werden, vergehen funf Tage, bis sich
klinische Zeichen in Form von neurologischen Ausfallserscheinungen oder Tod
juBern. Inkoordination tritt kurz nach dem Auftreten von Odemen auf und
verschlimmert sich soweit, dass die Tiere nicht mehr in der Lage sind
aufzustehen (MACLEOD et al., 1991a). Neurologische Ausfallserscheinungen
zeigen sich auch in Form von Tremor, Ruderbewegungen der GliedmaRen,
versteiften GliedmaRen, Krampfen, veranderte/ -n Stimme/ Tonlauten, Dyspnoe
(MACLEOQOD et al., 1991a; WENDT et al., 2013) sowie Koma (MACLEOD et al.,
1991a). In milden Fallen werden die subkutanen Odeme von Juckreiz begleitet,
welcher nach Abheilen wieder abklingt (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Bei
einigen Tieren tritt im Endstadium der Erkrankung wassriger Durchfall mit
Anhaufung frischer Blutgerinnsel auf (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Dies
hangt damit zusammen, dass gewisse Stamme (0141:K85, K88 ab) neben dem
Stx2e-Toxin zusatzlich Enterotoxine bilden (LINGGOOD und THOMPSON,
1987). Neben dem akuten Verlauf der Odemkrankheit wird zudem ein
subklinischer Verlauf beschrieben, bei dem Tiere klinisch unauffallig scheinen,
allerdings vaskulare Lasionen entwickeln und eine verminderte Wachstumsrate
haben (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Die chronische Odemkrankheit tritt
bei einem kleinen Anteil der Schweine auf, welche die akute Krankheitsphase
uberleben oder bei denen Absetzdurchfall, verursacht durch Stx2e-
produzierende E. coli, im Vordergrund steht (FAIRBROTHER und GYLES, 2012).
Diese uberlebenden Tiere entwickeln sich zu Kimmerern und zeigen teilweise
zeitlebens  zentralnervose Storungen wie Blindheit, Kopfschlagen,
Kopfschiefhaltung, Manegebewegungen sowie Lahmungen (WENDT et al.,
2013).

1.5. Pathomorphologie und -histologie

1.5.1. Makroskopische Veranderungen

Der Ernahrungszustand betroffener Tiere ist meist gut (FAIRBROTHER und
GYLES, 2012; WENDT et al.,, 2013) und der Magen haufig gut gefullt
(MACLEOD et al.,, 1991a; FAIRBROTHER und GYLES, 2012), wohingegen der
Diinndarm relativ futterleer ist (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Odeme
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treten an verschieden Stellen im Korper auf, konnen aber nach FAIRBROTHER
und GYLES (2012) auch ganzlich fehlen. Subkutane Odeme treten vor allem im
Gesicht, besonders am Augenlid auf, lassen sich aber auch in der Submukosa
der Kardia-Region sowie im Fundusbereich des Magens wie auch im
Mesokolon, im Dunndarmmesenterium und in der Gallenblasenwand finden
(FAIRBROTHER und GYLES, 2012). MACLEOD et al. (1991a) stellen bei
experimentell infizierten Schweinen Odeme des Mesenteriums des Kolonkegels
sowie des terminalen Kolons fest, wohingegen Odeme im Diinndarm-
Mesenterium nur bei Verabreichung hoherer Dosen von purifizierten Stx2e-
Toxins auftreten. Bei einem gewissen Anteil an Tieren lasst sich ein
Lungenodem mit typischer sublobularer Stauung beobachten (FAIRBROTHER
und GYLES, 2012). Des Weiteren konnen die Lymphknoten des Mesenteriums
sowie Kolons vergrofRert, odematos und gestaut sein (FAIRBROTHER und
GYLES, 2012). In perikardialen, pleuralen und peritonealen Hohlraumen findet
sich vereinzelt serose Flussigkeit (MACLEOD et al., 1991a; FAIRBROTHER und
GYLES, 2012), in der Fibrinablagerungen vorhanden sein konnen
(FAIRBROTHER und GYLES, 2012).

Nach FAIRBROTHER und GYLES (2012) zeigen einige Tiere das klinische Bild
einer  hamorrhagischen  Gastroenteritis, mit  Ausbildung  extensiver
Hamorrhagien sowie Odemen in der Submukosa von Kardia und der Mukosa
von Dunndarm und anschlieBenden Dickdarmanteilen. Auch MACLEOD et al.
(1991a) stellen in einem Infektionsversuch Hamorrhagien im terminalen Kolon

wie auch im Cerebellum fest.

1.5.2. Mikroskopische Veranderungen

Bei genauer Betrachtung der Veranderungen in der Mikrozirkulation im Darm
konnen METHIYAPUN et al. (1984) eine Vakuolisierung und Schwellung von
endothelialem Gewebe sowie perivaskulire Odeme wie auch Ablagerung von
elektronendichtem Material (Fibrinablagerung) finden. Daruber hinaus wird
eine Proliferation von Endothelzellen sowie eine Nekrose der Tunica media
beobachtet (METHIYAPUN et al., 1984). CLUGSTON et al. (1974b) stellen bei
experimentell ausgeloster E. coli-Enterotoxamie vermehrt nicht-entzundliche

Odeme sowie eine Angiopathie in kleinen Arterien und Arteriolen fest. Die
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primaren arteriellen Veranderungen sind in akuten Fillen ein murales Odem
sowie eine hyaline Degeneration und bei uUberlebenden Tieren eine mediale
Nekrose, welche sich durch Pyknose und Karyorrhexis in den Muskelzellen der
Arteriolen manifestiert (CLUGSTON et al., 1974b). Bei Tieren, die in der akuten
Phase der Odemkrankheit getotet werden, kann v.a. in der Submukosa der
Kardia Region des Magens, der Submukosa des Zakums sowie in den
Lymphknoten und dem zentralen Nervensystem nicht-entzundliche Flussigkeit
gefunden werden (CLUGSTON et al.,, 1974b). Auch GefaBe im ZNS weisen
hyaline bzw. fibrinoide GefaBwanddegenerationen und -nekrosen auf (WENDT
et al., 2013). Diese sogenannte zerebrospinale Angiopathie zeichnet sich
hauptsachlich durch perivaskulare Plasmarrhagien und Malazieherde aus
(WENDT et al., 2013). Es kommt im weiteren Verlauf zu neuronalen Nekrosen,
Spharoidbildung (Aufquellung von Axonen), Myelinolyse sowie zum Auftreten
von Gitterzellen (WENDT et al., 2013).

1.6. Immunitat

Auf enterische E. coli-Infektionen folgt eine antikorpervermittelte Immunitat,
welche durch eine humorale Immunantwort hervorgerufen wird (MURPHY et
al., 2009b; FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Anfanglich werden die Ferkel
durch im Kolostrum enthaltene IgG-Antikorper und folgend durch eine lokale
intestinale  Immunantwort  (IgA-Antikorper) vor Infektionen geschutzt
(FAIRBROTHER wund GYLES, 2012). Diese spezifischen Antikorper sind
vorwiegend gegen Oberflachenantigene wie Fimbrien oder die Polysaccharid-
Kapsel der ETEC gerichtet und verhindern eine Adhasion des Erregers an
Rezeptoren der Epithelzellen im Darm (FAIRBROTHER und GYLES, 2012).
MACLEOD und GYLES (1991) sowie OANH et al. (2012) und FLORIAN et al.
(2012) beobachten nach einer Immunisierung von Schweinen mittels eines
inaktivierten oder genetisch modifizierten Stx2e-Toxins die Bildung von

neutralisierenden Antikorpern gegen das Stx2e-Toxin.

1.7. Diagnose
Eine Verdachtsdiagnose kann aufgrund der klinischen Symptome, wie plotzlich
auftretende Ataxie und schwanker Gang, sowie anhand von Odemen an

pradestinierten Stellen, wie etwa dem Augenlid und der Stirn, gestellt werden
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(FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Hilfreich ist der Zeitpunkt des Auftretens
der Symptomatik, namlich ein bis zwei Wochen nach dem Absetzen der Ferkel
(FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Typische pathologische Befunde, in Form
von Odemen in der Schleimhaut des Magens sowie des Mesenteriums kénnen
hinweisend sein (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Aufgrund dessen, dass
E. coli-Bakterien vorwiegend den Dunndarm besiedeln ist es sinnvoll, diesen
bakteriologisch zu wuntersuchen wund nach erfolgreicher Anzucht eine
Typisierung vorzunehmen (WENDT et al., 2013). Pathogene E. coli-Isolate
konnen anhand dieser Typisierung identifiziert werden, da nur eine geringe
Anzahl an O-Serogruppen mit der Auspragung klinischer Krankheitsbilder in
Verbindung steht (FRYDENDAHL, 2002; FAIRBROTHER und GYLES, 2012). In
einer Studie von FRYDENDAHL (2002) korrelieren die O-Serogruppen sowie die
hamolytische Aktivitat der E. coli mit deren Pathogenitat. Hilfreicher ist es
jedoch E. coli anhand ihrer Virulenzfaktoren zu typisieren (FRYDENDAHL,
2002; FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Hierzu entwickelten FRYDENDAHL et
al. (2001) eine 5 Nuklease PCR, die sich als schnelles und spezifisches
Diagnostikum fur die Detektion von Virulenzfaktoren von pathogenen E. coli
herausgestellt hat. Auch der von LEE et al. (2008) entwickelte MULTIPLEX
POLYMERASE CHAIN REACTION ASSAY (Multiplex PCR) ist geeignet,
enterotoxische E. coli bei Ferkeln nachzuweisen. Es werden 14 Sets von
Oligonucleotid-Primern eingesetzt, um 13 fur ETEC typische Virulenzfaktoren,
wie etwa Fimbrienantigene (F4, F5, F6, F18 und F41) oder Gene fur
Enterotoxine (STa, STb, LT, Stx2e und EAST1) sowie Gene fur alternative
Adhasionsfaktoren (F1, AIDA-1 und pAA) zu detektieren (LEE et al., 2008).

Histopathologisch konnen E. coli Bakterien anhand von in Formalin fixiertem
und in Paraffin eingebettetem Gewebe sowie mittels Immunhistochemie oder
indirekter Immunfluoreszenz mit Hilfe gefrorener Gewebeproben dargestellt
werden (FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Der Nachweis aus Kot ist ebenfalls
moglich, allerdings konnen in perakuten Fallen entsprechende Erreger in den
Fazes noch nicht detektierbar sein (WENDT et al., 2013). E. coli-Stamme,
welche ursichlich fur die Odemkrankheit sind, zeigen in der Kultur zumeist
Hamolyse, jedoch kann allein aufgrund dieser Tatsache nicht auf EDEC

geschlossenen werden, da Absetzschweine hamolysierende E. coli-Stamme
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auch ohne relevante Virulenzfaktoren beherbergen konnen (WENDT et al.,
2013). Daher ist es sinnvoll, auf den molekularbiologischen Nachweis der Gene
zuruckzugreifen, welche fur die typischen Virulenzfaktoren, wie etwa die

Fimbrienantigene oder das Stx2e-Toxin, codieren (WENDT et al., 2013).

1.8. Therapie

Bei Auftreten klinischer Symptome der Odemkrankheit kann eine parenterale
antibiotische Therapie mit wirksamen Praparaten eingeleitet werden (WENDT et
al., 2013). Hierbei sollte laut FAIRBROTHER und GYLES (2012) auf Antiinfektiva
zuruckgegriffen werden, welche hohe therapeutische Konzentrationen im
Darmlumen erwirken konnen, wie etwa Amoxicillin/Clavulansaure, Apramycin,
Ceftiofur, Neomycin, Trimethoprim, Fluorquinolone oder Cephalosporine. Vor
Beginn einer antimikrobiellen Therapie sollte eine E. coli-Infektion bestatigt
sowie ein Resistenztest durchgefuhrt werden, da die antimikrobielle Sensitivitat
unter E. coli-lsolaten sehr variieren kann und bei ED oder PWD verursachenden
E. coli-Isolaten hohe Resistenzraten vorliegen (AMEZCUA et al., 2002;
MAYNARD et al.,, 2003; FAIRBROTHER und GYLES, 2012). Zudem muss
bedacht werden, dass es durch das nachfolgende Absterben der gram-negativen
Keime zu einer massenhaften Freisetzung von Lipopolysacchariden kommen
kann, welche in der Lage sind, einen lebensbedrohlichen Endotoxinschock
herbeizufuhren, sodass vorbeugend die Applikation nichtsteroidaler
Antiphlogistika angezeigt ist (WENDT et al., 2013). Eine metaphylaktische Gabe
von Antibiotika uber das Futter oder das Trinkwasser kann im Bestand das
weitere Auftreten klinisch erkrankter Tiere reduzieren, da die Vermehrung und
die Aktivitat pathogener E. coli Keime im Darm gehemmt wird (WENDT et al.,
2013). Hierfur kommen vor allem Aminoglycoside und Colistin zum Einsatz,
wobei letzteres den Vorteil einer guten Stabilitat sowie geringen Toxizitat hat
und sehr langsam Resistenzen entwickelt (FAIRBROTHER und GYLES, 2012).

1.9. Prophylaxe

Um Verdauungsstorungen beim Absetzen der Ferkel vorzubeugen, ist es ratsam
die Tiere langsam an das neue Futter zu gewohnen (BURGSTALLER, 1981;
WENDT et al., 2013). Eine restriktive Futterung mehrerer kleiner Portionen uber

den Tag verteilt reduziert das Risiko einer durch E. coli hervorgerufenen
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Erkrankung (FAIRBROTHER und GYLES, 2012; WENDT et al., 2013). Weitere
positive Effekte erzielen eine Erhohung des Rohfaseranteils im Futter, sowie
eine Reduzierung des Gehalts an Mengenelementen und des Energie- und
Proteingehalts im Futter (WENDT et al., 2013). BERTSCHINGER et al. (1979)
finden heraus, dass bei Absetzschweinen, welche mit dem E. coli-Isolat
0139:K82 infiziert sind und welchen eine extrem nahrstoffarme und
rohfaserreiche Diat gefuttert wird, die Zahl an pathogenen E. coli in den Fazes
deutlich reduziert werden kann. Im Vergleich dazu verenden in der
Kontrollgruppe, welche eine normale Ferkel- und Absetzfuttermischung
erhalten, 26 % der Versuchstiere (BERTSCHINGER et al., 1979). Nach
BERTSCHINGER et al. (1979) fuhren diese Diaten, die den Krankheitsausbruch
verhindern konnen, dazu, dass bei den Schweinen mit starken
Wachstumseinschrankungen zu rechnen ist. Somit kann eine solche Diat nur mit
Supplementierung einer aktiven Immunisierung und lediglich Uber einen
limitierten Zeitraum nach dem Absetzen eingesetzt werden (BERTSCHINGER et
al., 1979). Des Weiteren konnen dem Futter organische Sauren, Probiotika,
Zink-Oxid sowie getrocknetes Plasma zugesetzt werden (FAIRBROTHER und
GYLES, 2012). Nach NOLLET et al. (1999) kann durch eine
Futtersupplementation von porzinen Plasma Puder bei gerade abgesetzten
Tieren die Ausbildung ED-ahnlicher Symptome verhindert und die fakale
Ausscheidung des Erregers reduziert werden. FAIRBROTHER und GYLES
(2012) schlagen zudem vor, das Absetzalter der Ferkel zu erhohen, fur

ausreichend Warme zu sorgen und auf Hygiene zu achten.

Ein weiterer Schritt zur Vorbeugung der Odemkrankheit stellt die
Immunisierung von Schweinen dar. MACLEOD und GYLES (1991) konnen
mittels passiver oder aktiver Immunisierung auf Basis von inaktiviertem Stx2e-
Toxin erreichen, dass immunisierte Versuchstiere neutralisierende Antikorper
im Serum aufbauen und folglich nach Challenge mit purifizierten Stx2e
uberleben. BERTSCHINGER et al. (2000) untersuchen die aktive orale
Immunisierung von Saugferkeln auf Basis einer F18ac-Fimbrien-Vakzine. Sie
kommen zu dem Ergebnis, dass die oral verabreichte Fimbrien-Vakzine nur
hinsichtlich der homologen Fimbrienvariante mittels IgA-Antikorper Schutz
bietet (BERTSCHINGER et al., 2000). OANH et al. (2012) zeigen in einer Studie,
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dass die aktive Immunisierung von Saugferkeln und trachtigen Sauen mittels
Stx2e-Toxoid zu einer starken Immunantwort in geimpften Tieren fuhrt, die sich
anhand hoher Antikorper-Titer gegen Stx2e widerspiegelt. Zusatzlich werden
geimpfte Tiere vor der Auspragung von klinischen Anzeichen der
Odemkrankheit geschiitzt und es werden keine negativen Effekte auf die
Wachstumsleistung der Tiere festgestellt (OANH et al., 2012). Die Ferkel der
gegen Stx2e-geimpften Sauen entwickeln signifikant hohere spezifische Stx2e-
Antikorperspiegel, welche bis zu einem Monat nach dem Absetzen anhalten
(OANH et al., 2012).

Eine neue Moglichkeit der Vakzination bietet die Toxoidvakzine ECOPORC
SHIGA® (LILLIE-JASCHNISKI et al., 2013). Es handelt sich um eine
Subunitvakzine, bei der durch genetische Modifikation eine Toxinmutante
entwickelt wurde (LUDER et al., 2012), wodurch die Zytotoxizitit des
modifizierten Stx2e-Antigens um mehr als vier Zehnerpotenzen reduziert
werden konnte (FLORIAN et al.,, 2012). Anhand von Challenge-Studien kann
bereits gezeigt werden, dass die durch Vakzination mit diesem Impfstoff
entstehenden neutralisierenden Antikorper gegen das Stx2e-Toxin in direktem
Zusammenhang mit der Ausbildung eines Schutzes gegen die Odemkrankheit
stehen (LUDER et al, 2012). Die Wirksamkeit und Vertraglichkeit des
Impfstoffes konnte in verschiedenen Betrieben, inklusive von Problembetrieben,
bestatigt werden (LILLIE-JASCHNISKI et al., 2013). Hierbei werden unter
Verwendung der Vakzine Tierverluste, der Anteil an Kummerern und der
Verbrauch an oralen Antibiotika statistisch signifikant reduziert (LILLIE-
JASCHNISKI et al., 2013). Die geimpften Studientiere zeigen signifikant hohere
Zunahmen und die durchschnittliche Aufzuchtdauer reduziert sich von 53,4
Tagen auf 51,6 Tage (LILLIE-JASCHNISKI et al., 2013). Eine einmalige
Applikation des ECOPORC SHIGA®-|mpfstoffes am 4. Lebenstag erzielt eine
Immunitat mit Ausbildung neutralisierender Antikorper gegen Stx2e ab dem 21.
Lebenstag, die bis zum 105. Lebenstag der Tiere anhalt (LUDER et al., 2012).
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2, M. hyopneumoniae - Enzootische Pneumonie

2.1. Atiologie

Mycoplasma hyopneumoniae wird als Primarerreger der Enzootischen
Pneumonie beschrieben, tritt weltweit beim Schwein auf (THACKER und
MINION, 2012) und zahlt laut SELBITZ (2011a) zu den haufigsten und
wichtigsten bakteriellen Erregern beim Schwein. Mykoplasmen werden der
Klasse der Mollicutes zugeordnet, welche sich in vier Ordnungen unterteilen
lasst: die Entomoplasmatales, die Acholeplasmatales, die Anaeroplasmatales
und die Mycoplasmatales (VALENTIN-WEIGAND, 2011). Letztgenannte
Ordnung unterteilt sich in die Familie der Mycoplasmataceae mit den Genera
der Mycoplasma und Ureoplasma (VALENTIN-WEIGAND, 2011). Als
zellwandlose Bakterien (SELBITZ, 2011a) zahlen Mykoplasmen mit einer GrolRe
(Durchmesser) von 0,4 - 1,2 Mikrometer (TAJIMA und YAGIHASHI, 1982) zu
den kleinsten, sich selbst vermehrenden Bakterien (RAZIN, 1992). Da ihre
Zellen nur von einer Zytoplasmamembran umgeben sind und somit keine starre
Zellwand aufweisen, bedingt dies ihr pleomorphes Aussehen (SELBITZ, 2011a).
Mykoplasmen lassen sich ubiquitar auf den Schleimhauten von Tieren finden
(THACKER und MINION, 2012). Neben M. hyopneumoniae sind andere
wichtige pathogene Mykoplasmen beim Schwein Mycoplasma hyorhinis
(M. hyorhinis), welche Polyserositis und Arthritis verursachen, Mycoplasma
hyosynoviae (M. hyosynoviae), welche ebenfalls Arthritis auslosen und
Mycoplasma suis (M. suis), welche fur die infektiose Anamie des Schweines
verantwortlich sind (THACKER und MINION, 2012). Nicht pathogen, jedoch
beim Schwein vorkommend, scheinen Mycoplasma flocculare, Mycoplasma
sualvi, Mycoplasma hyopharyngeis und einige Acheloplasma zu sein (THACKER
und MINION, 2012).

2.2. Epidemiologie

Bei der Ubertragung von M. hyopneumoniae gilt das Schwein als einziger Wirt
und alleiniger Ubertrager (WHITTLESTONE, 1976). In einem infizierten Bestand
ergeben sich zwei mogliche Infektionswege, eine indirekte aerogene
Tropfcheninfektion und eine direkte Ansteckungsmoglichkeit uber individuellen
Tierkontakt (SELBITZ, 2011a). Die direkte Ubertragung von Tier zu Tier ist eine
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der haufigsten Infektionswege, vor allem unter Feldbedingungen (THACKER
und MINION, 2012). Hierbei konnen sich bereits Saugferkel von Sauen oder
Jungsauen wahrend der Saugezeit anstecken (RUIZ et al., 2003). CALSAMIGLIA
und PIJOAN (2000) zeigen, dass die nasale Ausscheidungsrate der Sauen mit
zunehmender Paritat sinkt. In einer Untersuchung scheiden die Jungsauen den
Erreger zu 52 % aus, wohingegen die Sauen der zweiten bis vierten Paritat
diesen nur noch zu 39 % und die Sauen der funften bis siebten Paritat noch zu
35 % ausscheiden (CALSAMIGLIA und PIJOAN, 2000). SIBILA et al. (2007)
konnen bereits in der ersten Lebenswoche M. hyopneumoniae bei Ferkeln
isolieren. Ist ein Saugferkel erstmals infiziert, kann eine Erregerubertragung auf
Wurfgeschwister wahrend der Saugezeit und spater zu Buchtengenossen auf
dem horizontalen Wege von Tier zu Tier stattfinden (FANO et al.,, 20053;
THACKER und MINION, 2012). In geschlossenen Betrieben muss neben der
Ansteckung durch Buchtengenossen auch mit einer horizontalen Infektion
durch altere Individuen im Aufzuchtbereich gerechnet werden (THACKER und
MINION, 2012). Da die Erreger uber lange Zeit im Respirationstrakt betroffener
Tiere verweilen, konnen latent infizierte Tiere als asymptomatische Trager neue,
bisher nicht infizierte Tiere anstecken (FANO et al., 2005a; PIETERS et al.,,
2009). Infizierte Schweine konnen sowohl in der akuten Phase der Erkrankung
(MEYNS et al., 2004) als auch in der chronischen Phase der Infektion Erreger
auf empfangliche Schweine ubertragen (PIETERS et al., 2010). Die
Geschwindigkeit, mit der sich M. hyopneumoniae im Bestand ausbreitet, wird
von MAROIS et al. (2007) unter experimentellen Bedingungen untersucht, und
bereits nach sieben Tagen kann der Erreger aus zuvor nicht-infizierten
Kontakttieren mittels einer Kultur angezuchtet werden. Auch MEYNS et al.
(2004) beobachten in einem experimentellen Versuch, dass ein Absetzferkel
wahrend eines sechswochigen Zeitrahmens im Durchschnitt ein weiteres Tier
infiziert. Zeigt ein Bestand in der akuten Phase der Infektion
Atemwegssymptomatik, so kann nach STARK et al. (1998) ein Anstieg der
Erregernachweisrate in Luftproben verzeichnet werden. OTAKE et al. (2010)
finden selbst in 9,2 km Umkreis um einen infizierten Betrieb noch infektiose
Erreger. Somit tragt die Ubertragung iiber Aerosole ohne direkten Tierkontakt
ebenfalls zur Verbreitung des Erregers bei (LEON et al., 2001; FANO et al.,
2005b, 2005a). Nach Untersuchungen, die Aufschluss uber die Persistenz von
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M. hyopneumoniae geben sollen, zeigen FANO et al. (2005a), dass nach
experimenteller Infektion mit M. hyopneumoniae der Erreger mittels n-PCR
sowohl bei infizierten Tieren als auch bei zuvor negativ getesteten Tieren bis
185 Tage post infectionem (p.i.) nachgewiesen werden kann. Eine noch langere
Persistenz des Erregers ermitteln PIETERS et al. (2009). Selbst 200 Tage p.i.
kommt es zu einer Ubertragung des Erregers auf Sentinel-Tiere (PIETERS et al.,
2009).

Bezuglich der Verbreitung des Erregers bei drei bis sechs Wochen alten Ferkeln
werden bei 500 klinisch auffalligen Tieren aus 50 Herden mit endemischen
Atemwegsproblemen bei 11,2 % der Schweine M. hyopneumoniae mittels n-
PCR aus BAL ermittelt (MOORKAMP et al., 2009). In einer anderen Studie
konnen bei 921 Absetzferkeln aus 9,3 % der untersuchten Lungen
M. hyopneumoniae nachgewiesen werden, wohingegen der Erreger bei 201
Saugferkeln nur zu 2,0 % aus Lungengewebe mittels PCR detektiert werden
kann (NATHUES et al., 2010). Im Jahr 2010 werden 2500 Saugferkel aus 125
Betrieben mittels Nasentupfer und rt-PCR untersucht, wovon in insgesamt
3,9 % der Tiere aus 46 Betrieben der Erreger direkt nachgewiesen wird, so dass
auf eine Herdenpravalenz von 36,8 % geschlossen wird (NATHUES et al.,
2013a). In Belgien betragt nach MAES et al. (1999a) die mediane Seropravalenz

von Mastschweinen auf Herdenebene 88 9%b.

Auch weisen GROSSE BEILAGE et al. (2009) unter Sauen in Nord-
Westdeutschland eine Seropravalenz hinsichtlich M. hyopneumoniae von 65 %
nach. Hierbei liegt die geringste Seropravalenz im einzelnen Betrieb bei 14 %
(GROSSE BEILAGE et al., 2009). Im Vergleich dazu liegt in Frankreich die
Seropravalenz von Sauen aus funf geschlossenen Betrieben bei mindestens
55 % (FABLET et al., 2011). Der Erreger selbst kann in dieser Studie bei 2,4 %
der Tiere direkt nachgewiesen werden (FABLET et al., 2011).

Nach GROSSE BEILAGE et al. (2009) sind Risikofaktoren, welche in positiver
Korrelation zur Seropravalenz bei Sauen stehen, ein fehlendes Rein-Raus-
Verfahren der Abferkelabteile, ein zwei Wochen-Rhythmus oder eine fehlende
Quarantane bei Eingliederung zugekaufter Eber in den Betrieb. Des Weiteren ist

der Anteil seropositiver Sauen in Betrieben, in denen die Ferkel gegen
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M. hyopneumoniae geimpft werden, niedriger (GROSSE BEILAGE et al., 2009).
In Mastbetrieben korrelieren ein schlechtes Management und ein Bezug von
Ferkeln aus mehreren Herkunftsbetrieben mit einer hoheren Inzidenz an
klinischen Symptomen und Lungenlasionen (DIFRANCO et al., 1989). Neben
diesen Risikofaktoren beeinflussen nach SEGALES et al. (2012) jedoch auch
klimatische Faktoren die Zunahme des Risikos einer M. hyopneumoniae-
Infektion. Hierzu zahlen beispielsweise niedrige AuRentemperaturen und hohe
durchschnittliche wochentliche Niederschlage (SEGALES et al., 2012).

Das Risiko fur das Einzeltier zum Absetzzeitpunkt M. hyopneumoniae-positiv zu
sein kann laut NATHUES et al. (2013b) bereits im Ferkelalter reduziert werden,
wenn in den ersten zwei Lebenswochen fur hohe Temperaturen im Ferkelnest
gesorgt wird, ein Schleifen der Zahne vorgenommen wird und eine zweimalige
Eisenapplikation erfolgt. FANO et al. (2007) stellen fest, dass eine Kolonisation
mit M. hyopneumoniae zur Zeit des Absetzens in direktem Bezug zu
Serokonversion, dem  direkten  Erregernachweis mittels PCR aus
Bronchialtupferprobenentnahmen sowie zur Ausdehnung und Haufigkeit von

Lungenlasionen am Schlachthof stehen.

2.3. Pathogenese

Die Kolonisation der Atemwege mit M. hyopneumoniae erfolgt durch die
Anheftung an die Zilien des Respirationstraktes (ZIELINSKI und ROSS, 1993).
Zunachst an der Spitze der Zilien lokalisiert, gelangen die Erreger im Laufe der
Infektion tiefer in die interziliaren Zwischenraume und einige treten in direkten
Kontakt mit den Mikrovilli (JACQUES et al., 1992). In erster Linie dienen den
M. hyopneumoniae Glykokonjugate als Rezeptoren auf den Zilien des
Respirationstraktes (ZHANG et al., 1994). Das sogenannte P97 Membranprotein
spielt eine primare Rolle als Adhasin virulenter M. hyopneumoniae Stamme
(ZHANG et al., 1995; DEUTSCHER et al., 2012). Die Befunde der Studie von
ZHANG et al. (1995) deuten darauf hin, dass das Protein P97 einen wichtigen
Virulenzfaktor von M. hyopneumoniae darstellt. Nach WILTON et al. (2009)
konnten auch die Proteine P85 und P102 eine Rolle bei der ziliaren Bindung
spielen. Pilusahnliche Fibrillen helfen bei der Verknupfung von Bakterium und
Zilie (BLANCHARD et al., 1992; SARRADELL et al., 2003). YOUNG et al. (2000)
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untersuchen in einer Studie die invitro-Anheftung von M. hyopneumoniae an
Zilien von porzinen Trachealepithelzellen und beobachten, dass es nur bei
virulenten M. hyopneumoniae Stammen zu einer Anheftung an die Zilien und zu
offensichtlichen Schaden kommt, wohingegen apathogene Stamme sich nicht

anheften.

Eine erfolgreiche Kolonisation und Anheftung der Erreger an die Zilien im
Respirationstrakt fuhren anschlieBend zur Ziliostasis, zu deren Verklumpung
und schlieBlich zum Verlust der Zilien (DEBEY und ROSS, 1994). Nachfolgend
kommt es zum Niedergang bronchialer muzinbildender Becherzellen sowie zu
einer Veranderung der Zusammensetzung der produzierten Sekrete (DEBEY et
al., 1992). Diese Beeintrachtigung der mukoziliaren Clearance fuhrt dazu, dass
Zelldebris und invasierende Pathogene, insbesondere Bakterien, nicht mehr
ausreichend aus den Atemwegen abtransportiert und abgehalten werden
konnen (THACKER und MINION, 2012). Als Konsequenz daraus und aufgrund
weiterer immunsuppressiver Effekte  von M. hyopneumoniae  konnen
Kommensale des oberen Atmungstraktes wie beispielsweise
Pasteurella multocida (P. multocida), Streptococcus suis (S. suis),
Haemophilus parasuis  (H. parasuis) und Actinobacillus pleuropneumoniae
(A. pleuropneumoniae) in den Alveolen als sekundare Pathogene proliferieren
(THACKER und MINION, 2012).

Histologisch ist das Fruhstadium der Infektion durch eine bronchiolare und
lymphoretikulare Hyperplasie gekennzeichnet (BLANCHARD et al., 1992). Die
ansteigende Zahl an mononuklearen Zellen sowie die lymphatische Hyperplasie
im perivaskularen und peribronchialen Raum fuhren schlussendlich zu einer
Komprimierung der Bronchien (BLANCHARD et al., 1992). Eine Verengung des
Lumens der Bronchiolen bewirkt eine Atelektase der umliegenden Alveoli, was
laut SARRADELL et al. (2003) anhand verschiedener Mechanismen erklart
werden kann: einerseits aufgrund von sich ansammelndem Schleim sowie
entzundlichen Exsudaten, deren Ansammlung durch den Verlust der
mukoziliaren Clearance begunstigt wird, weiter durch eine gesteigerte Aktivitat
schleimproduzierender Zellen und einer veranderten Glykoprotein Produktion in

den Becherzellen und andererseits durch eine Bronchokonstriktion aufgrund



Il. Literaturtbersicht 21

chemischer Mediatoren sowie durch den Druck, welcher durch eine Zunahme

an umgebenden lymphatischem Gewebe verursacht wird.

Immunhistochemisch stellen RODRIGUEZ et al. (2004) fest, dass es nach einer
M. hyopneumoniae-Infektion zudem zu einer vermehrten Produktion von
immunmodulatorischen und proinflammatorischen Zytokinen, wie etwa
Interleukin (IL)-2,4 und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) kommt, welche
wiederum an der Entstehung von Lungenlasionen sowie der lymphoretikularen
Hyperplasie des BRONCHUS ASSOCIATED LYMPHATIC TISSUE (BALT)

mitverantwortlich sind.

24, Klinische Symptomatik

Bei einer Monoinfektion mit M. hyopneumoniae ist ein Bestand alleinig mit
M. hyopneumoniae infiziert und man spricht von einer Mykoplasmen-
Pneumonie (THACKER und MINION, 2012). Klinisch zeigen betroffene Tiere
einen trockenen, unproduktiven Husten, der besonders nach dem Auftreiben
der Tiere auftritt (THACKER und MINION, 2012). Eine Ausbreitung im Bestand
verlauft in der Regel langsam und zumeist sind Absetz- und Mastschweine oder
auch junge Zuchttiere von der Infektion betroffen (GROSSE BEILAGE et al.,
2013). In Infektionsversuchen zeigen vereinzelt Tiere sechs bis sieben Tage p.i.
erste klinische Anzeichen, wobei die Hustenrate vier Wochen p.i. ihren
Hohepunkt erreicht (SORENSEN et al., 1997; VICCA et al., 2003). Die reduzierte
Futteraufnahme wahrend der klinischen Erkrankung wirkt sich nach THACKER
und MINION (2012) negativ auf das gleichmalBige Wachstum der Tiere aus, so
dass die Gruppen auseinanderwachsen. Kommt es zusatzlich zu einer
Koinfektion mit bakteriellen Sekundarerregern wie P. multocida, S. suis,
H. parasuis oder A. pleuropneumoniae, wird dies als Enzootische Pneumonie
bezeichnet (THACKER und MINION, 2012). Vom PORCINEN RESPIRATORY
DISEASE COMPLEX (PRDC) wird bei einer Koinfektion mit Viren wie PORCINE
REPRODUCTIVE AND RESPIRATORY SYNDROME VIRUS (PRRSV), PORCINE
CIRCOVIRUS TYPE 2 (PCV2) oder SWINE INFLUENZA VIRUS (SIV) gesprochen
(THACKER und MINION, 2012). Die aufgrund von Sekundarinfektionen
verkomplizierten Krankheitsverlaufe zeichnen sich durch das Auftreten

zusatzlicher Symptome wie Fieber, Niedergeschlagenheit und Dyspnoe aus und
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konnen mit einem Anstieg der Mortalitatsrate einhergehen (SELBITZ, 2011a;
THACKER und MINION, 2012). Bei klinischer Untersuchung erkrankter Tiere
fallt auskultatorisch ein in- und exspiratorisch verscharftes bronchiales
Atemgerausch auf, welches oft von Rasseln oder Giemen begleitet wird
(HEINRITZI, 2006b).

Werden zudem Umweltfaktoren, welche zum Krankheitsgeschehen beitragen,
berucksichtigt, spricht man von einer MYCOPLASMA INDUCED RESPIRATORY
DISEASE (MIRD) (SELBITZ, 2011b). Solche negativen Einflussfaktoren konnen
laut HEINRITZI (2006b) eine hohe Besatzdichte, schlechte Ventilation des
Stalles, niedrige oder stark schwankende Tag-Nacht-Temperaturen, feuchte
oder schlecht isolierte Bodenflachen, Luftzug oder ein hoher Schadgasgehalt
der Luft sein. Bei niedrigen Temperaturen steigt die Wahrscheinlichkeit einer
M. hyopneumoniae-Infektion (SEGALES et al., 2012), da niedrige Temperaturen
die Flimmerbewegungen der Zilien im Respirationstrakt hemmen sowie die
Lungenclearance herabsetzen (HEINRITZI, 2006b). Um das Zusammenspiel
verschiedener Erreger in der Genese von Pneumonien zu ermitteln, wird in
einer Studie von PALZER et al. (2008) die BAL-Flussigkeit von 239 klinisch
kranken  Schweinen  untersucht. Hierbei ist der Nachweis von
M. hyopneumoniae positiv mit dem Nachweis weiterer bakterieller Erreger wie
P. multocida, M. hyorhinis und Bordatella bronchiseptica (B. bronchiseptica)
sowie dem PRRS-Virus (Genotyp 1) assoziiert (PALZER et al., 2008). In einer
Studie von TAKEUTI et al. (2013) kann aus Lungengewebsproben, in denen
P. multocida isoliert wird, zusatzlich M. hyopneumoniae zu 96,7 %
pathohistologisch und zu 61 % immunhistochemisch nachgewiesen werden.
Dieser Befund untermauert die wichtige Bedeutung des Zusammenspiels beider
Erreger bei klinisch erkrankten Tieren (TAKEUTI et al., 2013). Nach
experimenteller Infektion mit M. hyopneumoniae zeigen mit P. multocida und
M. hyopneumoniae-infizierte Tiere hoheres Fieber, vermehrt Husten und
Dyspnoe und folglich auch extensivere exsudative Lungenlasionen, als alleinig
mit M. hyopneumoniae-infizierte Tiere (CIPRIAN et al., 1988). Ebenso zeigen
FABLET et al. (2012), dass M. hyopneumoniae-Infektionen bei vier bis 16
Wochen alten Schweinen positiv mit einer PCV2-Infektion korrelieren. In

Herden, in denen haufiger Schweine mit M. hyopneumoniae und PCV2 infiziert
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sind, wird charakteristisch eine hohere mittlere PCV2 Viruslast festgestellt, als
in anderen Herden (FABLET et al., 2012). Dieses Ergebnis stimmt mit dem von
DORR et al. (2007) Uberein, welche in einer epidemiologischen Erhebung
feststellen, dass die Wahrscheinlichkeit, dass PCV2-infizierte Tiere gleichzeitig
mit M. hyopneumoniae infiziert sind, besonders in der Aufzuchtphase
signifikant hoher ist. Durch experimentelle Koinfektion mit beiden Erregern
werden mikroskopische Lasionen und die PCV2 Viruslast im Lungen- sowie im
lymphatischen Gewebe, verglichen zu einer Monoinfektion, gesteigert
(OPRIESSNIG et al.,, 2004). Daruber hinaus erhoht die gleichzeitige
Anwesenheit von M. hyopneumoniae die Inzidenz von POSTWEANING
MULTISYSTEMIC WASTING SYNDROME (PMWS) (OPRIESSNIG et al., 2004).
Im Gegensatz dazu stellen SIBILA et al. (2012) bei experimenteller Infektion mit
M. hyopneumoniae und PCV2 keine Potenzierung klinischer Anzeichen und
Lasionen fest. Im Hinblick auf eine Koinfektion mit PRRSV beobachten
THACKER et al. (1999), dass M. hyopneumoniae die durch PRRSV induzierte
Klinik und daraus folgende Lungenlasionen verscharft. Durch das stetige
Aufkommen neuer Monozyten und Makrophagen aufgrund der chronisch
verlaufenden M. hyopneumoniae-Infektion, wird es den PRRS-Viren ermoglicht,
in der Lunge in geringen Mengen und Uber lange Zeit zu persistieren
(THACKER et al., 1999). Die durch M. hyopneumoniae hervorgerufene
Potenzierung der Lungenlasionen sowie die verscharft auftretende Klinik wird
ebenfalls von THACKER et al. (2000a) sowie THANAWONGNUWECH und
THACKER  (2003) bestatigt. Eine retrospektive Analyse der an
Atemwegserkrankungen beteiligten Erreger beim Schwein in den USA zeigt,
dass in 82,2 % aller untersuchten Falle zwei oder mehr Pathogene gleichzeitig
detektiert werden konnen, wovon PRRSV oder SIV in Kombination mit anderen
bakteriellen Sekundarerregern ein haufiger Grund fur Atemwegsproblematiken
sind (CHOI et al.,, 2003). Neben einem positiven SIV-Befund werden zudem
haufig Koinfektionen mit P. multocida, PRRSV und M. hyopneumoniae
festgestellt (CHOI et al., 2003). Schweine, die sowohl mit M. hyopneumoniae als
auch mit SIV infiziert sind, zeigen deutlich vermehrt Husten, wobei sich der
Schweregrad der Pneumonie dadurch nicht verschlimmert (THACKER et al.,
2001). Nach THACKER et al. (2001) reagieren beide Erreger vielmehr additiv

miteinander, als dass M. hyopneumoniae einen potenzierenden Einfluss auf den
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Verlauf einer SIV-Infektion nehmen wurde (THACKER et al., 2001). Jedoch
beobachten YAZAWA et al. (2004) bei einer Koinfektion von mit
M. hyopneumoniae-infizierten Tieren mit einem niedrig pathogenen H1N1-SIV-
Stamm, dass sich in kombiniert infizierten Tieren Lungenlasionen
schwerwiegender darstellen, als in nur mit SIV-infizierten Tieren. Werden
Schweine zuerst mit M. hyopneumoniae und anschlieend mit einem H1N1-SIV
infiziert, so steigert dies das Ausmald der klinischen Symptomatik, wonach
erkrankte Tiere Hyperthermie zeigen, an Appetit verlieren und sich zudem

deren Lungenlasionen verschlimmern (DEBLANC et al., 2012).

Auch Endoparasiten wie Ascaris suum konnen einen Einfluss auf den Impferfolg
gegen M. hyopneumoniae und nachfolgend auf die Auspragung der Klinik
nehmen (STEENHARD et al., 2009). STEENHARD et al. (2009) zeigen, dass
Tiere, welche bereits mit Ascaris suum infiziert sind und gegen
M. hyopneumoniae geimpft werden, deutlich starkere Lungenveranderung
aufweisen, als Tiere, welche gegen M. hyopneumoniae geimpft sind und

anschlieSend mit Ascaris suum infiziert werden.
2.5. Pathomorphologie und -histologie

2.5.1. Makroskopische Veranderungen

In akuten Fallen einer Mykoplasmen-Pneumonie lassen sich makroskopische
Lasionen in Form von kranio-ventralen bzw. diffusen Verhartungen, einer
verminderten Retraktionsfahigkeit der Lunge sowie in Form von abgegrenzten
Odemen finden (THACKER und MINION, 2012). Im Anschnitt zeigt sich das
Lungenparenchym  solch  unkomplizierter M. hyopneumoniae-Infektionen
farblich relativ uniform (THACKER und MINION, 2012). Die hochste Pravalenz
an Lungenlasionen lasst sich an den rechts apikalen, sowie rechts kardialen und
links kardialen Lungenlappen feststellen (SORENSEN et al.,, 1997). Nach
SORENSEN et al. (1997) hangt dies vermutlich damit zusammen, dass in den
rechten apikalen Lobus ein direkter Stammbronchus aus der Trachea mundet.
Im chronischen Stadium der EP lassen sich vor allem in den kranio-ventralen
Anteilen der Lunge lila bis grau verfarbte und karnifizierte Bereiche vorfinden
(THACKER und MINION, 2012). Des Weiteren zeigt sich das Bild einer

lymphatischen Hyperplasie sowie eine Verdickung der interalveolaren Septen in
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diesen betroffenen Arealen (MAES et al., 1996). In abheilenden Wundbereichen
findet man kollabierte Alveolen, ein alveolares Emphysem und umfangreich
hyperplastische Lymphknoten (MAES et al., 1996).

Nach MAES et al. (1996) sind zwei bis vier Wochen nach erfolgter Infektion die
makroskopischen Veranderungen am deutlichsten ausgepragt. Diese beginnen
acht Wochen nach der Infektion abzuheilen, falls Sekundarinfektionen
ausbleiben (MAES et al., 1996). In abgeheilten Lasionen lassen sich kollabierte
und/ oder emphysematose Alveolen sowie fibrosiertes Gewebe in den
peribronchialen Arealen der Lunge finden (THACKER und MINION, 2012). Die
tracheobronchialen Lymphknoten sind in der Regel fest und vergroBert
(THACKER und MINION, 2012). Nach zehn Wochen sind nach MAES et al.
(1996) nur noch einige makroskopisch sichtbare Veranderungen zu detektieren.
Jedoch sind bei einem komplizierten Verlauf mit pyogenen Sekundarerregern
groBere Teile der Lunge betroffen, die sich bei Palpation fest und verdichtet
anfuhlen (THACKER und MINION, 2012). Im Anschnitt von verandertem
Lungengewebe zeigt sich ein heterogenes Bild von weillich bis grauer Farbe
und aufgeblahten Alveolen (THACKER und MINION, 2012). Auf Druck kann
mukopurulentes Exsudat aus den Atemwegen gewonnen werden (THACKER
und MINION, 2012). ANDREASEN et al. (2001) untersuchen den
Zusammenhang zwischen Serokonversion und der Auspragung von
Lungenveranderungen am Schlachthof und zeigen, dass Tiere, welche kurz vor
Schlachttermin serokonvertieren, das grote Ausmall an Mykoplasmen-
ahnlichen katarrhalischen Lungenveranderungen aufweisen. Hingegen zeigen
Tiere, welche bereits frih in ihrem Leben serokonvertiert sind, vor allem kranio-
ventrale  pleuritische  Veranderungen (ANDREASEN et al., 2007).
Ubereinstimmend stellen FRAILE et al. (2010) eine positive Korrelation von
kranio-ventralen Lungenkonsolidierungen und einer positiven Seropravalenz

hinsichtlich M. hyopneumoniae fest.

2.5.2. Mikroskopische Veranderungen

Eine histopathologische Untersuchung von Lungen zuvor infizierter Schweine
(14 Tage p.i.) ergibt nach SGRENSEN et al. (1997) eine subakute lobulare
Pneumonie mit katarrhalischer Bronchitis und Bronchiolitis. Auch SARRADELL
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et al. (2003) stellen mikroskopisch eine katarrhalisch-bronchointerstitielle
Pneumonie mit Infiltration von Entzindungszellen in der Lamina propria von
Bronchien und Bronchiolen sowie Alveolarsepten fest. Charakteristisch lassen
sich eine Hyperplasie der Epithelzellen und eine gesteigerte perivaskulare und
peribronchiale Akkumulation von mononuklearen Zellen beobachten (KOBISCH
und FRIIS, 1996). Eine Hyperplasie der mononuklearen Zellen im BALT fuhrt
zur Obliteration des Lumens der Bronchiolen und ist somit ursachlich fur die
Atelektase der umliegenden Aveolen (SARRADELL et al., 2003). Vorwiegend
lassen sich hierbei Makrophagen sowie dendritische Zellen, B- und T-
Lymphozyten, IgA*- und IgG*-Plasmazellen und hiufiger CD4"- als CD8-Zellen
finden (SARRADELL et al., 2003). Daruber hinaus konnen Zilienverlust
(SARRADELL et al., 2003) und ein Abschilfern der Zilien tragenden Zellen in
den luftleitenden Wegen beobachtet werden (MAES et al., 1996). In den Alveoli
und den luftleitenden Lumina selbst finden sich serose Flussigkeit,
Makrophagen ebenso wie neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und
Plasmazellen (THACKER und MINION, 2012). In chronischen Veranderungen
sind rund um die Bronchien und Bronchiolen Lymphozyten und vereinzelt
Makrophagen lokalisiert (THACKER und MINION, 2012). In sich bereits
regenerierenden Arealen finden sich kollabierte und/ oder emphysematose
Alveolen sowie Fibrosen in peribronchialen Regionen (THACKER und MINION,
2012). M. hyopneumoniae selbst ist an und zwischen den Zilien der
Epithelzellen der Bronchien und Bronchiolen zu finden (SARRADELL et al.,
2003).

2.6. Immunitat

In der Abwehr von viralen Infektionen scheint die zell-mediierte Immunantwort
von grofBer Bedeutung zu sein (LOWE et al., 2005; FORT et al., 2009; MARTELLI
et al., 2009). Nach THACKER et al. (2000b) spielt diese auch eine Hauptrolle bei

der Abwehr einer Infektion mit M. hyopneumoniae.

Nach Infektion mit M. hyopneumoniae befinden sich im BALT vor allem
Makrophagen (SARRADELL et al., 2003). In Fallen der Enzootischen Pneumonie
besteht das hyperplastische BALT aus Makrophagen, dendritischen Zellen, T-
und B-Lymphozyten, sowie 1gG™- und IgA*-Plasmazellen (SARRADELL et al.,
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2003). Ein Anstieg an CD4"- und die Abnahme an CD8"-Zellen im Laufe der
Infektion wird ubereinstimmend von REDONDO et al. (2009) sowie SARRADELL
et al. (2003) festgestellt. CD4"-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von Makrophagen und bei der Antikorperproduktion durch B-
Lymphozyten (REDONDO et al., 2009). Mittels TOLL-LIKE RECEPTORS-2 und -6
(TLR2 und TLRé) konnen antigenprasentierende Zellen wie etwa
Alveolarmakrophagen M. hyopneumoniae-Antigen erkennen (MUNETA et al.,,
2003). Nach Kontakt von Antigen mit Makrophagen konnen die Makrophagen
neben TNF-a auch andere Zytokine wie IL1T und IL6 produzieren (CHOI et al.,
2006). Eine Expression der drei Zytokine geht nach Untersuchungen von CHOI
et al. (2006) stets mit Lungenveranderungen einher. Auch RODRIGUEZ et al.
(2004) stellen nach naturlicher Infektion mit M. hyopneumoniae einen Anstieg
an Zytokinen, wie etwa IL2, IL4, TNF-oa sowie ILT und IL6, fest. Diese Zytokine
sind in der Lage, sowohl Lungenlasionen als auch eine Hyperplasie des BALTSs
in infizierten Schweinen zu verursachen (RODRIGUEZ et al., 2004) und spielen
eine  tragende Rolle bei der Initilerung und Regulierung von

Entzundungsreaktionen einer M. hyopneumoniae-Infektion (CHOI et al., 2006).

Eine Impfung und Infektion mit M. hyopneumoniae induziert eine lokale
mukosale Immunantwort im Respirationstrakt von Schweinen (THACKER et al.,
2000b). Nach THACKER et al. (2000b) scheint eine Impfung in der Lage zu sein,
die Proliferation von B-Lymphozyten zu hemmen und die Produktion von
M. hyopneumoniae spezifischen IFN-y sezernierenden Lymphozyten im Blut zu
stimulieren (THACKER et al., 2000b). Letztgenannte spielen eine bedeutende
Rolle bei der Schutzwirkung vor einer M. hyopneumoniae-Infektion, aktivieren
daruber hinaus Makrophagen und fordern die Zell-vermittelte Immunantwort
(THACKER et al., 2000b). Die Vakzination beeinflusst zudem die Bildung von
TNF- o, dessen Konzentration nach Challenge mit M. hyopneumoniae bei
ungeimpften Tieren hoher ist, als bei geimpften Tieren (THACKER et al.,,
2000b). OKADA et al. (2000) zeigen, dass nach Vakzination und folgender
Infektion mit M. hyopneumoniae die Erregeranzahl sowie die Zahl an
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in der
bronchoalveolaren Lavage Flussigkeit (BALF) bei geimpften Tieren im Vergleich

zu ungeimpften Tieren abnimmt. Des Weiteren wird das Level an TNF-o0, sowie
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der mittlere Prozentsatz an Lungenlasionen, an Entzundungszellen in den
Atemwegen und an T-Zellakkumulationen rund um die Bronchien reduziert
(OKADA et al., 2000). In einem Infektionsversuch von WOOLLEY et al. (2013)
weisen ungeimpfte Tiere im Vergleich zu geimpften Tieren 21 Tage nach
Challenge mit M. hyopneumoniae erhohte Konzentrationen an TNF-a, ILT und -
6 sowie eine erhohte Aktivitat von Plasmin in der Tracheobronchialflussigkeit
auf. Bezuglich der mukosalen humoralen Immunitatsausbildung fuhrt eine
Vakzination bei Schweinen zu einem hoheren Anstieg M. hyopneumoniae
spezifischer IgA- und IgG-Antikorper in der BAL-Flussigkeit als bei ungeimpften
Tieren (OKADA et al., 2000). Ebenso beobachten THACKER et al. (2000b) und
VRANCKX et al. (2012a) eine systemische humorale Immunitatsausbildung, da
im Serum die Konzentration an M. hyopneumoniae spezifischen Antikorpern
signifikant hoher ist, als bei ungeimpften Tieren. DJORDJEVIC et al. (1997),
THACKER et al. (1998) und VRANCKX et al. (2012b) zeigen hingegen, dass
keine Korrelation zwischen der Hohe der gemessenen Antikorpertiter im Serum
und der Schutzwirkung nach einer Mykoplasmen-Infektion, im besonderen

Hinblick auf Lungenlasionen, besteht.

Nach OKADA et al. (2000) und THACKER et al. (2000b) scheinen die durch eine
Impfung gegen M. hyopneumoniae hervorgerufenen Veranderungen der
zellularen Immunitat und der mukosalen Antikorperkonzentrationen einen
wichtigen  Einfluss auf die durch M. hyopneumoniae verursachte
Entzundungsreaktion zu haben. Somit tragt eine Vakzination bedeutend zur
Kontrolle der durch M. hyopneumoniae hervorgerufenen Pneumonie bei
(OKADA et al., 2000; THACKER et al., 2000b).

2.7. Diagnose

Eine Evaluierung von Kultivierung, Immunfluoreszenz, ELISA und PCR zum
Nachweis von M. hyopneumoniae im Lungengewebe kommt zu dem Ergebnis,
dass alle vier Methoden eine hohe Sensitivitat in akuten Stadien der Infektion
aufweisen (SORENSEN et al., 1997). In dieser experimentellen Studie erweist
sich die Kultivierung in spateren Stadien der Infektion als uberlegen
(SORENSEN et al., 1997). Bezuglich der Spezifitat der einzelnen Tests
untereinander werden keine Unterschiede ermittelt (SORENSEN et al., 1997).
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2.7.1. Kultur

Die Anzucht gilt als der Goldstandard unter den diagnostischen Mitteln
M. hyopneumoniae nachzuweisen, auch wenn diese sich als sehr schwierig
erweist, da die Wachstumsdauer des Erregers sehr lange ist, dieser hohe
Anspruche an Nahrmedien stellt und es die Gefahr von Verunreinigungen birgt
(THACKER, 2004). In einer Studie von HILTERMANN-LINDEN (2004) erweist
sich die Kultur als impraktikabel, da von 51 Kulturen 27 (53 %) durch
Verunreinigungen nicht auswertbar sind. Geeignetes Probenmaterial fur eine
Anzucht liefern nach MAROIS et al. (2007) beispielsweise Trachealtupfer und
tracheobronchiale Spulungen, wohingegen Nasentupfer oder Tonsillentupfer
weniger geeignet scheinen. Um Verunreinigungen zu vermeiden, bietet sich im
Vergleich zu einer intratrachealen Beprobung eine transtracheale
Probengewinnung an (HENNIG-PAUKA et al., 2007). Lungengewebsproben,
welche unter Ultraschallkontrolle dem Schwein entnommen werden, konnen

weitere Verunreinigungen verhindern (HEINRITZI et al., 2003).

2.7.2. Immunhistochemie, Immunfluoreszenz und in-situ Hybridisierung

Mit Hilfe spezifischer anti-M. hyopneumoniae-Antikorper lassen sich via
Immunfluoreszenz (IF) und Immunhistochemie (IHC) Mykoplasmen im
Lungengewebe darstellen, wohingegen sich die in-situ-Hybridisierung
spezifischer Nukleinsauren bedient (THACKER und MINION, 2012).
Gewebeproben fur die Immunhistochemie und die in-situ-Hybridisierung sollten
zeitnah post mortem entnommen werden und in 10 %ig neutral gepuffertem
Formalin fixiert werden (THACKER und MINION, 2012). Nach MOORKAMP et
al. (2010) erweist sich eine Immunhistochemie mittels monoklonalen
Antikorpern als geeignet, um M. hyopneumoniae nachzuweisen; jedoch ist eine
n-PCR fur eine fruhe Detektion einer Infektion, ohne Ausbildung
makroskopischer  Befunde, unersetzlich. Eine Korrelation zwischen
Erregernachweis durch eine IHC oder IF und dem Vorhandensein von
Lungenlasionen wird von MOORKAMP et al. (2010) und MAROIS et al. (2007)
beschrieben. Auch gelingt mittels einer in-situ Hybridisierung der Nachweis von
typischen  Nukleinsauresequenzen (KWON und CHAE, 1999). Ein

Hybridisierungssignal kann auf der luminalen Seite von bronchialen und
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bronchiolaren Epithelzellen festgestellt werden, jedoch nicht in deren
Zytoplasma (KWON und CHAE, 1999).

273. PCR

Eine Moglichkeit M. hyopneumoniae im Gewebe nachzuweisen, stellt die PCR
dar; der Nachweis mit dieser Methode erweist sich sowohl in Feldversuchen als
auch in Infektionsversuchen als sehr sensitiv und spezifisch (BLANCHARD et al.,
1996; SORENSEN et al., 1997; BAUMEISTER et al., 1998). Nach Aussage von
BLANCHARD et al. (1996) ist die PCR bei experimentell infizierten Tieren im
Anfangsstadium der Infektion gegenuber einer IF sensitiver. Als Probenmaterial
eignet sich nach BAUMEISTER et al. (1998) BALF sowie tracheobronchiale
Spulungen von Schweinen (BLANCHARD et al., 1996). Auch in einer Studie von
KURTH et al. (2002) eignet sich die BALF als Medium fur eine PCR mit hoher
Sensitivitat (95-100 %), wohingegen Nasentupfer und Lungengewebe als
Ausgangsmaterial weniger aussagekraftig sind. Mit diesen Ergebnissen
stimmen auch MAROIS et al. (2007) uberein, welche Trachealtupfer und
tracheobronchiale Spulungen im Vergleich zu Nasen- und Tonsillentupfer als
optimales Probenmaterial bezeichnen. FABLET et al. (2010) vergleichen in einer
Studie vier verschiedene Methoden, um Proben fur einen M. hyopneumoniae-
Nachweis zu gewinnen. Eine Evaluation von Nasentupfer, oropharyngealen
Tupfer, tracheobronchialen Tupfer und tracheobronchialer Spulung als
Probenausgangsmaterial ergibt, dass der Tracheobronchialtupfer und die
tracheobronchiale Spulung die sensitivsten Probenentnahmemethoden sind, um
M. hyopneumoniae in naturlich-infizierten Tieren zu detektieren (FABLET et al.,
2010). Bei experimentell infizierten Schweinen konnen BLANCHARD et al.
(1996) aus tracheobronchialen Spulungen zudem eine gute Korrelation
zwischen PCR und IF-Test feststellen. Ein hochstes MaR an Sensitivitat einer
PCR erzielen HENNIG-PAUKA et al. (2007) in Kombination mit einer

bronchoskopischen Lavage.

Besonders sensitiv unter den PCR-Methoden scheint die nested-PCR (n-PCR) zu
sein, die statt nur einem Primer-Set zwei Primer-Sets verwendet und somit
weniger als 80 Mikroorganismen detektieren kann und zudem nicht mit anderen

Mykoplasmen-Spezies oder Atemwegskommensalen kreuzreagiert
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(CALSAMIGLIA et al, 1999). Unter Verwendung von Nasentupfern als
Probenmaterial ist die n-PCR der herkommlichen PCR uberlegen
(CALSAMIGLIA et al., 1999). Sind histopathologische Veranderungen in den
Lungen vorhanden, welche charakteristisch fur eine M. hyopneumoniae-
Infektion sind, gibt es eine gute Korrelation zwischen n-PCR und dem
Vorhandensein solcher Lasionen (CALSAMIGLIA et al., 2000).

2.8. Therapie

Der Einsatz von antibiotischen Mitteln gegen eine M. hyopneumoniae-Infektion
reduziert die klinische Symptomatik einer EP, fuhrt jedoch weder zu einer
Erregerelimination noch zur Heilung bereits bestehender Lasionen (THACKER
und MINION, 2012). Um den Erreger effektiv bekampfen zu konnen, sollte das
Antibiotikum hohe Wirkstoffkonzentrationen in den Sekreten des Atemtrakts von
Schweinen erreichen konnen (THACKER und MINION, 2012). Die Wirksamkeit
einer antimikrobiellen Therapie zur Kontrolle einer Enzootischen Pneumonie
wird anhand mehrerer Studien belegt. So werden positive Effekte bezuglich
klinischer Symptome, der Inzidenz von Lungenlasionen und eine Verbesserung
der Mastleistungsdaten von behandelten Tieren mittels einer Medikation mit
Tiamulin, Tylosin, Tulathromycin, Tilmicosin oder Doxycyclin erzielt (HSU et al.,
1983; LE GRAND und KOBISCH, 1996; BOUSQUET et al., 1998; MATEUSEN et
al., 2001; NUTSCH et al., 2005; VICCA et al., 2005).

STIPKOVITS et al. (2001) vergleichen in einer experimentellen Studie
verschiedene Futterungsantibiotika hinsichtlich ihrer Wirksamkeit. Unter
Berucksichtigung klinischer Parameter sowie anhand histologischer und
pathologischer Ergebnisse kommen sie zu dem Schluss, dass neben einer
Behandlung mittels Tetramutin, Tilmicosin sowie einer Kombination aus
Lincomycin und Chlortetracyclin, eine Medikation mit Valnemulin in
Kombination mit Chlortetracyclin die beste Wirkung gegen verschiedene
atemwegspathogene Erreger wie M. hyopneumoniae, P. multocida und
A. pleuropneumoniae erzielen (STIPKOVITS et al., 2001).

Neben der oralen Medikation Uuber das Futter erweisen sich auch
Injektionspraparate, wie etwa Florfenicol, Tulathromycin und Enrofloxacin in
der Behandlung einer M. hyopneumoniae-Infektion als wirksam (MCKELVIE et
al., 2005; DEL POZO SACRISTAN et al., 2012).
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Aufgrund der fehlenden Zellwand von Mykoplasmen sind Antibiotika, welche
mit der Zellwand der Bakterien interagieren, wie etwa Penicilline, Ampicilline,
Amoxicilline oder Cephalosporine wirkungslos (THACKER und MINION, 2012).
Als ebenso schwach wirksam erweisen sich Polymyxin, Erythromycin,
Streptomycin, Trimethoprim und Sulfonamide (THACKER und MINION, 2012).

29. Bekampfung

2.9.1. Vakzination

Aufgrund der hohen Inzidenz von M. hyopneumoniae werden in Deutschland
circa 80 % aller Ferkel gegen M. hyopneumoniae geimpft. Der Anteil infizierter
Herden in Deutschland betragt nach GROSSE BEILAGE et al. (2013) mehr als
90 %. Um M. hyopneumoniae in einem Bestand zu bekampfen und
vorzubeugen, haben sich auf Basis mehrerer Infektions- wie auch Feldversuche
Impfungen gegen M. hyopneumoniae bei Saugferkeln in der ersten bis zur
dritten Lebenswoche als wirksam erwiesen (THACKER et al., 1998; DAWSON et
al., 2002; REYNOLDS et al.,, 2009; WILSON et al.,, 2012). Weltweit sind
verschiedene Impfstoffe gegen M. hyopneumoniae kommerziell erhaltlich, die
neben Adjuvantien teils inaktivierte ganzzellige Bakterien enthalten, sog.
Ganzzellvakzinen, oder die auf Membranproteinen basieren (THACKER und
MINION, 2012). Durch die Vakzination wird jedoch keine Erregerelimination im
Respirationstrakt von Schweinen bewirkt (LE GRAND und KOBISCH, 1996;
MAES et al., 1999b; PIETERS et al., 2010; VILLARREAL et al., 2011a), auch
wenn die Pravalenz von M. hyopneumoniae im oberen Respirationstrakt von
geimpften Schweinen niedriger ist als bei ungeimpften Tieren (SIBILA et al.,
2007). Ausgehend von dieser Erregerreduktion kann von einer reduzierten
Ausscheidung von M. hyopneumoniae bei vakzinierten Tieren ausgegangen
werden (BACCARO et al., 2006). Der eigentliche Vorteil einer Impfung gegen
M. hyopneumoniae besteht laut MAES et al. (1999b), KYRIAKIS et al. (2001),
SIUGZDAITE et al. (2003) sowie WILSON et al. (2012) in der Verbesserung der
durchschnittlichen taglichen Zunahmen sowie in der Reduzierung EP-ahnlicher
Lungenlasionen im Vergleich zu ungeimpften Tieren. Hinsichtlich der
Lungenveranderungen stellen FRAILE et al. (2010) fest, dass das Lungengewebe

von geimpften Tieren eine signifikant geringere kranio-ventrale Konsolidierung



Il. Literaturtbersicht 33

aufweist, als das ungeimpfter Schweine. Daruber hinaus erzielen vakzinierte
Tiere im Vergleich zu ungeimpften Schweinen ein hoheres Endmastgewicht
(SIUGZDAITE et al., 2003; WILSON et al., 2012), eine bessere Fleischqualitat
(SIUGZDAITE et al., 2003) und groBere Einsparungen hinsichtlich der
Medikationen von Schweinen (MAES et al., 1999b; MAES et al., 2003). Ebenso
spielt eine signifikant bessere Futterwertung bei geimpften Tieren eine wichtige
Rolle fur eine bessere Mastleistung (MAES et al., 1999b). Zu einem gleichem
Ergebnis kommen KYRIAKIS et al. (2001), die zeigen, dass bei zweifach gegen
M. hyopneumoniae geimpften Schweinen die Futterverwertung um 13 % im

Vergleich zur nicht-geimpften Kontrollgruppe ansteigt.

In Deutschland stehen zurzeit elf Praparate auf dem Markt zur Verfugung,
welche sowohl als One-Shot- als auch als Two-Shot-Praparate zu verabreichen
sind (VETIDATA, 2015).

2.9.2. Elimination und Eradikation

Ein erster Schritt zur Elimination von M. hyopneumoniae in einem Betrieb ist
die Optimierung von Management und Haltungsbedingungen (HEINRITZI,
2006b). Hierzu zahlen in erster Linie die Verbesserung des Stallklimas, eine
Optimierung der Belegdichte, eine Gliederung des Stalles in Alters- und
Produktionsgruppen, eine Reduktion der Herkunftsbetriebe, ein striktes Rein-
Raus-Verfahren sowie eine zielfuhrende Medikation und ImpfmaBnahmen
(MAES et al., 2008; THACKER und MINION, 2012).

Als  weitere ubliche MaBnahme kann die DEPOPULATION AND
REPOPULATION durchgefuhrt werden, bei der eine Herde zuerst komplett
depopuliert wird und anschlieBend mit M. hyopneumoniae-negativen Tieren neu
aufgebaut wird (YESKE, 2007). Der Vorteil besteht vor allem darin, dass in
einem Aufwand mehrere Krankheitserreger eliminiert werden konnen (YESKE,
2007).

Alternativ kann auch ein in der Schweiz angewendetes Teilsanierungsprogramm
durchgefuhrt werden, welches allgemein unter dem Namen THE SWISS
SYSTEM bekannt ist, und sich vor allem fur kleinere Betriebe gut eignet
(ZIMMERMANN et al., 1989). Wahrend eines jungtierfreien Intervalls von 14
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Tagen werden keine Zukaufe jungerer Tiere als zehn Monate getatigt und die
Sauenherde wird uber diesen Zeitraum antibiotisch behandelt (ZIMMERMANN
et al., 1989).

Beim MEDICATED EARLY WEANING werden Ferkel ab ihrer Geburt bis zum
10. Lebenstag und die Sauen ab Verbringung in die Abferkelboxen und wahrend
ihrer gesamten Saugezeit medikamentos behandelt (ALEXANDER et al., 1980).
Als weitere besondere Strategie werden die Ferkel bereits mit funf Tagen
abgesetzt und in isolierte Aufzuchtboxen eingestallt, von wo sie nach circa funf-
wochigem Aufenthalt in isolierte Mastboxen umgestallt werden (ALEXANDER et
al.,, 1980). Auch ohne Depopulation erfolgreich ist ein Konzept in einem
Mastbetrieb, bei dem M. hyopneumoniae-positive Tiere antibiotisch behandelt
werden und ausschlieBlich negative und geimpfte Tiere neu hinzugestallt
werden, wahrend beide Gruppen raumlich getrennt voneinander aufgestallt und
entluftet werden sowie uber eine eigene Gulleabfuhrung verfugen (HEINONEN
et al., 2011). In einer Studie von GEIGER und GROTH (2010) fuhrt in einem
geschlossenen Betrieb mit 3800 Sauen ein Programm zur Erregereradikation,
wonach zufolge die gesamte Sauenherde geimpft, alle Sauen und
Neugeborenen antibiotisch behandelt werden und eine Depopulation von
Aufzucht und Mast stattfindet, bevor M. hyopneumoniae-negative Tiere

eingestallt werden.

Trotz erfolgreichen Erregereliminierungen aus Schweineherden kommt es
jedoch haufig zur Wiedereinschleppung von M. hyopneumoniae, sei es uber den
Luftweg oder den Erwerb und die Neueinstallung infizierter, jedoch serologisch
negativer Tiere (MAES et al., 2008).

3. Kombinationsimpfungen beim Schwein

Anhand einer Challenge-Studie zeigen THACKER et al. (2000a), dass eine
alleinige Impfung mit einer Two-Shot M. hyopneumoniae-Vakzine (Impfung zur
3. und 5. Lebenswoche) eine PRRSV-induzierte Pneumonie in mit
M. hyopneumoniae- und PRRSV-infizierten Tieren lindern, jedoch nicht
eliminieren  kann.  Eine  zusatzlich  zur M. hyopneumoniae-lmpfung

vorgenommene Vakzination gegen PRRS (Genotyp-2) in der 4. Lebenswoche
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scheint hingegen diesen positiven Effekt auf die Lungengesundheit aufgrund
der M. hyopneumoniae-Vakzine wettzumachen (THACKER et al., 2000a). Jedoch
nimmt nach THACKER et al. (2000a) eine PRRSV-Infektion oder Vakzination
keinen Einfluss auf die spezifische Antikorperbildung, gemessen in der BAL von

Schweinen.

Im Gegensatz dazu zeigen DREXLER et al. (2010), dass eine kombinierte
intramuskulare Impfung mit einer Two-Shot M. hyopneumoniae-Vakzine und
einer attenuierten PRRSV lebend-Vakzine (Genotyp 1) im Vergleich zur
einzelnen Verwendung der Vakzinen ohne signifikante Unterschiede bezuglich
einer PRRSV-Viramie oder M. hyopneumoniae-induzierten
Lungenveranderungen einhergeht. In diesem Experiment wird die PRRSV-
Vakzine gleichzeitig mit der Boostervakzination gegen M. hyopneumoniae
verabreicht (DREXLER et al.,, 2010). STRICKER et al. (2013) untersuchen
ebenfalls in einer Feldstudie die Applikation einer PRRSV (Genotyp 1)-Vakzine
(3. Lebenswoche) sowie einer M. hyopneumoniae-Vakzine (1. und 3.
Lebenswoche) als Mischspritze und als gleichzeitige Verabreichung an
unterschiedlichen Injektionsstellen und kommen zu dem Ergebnis, dass in
Bezug auf die Entwicklung von spezifischen Antikorpern gegen
M. hyopneumoniae in den M. hyopneumoniae-geimpften Gruppen die Anzahl
serologisch positiver Schweine signifikant hoher ist, als in den ungeimpften
Gruppen. Auch bezuglich der Lungenscores weisen simultan und gleichzeitig
geimpfte Gruppen signifikant niedrigere Lungenscores auf, verglichen mit der
alleinig gegen PRRSV-geimpften Gruppe (STRICKER et al., 2013). Daruber
hinaus erzielen simultan geimpfte Schweine signifikant niedrigere
Lungenscores als die Placebogruppe (STRICKER et al., 2013). Hinsichtlich der
Parameter der Effektivitat (tagliche Zunahmen, Mortalitat, klinische Parameter)
sowie der Safety (lokale und systemische Reaktionen nach der Impfung)
ergeben sich zwischen den funf Versuchsgruppen keine signifikanten
Unterschiede (STRICKER et al., 2013). Lokale Reaktionen treten direkt im
Anschluss an die Vakzination auf und betreffen 5 % der simultan geimpften
Tiere, jedoch sind am darauf folgenden Tag nur noch 1 % der Tiere betroffen
und eine Woche post vaccinationem konnen keine lokalen Veranderungen an

den Injektionsstellen verzeichnet werden (STRICKER et al., 2013). Ebenso
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wirksam erweist sich die gleichzeitige Impfung gegen M. hyopneumoniae und
PCV2 hinsichtlich der Tiergesundheit bei Herden mit suboptimalem
Gesundheitsstatus (HERBICH et al., 2013). Eine gleichzeitige Impfung, sei es
kombiniert/ gemischt oder gleichzeitig nimmt keinen negativen Einfluss auf den
Gesundheitsstatus. Die simultane Impfung fuhrt zum gleichen positiven Effekt
bezliglich  AVERAGE DAILY WEIGHT GAIN (ADWG), wie die
Einzelverabreichung des Impfstoffes (HERBICH et al., 2013). Verglichen mit der
alleinigen Gabe eines der Impfstoffe ergeben sich fur die gleichzeitige
Verabreichung beider Impfstoffe (simultan oder parallel) keine Anhaltspunkte,
dass der PCV2- oder M. hyopneumoniae-Impfstoff einen negativen Einfluss auf
die Ausbildung einer impfstoffinduzierten humoralen Immunantwort hat
(HERBICH et al., 2013).

MEISTERMANN (2006) untersucht die Wirksamkeit eines
Kombinationsimpfstoffes gegen Haemophilus parasuis und M. hyopneumoniae
und die eines monovalenten Impfstoffes gegen M. hyopneumoniae bei
Schweinen und kommt zu dem Ergebnis, dass die Mykoplasmen-Komponente
im  Kombinationsimpfstoff bezuglich des serologischen Verlaufes der
Antikorperbildung und der Immunitatsausbildung vergleichbar mit der des
Monoimpfstoffes gegen M. hyopneumoniae ist. Zudem werden keine
signifikanten  Unterschiede in  Bezug auf Tageszunahmen sowie
Futterverwertung der Versuchstiere ermittelt (MEISTERMANN, 2006). Ein
grenzwertig nicht signifikanter Unterschied (p>0,051) wird bezuglich der
Pneumonien festgestellt (MEISTERMANN, 2006). Nach MEISTERMANN (2006)
ist die Kombinationsimpfung tendenziell der Monovakzination uberlegen.

In Bezug auf eine gleichzeitige Impfung gegen PRRSV und PCV2 kommen
MARTELLI et al. (2013) zu dem Schluss, dass die gleichzeitige Verabreichung
der Impfstoffe (sowohl simultan als auch parallel) mit einem klinischen Schutz
nach naturlicher Infektion assoziiert ist und nicht zu Interferenzen mit der

Entwicklung von spezifischer und zell-mediierter Immunitat fuhrt.
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II. MATERIAL UND METHODEN

1. Anzeige des Versuchsvorhabens

Am 27.09.2013 wurde das Versuchsvorhaben “Zeitgleiche Applikation der
Impfstoffe ECOPORC SHIGA® und Stellamune® One im Feldversuch” mit dem
Aktenzeichen 55.2-1-54-2532.2-17-13 bei der Regierung von Oberbayern

angezeigt.

2. Arbeitshypothese

Ziel der Untersuchung war es, die Wirksamkeit einer M. hyopneumoniae-
Impfung bei Ferkeln in der ersten Lebenswoche in einem M. hyopneumoniae-
belasteten Betrieb zu evaluieren. Hierzu wurde die zeitgleiche Verabreichung
eines Impfstoffes gegen M. hyopneumoniae und eines Impfstoffes gegen das
Stx2e-Toxin mit der alleinigen Impfung gegen M. hyopneumoniae verglichen.
Von der M. hyopneumoniae-ungeimpften Gruppe Eco werden im Vergleich zu
den M. hyopneumoniae-geimpften Gruppen Mhyo und Eco/Mhyo niedrigere
Leistungsparameter und ein negativer Einfluss auf die Lungengesundheit
erwartet. Mit vergleichbaren Ergebnissen bezuglich der Leistungsparameter
und der Lungenscores ist in der kombiniert geimpften Gruppe verglichen mit
der alleinig M. hyopneumoniae-geimpften  Gruppe zu rechnen. Der
Antikorperverlauf der kombiniert geimpften Gruppe ist mit jeweils dem der

alleinig vakzinierten Gruppe vergleichbar.

3. Versuchsbetrieb

Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte im Zeitraum von Dezember 2013 bis August
2014 in einem geschlossenen Betrieb in Niederbayern, mit 180 Sauenplatzen
und 1600 Mastplatzen. Neben Sauen danischer Genetik wurden Sauen der
Rasse Deutsches-Edelschwein x Deutsche Landrasse mit Piétraineber-Samen

belegt.

Der Betrieb galt aufgrund klinischer Befunde wund trotz bestehender
M. hyopneumoniae-Impfung (Suvaxyn®MH-One, Pfizer GmbH, Berlin,

Deutschland) als Mykoplasmen-verdachtig. Dies wurde anhand
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makroskopischer Befunde am Schlachthof (Spitzenlappenpneumonien) und dem
immunhistochemischen Nachweis von M. hyopneumoniae aus verandertem

Lungengewebe vor Versuchsbeginn bestatigt.

Hinsichtlich klinischer Anzeichen fiir Odemkrankheit, verursacht durch E. coli,
galt dieser Betrieb als unverdachtig. Vor Studienbeginn wurde dies zusatzlich
anhand eines SNT-Tests zum Nachweis neutralisierender Antikorper gegen
Stx2e sowohl bei Sauen als auch bei Ferkeln des Betriebes festgestellt. Alle
beprobten Tiere waren negativ. Zudem wurden aus Sammelkotproben von

Absetzferkeln mittels PCR keine Shigatoxinbildenden E. coli nachgewiesen.

Sechs Wochen vor Versuchsbeginn wurden alle Sauen des Betriebes sowie die
Tiere im Flatdeck mit einem FluPan Impfstoff (RESPIPORC FLU PAN, IDT
Biologika GmbH, Dessau-Rosslau, Deutschland) geimpft. In vorausgehenden
Blutproben wurden von 16 beprobten Sauen nach Bestimmung der Titer
haemagglutinierender Antikorper pandemische H1N1-Influenzaviren
nachgewiesen. Hierbei konnten Titer zwischen 1:40 und 1: 1280 ermittelt
werden. Ziel der vorausgehenden Impfung war es den Infektionsdruck von
pandemischen Influenzaviren im Bestand zu reduzieren und eine Beeinflussung

der Ergebnisse im Verlauf des Versuchs zu vermeiden.

Terminorientiert wurden die Sauen 14 Tage nach Abferkelung gegen das
porzine Parvovirus und Rotlauf (Parvoruvac®, Merial GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland) geimpft. Gegen PRRSV (Ingelvac® PRRS MLV, Boehringer
Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim, Deutschland) und SIV (RESPIPORC
FLU3, IDT Biologika GmbH Dessau-Rosslau, Deutschland) erfolgte eine
Vakzination alle vier Monate; eine bestandspezifische Muttertiervakzination

gegen E. coli fand vier Wochen sowie acht Tage vor Abferkelung statt.

Eine orale antiparasitare Prophylaxe mit Alfamectin (Alfamectin 6mg/g, alfavet
Tierarzneimittel GmbH, Neumunster, Deutschland) wurde alle vier Monate Uber
das Futter bei den Sauen sowie einmalig bei den Mastschweinen des Bestandes
durchgefuhrt. Zusatzlich wurden die Ferkel zum Absetzen uber das Futter mit
Frommex (Frommex 50mg/g, medistar® Arzneimittelvertrieb GmbH,

Ascheberg, Deutschland) anthelminthisch behandelt.
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Der Abferkelbereich bestand aus funf Abteilen, welche sich in zwei Abteile a
zwolf Buchten, eines a 16 Buchten, eines a zehn Buchten und eines a funf
Buchten gliederte. Jede der 55 Buchten mall 1,8 x 2,2 m und verfugte Uber
einen MIK-Kunststoffspaltenboden, einen Kastenstand sowie uber eine
Rotlichtlampe und FuBbodenheizung (40 °C) im Ferkelnest. Die Beluftung der
einzelnen Abteile erfolgte uber einen Zuluftkanal, welcher uber Lochplatten in
der Decke den Stall beluftete. Eine Entluftung der Stallabteile erfolgte Uber eine

Absaugung in Kombination mit Ventilatoren.

Die Sauen erhielten ihre Futterrationen aus hofeigener Herstellung mit Zukauf
von Sojaschalen sowie Sojaschrot, Rapsschrot, Mineralfutter, Bierhefe und
Molke, uber eine Flussigfutterung mit automatisiertem Trankeprogramm. Den
Saugferkeln stand handelsublicher Prestarter ab dem 10. Lebenstag ad libitum

zur Verfugung.

Mit 3,5 Wochen wurden die Ferkel abgesetzt und in 2,5 x 3,5 m grof8e Buchten
ins Flatdeck mit MIK-Kunststoffspaltenboden verbracht. Als
Einstallungsmetaphylaxe gegen E. coli bedingten Durchfall erhielten sie uber
das Futter zehn Tage lang Enteroxid (aniMedica Enteroxid N, 25 g/kg,

aniMedica GmbH, Senden-Bosensell, Deutschland).

Nach acht Wochen im Flatdeck wurden die Ferkel in die 5,25 x5 m grof3e
Mastbuchten umgestallt. Diese verfugten uber einen Betonvollspaltenboden und

die Beluftung erfolgte ebenso wie im Flatdeck uber eine Turgangluftung.

Eine Futterversorgung der Tiere erfolgte sowohl im Flatdeck als auch in der
Mast uber eine Multiphasen-Flussigfutterung mittels hofeigenen Futters und

Nippeltranken lieferten Wasser ad libitum.

4, Versuchstiere

4.1. Auswahl der Tiere

Auf Grundlage der Tierzahlberechnung des statistischen Gutachtens wurden
405 Ferkel von 55 Sauen aus drei Abferkelungen mit einem Gewicht = 1,5 kg in
die Studie aufgenommen. Es wurden ausschlieBlich normal-anatomische Ferkel

von klinisch gesunden Sauen randomisiert nach Geschlecht und Gewicht in den
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Versuch eingeschlossen. Hierbei wurden nur Ferkel berucksichtigt, welche

zwischen vier und sieben Lebenstagen alt waren.

Am ersten beziehungsweise zweiten Lebenstag wurden den Versuchstieren die
Zahne geschliffen. Die Eisengabe mit Ursoferran® (Ursoferran® 100 mg/ml pro
inj., Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) erfolgte zusammen mit
der Kastration sowie dem Kupieren des Schwanzes unter Verwendung von
Metacam® (Metacam® 5 mg/ml, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim, Deutschland ) am 3. bis 5. Lebenstag. Alle zootechnischen

MaRnahmen wurden vom Landwirt selbst durchgefuhrt.

Des Weiteren erfolgte unabhangig vom Versuchsablauf eine Impfung der Ferkel
gegen PRRSV (Ingelvac® PRRS MLV, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim, Deutschland) sowie gegen das porzine Circovirus Typ 2 (Ingelvac®
CircoFLEX, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim, Deutschland)
am 18.-21. Lebenstag der Tiere.

4.2, Versuchsgruppen

Am Studientag 0 wurden alle fur die Studie ausgewahlten Ferkel einer
Allgemeinuntersuchung unterzogen, anschlieBend gewogen und mit gelben,
nummerierten Ohrmarken (MS® Tag, Schippers GmbH, Kerken, Deutschland)
versehen. Danach wurden die Tiere nach Geschlecht und Gewicht randomisiert,
den entsprechenden Impfgruppen zugeteilt (Tabelle 2) und gemischt aufgestallt.
Zusatzlich wurden in jeder Impfgruppe 25 % der Tiere fur die Safety-Group

ausgewahlt.

Die Tiere der Safety-Group wurden in regelmalBigen Abstanden serologisch
untersucht und gewogen, sowie an Studientag 1, 2, 3, 7 und 14 einer
Allgemeinuntersuchung unterzogen. Eine Blutprobenentnahme erfolgte
vierwochentlich. Die Tiere der Safety-Group werden im Folgenden als
Sampletiere bezeichnet. Eine Ubersicht des Versuchsablaufes liefert der
Tabellen-Anhang (Tabelle 10).

In einem weiteren Schritt wurde den Sampletieren (25 %) die gelbe Ohrmarke
durch eine rosa-farbene und identisch nummerierte Ohrmarke (MS® Tag,

Schippers GmbH, Kerken, Deutschland) ersetzt. Mit Erreichen der 24.
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Lebenswoche wurden die Endmasttiere mit nummerierten Sauenohrmarken
(MS® Tag Standard, Schippers GmbH, Kerken, Deutschland) versehen, um am
Schlachthof eine reibungslose Zuordnung von Schlachtkorper und Geschlinge

zu gewahrleisten.

Tabelle 2: Versuchsgruppen

: Applikationsort
Gruppe alle Safety- Impfstofi/e und Menge
Tiere Group
Eco 135 34 ECOPORC SHIGA® | Rechte Halsseite
ECOPORC SHIGA® + Beidseits
Eco/Mhyo 135 34 Stellamune® One Tml/ 2ml
Mhyo 135 34 Stellamune® One Linke 2I-Iri:sse|te

5. Vakzine

Fur die Studie wurde der ab dem dritten Lebenstag zugelassene
Inaktivatimpfstoff Stellamune® One (Elanco Animal Health, Lilly Deutschland
GmbH, Bad Homburg, Deutschland) verwendet. Dieser enthalt als wirksamen
Bestandteil den inaktivierten Mycoplasma hyopneumoniae Stamm NL 1042,
sowie als Adjuvantien Amphigenbase und Drakeol 5 (Mineralol) (VETIDATA,
2011).

Des Weiteren kam die rekombinante Vakzine (Adsorbat-Vakzine) ECOPORC
SHIGA® (IDT Biologika, Dessau-Rosslau, Deutschland) zum Einsatz, welche als
wirksamen Bestandteil ein genetisch modifiziertes rekombinantes Stx2e-Antigen
enthalt. Als Adjuvans ist dem Impfstoff Aluminiumhydroxid beigefugt
(VETIDATA, 2014). Diese Impfung ist ab dem vierten Lebenstag zugelassen.

Alle Studientiere wurden gemald der Einteilung nach Tabelle 2 in der ersten
Lebenswoche an Studientag 0 nach Zulassungsvorschriften der Hersteller
geimpft. Hierzu wurde den Tieren der entsprechende Impfstoff kaudal des
Ohrgrundes am Ubergang von unbehaarter zu behaarter Haut in die

Halsmuskulatur injiziert. Es wurden 0,80 x40 mm groBe Einmalkanulen
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(Sterican®, Braun Medical AG, Emmenbricke, Schweiz) sowie
mengenverstellbare Impfpistolen ,,2 ml Premium” der Firma Simcro (Hamilton,

Neuseeland) verwendet. Nach jedem Ferkel wurde die Kanule gewechselt.
6. Datenerhebung

6.1. Klinische Untersuchung

6.1.1. Allgemeinuntersuchung

Die am Tag 0 der Studie ausgewahlten Sampletiere (4.-7. Lebenstag) wurden
vor Applikation der Impfstoffe einer Allgemeinuntersuchung unterzogen.
Weitere vier bis sechs Stunden nach Vakzination erfolgte eine
Allgemeinuntersuchung ebenso wie an Studientag 1, 2, 3, 7 und 14. Als
Parameter wurden Ernahrungszustand, Verhalten, Husten, Niesen und Dyspnoe

erhoben.

6.1.2. Lokale Reaktion an der Injektionsstelle

Bei den Sampletieren wurden vor Applikation der/ des Impfstoffe/s sowie vier
bis sechs Stunden danach, als auch an Studientag 1, 2, 3, 7 und 14 die
Injektionsstelle/-n einmal taglich adspektorisch sowie palpatorisch beurteilt
(Tabelle 3).

6.1.3. Rektale Korperinnentemperatur

Mittels eines elektronischen Thermometers (Microlife® Vet-Temp, Microlife AG,
Widnau, Schweiz) wurde bei den Sampletieren vor Applikation der/ des
Impfstoffe/s, ebenso wie vier bis sechs Stunden danach, sowie an Studientag 1,
2, 3 und 4 jeweils einmal taglich die Rektaltemperatur gemessen. Traten
Abweichungen von der physiologischen Korperinnentemperatur an Studientag 4
auf, wurde weiterhin taglich die Rektaltemperatur erfasst, bis sich die Werte in

einem physiologischen Bereich befanden.
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Tabelle 3: Lokale Hautreaktion an der Injektionsstelle

Score | Beschreibung

Nicht mehr als eine sichtbare Injektionsstelle mit Erythem.
0 Durchmesser < 0,5 cm, Schwellung der Haut nur in Verbindung mit
der Injektionsstelle. Keine Anzeichen von Reizung.

Erythem, Durchmesser >0,5-1 cm ohne deutlich zu palpierende
1 subkutane oder intramuskulare Schwellung, evtl. Anzeichen von
Reizung, wie gelegentliches Scheuern der Injektionsstelle.

Abmessungen Durchmesser =1-2cm. Erythem der Haut oder
2 palpierbare subkutane oder intramuskulare Schwellung mit
Anzeichen von Reizung, wie anhaltendes Scheuern der
Injektionsstelle, kein Exsudat.

Abmessungen Durchmesser =2 cm, Erythem der Haut, sichtbare
und palpierbare subkutane oder intramuskulare Schwellung mit
3 Anzeichen von Reizung und Schmerzen, wie anhaltendes Scheuern
der Injektionsstelle, evtl. Exsudat oder palpierbare
flussigkeitsgefullte Schwellung.

6.2. Blutprobenentnahme

Die erste Blutprobenentnahme erfolgte bei allen Sampletieren an Studientag 0
(4.-7. Lebenstag), vor der Vakzination. Weitere Blutprobenentnahmen erfolgten
bei diesen Tieren im vierwochigen Abstand: in den Lebenswochen vier, acht,

zwolf, 16, 20 und vor der Schlachtung in der 24. Lebenswoche.

Bei den ubrigen Tieren der Studie erfolgte zum Absetzen mit circa vier Wochen

sowie in der 8. Lebenswoche eine Blutprobenentnahme.

Bis zum 28. Lebenstag wurden die Ferkel aus der Bucht gefangen und von einer
Hilfsperson auf dem Schol3 fixiert. AnschlieBend wurde aus der rechten Vena
cava cranialis Blut entnommen. Tiere im Flatdeck mit bis zu 15 - 20 kg wurden
wie oben beschrieben fixiert, die Blutprobenentnahme erfolgte aus der rechten
Vena jugularis externa. Schwerere Schweine wurden mit Hilfe einer
Oberkieferschlinge von einer Hilfsperson fixiert. Hierbei wurde das Blut
ebenfalls aus der rechten Vena jugularis externa gewonnen. Zur

Blutprobenentnahme wurden Serummonovetten (Primavette® V Serum 10ml,
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Kabe Labortechnik, Nimbrecht-Elsenroth, Deutschland) mit Cryolabels (Cryo-
BABIES® and CRYOTAGS®, DIVERSIEFIED BIOTEC, Dedham, Massachusetts,
USA) versehen und mit der Nummer des jeweiligen Tieres sowie der
Vakzinationsgruppe und dem Blutprobenentnahmetag beschriftet. Bis zum 28.
Lebenstag wurden 0,80 x 40 mm grol3e sterile Einmalkanulen (Sterican®, Braun
Medical AG, Emmenbrucke, Schweiz) verwendet. Im Anschluss, bis zur 20.
Lebenswoche wurden sterile Einmalkaniilen der GréBe 1,10 x 50 mm (Sterican®,
Braun Medical AG, Emmenbrucke, Schweiz) benutzt. Zum Mastende erfolgte
die Verwendung von Kanulen der Marke SUPRA in einer GroBe von
1,20 x 75 mm (Erhardt-Sohne GmbH, Geislingen, Deutschland). Bei allen

Blutprobenentnahmen wurden circa zehn ml Blut pro Tier gewonnen.

AnschlieBend wurden die Proben im Labor (Hamatologisches Labor der Klinik
fur Schweine, LMU Munchen, OberschleiBheim, Deutschland) mittels einer
Zentrifuge (Hettich Rotanta 460 R, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Deutschland) bei 3000 Umdrehungen /min und 20 °C uber zehn Minuten
zentrifugiert und anschlieBend das Serum in je drei Eppendorf® Safe-Lock
Tubes 1,5ml (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) pipettiert. Die
Beschriftungen erfolgten entsprechend der Serummonovetten. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Eppendorf-Tubes bei -20 °C tiefgefroren.

6.3. Gewichtsentwicklung

Die erste Wiegung erfolgte bei allen Tieren der Studie an Studientag 0 (4.-7.
Lebenstag) vor Applikation der Impfstoffe. Weitere Wiegungen erfolgten zum
Absetzen mit circa vier Lebenswochen (Studientag 24), sowie vor der
Einstallung in die Mast mit zwolf Lebenswochen (Studientag 80) und vor der
Schlachtung mit circa 24 Lebenswochen (Studientag 164). An Studientag 0 und
zum 28. Lebenstag wurden die Tiere mittels einer elektronischen Plateauwaage
(MS® Wiegeplateau, Schippers GmbH, Kerken, Deutschland) und ab dem 84.
Lebenstag mittels einer mobilen digitalen Selektionswaage (RHEWA 82
Comfort, RHEWA Waagenfabrik, August Freudwald GmbH & Co. KG, Mettmann,

Deutschland) gewogen.
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6.4. Anteil untergewichtiger Tiere
Untergewichtige Tiere wurden nach KIXMOLLER et al. (2008) definiert. Hierzu
zahlten Tiere, die eine um 25 % geringere Tageszunahme hatten als der

Durchschnitt aller Studientiere.

6.5. Tierverluste und Behandlungen

Verendete oder aus Tierschutzgrunden euthanasierte Tiere wurden vermerkt
und anschlieBend, je nach Verwesungsgrad des Tierkorpers, einer
pathomorphologischen sowie histopathologischen Untersuchung unterzogen.
Die Sektionen erfolgten im Bayerischen Landesamt fur Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit, OberschleiBheim oder im Institut fur Tierpathologie der

Ludwig-Maximilians-Universitat, Munchen.

Behandelte Tiere wurden in einer Liste mit Ohrmarkennummer, Datum der
Behandlung, Name des Arzneimittels, Dosierung sowie Indikation vermerkt. Nur

Behandlungen von respiratorischen Erkrankungen wurden ausgewertet.

6.6. Lungenbefunde am Schlachthof

Alle Studientiere wurden innerhalb von neun Schlachtterminen der Schlachtung
zugefuhrt. Die kurzeste Mastdauer betrug dabei 98 Tage und die langste 154
Tage. Die Schlachtungen fanden entweder im Schlachthof Landshut (VION
Landshut, Am Banngraben 24, Landshut, Deutschland) oder im Schlachthof
Muinchen (Munchner Schlachthof Betriebs GmbH, Zenettistrasse 10, Munchen,
Deutschland) statt. Die Studientiere wurden anhand der individuellen
Ohrmarken am Schlachtband identifiziert. Um eine Einzeltierzuweisung von
Schlachtkorper und dazugehorigem Geschlinge zu gewahrleisten, wurden die
Ohrmarken der Studientiere am Schlachtband entfernt und in einer Plastiktute
an das zugehorige Geschlinge geheftet. Daraufhin wurde diese Ziptute
zusammen mit dem Geschlinge in eine weitere Plastiktute gegeben und
kurzzeitig bis zur Beurteilung in Lebensmittelkisten aufbewahrt. Der
palpatorische sowie adspektorische Lungenscore nach CHRISTENSEN et al.
(1999) erfolgte, nachdem alle Studientiere des jeweiligen Schlachttages

geschlachtet waren.
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Die Bewertung der einzelnen Lungenlappen erfolgte nach CHRISTENSEN et al.
(1999). Die einzelnen Lobi erhielten entsprechend ihrer dreidimensionalen
mykoplasmen-ahnlichen Veranderungen Prozentangaben von 0 bis 100 %. Die
ermittelten Werte wurden in die folgende Gleichung eingesetzt, um den

Gesamt-Lungenscore zu ermitteln:

(0,05 x Lobus (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)
6.7. Serologische Untersuchung

6.7.1. Mycoplasma hyopneumoniae ELISA

Um den M. hyopneumoniae-Antikorperverlauf der Sampletiere quantitativ im
Serum zu bestimmen, wurde ein standardmaBiges Testkit , Mycoplasma
Hyopneumoniae Antibody Test Kit” der Firma IDEXX Laboratories (Westbrook,
Maine, USA) zusammen mit dem Gerat , Thunderbolt® der Firma Gold
Standard Diagnostics (Davis, USA) verwendet. Hierbei handelt es sich um einen
indirekten ELISA zur quantitativen Erfassung von M. hyopneumoniae
Antikorpern. Die genommenen Proben inkubieren in Vertiefungen einer mit
Antigen beschichteten Mikrotiterplatte, wonach spezifische Antikorper gegen
M. hyopneumoniae einen Komplex mit dem vorhandenen Antigen bilden. In
einem nachsten Schritt wird ungebundenes Material herausgewaschen und ein
Enzymsubstrat wird in die vorhandenen Vertiefungen der Mikrotiterplatte
gegeben, dessen Farbumschlag in direkter Korrelation zur Menge an
M. hyopneumoniae-Antikorpern steht. Bei der Auswertung der Proben sind
Ergebnisse mittels eines errechneten P/PK-Verhaltnisses zu interpretieren
(Tabelle 4). Die Durchfuhrung des M. hyopneumoniae-ELISA erfolgte im Labor

der Klinik fur Schweine, Ludwig-Maximilians-Universitat, Munchen.
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Tabelle 4: Interpretation des M. hyopneumoniae-ELISA

P/PK-Verhaltnis Interpretation

< 0,30 Negativ fur M. hyopneumoniae-Antikorper
0,30-0,40 Fraglich fur M. hyopneumoniae-Antikorper
> 0,40 Positiv fur M. hyopneumoniae-Antikorper

6.7.2. Serum-Neutralisationstest an  Verozellen @ zum Nachweis
neutralisierender Antikorper gegen Stx2e
Das Vorhandensein neutralisierender Antikorper gegen das Shigatoxin 2e im
Blut von Testtieren kann in Zellkultur von Verozellen, die sensitiv fur das Toxin
sind, im Serumneutralisationstest (SNT) ermittelt werden und korreliert mit der
Schutzwirkung, die der Impfstoff im Zieltier hervorruft. Hierzu wurden Proben
an die Firma IDT Biologika GmbH in Dessau-Rosslau versandt, welche mittels
eines hauseigenen SNT-Tests ausgewertet wurden. Es wurden Serumproben

der Safety-Group der 0., 4. und 8. Lebenswoche untersucht.

Folgende Beschreibung des Testverfahrens stammt von IDT Biologika GmbH,

Dessau-Rosslau.

Die Prufung erfolgt in Vero-Zellkulturen mittels Verdunnungsreihen. Im Serum
vorhandene Antikorper neutralisieren das Toxin. AnschlieBend werden
Verozellen, die sensitiv fur das Toxin sind, suspendiert und den
Neutralisationsansatzen zugegeben. Nach Inkubation werden die Zellen mit
einem Lebendfarbstoff gefarbt und photometrisch gemessen. Mittels
Kontrollansatzen kann die relative Vitalitat bezogen auf die unbehandelten

Zellen errechnet werden.

Die Bestimmung erfolgt mit zwei Replikaten pro Probe. Pro Testansatz wird eine

Kontrollplatte mitgefuhrt.
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Auswertung:

Zunachst werden die Zellen hinsichtlich Veranderungen der Farbung des
Mediums optisch bewertet und bei Auftreten von Abweichungen und
Auffalligkeiten werden die Zellen mikroskopisch untersucht. AnschlieBend
erfolgt die Farbung und Messung im Mikrotiterplattenreader (450/620 nm).
Gewonnene  Messwerte werden anhand der Negativkontrolle und

Positivkontrolle standardisiert.

Auswertung der Ergebnisse:

Bestimmung des Stx2e-Neutralisations-Titers:

Die Werte fur die relative Vitalitat werden gegen die Serumverdunnung
aufgetragen (Reihe A (acht Titrationsstufen) bzw. Reihen A, C, E, G

entsprechend einer Serumverdunnung von 1:15)

Als Neutralisationstiter wird der reziproke Wert der hochsten Verdinnungsstufe
angegeben, bei der die relative Vitalitat >50 % betragt. Die Grenze fur die

quantitative Bestimmung des Titers liegt in diesem Test bei einem Titer von 15.

Nachweis neutralisierender Antikorper:

Titerstufen unter 1:15 sind nicht mehr quantitativ, sondern ausschlieflich
qualitativ zu ermitteln. Titer unter 1:15 werden als positiv bewertet
(neutralisierende Antikorper nachgewiesen), wenn die relative Vitalitat der
betreffenden Probe in der 1:15 Verdunnung eine relative Vitalitat von > 2 x der

relativen Vitalitat der Toxinkontrolle mit Feldtoxin besitzt.

6.8. Molekularbiologische und histologische Untersuchung von
Schlachtlungen

Am  Schlachthof wurden Lungengewebeproben, welche EP-ahnliche

Lungenlasionen aufwiesen, von jeweils funf Tieren pro Versuchsgruppe zur

weiteren Diagnostik entnommen. Diese wurden zur molekularbiologischen

Untersuchung auf Genomfragmente von PRRSV, PCV2 und SIV an das Institut

fur Virologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen sowie an die IDT

Biologika GmbH (Dessau-Rosslau, Deutschland) versandt. Eine
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immunhistochemische Untersuchung nach MEENS et al. (2010) bezuglich

M. hyopneumoniae wurde von einem Fremdlabor ubernommen.

Zum Nachweis von PRRSV wurde eine TagMan real-time RT-PCR nach
KLEIBOEKER et al. (2005), modifiziert nach WERNIKE verwendet.

Um PCV2 im Lungengewebe nachzuweisen wurde eine TagMan real-time PCR
zur Detektierung des ORF2 des Porzinen Circovirus Typ 2 nach ZHAO et al.
(2010), modifiziert nach FUX durchgefuhrt.

SIV wurde mittels einer Real-Time PCR mit vorgeschalteter Reverser
Transkription nach IDT SOP VFN-PM-027 detektiert.

7. Statistik

Zur  Auswertung der Ergebnisse wurden alle Daten mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Excel 2010 Version 14 (Microsoft
Corporation, Redmond, USA) erfasst und zur statistischen Auswertung in SPSS®
Statistics 21 (IBM SPSS, Chicago, USA) ubertragen. Fur die Parameter wurde
das arithmetische Mittel, der Median, die Standardabweichung, die Varianz
sowie Maximum und Minimum berechnet. Zur Auswahl des geeigneten
statistischen Testverfahrens wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test angewandt,
um auf Normalverteilung der Daten zu testen. Wenn nicht anders beschrieben
galten p-Werte von < 0,05 als signifikant. Bei Mehrfachvergleichen zwischen
den Gruppen wurde das Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holm korrigiert
(HOLM, 1979). Die Beurteilung der Parameter bezuglich der Sicherheit der
Vakzination basierte auf der Analyse der Allgemeinuntersuchung, der lokalen
Hautreaktion an der/ den Injektionstelle/-n sowie der Ergebnisse der rektalen
Korperinnentemperatur. Da die Daten der ermittelten durchschnittlichen
Korperinnentemperaturen nicht normalverteilt waren, wurden diese mittels
eines nicht-parametrischen Testes, in Form des Mann-Whitney U-Tests
ausgewertet. Als Kriterien zur Beurteilung der Effektivitat der angewandten
Impfschemata wurden Gewichtsentwicklung, Lungenbefunde am Schlachthof
sowie Mortalitat und Anteil an untergewichtigen Tieren herangezogen. Der

Parameter molekularbiologische/ histologische Untersuchung wurde deskriptiv
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dargestellt. Normalverteilte Daten wie Korpergewicht und tagliche Zunahmen
wurden mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse ANOVA und einem T-Test
ausgewertet. Nicht-normalverteilte Parameter wie Mastdauer, sowie die
durchschnittlichen Werte des serologischen M. hyopneumoniae-
Antikorperverlaufs und der mittlere Lungenscore wurden mit Hilfe eines
Kruskal-Wallis-Tests und nachfolgend eines Mann-Whitney  U-Tests
ausgewertet. Die Unterteilung der Lungenscores in die Kategorien 0 (0), 1
(>0<5),2(5<10),3((10=<20),4 (>20<30),5 (>30-100) wurde deskriptiv
dargestellt. Um die Haufigkeitsverteilung von M. hyopneumoniae-positiven
Tieren, Ergebnissen der klinischen sowie lokalen Untersuchung der
Injektionsstellen, Mortalitat und Anteil an untergewichtigen Tieren in den
Versuchsgruppen, Behandlung respiratorischer Erkrankungen, Haufigkeit von
Pleuritiden als auch die Ergebnisse des Serum-Neutralisationstest an Verozellen
zum Nachweis neutralisierender Antikorper gegen Stx2e aufzuzeigen, wurde
zur Berechnung dieser ein Chi-Quadrat-Test verwendet. Zwei-Gruppen-
Vergleiche (Gruppe Eco-Mhyo; Gruppe Eco/Mhyo-Mhyo) erfolgten fir die
Parameter Korpergewicht, Tageszunahmen, Mastdauer, Lungenscore, Anteil an
untergewichtigen Schweinen sowie Behandlung respiratorischer Erkrankungen
und verendete Tiere. Drei-Gruppen-Vergleiche (Gruppe Eco-Mhyo; Gruppe Eco-
Eco/Mhyo; Gruppe Eco/Mhyo-Mhyo) wurden fur die Auswertung der Parameter
der serologischen Untersuchungen sowie der Korperinnentemperatur

herangezogen.
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V. ERGEBNISSE

Insgesamt wurden 405 Tiere in die Studie eingeschlossen, wovon 377 Tiere die
24. Lebenswoche erreichten. Die ubrigen 28 Schweine wurden vorzeitig
entweder aus dem Versuch ausgeschlossen (n=7), aus Tierschutzgrunden

euthanasiert (n = 4) oder verendeten (n = 17).

Im Schlachthof konnte bei 364 Tieren ein Lungenscore durchgefuhrt werden.
Neun Tiere hatten wahrend des Schlachtvorgangs ihre Ohrmarke verloren und

vier Tiere verstarben im Zeitraum nach der 24. Lebenswoche.
1. Vertraglichkeit und Sicherheit der Vakzination

1.1. Klinische Untersuchung

Insgesamt 101 Sampletiere wurden vor Versuchsbeginn sowie vier bis sechs
Stunden nach Vakzination und an den Studientagen 1, 2, 3, 7 und 14 einmal
taglich klinisch und lokal untersucht und die Injektionsstellen wurden beurteilt.

Bis Studientag 4 erfolgte taglich eine einmalige rektale Temperaturmessung.

Weder Tiere der Gruppe Eco und der Gruppe Eco/Mhyo, noch Tiere der Gruppe
Mhyo zeigten vier bis sechs Stunden nach Vakzination lokale Veranderungen an
den Injektionsstellen. Ein Tier aus Gruppe Eco/Mhyo hatte an Studientag 1 an
der linken Injektionsstelle (Stellamune® One) ein Erythem von 0,5-1cm
Durchmesser (Score 1). Bei den folgenden Untersuchungen der Injektionsstellen
an Studientag 2, 3, 7 und 14 wurde bei allen Tieren die Injektionsstelle mit dem

Score 0 beurteilt.

Waihrend der zwei-wochigen Uberwachung der Tiere der Safety-Gruppe hustete
keines der Tiere oder zeigte Niesen oder Dyspnoe. Ein Tier aus der
Versuchsgruppe Eco/Mhyo zeigte an Studientag 14 ein reduziertes Verhalten
(Score 1). Drei Tiere aus der Gruppe Eco, zwei Tiere aus der Gruppe Eco/Mhyo
und ein Tier aus der Gruppe Mhyo entwickelten wahrend der zweiwochigen
Uberwachungsphase einen reduzierten Erndhrungszustand (Score 1-2) (Tabelle
5).
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Tabelle 5: Anzahl (%) der Tiere mit klinischen Veranderungen bis 14 Tage
post vaccinationem

Gruppe Eco Eco/Mhyo Mhyo
(n =34) (n=33) (n=34)

n % n % n %
Husten 0 0% 0 0% 0 0%
Niesen 0 0% 0 0% 0 0%
Dyspnoe 0 0% 0 0% 0 0%
qeduziertes 0 0% 1 3% 0 0%
Efr? ';hzriﬁ :S gzu stand 3 9% 2 6% ! 3%
1.2. Rektale Korperinnentemperatur

An den beschriebenen Studientagen wurde die durchschnittliche rektale
Korperinnentemperatur der Sampletiere der verschiedenen Versuchsgruppen
ermittelt. Hierbei galt als physiologischer Bereich das von HEINRITZI et al.
(2006) fur Saugferkel beschriebene Temperaturintervall von 38,9 °- 40,1 °C. Vor
Applikation des Impfstoffes bzw. der Impfstoffe (T-0) wich keine der
Versuchsgruppen bezuglich der mittleren rektalen Korperinnentemperatur vom
physiologischen Bereich ab (durchschnittliche Korperinnentemperatur der
Gruppen zwischen 39,5 °C und 39,6 °C (SD + 0,3)). Vier bis sechs Stunden nach
Verabreichung der Vakzinen (T0) konnte in Gruppe Eco/Mhyo eine erhohte
mittlere Korperinnentemperatur von 40,3 °C (SD +0,7) beobachtet werden
(Abbildung 1, Abbildung 2). Die Werte der Gruppen Eco und Mhyo waren
39,7 °C (SD +0,3) bzw. 40,1 °C (SD + 0,6) (Abbildung 1, Abbildung 2).
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Vergleich der mittleren Korperinnentemperaturen der
Versuchstiere
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Abbildung 1: Durchschnittliche Korperinnentemperatur der

Versuchsgruppen im Vergleich

Die mittlere innere Korpertemperatur der Gruppe Eco/Mhyo sowie die der
Gruppe Mhyo war signifikant hoher (pecomhyo < 0,001 bzw. pmnyo=0,006) als die
der Gruppe Eco. Zwischen der Gruppe Eco/Mhyo und der Gruppe Mhyo
konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Vier bis sechs
Stunden nach der Impfung hatten zwei Tiere aus der Gruppe Eco, 20 Tiere aus
der Gruppe Eco/Mhyo und 15 Tiere aus der Gruppe Mhyo eine erhohte innere
Korpertemperatur (>40,1 °C). An Studientag 1 wurde in allen Gruppen eine
durchschnittliche Korperinnentemperatur von 39,5 °C (SD + 0,3) gemessen. Ein
Tier aus Gruppe Eco/Mhyo wies an ST1 mit 40,6 °C eine erhohte
Korperinnentemperatur auf. Die in den folgenden Tagen (Studientag 2 bis 4)
ermittelten Korperinnentemperaturen lagen in allen Gruppen zwischen 39,4 °C

und 39,6 °C, ohne sich signifikant zu unterscheiden.
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Innere Kérpertemperatur 4-6h nach Impfung
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Abbildung 2: Innere Korpertemperatur der einzelnen Tiere der drei
Versuchsgruppen 4-6 h post vaccinationem

2, Wirksamkeit der M. hyopneumoniae-lmpfung
2.1. Serologie

2.1.1. Antikorper gegen M. hyopneumoniae

Von den Sampletieren der Studie wurde vor Applikation der Impfstoffe sowie in
der 4., 8., 12., 16., 20., und 24. Lebenswoche Blut gewonnen. Zum Zeitpunkt
STO waren in der Gruppe Eco 46,7 %, in der Gruppe Eco/Mhyo 50,0 % und in
der Gruppe Mhyo 54,5 % der Tiere seropositiv (p > 0,05) (Abbildung 4). Die
mittleren P/PK-Werte lagen zwischen 0,45 und 0,49 (Abbildung 3) ohne sich
signifikant zu unterscheiden. Im weiteren Verlauf sanken bis zur 4.
Lebenswoche die Antikorperspiegel in allen drei Gruppen, so dass die P/PK-

Werte der Gruppen im Mittel zwischen 0,11 und 0,20 Ilagen. Die
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Versuchsgruppen unterschieden sich nummerisch voneinander. Zu diesem
Zeitpunkt waren in Gruppe Eco 13,3 % der Tiere, in Gruppe Eco/Mhyo 12,5 %
sowie 18,2 % in Gruppe Mhyo seropositiv. Bis zur 8. Lebenswoche stiegen die
mittleren P/PK-Werte der Schweine der Gruppen Eco/Mhyo und Mhyo im Mittel
auf Werte zwischen 0,21 und 0,28 an, wohingegen die mittleren P/PK-Werte der
Tiere aus Gruppe Eco auf 0,02 abfielen. Im Vergleich zu Gruppe Eco hatten zu
diesem Zeitpunkt Tiere aus den Gruppen Mhyo sowie Eco/Mhyo signifikant
hohere mittlere P/PK-Werte (p < 0,001).

Vergleich der mittleren P/PK-Verhaltnisse der
Vakzinegruppen
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Abbildung 3: Verlauf der mittleren Antikorpertiter der Impfgruppen im
Vergleich

In der 8. Lebenswoche war in der Gruppe Eco kein Tier seropositiv, im
Gegensatz zu der Gruppe Eco/Mhyo und der Gruppe Mhyo mit 18,8 % bzw.
24,2 % seropositiver Tiere (pmhyo=0,005; pecomnyo=0,024). In der 12.
Lebenswoche uberschritten die Gruppen Eco/Mhyo und Mhyo mit einem
mittleren P/PK-Wert von 0,56 bzw. 0,62 den Cut-off von 0,4. Der P/PK-Wert von
Gruppe Eco lag bei 0,1. Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen der
Gruppe Mhyo und der Gruppe Eco (p<0,001) sowie zwischen der Gruppe
Eco/Mhyo und der Gruppe Eco (p=0,001), wobei die Gruppen Eco/Mhyo und

Mhyo sich nicht signifikant unterschieden. 13.3 % der Tiere waren zu diesem
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Zeitpunkt in der Gruppe Eco seropositiv, in der Gruppe Eco/Mhyo und der
Gruppe Mhyo waren es 37,5 % bzw. 42,4 % der Tiere. Die Gruppe Mhyo hatte
zu diesem Zeitpunkt einen signifikant hoheren Anteil an seropositiven Tieren als
die Gruppe Eco (p =0,013). Die Gruppe Eco/Mhyo unterschied sich nummerisch
von Gruppe Eco (p=0,042). Zur 16. Lebenswoche uberschritten auch die Tiere
der Gruppe Eco im Mittel den Cut-off mit einem P/PK-Verhaltnis von 0,45,
wahrend mittlere P/PK-Werte der Tiere aus den Gruppen Eco/Mhyo und Mhyo
zwischen 0,91 und 1,09 lagen. Der Anteil an serokonvertierten Tieren war in der
Gruppe Eco 36,7 % und in den Gruppen Eco/Mhyo und Mhyo 65,6 % bzw.
75,8 %. Signifikante  Unterschiede bezuglich der durchschnittlichen
Antikorperhohe konnten zwischen der Gruppe Eco und der Gruppe Mhyo sowie
zwischen der Gruppe Eco und der Gruppe Eco/Mhyo (pmnye<0,001;
Pecomhyo = 0,005) ermittelt werden. In der Gruppe Mhyo serokonvertierte zu
diesem Zeitpunkt ein signifikant hoherer Anteil an Tieren als in der Gruppe Eco
(p=0,002). In der 20. Lebenswoche lagen die mittleren P/PK-Werte der
Gruppen zwischen 0,84 und 1,37. Signifikant hohere Werte im Vergleich zur
Gruppe Eco erzielten hierbei die Gruppe Mhyo (p=0,001) und die Gruppe
Eco/Mhyo (p =0,024). Prozentual waren in der 20. Lebenswoche 70 % bis
87,9 % der Versuchstiere in den Gruppen seropositiv (Abbildung 4), ohne sich
signifikant zu unterscheiden. Am Ende der Mast in der 24. Lebenswoche wiesen
die Versuchstiere mittlere P/PK-Werte von 1,15 fur die Gruppe Eco sowie von
1,23 bzw. 1,42 fur die Gruppen Eco/Mhyo und Mhyo auf, ohne sich signifikant
zu unterscheiden. Zu diesem Zeitpunkt waren 90,6 % bis 100 % der Tiere in
den Versuchsgruppen seropositiv (Abbildung 4). Wahrend der gesamten
Mastperiode serokonvertierten in der Gruppe Mhyo alle Sampletiere (33 /33
Tieren), in der Gruppe Eco/Mhyo 31/ 32 Tieren und aus der Gruppe Eco 29 /30
Tieren. Zu keinem der Zeitpunkte ergaben sich signifikante Unterschiede
bezuglich der P/PK-Werte zwischen der Gruppe Eco/Mhyo und der Gruppe
Mhyo.
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Anteil M.hyopneumoniae-seropositiver Tiere
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Abbildung 4: Anteil seropositiver Tiere der Vakzinationsgruppen im
Vergleich

2.1.2. Serum-Neutralisationstest an  Verozellen @ zum  Nachweis
neutralisierender Antikorper gegen das Shigatoxin Stx2e

Fur die Auswertung des Serum-Neutralisationstestes wurden Blutproben der

Sampletiere zu Studientag 0 (vor Impfung) sowie zur 4. und 8. Lebenswoche

verwendet. Die Ergebnisse wurden hinsichtlich positiv ja/nein ausgewertet.

Vor Applikation der Impfstoffe wies keine der drei Versuchsgruppen
neutralisierende Antikorper gegen das Stx2e-Toxin auf. Zum Absetzen in der 4.
Lebenswoche waren in Gruppe Eco 85,7 % der Tiere, in Gruppe Eco/Mhyo
100,0 % der Tiere und in Gruppe Mhyo 0,0 % der Tiere seropositiv (Tabelle 6).
Sowohl Gruppe Eco als auch Gruppe Eco/Mhyo unterschieden sich signifikant in
Hohe des Anteils an seropositiven Tieren von Gruppe Mhyo (pecomnyo< 0,001;
Peco < 0,001).

Mit acht Wochen waren in Gruppe Eco 96,4 % der Tiere und in Gruppe
Eco/Mhyo 96,9 % der Tiere seropositiv, wohingegen in Gruppe Mhyo keines
der Tiere neutralisierende Antikorper gegen Stx2e entwickelte (Tabelle 6). Der

Anteil seropositiver Tiere war sowohl in Gruppe Eco als auch in Gruppe
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Eco/Mhyo verglichen zu Gruppe Mhyo signifikant groRer
PEcoMhyo < 0,007).

(pEco < 01001,

Tabelle 6: Anteil seropositiver Tiere im Serum-Neutralisationstest

Gruppe vor Impfung 4. LW 8.LW
Eco 0% 85,7% 96,4%
Eco/Mhyo 0% 100% 96,9%
Mhyo 0% 0% 0%
2.2. Gewichtsentwicklung

Alle Studientiere wurden am Tag des Einschlusses (St0), zum Absetzen in der 4.
Lebenswoche sowie zur Umstallung in die Mast (12. Lebenswoche) und am
Ende der Mast in der 24. Lebenswoche gewogen. Es wurden jeweils die
durchschnittlichen Korpergewichte der Studientiere zu den einzelnen
Wiegeterminen berechnet (Abbildung 5). Des Weiteren wurden die mittleren
taglichen Zunahmen zwischen Tag 1 und 28, Tag 28 - 84, in der Mast zwischen
Tag 84 -168 sowie uber den gesamten Zeitraum von Tag 0- 168 ermittelt
(Abbildung 6). Bis zum Ende der Mast konnten die Gewichte von 377 von

insgesamt 405 Schweinen verfolgt werden.

Zum Einschluss wogen die Studientiere der Gruppe Eco und der Gruppe
Eco/Mhyo im Durchschnitt 2,4 kg. Tiere aus der Gruppe Mhyo wogen zu diesem
Zeitpunkt durchschnittlich 2,5 kg. Die Gruppen unterschieden sich nicht
signifikant (p > 0,05). Auch zum Absetzen mit vier Lebenswochen (T4) konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen ermittelt werden. Zu
diesem Zeitpunkt wogen die Tiere im Mittel zwischen 6,5 kg und 6,7 kg. Bei
Einstallung in die Mast (T12) erzielten die Studientiere durchschnittliche
Korpergewichte zwischen 22,3 kg und 22,8 kg (Abbildung 5), ohne sich

signifikant voneinander zu unterscheiden.
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Durchschnittliche Korpergewichte der Versuchsgruppen
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Abbildung 5: Vergleich der durchschnittlichen Korpergewichte der
Studientiere

Am Ende der Mast wogen die Tiere der Gruppe Eco durchschnittlich 84,2 kg,
der Gruppe Eco/Mhyo 86,4 kg und Schweine der Gruppe Mhyo 86, 9 kg
(p>0,05).

Die Tageszunahmen der Gruppe Eco lagen im Mittel von Studientag 0 bis zur 4.
Lebenswoche bei 152,0 g (Abbildung 6). Die Schweine aus der Gruppe
Eco/Mhyo nahmen taglich im Mittel 144,9 g und Tiere aus der Gruppe Mhyo
durchschnittlich 148,7 g pro Tag zu (p > 0,05). Wahrend der Aufzucht von Tag
28 bis Tag 84 nahmen die Schweine aus der Gruppe Eco 288,3 g, Tiere aus der
Gruppe Eco/Mhyo 282,4 g und Tiere aus der Gruppe Mhyo 284,3 g taglich zu
(p>0,05). Wahrend der Mast (Tag 84-168) wurden in der Gruppe Eco
durchschnittliche Tageszunahmen von 730,0 g erzielt, in der Gruppe Eco/Mhyo
von 762,7 g und in der Gruppe Mhyo von 766,0 g. Hierbei unterschied sich
Gruppe Mhyo mit durchschnittlich 36,0 g taglicher Mehrzunahmen signifikant
von Gruppe Eco ( p=0,024). Keine signifikanten Unterschiede konnten zwischen

Gruppe Mhyo und Eco/Mhyo ermittelt werden (p > 0,05).
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Durchschnittliche tagliche Zunahmen der Versuchsgruppen
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Abbildung 6: Vergleich der durchschnittlichen Tageszunahmen der
Versuchsgruppen

Uber die gesamte Versuchsdauer von 168 Tagen nahmen die Tiere aus der
Gruppe Eco taglich durchschnittlich 500,9 g zu, die Tiere aus Gruppe Eco/Mhyo
514,0 g und die Tiere aus Gruppe Mhyo 517,71 g, ohne sich jedoch signifikant zu
unterscheiden (p > 0,05) (Abbildung 6).

2.3. Anteil untergewichtiger Tiere

Um den Anteil an untergewichtigen Tieren wahrend der Mastperiode
darzustellen, wurde dieser bezuglich der taglichen Zunahme zwischen der 12.
und 24. Lebenswoche ermittelt. Alle Studientiere nahmen in diesem Zeitraum
im Mittel 693,2 g pro Tag zu. So galten Tiere mit weniger als 519,9 g taglichen

Zunahmen als untergewichtige Tiere.

In der Gruppe Eco wurden 8,5 %, in der Gruppe Eco/Mhyo 3,1 % und in der
Gruppe Mhyo 1,6 % der Tiere als untergewichtig eingestuft. Diese Verteilung
der Haufigkeiten war signifikant (p =0,017). In Gruppe Eco waren verglichen

zur Gruppe Mhyo signifikant mehr Tiere untergewichtig (p = 0,016). Zwischen
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der Gruppe Eco/Mhyo und der Gruppe Mhyo konnten keine signifikanten

Unterschiede ermittelt werden.

2.4. Mastdauer

Vergleicht man die Versuchsgruppen bezuglich ihrer durchschnittlichen
Mastdauer in Tagen, so lassen sich nummerische Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen ermitteln (p>0,05). Schweine aus der Gruppe Mhyo
benotigten durchschnittlich  126,3 Tage, aus der Gruppe Eco/Mhyo
durchschnittlich 126,6 Tage und aus der Gruppe Eco durchschnittlich 128,0
Tage bis zur Schlachtreife (Tabelle 7).

Tabelle 7: Vergleich der Mastdauer

Mittlere ‘ Min Max
Gruppe Mastdauer in SD
Tagen (Anzahl Tage) | (Anzahl Tage)
Eco 128,0 98 154 12,3
Eco/Mhyo 126,6 98 154 12,2
Mhyo 126,3 98 154 12,4

2.5. Lungenbefunde am Schlachthof

Am Schlachthof wurden 364 Lungen (Gruppe Eco: n =118, Gruppe Eco/Mhyo:
n =122, Gruppe Mhyo: n=124) nach einem Score von CHRISTENSEN et al.
(1999) beurteilt. Zudem fand eine Kategorisierung anhand der prozentualen
Lungenveranderungen statt. Betrachtete man die Ergebnisse der mittleren
Lungenscores aller Versuchstiere (Abbildung 7), so erzielten die Tiere der
Gruppe Eco einen mittleren Lungenscore von 7,7 (SD +12,6), im Vergleich zu
Gruppe Eco/Mhyo mit 6,8 (SD + 10,0) und Gruppe Mhyo mit 5,7 (SD +10,7). Die

Versuchsgruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p > 0,05).
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Lungenscores der Versuchsgruppen im Vergleich
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Abbildung 7: Gesamtlungenscore der Tiere der Versuchsgruppen im
Vergleich

Die mittleren Lungenscore-Werte der nur an Pneumonie erkrankten Tiere
(Lungenscore > 0) waren in der Gruppe Eco 10,2 (SD+13,6) und in den
Gruppen Eco/Mhyo sowie Mhyo 8,4 (SD +10,5) bzw. 8,2 (SD +£12,1) (p > 0,05).
Nach Kategorisierung der Lungenscores (Abbildung 8) fanden sich in Kategorie
0 (Lungenscore 0) 24,6 % der Tiere aus Gruppe Eco, 18,9 % aus Gruppe
Eco/Mhyo sowie 30,6 % aus Gruppe Mhyo. Zu Kategorie 1 (Lungenscore
>0 <05) zahlten in Gruppe Eco 40,7 %, in Gruppe Eco/Mhyo 49,2 % und in
Gruppe Mhyo 40,3 % der Tiere. In Kategorie 5 (mittlere Lungenscores = 30)
waren 7,6 % der Tiere aus Gruppe Eco, 3,3 % aus Gruppe Eco/Mhyo und
5,6 % aus Gruppe Mhyo.
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Zusatzlich zur Erhebung des Lungenscores wurde das Aufkommen von
Pleuritiden beurteilt. Hierbei hatten 19,5 % der Schweine aus Gruppe Eco,
18,9 % aus Gruppe Eco/Mhyo und 26,6 % der Tiere aus Gruppe Mhyo Pleuritis.

Diese Haufigkeiten unterschieden sich nicht signifikant (p > 0,05).

Einteilung der Lungenscores in Kategorien
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Abbildung 8: Kategorisierung der Lungenscores im Vergleich zwischen den
Versuchsgruppen

3. Mortalitat

Insgesamt wurden 405 Tiere in die Studie eingeschlossen, von denen 32 Tiere
wahrend der Studienzeit verendeten oder aus tierschutzrechtlichen Grunden
euthanasiert werden mussten. Es ergab sich eine errechnete Mortalitat von
7,7 %. Aus der Gruppe Eco verendeten 17 Tiere (12,6 %), aus der Gruppe
Eco/Mhyo sieben Tiere (5,2 %) und aus der Gruppe Mhyo acht Tiere (5,9 %).
Diese Verteilung war nicht signifikant (p > 0,05).

Bezogen auf die einzelnen Produktionsstufen verstarben bis zum Absetzen mit

vier Lebenswochen acht Ferkel, wovon funf Tiere (3,7 %) der Gruppe Eco
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angehorten, ein Tier (0,7 %) Gruppe Eco/Mhyo und zwei Tiere (1,5 %) Gruppe
Mhyo. Bis zum Umstallen in die Mast (12. Woche) verstarben weitere vier Tiere
(1 %). Ein Tier aus Gruppe Eco, zwei Tiere aus Gruppe Eco/Mhyo und ein Tier
aus Gruppe Mhyo. Wahrend der Mast sind 20 (4,9 %) Tiere verendet, wovon elf
Tiere der Gruppe Eco, vier Tiere der Gruppe Eco/Mhyo und funf Tiere der
Gruppe Mhyo angehorten.

Von den 32 verendeten Tieren wurden 26 Schweine pathomorphologisch und
histopathologisch untersucht. Von diesen Tieren wurde bei 17 Schweinen ein
pathologischer  Lungenbefund erhoben. Neun dieser pathologischen
Lungenbefunde konnten Tieren der Gruppe Eco zugeordnet werden. Haufige
Erregerisolate aus den Lungen waren PRRSV (Genotyp 1 und 2), SIV,
Trueperella pyogenes (T. pyogenes), Staphylococcus aureus (S. aureus),
Klebsiella ~ pneumoniae (K. pneumoniae) und  Pasteurella  multocida
(P. multocida). An den verendeten Tieren konnten zugleich mehrere
pathomorphologische Befunde erhoben werden (Tabelle 8). Eine Ubersicht aller
verstorbenen Tiere bietet die Cox-Regression, wie in Abbildung 9 dargestellt.

Tabelle 8: Pathomorphologische Befunde wahrend der Studie verendeter
Tiere

Organsystem Befund Anzahl n
Endocarditis valvularis 4
thromboticans

Herz-Kreislauf Herzmissbildung 2
Perikarditis 2
Enteritis 3
ulzerierende Gastritis 1

Gastrointestinaltrakt
Kolonruptur 1
Peritonitis 2

Bewegungsapparat Arthritis 2
Meningoenzephalitis 2

ZNS
Enzephalitis 1

Sonstiges Nephritis 1
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Uberlebensfunktion bei Mittelwert der Kovariaten
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Abbildung 9: Cox-Regression zum Vergleich der Mortalitat unter den
Versuchsgruppen

4. Behandlung respiratorischer Erkrankungen

Insgesamt wurden wahrend der Studie in allen drei Versuchsgruppen 27
Einzeltiere aufgrund von Atemwegserkrankungen behandelt. Im Detail
betrachtet wurden in Gruppe Eco 9,6 % der Tiere (n=13), in Gruppe Eco/Mhyo
59 % (n=8) und in Gruppe Mhyo 4,4 % der Tiere (n=6) therapiert. Im
Vergleich der Versuchsgruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
(p > 0,05).
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5. Molekularbiologische und histologische Untersuchungen

Von jeweils funf Tieren pro Versuchsgruppe wurden molekularbiologische und
histologische Untersuchungen anhand von Lungenproben vom Schlachthof
durchgefuhrt. Kriterium fur die Auswahl der Tiere waren deutlich sichtbare EP-

ahnliche Lisionen an den Lungen. Eine Ubersicht bietet Tabelle 9.

Alle untersuchten Lungenproben waren in der immunhistochemischen
Untersuchung bezuglich M. hyopneumoniae  positiv. In keiner der
Lungenproben konnten mittels PCR PRRSV-, Influenza- oder PCV2-DNA/RNA
detektiert werden.

Tabelle 9: Molekularbiologische und histologische Untersuchung von
Lungenproben

Anzahl Proben positiv negativ
M. hyopneumoniae 15 15 0
SIvV 15 0 15
PRRSV 15 0 15
PCV2 15 0 15
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V. DISKUSSION

1. Vertraglichkeit und Sicherheit der Vakzination

1.1. Klinische Untersuchung

In den ersten zwei Wochen nach Applikation der/ des Impfstoffe/-s erfolgte an
Studientag 0, 1, 2, 3, 7 und 14 einmal taglich eine klinische Untersuchung sowie
die Begutachtung der Injektionsstelle/-n der Sampletiere. Zusatzlich wurde vor
Applikation der/ des Impfstoffe/-s sowie vier bis sechs Stunden danach und an

den folgenden vier Studientagen die rektale Korperinnentemperatur gemessen.

1.1.1.  Allgemeinuntersuchung

Ein Tier aus der Versuchsgruppe Eco/Mhyo zeigte an Studientag 14 ein
reduziertes Verhalten. Im Laufe der 14-tdgigen Uberwachungsphase wiesen drei
Tiere aus der Gruppe Eco, zwei Tiere aus der Gruppe Eco/Mhyo und ein Tier
aus der Gruppe Mhyo einen reduzierten Ernahrungszustand auf. Zu keinem
Untersuchungszeitpunkt zeigten die Sampletiere Husten, Niesen oder
Anzeichen fur Dyspnoe. Auch DAWSON et al. (2002) konnten nach Applikation
eines One-Shot-M. hyopneumoniae-Impfstoffes keinerlei relevante klinische
Nebenwirkungen beobachten. Die in den Packungsbeilagen von Stellamune®
One und ECOPORC SHIGA® beschriebenen Nebenwirkungen, wie etwa
zeitweises Auftreten klinischer Verhaltensauffalligkeiten der Tiere nach
Applikation des Impfstoffes (ECOPORC SHIGA®) oder in sehr seltenen Fillen
UberempfindIichkeitsreaktionen, einschlielich  Schock oder Todesfalle
(Stellamune® One) (VETIDATA, 2011, 2014), konnten in der vorliegenden Studie
nicht beobachtet werden. WILSON et al. (2012) zeigten, dass in einer in der
ersten Lebenswoche gegen M. hyopneumoniae-geimpften Gruppe wahrend des
14-tagigen Untersuchungszeitraumes nach der Verabreichung der Vakzine
26,3 % der Tiere in ihrem Verhalten reduziert waren, wohingegen es in der
nicht geimpften Kontrollgruppe nur 14,7 % waren. In einer Studie von
DREXLER et al. (2010) wiesen nur wenige Tiere (2 /12 Tieren) nach Applikation
einer Kombinationsimpfung gegen M. hyopneumoniae und PRRSV in der 4.

Lebenswoche vorubergehende systemische Reaktionen auf. Nebenwirkungen in
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Form von Erbrechen, angestrengter Atmung, Ataxie sowie Seitenlage von
Tieren wurden von MAES et al. (1999b) kurz nach Applikation einer
M. hyopneumoniae-Vakzine bei einigen Tieren beobachtet. KRISTENSEN et al.
(2014) und KYRIAKIS et al. (2001) stellten hingegen keine klinischen
Auffalligkeiten nach Applikation von M. hyopneumoniae-Vakzinen fest. Nach
einer Impfung gegen das Stx2e-Toxin mittels ECOPORC SHIGA® wurden laut
LUDER et al. (2012) keine nennenswerten Unterschiede beziiglich des
Gesundheitsstatus, der lokalen Reaktionen nach der Vakzination, der
histopathologischen Besonderheiten oder der Korperinnentemperatur zwischen
geimpften Tieren und nicht geimpften Kontrolltieren beobachtet. Anhand von
Ergebnissen aus Feldstudien und experimentellen Laborstudien wurden
kalkulatorisch bei einmalig an Lebenstag vier geimpften Tieren bis zu 1 %
Abweichungen von der Norm festgestellt (LUDER et al., 2012). STRICKER et al.
(2013) untersuchten die Vertraglichkeit einer zeitgleich applizierten PRRSV-
(Genotyp 1)-Vakzine und einer M. hyopneumoniae-Vakzine an 1000
Studientieren und stellten keine klinisch relevanten lokalen oder systemischen
Reaktionen aufgrund der Vakzination fest. Ubereinstimmend wurden in der
vorliegenden Studie weder bei Tieren aus den alleinig geimpften Gruppen noch

der kombiniert geimpften Gruppe systemische Nebenwirkungen beobachtet.

1.1.2. Lokale Reaktion an der Injektionsstelle

Laut Packungsbeilage der beiden Impfstoffe konnen post injectionem
vorubergehend Gewebereaktionen in Form von Schwellungen mit einem
Durchmesser bis 2,5 cm (Stellamune® One) bzw. in Form von kleinen lokalen
Reaktionen bis maximal 0,5 cm (ECOPORC SHIGA®) auftreten, welche jedoch
nach wenigen Tage abgeklungen sein sollen (VETIDATA, 2011, 2014). Wahrend
des 14-tagigen Untersuchungszeitraumes wurde bei einem Studientier aus der
Gruppe Eco/Mhyo an der linken Injektionsstelle (Stellamune® One) ein Erythem
von 0,5-1cm Durchmesser festgestellt. Dieses trat an Studientag 1, ein Tag
nach der Vakzinierung auf und war am darauffolgenden Tag bereits nicht mehr
sichtbar. Bei allen weiteren untersuchten Sampletieren konnten keine
unphysiologischen Veranderungen an den Injektionsstellen festgestellt werden.
Auch STRICKER et al. (2013) stellten nach gleichzeitiger Impfung von

Schweinen mittels einer M. hyopneumoniae-Vakzine und einer PRRSV (Genotyp
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1)-Vakzine keine relevanten Auffalligkeiten hinsichtlich lokaler Reaktionen fest.
ELICKER  (2006) untersuchte die  Gewebevertraglichkeit  mehrerer
M. hyopneumoniae-Vakzinen und beobachtete, dass vier Stunden post
vaccinationem an der Injektionsstelle eine geringgradig bis mittelgradig derbe
Konsistenz und erhohte Hauttemperatur sowie eine teils geringgradige
Hautrotung auftreten konnte. Die Vakzinen induzierten meist geringgradige
Veranderungen an den Injektionsstellen und neben der jeweiligen
Impfstoffzusammensetzung war ebenfalls das verabreichte Injektionsvolumen
fur die pathomorphologischen Unterschiede verantwortlich (ELICKER und
SIPOS, 2009). In der vorliegenden Studie schien das verabreichte Volumen und
die Zusammensetzung der Impfstoffe sowie die gleichzeitige Applikation beider
Vakzinen zu keinen klinischen Auffalligkeiten gefuhrt zu haben, so dass bis auf
ein Tier aus der Gruppe Eco/Mhyo alle Sampletiere nach Untersuchung der

Injektionsstellen einen Score von Null erhielten.

1.1.3. Rektale Korperinnentemperatur

Die Packungsbeilage des M. hyopneumoniae-Impfstoffes (Stellamune® One)
beschreibt mogliche Temperaturerhohungen von bis zu 1,9 °C bis vier Tage
nach der Impfung (VETIDATA, 2011). Ebenso wird in der Packungsbeilage des
ECOPORC SHIGA®-Impfstoffes auf eine mogliche Temperaturerhohung um bis
zu 1,7 °C Uber maximal zwei Tage hingewiesen (VETIDATA, 2014). Der
Vergleich der mittleren rektalen Korperinnentemperaturen ergab an Studientag
0 prae vaccinationem keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen. Vier bis sechs Stunden post vaccinationem wurde bei den
Sampletieren der Gruppe Eco/Mhyo eine durchschnittliche
Korperinnentemperatur von 40,3 °C, in Gruppe Mhyo von 40,1 °C und in
Gruppe Eco von 39,7 °C gemessen. Die mittlere innere Korpertemperatur der
Gruppe Eco/Mhyo sowie die der Gruppe Mhyo war signifikant hoher als die der
Gruppe Eco (pecomhyo < 0,001, pmnyo= 0,006). Hierbei hatten 20 Tiere aus der
Gruppe Eco/Mhyo und 15 Tiere aus der Gruppe Mhyo eine erhohte
Korperinnentemperatur (> 40,1 °C). Im Vergleich wurde bei nur zwei Tieren aus
Gruppe Eco eine erhohte innere Korpertemperatur gemessen. Vergleicht man
die am Studientag 0, vier bis sechs Stunden nach Vakzination ermittelten

mittleren  Korperinnentemperaturen  der  Versuchsgruppen mit dem
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physiologischen Bereich eines Saugferkels, der nach HEINRITZI et al. (2006)
bei 38,9 °- 40,1 °C liegt, so wich nur Gruppe Eco/Mhyo im Mittel um 0,2 °C von
der Norm ab, wohingegen die anderen beiden Versuchsgruppen im
physiologischen Bereich lagen. Die maximal von Ferkeln erzielten
Korperinnentemperaturen waren zu diesem Zeitpunkt in Gruppe Eco/Mhyo
41,9 °C, in Gruppe Mhyo 41,3 °C und in Gruppe Eco 40,4 °C. Somit lagen die
maximal erreichten Korperinnentemperaturen der Tiere in dem von der
Packungsbeilage beschriebenen moglichen Bereich. Einen Tag nach der
Impfung konnte in allen Versuchsgruppen im Mittel eine physiologische
Korperinnentemperatur von 39,5 °C gemessen werden. Nur bei einem Tier aus
der Gruppe Mhyo wurde zu diesem Zeitpunkt noch Fieber (40,6 °C) festgestellt.
Auch im weiteren Verlauf bis Studientag 4 wichen die gemessenen
durchschnittlichen rektalen Korperinnentemperaturen nicht mehr vom
physiologischen Bereich eines Saugferkels (38,9°- 40,1 °C) (HEINRITZI et al.,
2006) ab.

Bezuglich der M. hyopneumoniae-Vakzine konnten in Studien von DAWSON et
al. (2002) und WILSON et al. (2012) keine Unterschiede zwischen
M. hyopneumoniae-geimpften Tieren und Tieren aus der ungeimpften
Kontrollgruppe ermittelt werden. Ebenso wurden bei Saugferkeln nach einer
doppelt dosierten Gabe von ECOPORC SHIGA®-Impfstoff am 4. Lebenstag keine
nennenswerten Auffalligkeiten und Unterschiede bezuglich der rektalen
Korperinnentemperatur verglichen mit der ungeimpften Kontrollgruppe
beobachtet (LUDER et al., 2012).

Ubereinstimmend wurden in den vier auf die Impfung folgenden Tagen keine
Abweichungen der physiologischen Korperinnentemperaturen der Tiere
gemessen. Lediglich vier bis sechs Stunden nach Vakzination stiegen im Mittel
die Korperinnentemperaturen der gegen M. hyopneumoniae-geimpften
Versuchstiere an. Diese Temperaturerhohung entspricht jedoch den
Abweichungen, die in der Packungsbeilage als mogliche Begleiterscheinung der

Impfung aufgefuhrt werden.

Somit kann anhand dieser Ergebnisse (IV.1) davon ausgegangen werden, dass

die zeitgleiche Verabreichung der Impfstoffe, verglichen mit der einzeln
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applizierten M. hyopneumoniae-Vakzine, als vertraglich und sicher zu bewerten

ist.
2. Serologie
2.1. Mycoplasma hyopneumoniae Antikorperverlauf

BANDRICK et al. (2008) zeigten, dass neugeborene Ferkel vor
Kolostrumaufnahme naiv bezluglich M. hyopneumoniae sind. Nach der
Aufnahme von Kolostrum von Sauen, die Kontakt mit M. hyopneumoniae-
Antigen hatten, konnen spezifische Antikorper gegen M. hyopneumoniae von
den Ferkeln binnen 6 h via Kolostrum aufgenommen werden (BANDRICK et al.,
2011). Vor Studienbeginn wurde im Versuchsbetrieb M. hyopneumoniae
nachgewiesen, so dass bei den ermittelten hohen mittleren Antikorpertitern an
Studientag 0 (4. - 7. Lebenstag) von maternalen Antikorpern auszugehen ist. Zu
diesem Zeitpunkt waren bereits in der Gruppe Eco 46,7 %, in der Gruppe
Eco/Mhyo 50,0 % und in der Gruppe Mhyo 54,5 % der Tiere seropositiv. In
einer Untersuchung von MORRIS et al. (1994) wurde eine mittlere Halbwertszeit
der Antikorper von 15,8 Tagen festgestellt, wobei deren Persistenz von der
anfanglich erreichten Antikorperkonzentration im Ferkel bzw. im Serum der
Muttertiere (WALLGREN et al., 1998) abhing. WALLGREN et al. (1998) wiesen
noch nach 6,5 Wochen maternale Antikorper in Ferkeln nach. Eine weitere
Erklarung fur den hohen Anteil an seropositiven Tieren in den ersten
Lebenswochen ware, dass sich Ferkel bereits sehr fruh wahrend der
Saugeperiode von der Muttersau uber direkten Kontakt infiziert haben, da der
Erreger nasal von der Sau auf ihren Nachwuchs ubertragen werden kann
(CALSAMIGLIA und PIJOAN, 2000). Jedoch benctigen Tiere nach naturlicher
Infektion drei bis funf Wochen, um spezifische Antikorper aufzubauen
(SORENSEN et al., 1993). Zudem konnten NATHUES et al. (2010) nur eine
geringe Pravalenz von 2,0 % an Saugferkelinfektionen in Deutschland
feststellen. Im Verlauf der ersten vier Lebenswochen nahmen die mittleren
Antikorpertiter der Studientiere ab. Dieses Absinken der Antikorpertiter wurde
ebenfalls von LILLIE (2004), STRAUSS (2007), WILSON et al. (2012) und
HERBICH et al. (2013) im Blut von Ferkeln von seropositiven Sauen beobachtet.

In der vorliegenden Studie lieBen sich bis zur 4. Lebenswoche keine
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signifikanten Unterschiede der mittleren Antikorperhohe zwischen den
Versuchsgruppen erkennen. Prozentual waren zu diesem Zeitpunkt in Gruppe
Eco 13,3 % der Tiere, in Gruppe Eco/Mhyo 12,5 % sowie 18,2 % in Gruppe
Mhyo seropositiv. In der 8. Lebenswoche hatten in der Gruppe Mhyo bereits
24,2 % der Tiere und in der Gruppe Eco/Mhyo bereits 18,8 % der Tiere
serokonvertiert. Indessen wies aus der Gruppe Eco keines der Tiere Titer uber
dem Cut-off von 0,4 auf. Aufgrund der ab der 4. Lebenswoche stetig
ansteigenden mittleren Antikorpertiter sowie der Zunahme des Anteils
seropositiver Tiere der M. hyopneumoniae-geimpften Gruppen kann von einer
Infektion ab der 4. Lebenswoche ausgegangen werden. Im Gegensatz zu den
sinkenden Antikorpertitern der Gruppe Eco zwischen der 4. und 8.
Lebenswoche, stiegen die Antikorpertiter der gegen M. hyopneumoniae-
geimpften Gruppen an, was durch die vorausgegangene Impfung und einen
erneuten Antigenkontakt bei Feldinfektion zu erklaren ist. Aufgrund der
Feldinfektion wurden die durch die Vakzination gebildeten T-und B-
Gedachtniszellen erneut stimuliert (AHMED und GRAY, 1996). In der 8.
Lebenswoche hatten im Vergleich zur Gruppe Eco (n=0) signifikant mehr
Sampletiere in den Gruppen Mhyo (n = 8) und Eco/Mhyo (n = 6) serokonvertiert.
Zudem war im Mittel die Antikorperhohe der gegen M. hyopneumoniae-
geimpften Gruppen (P/PKmnyo= 0,28 £0,32; P/PKgcomnyo = 0,21 £0,34) signifikant
hoher als die der Gruppe Eco (P/PK=0,02 +0,07). Somit zeigten die gegen
M. hyopneumoniae-geimpften Gruppen einen Boostereffekt (MURPHY et al.,,
2009a). Dieser Anstieg der Serumantikorper aufgrund einer M. hyopneumoniae-
Impfung und M. hyopneumoniae-Infektion konnte auch in anderen Studien
beobachtet werden (THACKER et al.,, 2000b; SIUGZDAITE et al., 2003;
METTLER, 2009). Nach naturlich stattgefundener M. hyopneumoniae-Infektion
findet eine Serokonversion drei bis funf Wochen spater statt (SURENSEN et al.,
1993). Auch OKADA et al. (2005) detektierten bei ungeimpften Tieren
spezifische Antikorper drei bis vier Wochen nach experimenteller Infektion uber
einen Zeitraum von 15 Wochen. Zwischen der 8. und 12. Lebenswoche stiegen
ubereinstimmend auch die mittleren Antikorpertiter der Gruppe Eco an, was
zeigt, dass auch die nicht gegen M. hyopneumoniae-geimpften Tiere nach
erfolgter Feldinfektion mit dem Antigen spezifische Antikorper gebildet hatten.

Allerdings erfolgte dieser Anstieg der mittleren Antikorpertiter im Vergleich zu
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den geimpften Gruppen Mhyo und Eco/Mhyo, vergleichbar mit den
Untersuchungen von WILSON et al. (2012) und SIBILA et al. (2007), um circa
drei Wochen spater. Aufgrund dessen, dass alle Versuchstiere gemischt
aufgestallt waren, kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die Infektion

unter allen Versuchsgruppen zum gleichen Zeitpunkt stattfand.

Gegen M. hyopneumoniae-geimpfte Tiere hatten im Mittel in der 12.
Lebenswoche Antikorpertiter von 0,56 - 0,62, sodass sie im Gegensatz zu der
M. hyopneumoniae-ungeimpften Gruppe Eco den Cut-off-Wert von 0,4 bereits
uberschritten. Zu diesem Zeitpunkt hatten in der Gruppe Eco lediglich 13,3 %
der Tiere serokonvertiert, wohingegen in der Gruppe Mhyo und der Gruppe
Eco/Mhyo bereits 42,4 % bzw. 37,5 % der Tiere im ELISA als seropositiv
galten. Der Unterschied bezuglich des prozentualen Anteils seropositiver Tiere
war zwischen der alleinig geimpften Gruppe Mhyo und der Gruppe Eco
signifikant hoher. Die Hohe der Antikorperspiegel hingegen war in beiden
Versuchsgruppen mit M. hyopneumoniae-lmpfung signifikant hoher als in der
ungeimpften Gruppe Eco. Durch eine um circa drei Wochen fruher einsetzende
Serokonversion in den Gruppen Mhyo und Eco/Mhyo im Gegensatz zu der
Gruppe Eco waren die gegen M. hyopneumoniae-geimpften Tiere im Flatdeck
und wahrend der Mastphase besser gegen die Auswirkungen der
M. hyopneumoniae-Infektion  geschutzt. Dies konnte die  hoheren
Tageszunahmen und Korpergewichte der geimpften Schweine erklaren. Die
M. hyopneumoniae-ungeimpften Tiere aus Gruppe Eco konnten nicht fruh
genug einen ausreichenden Schutz aufbauen und waren somit den anderen
Versuchsgruppen unterlegen. Dieser zeitliche Vorsprung der gegen
M. hyopneumoniae-geimpften Versuchsgruppen verschaffte dem Immunsystem
der Tiere den Vorteil, sich rechtzeitig mit der Mykoplasmen-Infektion
auseinanderzusetzen, so dass geimpfte Tiere folglich in der sensiblen Phase der

Infektion, ab Beginn der Mast (LEON et al., 2001), besser geschutzt waren.

Wird zeitgleich zur M. hyopneumoniae-Vakzine ein weiterer Impfstoff
eingesetzt, so zeigten THACKER et al. (2000a), dass eine PRRSV-Vakzination
keinen Einfluss auf die M. hyopneumoniae-spezifische Antikorperbildung,
gemessen in der BAL von Schweinen, nimmt. STRICKER et al. (2013)
untersuchten ebenfalls die Applikation einer PRRSV-(Genotyp 1)-Vakzine (3.
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Lebenswoche) sowie einer M. hyopneumoniae-Vakzine (1. und 3. Lebenswoche)
als Mischspritze oder nach zeitgleicher Verabreichung an unterschiedlichen
Injektionsstellen. In Bezug auf die Entwicklung spezifischer Antikorper gegen
M. hyopneumoniae war in den M. hyopneumoniae-geimpften Gruppen die
Anzahl serologisch positiver Schweine signifikant hoher als in den ungeimpften
Gruppen (STRICKER et al., 2013). Ebenso wirksam erwies sich die gleichzeitige
Impfung gegen M. hyopneumoniae und PCV2 (HERBICH et al, 2013).
Verglichen mit der alleinigen Gabe eines der Impfstoffe wurde nach zeitgleicher
Administration beider Impfstoffe (simultan oder parallel) die Ausbildung einer
impfstoffinduzierten humoralen Immunantwort nicht negativ beeinflusst
(HERBICH et al., 2013). Ubereinstimmend stellte MEISTERMANN (2006) beim
Vergleich eines Kombinationsimpfstoffes  gegen H. parasuis  und
M. hyopneumoniae mit einem monovalenten Impfstoffes gegen
M. hyopneumoniae bei Schweinen fest, dass die M. hyopneumoniae-
Komponente im Kombinationsimpfstoff bezuglich des serologischen Verlaufes
der Antikorperbildung und der Immunitatsausbildung vergleichbar mit der des

Monoimpfstoffes gegen M. hyopneumoniae war.

Somit kann abschlieBend festgehalten werden, dass die zeitgleiche
Verabreichung einer M. hyopneumoniae-Vakzine in Kombination mit einer
Vakzine gegen das Stx2e-Toxin von E. coli die Bildung M. hyopneumoniae-

spezifischer Antikorper nicht negativ beeinflusst.

2.2. Neutralisierende Antikorper gegen Stx2e

Die an Studientag 0, prae vaccinationem, bei den Sampletieren ermittelte
Abwesenheit neutralisierender Antikorper gegen das Stx2e-Toxin von EDEC
bestatigte, dass bis zu diesem Zeitpunkt kein Versuchstier Kontakt mit dem
Erreger hatte. Bereits in einem Prascreening im Betrieb wurden weder Stx2e-
Toxin noch EDEC spezifische Virulenzfaktoren nachgewiesen. Um einen
moglichen Einfluss der ECOPORC SHIGA®-Impfung auf die Leistungsdaten der
Schweine auszuschlielen, wurde gezielt ein Betrieb ohne Hinweise auf
Odemkrankheit ausgewahlt. Vier Wochen nach Vakzination zeigte sich eine
Zunahme seropositiver Tiere in den mit ECOPORC SHIGA® geimpften Gruppen
(Gruppe Eco und Gruppe Eco/Mhyo), wohingegen in der gegen Stx2e-
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ungeimpften Gruppe Mhyo keines der Tiere serokonvertierte. So hatten zum
Absetzzeitpunkt, der kritischen Phase der Odemkrankheit (WENDT et al., 2013),
85,7 % der Tiere aus der Gruppe Eco und 100 % der Tiere aus der Gruppe
Eco/Mhyo neutralisierende Antikorper gegen das Stx2e-Toxin gebildet. Das
Vorhandensein dieser spezifischen Antikorper kann auf die Impfung mit dem
ECOPORC SHIGA®—Impfstoff zuriickgefiihrt werden (LUDER et al., 2012). In
vorausgegangenen Untersuchungen von LUDER et al. (2012) wurde bereits ein
direkter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein neutralisierender
Antikorper gegen Stx2e nach Impfung mit ECOPORC SHIGA® und dem Schutz
gegen die Odemkrankheit nachgewiesen. In der 8. Lebenswoche wiesen in der
Gruppe Eco 96,4 % und in der Gruppe Eco/Mhyo 96,9 % der Tiere
neutralisierende Antikorper auf, so dass nahezu alle Sampletiere bis auf jeweils
ein Tier aus den gegen Stx2e geimpften Versuchsgruppen (Gruppe Eco und
Gruppe Eco/Mhyo) einen wirksamen Schutz gegen die Odemkrankheit
aufwiesen. Anhand dieses Ergebnisses kann davon ausgegangen werden, dass
die M. hyopneumoniae-Impfkomponente keinerlei negative Auswirkungen auf
die Ausbildung neutralisierender Antikorper unter den Versuchstieren hatte.
Zudem wurden zwischen der Gruppe Eco und der Gruppe Eco/Mhyo keine

signifikanten Unterschiede festgestellt.

3. Gewichtsentwicklung

Die Gewichte von 377 von insgesamt 405 eingestallten Schweinen konnten bis
zum Ende der Mast verfolgt werden. Die Wiegetermine wurden entsprechend
ihrer Lebensphasen Saugeperiode, Aufzuchtphase sowie Mast eingeteilt. Die
Gewichtsdaten aller Tiere wurden zum Studieneinschluss (4. bis 7. Lebenstag),
sowie zum Absetzen in der 4. Lebenswoche, zur Einstallung in die Mast mit
zwolf Lebenswochen und am Ende der Mast mit 24 Lebenswochen erhoben.
Damit das Geschlecht der Tiere und deren Futterung bei der Beurteilung der
Gewichtsparameter keinen Einfluss auf das durchschnittliche Gruppengewicht
nahmen, wurden alle Tiere zu Beginn der Studie nach Geschlecht und Gewicht
randomisiert und alle Schweine erhielten in ihrer Aufzucht bis zum Mastende

jeweils das gleiche Futter und wurden in Gruppen gemischt aufgestallt.
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Die Gewichtsentwicklung der Schweine aller Versuchsgruppen war bis zum
Beginn der Mastphase mit zwolf Wochen ahnlich und unterschied sich sowohl
bezuglich der ermittelten Korpergewichte als auch der taglichen Zunahmen
nicht signifikant. Auch METTLER (2009), DEL POZO SACRISTAN et al. (2014)
und KRISTENSEN et al. (2014) stellten wahrend der Aufzucht keine
signifikanten Unterschiede bezuglich der Gewichtszunahme von geimpften
Ferkeln verglichen zu ungeimpften Ferkeln fest. Jedoch zeigten RAUTIAINEN et
al. (2000), dass Infektionen mit M. hyopneumoniae fruh in der Aufzucht,
maRgeblich  verscharft  durch  Sekundarinfektionen  und  schlechte
Umweltbedingungen, aber auch unkomplizierte Infektionen mit
M. hyopneumoniae die taglichen Zunahmen der Schweine reduzieren konnen.
Anhand des M. hyopneumoniae-spezifischen Antikorperverlaufs kann bei den
Studientieren von einer fruh in der Aufzucht stattgefundenen Infektion
ausgegangen werden. Die Schweine aus der Gruppe Mhyo nahmen wahrend der
Mastperiode mit 766 g/ Tag im Mittel 36 g signifikant mehr zu, als die Tiere aus
der Kontrollgruppe (Gruppe Eco). Die Gruppe Eco/Mhyo konnte um 32,7 g
hohere mittlere Tageszunahmen im Vergleich zur Gruppe Eco erzielen. Anhand
einer Metaanalyse uber Impfstoffstudien in den 1990er Jahren zeigten JENSEN
et al. (2002), dass geimpfte Schweine um 21 g hohere Tageszunahmen hatten
als ungeimpfte Schweine. Ahnliche Ergebnisse konnten DAWSON et al. (2002)
in deutschen Betrieben erzielen, wonach vakzinierte Tiere im Mittel 23 g mehr
pro Tag an Gewicht zunahmen als die ungeimpfte Kontrollgruppe. In einer
Studie von MAES et al. (2003) wurde in 14 Schweineherden in Belgien bei
gegen M. hyopneumoniae-geimpften Schweinen eine durchschnittliche tagliche
Mehrzunahme von 22 g/ Tag erzielt. CHARLIER et al. (1993), LE GRAND und
KOBISCH (1996) sowie MAES et al. (1999b) beobachteten, dass gegen
M. hyopneumoniae-geimpfte Schweine bis zu funf Tage fruher als ungeimpfte
Tiere ein Gewicht von 100 kg erreichten. Ubereinstimmend fiihrte die
Mehrzunahme der M. hyopneumoniae-geimpften Studientiere zu einer
verkurzten Mastdauer. Die Gruppen Mhyo und Eco/Mhyo wurden im
Durchschnitt 126,3 bzw. 126,6 Tage, hingegen Tiere aus der Gruppe Eco im
Mittel 128,0 Tage gemastet.
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Beim letzten Wiegetermin in der 24. Lebenswoche konnten Tiere aus den
Versuchsgruppen mit M. hyopneumoniae-Impfung (Gruppe Eco/Mhyo und
Gruppe Mhyo) um 2,2 kg bzw. 2,7 kg hohere mittlere Korpergewichte erzielen
als Tiere ohne M. hyopneumoniae-Impfung. In Studien von SIUGZDAITE et al.
(2003) und TZIVARA et al. (2007) erreichten vakzinierte Tiere im Vergleich zu
ungeimpften Tieren ein um 4 kg bis 6 kg hoheres Endmastgewicht. SARRADELL
et al. (2003) erklaren dies einerseits durch die Ansammlung von Schleim und
entzundlichen Exsudaten in den Atemwegen und andererseits durch eine
Zunahme von lymphatischem Gewebe und durch Bronchokonstriktion, welche
zu einer Verengung des Lumens der Bronchiolen fuhrt. Hieraus resultiert eine
Atelektase der Alveoli (SARRADELL et al., 2003). Eine womoglich entstehende
Hypoxie aufgrund des reduzierten Sauerstoffaustausches in der Lunge wurde im
Folgenden zu einem verminderten Stoffwechsel im Tier fuhren, wovon auch der
Muskelaufbau betroffen sein konnte. Laut HOPPELER und DESPLANCHES
(1992) sowie HOPPELER et al. (1990) fuhrt eine langer andauernde Hypoxie

beim Menschen zu einer Abnahme von Korper- sowie Muskelmasse.

Anhand  mehrerer Feldstudien, in denen die Wirksamkeit von
M. hyopneumoniae-Vakzinen untersucht wurde, konnte gezeigt werden, dass
eine Vakzination gegen M. hyopneumoniae einen positiven Effekt auf die
Mastleistung geimpfter Schweine im Vergleich zu ungeimpften Kontrolltieren
hatte (SIUGZDAITE et al., 2003; LILLIE, 2004; TZIVARA et al., 2007; METTLER,
2009; WILSON et al., 2012). Im Gegensatz dazu belegten andere Studien, dass
durch eine alleinige Vakzination keine signifikante Verbesserung der
Mastleistung erzielt werden konnte (POMMIER et al., 2000; BACCARO et al.,
2006; KRISTENSEN et al., 2014). Aus diesen widerspruchlichen Ergebnissen
bezuglich der Mastleistungssteigerung lasst sich schlieBen, dass neben einer
Vakzination gegen M. hyopneumoniae auch andere Faktoren wie Management,
Stallklima, Impf- und Infektionszeitpunkt, Infektionsdruck oder das
Vorhandensein anderer pathogener Erreger im Bestand eine tragende Rolle

spielen.

In der vorliegenden Studie wurde zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter
Unterschied zwischen der Gruppe Mhyo und der Gruppe Eco/Mhyo festgestellt.

Sowohl hinsichtlich der durchschnittlichen taglichen Zunahmen als auch
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bezuglich ihrer ermittelten mittleren Korpergewichte waren die Werte beider
Gruppen stets vergleichbar, so dass nur geringe nummerische Differenzen
ermittelt werden konnten. Eine noch zu geringe Versuchstieranzahl und eine
hohe Standardabweichung kann dazu gefuhrt haben, dass bezuglich des
durchschnittlichen  Korpergewichts zum  Mastende kein signifikanter
Unterschied zwischen der Gruppe Mhyo und Eco festgestellt werden konnten.
Zudem kann ein Grund hierfur sein, dass im Stall geimpfte und ungeimpfte
Tiere zusammengestallt waren, so dass im Vergleich zu ublichen
Produktionsmethoden, bei denen alle Tiere des Bestandes geimpft werden, von
einem erhohten Infektionsdruck ausgegangen werden kann (DAWSON et al.,
2002). Bei SchlieBung der Impfdecke sollte mit besseren Erfolgen bezuglich der

Mastleistung gerechnet werden konnen.

4., Anteil an untergewichtigen Tieren

Als untergewichtig wurden Tiere definiert, die eine um 25 % geringere
Tageszunahme hatten als der Durchschnitt aller Studientiere (KIXMOLLER et
al.,, 2008). Vergleicht man den Anteil untergewichtiger Tiere in den
Versuchsgruppen zwischen der 12. und der 24. Lebenswoche, so lag in der
Gruppe Eco der Anteil untergewichtiger Tiere bei 8,5 % im Gegensatz zu 3,1 %
in der Gruppe Eco/Mhyo und 1,6 % in der Gruppe Mhyo. In diesem fur
Odemkrankheit-unverdiachtigen  Betrieb  konnte hierfiir die fehlende
M. hyopneumoniae-lmpfung in der Gruppe Eco ein Grund sein. In mehreren
Studien wurde bereits der positive Einfluss der M. hyopneumoniae-Vakzination
auf die taglichen Zunahmen von Schweinen belegt (DAWSON et al.,, 2002;
JENSEN et al., 2002; MAES et al., 2003). RAUTIAINEN et al. (2000) zeigten,
dass durch Sekundarinfektionen und schlechte Umweltbedingungen
verkomplizierte M. hyopneumoniae-Infektionen zu reduzierten Futteraufnahmen
betroffener Tiere fuhren. Anhand des Verlaufes der M. hyopneumoniae-
spezifischen Antikorper kann in der vorliegenden Studie von einer um die 4.
Lebenswoche stattgefundenen Infektion ausgegangen werden. Gegen
M. hyopneumoniae-geimpfte Tiere hatten im Zeitraum von der 12. bis 24.

Lebenswoche hohere Tageszunahmen (ADWGmhyo= 766 g;
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ADWGecomhyo = 762,7 Q) als M. hyopneumoniae-ungeimpfte Tiere
(ADWGgeo=730g). Nach THACKER und MINION (2012) wirkt sich die
reduzierte Futteraufnahme negativ auf das gleichmaBige Wachstum der Tiere
aus. MAES et al. (1999b) zeigten, dass die Futterverwertung bei ungeimpften
Tieren sinkt. Um 1 kg Korpergewicht zuzunehmen benotigten ungeimpfte
Schweine 2,90 kg Futter im Gegensatz zu geimpften Schweinen, die fur die
gleiche Gewichtszunahme 2,83 kg Futter verbrauchten (MAES et al., 1999b).
Eine zusatzliche Mehrbelastung, verursacht durch eine verscharfte
M. hyopneumoniae-Infektion, mag dazu gefuhrt haben, dass die Studientiere
aufgrund dessen weniger Futter zu sich nahmen und folglich an Gewicht
verloren. Anhand eines Tiermodells mit Ratten konnten MCCARTHY et al.
(1985) zeigen, dass nach Injektion von IL1 die Futteraufnahme von Tieren
reduziert war und schlossen somit daraus, dass diese verminderte
Futteraufnahme wahrend einer Infektion auf die Freisetzung von IL1 im Korper
zuruckzufuhren ist. In einem weiteren Versuchsmodell an Ratten konnten
BREUILLE et al. (1999) nach intravenoser Verabreichung von E. coli-Erregern
zudem eine signifikante Korrelation zwischen der TNF-a Konzentration im
Blutplasma und Korpergewichtsverlust feststellen. Diese proinflammatorischen
Zytokine sind zudem an der Entstehung von Lungenlasionen und der BALT-
Hyperplasie in den Atemwegen von Schweinen mitverantwortlich (RODRIGUEZ
et al., 2004) und spielen eine wichtige Rolle bei der Initiierung und Regulierung
von Entzundungsreaktionen der M. hyopneumoniae-Infektion (CHOI et al.,
2006).

In der vorliegenden Studie war der Anteil untergewichtiger Tiere zum Ende der
Mastperiode in der alleinig geimpften Gruppe Mhyo signifikant niedriger, als in
der ungeimpften Gruppe Eco. Hingegen wurden keine signifikanten
Unterschiede unter den M. hyopneumoniae-geimpften Gruppen ermittelt.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die fehlende M. hyopneumoniae-Impfung

einen negativen Einfluss auf das gleichmaBige Wachstum der Tiere nimmt.
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5. Lungenbefunde am Schlachthof

Um EP-ahnliche Lungenlasionen am Schlachthof zu erfassen und zu bewerten,
wurde ein Lungenscore nach CHRISTENSEN et al. (1999) durchgefihrt, welcher
den prozentualen Anteil des veranderten Lungengewebes gemessen an der

Gesamtlungenoberflache wiedergibt.

In der vorliegenden Studie zeigten einmalig in der ersten Lebenswoche gegen
M. hyopneumoniae-geimpfte Versuchsgruppen (Gruppe Mhyo und Gruppe
Eco/Mhyo) tendenziell bessere Ergebnisse bezuglich ihres mittleren
Lungenscores als die M. hyopneumoniae-ungeimpfte Gruppe Eco, wenngleich
keine signifikanten Unterschiede unter den Gruppen ermittelt werden konnten.
Die niedrigsten Lungenscorewerte nach CHRISTENSEN et al. (1999) erzielte
hierbei die Gruppe Mhyo mit einem Wert von 5,7, verglichen mit der Gruppe
Eco/Mhyo mit einem Wert von 6,8 und der Gruppe Eco mit einem Wert von 7,7.
Betrachtet man nur den Anteil an Tieren mit veranderten Lungen (Lungenscore
> 0), so ergibt sich fur die Gruppe Mhyo ein durchschnittlicher Lungenscore von
8,2, fur die Gruppe Eco/Mhyo von 8,4 und fur die Gruppe Eco von 10,2. Nach
Kategorisierung der Lungenbefunde hatten prozentual mehr Tiere aus den
M. hyopneumoniae-geimpften Gruppen niedrige Lungenscores (Lungenscore
0<5) als die Kontrollgruppe Eco. Hingegen hatten mehr Tiere aus der
Kontrollgruppe Eco schwerwiegende Lungenveranderungen und wurden der
Kategorie 5 (Lungenscore > 30) zugeordnet. In zahlreichen experimentellen
sowie Feldstudien wurde die Wirksamkeit von M. hyopneumoniae-Vakzinen
hinsichtlich ihrer positiven Auswirkung auf die Lungengesundheit von
Schweinen getestet, wobei mittels Vakzination sowohl der mittlere Prozentsatz
an  Lungenlasionen als auch der Prozentsatz an Tieren mit
Lungenveranderungen reduziert wurde (MAES et al., 1998; OKADA et al., 2000;
REYNOLDS et al., 2009; WILSON et al., 2012). Ahnliche Ergebnisse erzielten
WILSON et al. (2012) in einer Feldstudie, wonach hinsichtlich der
Lungengesundheit geimpfte Tiere durchschnittlich 5 % und ungeimpfte Tiere
im  Mittel 9 % Veranderungen aufwiesen. Nach Kategorisierung der
Lungenbefunde befanden sich im Bereich von 0-5 % Lungenveranderungen
52,3 % der Tiere aus der Vakzinegruppe und lediglich 36,5 % der Tiere aus der

Placebogruppe, wohingegen sich in der Kategorie von >30 %
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Lungenveranderungen 3,6 % der Tiere aus der Vakzine- und 8,7 % aus der
Placebogruppe befanden (WILSON et al., 2012). SIUGZDAITE et al. (2003)
verglichen in einer Studie die Lungenlasionen M. hyopneumoniae-vakzinierter
Tiere mit ungeimpften Kontrolltieren und kamen zu dem Ergebnis, dass bei
geimpften Tieren durchschnittlich 3,27 % der Lungenoberflache verandert
waren, hingegen bei ungeimpften Tieren 9,04 % der Lungenoberflache
betroffen waren. PIETERS et al. (2010) mutmaBten daruber hinaus, dass
aufgrund einer M. hyopneumoniae-lmpfung entzundliche Prozesse in der Lunge
nach kurzlich erfolgter Infektion zwar verscharft werden, jedoch schneller
ausheilen, als bei ungeimpften Tieren. So konnten am Schlachthof niedrigere
Lungenscores bei geimpften Tieren erwartet werden, wenn davon ausgegangen
wird, dass die M. hyopneumoniae-Infektion bereits fruh in der Aufzucht

stattgefunden hat.

Allerdings verringert sich durch eine Impfung gegen M. hyopneumoniae die
Ubertragung des Erregers nicht signifikant (MEYNS et al., 2006; VILLARREAL
et al.,, 2012), so dass FABLET et al. (2012) keinen positiven Effekt der
Vakzination auf die Lungengesundheit von Schweinen am Schlachthof
beobachten konnten. In der vorliegenden Studie war es moglich die Erreger
sowohl bei M. hyopneumoniae-ungeimpften Tieren (n=5) als auch bei
M. hyopneumoniae-geimpften Tieren (n=10) mittels Immunhistochemie
darzustellen. CHARLEBOIS et al. (2014) beobachteten zudem, dass die
Homologie zwischen Feld- und Impfstammen oft weniger als 55 % betrug. Eine
Vakzination kann, abhangig von der Virulenz des zirkulierenden
M. hyopneumoniae-Stammes, unterschiedlich protektiv wirken, was sich auf die
Klinik und die induzierten Lungenveranderungen im Schwein auswirkt
(VILLARREAL et al., 2011b).

Unter Verwendung eines kombinierten Impfschemas konnten THACKER et al.
(2000a) zeigen, dass eine zusatzlich zur M. hyopneumoniae-Vakzination (1. und
5. Lebenswoche) durchgefuhrte Impfung gegen PRRSV (4. Lebenswoche) zu
einer Reduktion der Effektivitat der M. hyopneumoniae-Vakzine fuhren kann.
Jedoch wurde dieser negative Effekt in einer Studie von STRICKER et al. (2013),
in der die Applikation einer PRRSV-(Genotyp 1)-Vakzine (3. Lebenswoche) und

einer M. hyopneumoniae-Vakzine (1. und 3. Lebenswoche) als Mischspritze
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sowie als gleichzeitige Verabreichung an unterschiedlichen Injektionsstellen
verglichen wurde, nicht beobachtet. Sowohl simultan als auch gleichzeitig
geimpfte Gruppen wiesen im Vergleich zur alleinig PRRSV-geimpften Gruppe
signifikant niedrigere Lungenscores auf (STRICKER et al.,, 2013). Daruber
hinaus konnten simultan geimpfte Schweine zudem signifikant niedrigere
Lungenscores als die Placebogruppe erzielen (STRICKER et al.,, 2013). Bei
gleichzeitiger Verabreichung einer M. hyopneumoniae-Vakzine in Kombination
mit einer PCV2-Vakzine wurde in einer Erhebung von KIM et al. (2011) eine
signifikante Reduzierung makroskopischer Lungenveranderungen im Vergleich

zu ungeimpften Tieren beobachtet.

Das Ausmald der Lungenveranderungen ahnelte sich in der vorliegenden Studie
bei gegen M. hyopneumoniae-geimpften Tieren. M. hyopneumoniae geimpfte
Tiere erzielten nummerisch niedrigere Lungenscore-Werte, als
M. hyopneumoniae-ungeimpfte Schweine. Jedoch traten hohe
Standardabweichungen von 10,5 - 13,5 auf, was ein Grund dafur sein kann, dass

keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe erzielt werden konnten.

6. Mortalitat und Behandlung von respiratorischen

Erkrankungen

Im Verlauf der Studie verstarben insgesamt 32 Tiere. Diese verendeten oder
wurden aus tierschutzrechtlichen Grunden euthanasiert. Daraus ergab sich eine
Mortalitat von 7,7 %. An den verendeten Tieren wurde eine
pathomorphologische sowie histopathologische Untersuchung vorgenommen.
Im Detail verstarben in der M. hyopneumoniae-ungeimpften Gruppe Eco 17
Tiere, wohingegen in Gruppe Eco/Mhyo sieben und in Gruppe Mhyo acht
Tierverluste auftraten. Ein GroRteil der in die Pathologie eingesandten Tiere

hatte pathologische Lungenveranderungen (n = 17).

Wahrend der Studie wurden 27 Tiere aufgrund respiratorischer Probleme
medikamentos behandelt. Unter den Versuchstieren ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede: 13 Tiere (9,6 %) aus der Gruppe Eco, acht Tiere
(5,9 %) aus der Gruppe Eco/Mhyo und sechs Tiere (4,4 %) aus der Gruppe
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Mhyo wurden therapiert. Die Behandlungen wurden grotenteils vom Landwirt
durchgefuhrt. Dieser war fur eine korrekte Aufzeichnung der Behandlungen

verantwortlich.

Der nummerische Unterschied zwischen den Versuchsgruppen kann auf einen
fehlenden Impfschutz der Gruppe Eco gegenuber M. hyopneumoniae
zuruckgefuhrt werden. Somit waren Schweine der Gruppe Eco eher der Gefahr
von Sekundarinfektionen ausgesetzt als geimpfte Tiere. Nach erfolgreicher
Ansiedlung von M. hyopneumoniae im Atemtrakt betroffener Schweine kommt
es zu einer Beeintrachtigung der Mukoziliaren Clearance, welche dazu fuhrt,
dass Zelldebris und eindringende Pathogene, insbesondere Bakterien, nicht
mehr ausreichend aus den Atemwegen abtransportiert und abgehalten werden
konnen (THACKER und MINION, 2012). Solche Erreger konnen zum Beispiel
P. multocida, S. suis, H. parasuis oder A. pleuropneumoniae sein, welche in der
Lage sind den Krankheitsverlauf erheblich zu verschlimmern, so dass die
Mortalitatsrate ansteigt (SELBITZ, 2011a; THACKER und MINION, 2012).
Ubereinstimmend wurde in neun von 15 Sektionen aus der Gruppe Eco ein
pathologischer Lungenbefund erhoben. Betroffene Tiere litten teils an
katarrhalisch-eitriger ~ Bronchopneumonie  mit  Beteiligung  bakterieller
Sekundarerreger wie P. multocida, S.suis und Trueperella pyogenes
(T. pyogenes) oder an virusinduzierten interstitiellen Pneumonien mit Nachweis
von Virusgenom, wie etwa von PRRS-Viren, sowohl von Genotyp 1 als auch
Genotyp 2, oder Influenzaviren. THACKER et al. (1999) zeigten zudem, dass
eine M. hyopneumoniae-Infektion den klinischen Verlauf einer durch PRRSV-
induzierten Viruspneumonie verscharft, sowie ausgepragtere makroskopische
und  mikroskopische  Lungenlasionen  verursacht. Im  vorliegenden
Studienbetrieb waren zwar alle Schweine gegen PRRSV (Genotyp 2) geimpft,
jedoch konnte aus verendeten Tieren Virusgenom von PRRS-Viren, sowohl vom

Genotyp 1 als auch vom Genotyp 2 isoliert werden.

Auch in den gegen M. hyopneumoniae-geimpften Versuchsgruppen wurden bei
verendeten Tieren Bronchopneumonien mit Beteiligung von bakteriellen
Sekundarerregern sowie PRSSV und Influenza nachgewiesen. Diese traten
jedoch in geringerem MalSe auf, so dass davon ausgegangen werden kann, dass

die M. hyopneumoniae-Impfung vermehrt dazu gefuhrt hat, bei einem Grof3teil
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der Tiere das Ausmall und das klinische Erscheinungsbild der Erkrankung zu
reduzieren. Auch bewirkten FABLET et al. (2012) mittels einer Vakzination
gegen M. hyopneumoniae keine positiven Effekte auf die Lungengesundheit.
Dies beruht auf der Tatsache, dass durch eine Vakzination keine
Erregerelimination im Respirationstrakt von Schweinen erzielt wird (LE GRAND
und KOBISCH, 1996; MAES et al., 1999b; PIETERS et al., 2010; VILLARREAL et
al., 2011a) und die Ubertragung von M. hyopneumoniae mittels Impfung nicht
signifikant reduziert werden kann (MEYNS et al., 2006; VILLARREAL et al.,
2011a).

Unter experimentellen Bedingungen konnten PARK et al. (2014) zeigen, dass
die Verabreichung einer One-Shot M. hyopneumoniae-Vakzine in der Lage ist,
bei mit M. hyopneumoniae und PRSSV infizierten Tieren eine Reduktion der
PRRSV-Viramie herbeizufuhren und den Grad an durch PRRSV induzierten
Lungenveranderungen zu reduzieren. Auch in einer Studie von THACKER et al.
(2000a) wurde beobachtet, dass eine M. hyopneumoniae-Vakzination zu einer
Reduktion, jedoch nicht Eliminierung der Potenzierung der durch eine PRRSV
induzierten Pneumonie fuhrt. Es wird zudem beschrieben, dass eine zusatzlich
zur M. hyopneumoniae-Impfung durchgefuhrte Vakzinierung gegen PRRSV
dazu fuhren kann, die Effektivitat der M. hyopneumoniae-Impfung
herabzusetzen (THACKER et al., 2000a), was im Folgenden erklaren konnte,
dass auch bei geimpften Tieren gravierendere Lungenveranderungen zu
verzeichnen waren, welche schlussendlich zum Tod der Tiere gefuhrt haben

konnten.
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Unter Berucksichtigung aller untersuchter Parameter wurde schlussendlich in
dieser Studie gezeigt, dass die kombinierte Verabreichung eines Impfstoffes
gegen das Stx2e-Toxin und M. hyopneumoniae verglichen mit der einzelnen
Applikation des M. hyopneumoniae-lmpfstoffes als sicher und vertraglich zu
bewerten ist. Durch die zeitgleiche Verabreichung von Stellamune® One und
ECOPORC SHIGA® konnten im Vergleich zur monovalenten M. hyopneumoniae-
Vakzine keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Effektivitat der Vakzinen

sowie der Ausbildung einer humoralen Immunantwort gesehen werden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Uberpriifung der Wirksamkeit
einer One-Shot Impfung gegen M. hyopneumoniae (Stellamune® One, Elanco
Animal Health, Lilly Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) bei
zeitgleicher Applikation einer Vakzine gegen die Odemkrankheit (ECOPORC
SHIGA®, IDT Biologika, Dessau-Rosslau, Deutschland) bei Ferkeln in der ersten
Lebenswoche im Rahmen einer Feldstudie. Hierfur wurde ein geschlossener,
EDEC-negativer Betrieb in Suddeutschland gewahlt, dem nach einem
Prascreening ein Infektionsstatus mit M. hyopneumoniae anhand IHC und EP-
ahnlichen Lungenveranderungen am Schlachthof nachgewiesen werden konnte.
Innerhalb von drei Studieneinschlissen wurden 405 Ferkel abhangig von
Geschlecht und Gewicht randomisiert in zwei M. hyopneumoniae-
Vakzinationsgruppen (Gruppe Mhyo und Eco/Mhyo) und eine Kontrollgruppe
(Gruppe Eco) eingeteilt. AnschlieBend wurden die Versuchsgruppen gemischt
aufgestallt. 25 % der Versuchstiere wurden gemall Randomisierungsplan einer
Safety-Group zugeteilt. Diese Tiere wurden vor und nach Applikation der
Impfstoffe sowie in den folgenden 14 Tagen klinisch untersucht und die
Injektionsstelle wurde beurteilt. Zur Uberpriifung der Wirksamkeit der
Vakzination wurden die Studientiere an Studientag 0, 24, 80, 136 und 164
gewogen und die durchschnittlichen Tageszunahmen sowie die Lungenscores
am Schlachthof wurden erhoben. Bei den Sampletieren wurde vier-wochentlich
der Verlauf der M. hyopneumoniae-Antikorper im Serum mittels ELISA
untersucht und in der 0., 4., und 8. Lebenswoche wurde ein SNT-Tests zum
Nachweis neutralisierender Antikorper gegen Stx2e durchgefuhrt. Bezuglich
der Sicherheit der Verabreichung der/ des Impfstoffe/-s konnten wahrend eines
14-tagigen Uberwachungszeitraumes keine Anzeichen fiir lokale oder
systemische Unvertraglichkeiten beobachtet werden. Hinsichtlich der
Leistungsparameter erzielte die alleinig gegen M. hyopneumoniae-geimpfte
Gruppe Mhyo in der Mast zwischen Tag 84 und 168 signifikant hohere
Tageszunahmen als die M. hyopneumoniae-ungeimpfte Gruppe Eco. Die Gruppe
Eco/Mhyo unterschied sich nicht signifikant von der Gruppe Mhyo. In der nicht

M. hyopneumoniae-geimpften Gruppe Eco waren signifikant mehr Tiere
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untergewichtig als in der alleinig M. hyopneumoniae-geimpften Gruppe. Die
Endgewichte der Versuchsgruppen zur 24. Lebenswoche unterschieden sich
nicht signifikant voneinander. Die Unterschiede bezuglich der Parameter der
Gewichtsentwicklung waren damit zu erklaren, dass es sich um einen
M. hyopneumoniae Problembetrieb handelte und nicht um einen Betrieb mit
einer Odemkrankheits Historie. Der am Schlachthof erhobene Lungenscore
unterschied sich ebenfalls nicht statistisch signifikant, jedoch hatten
M. hyopneumoniae-geimpfte Gruppen bessere Lungenscore-Ergebnisse, als die
Gruppe Eco. Die Tiere aus der Gruppe Eco wurden nummerisch haufiger gegen
respiratorische Erkrankungen therapiert. Sowohl die kombiniert als auch
alleinig  gegen M. hyopneumoniae-geimpften Tiere erzielten zu den
Blutprobenentnahmeterminen in der 8., 12., 16. und 20. Lebenswoche
signifikant hohere P/PK-Werte im M. hyopneumoniae-ELISA als die
M. hyopneumoniae-ungeimpften Schweine der Gruppe Eco. Zu keinem
Zeitpunkt ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den mit
M. hyopneumoniae-geimpften Gruppen. Der prozentuale Anteil an seropositiven
Tieren in der Gruppe Mhyo war zur 8., 12. und 16. Lebenswoche und in der
Gruppe Eco/Mhyo zur 8. Lebenswoche signifikant hoher als in der Gruppe Eco.
Neutralisierende Antikorper gegen das Stx2e-Toxin von E. coli waren vor der
Vakzination der Versuchsgruppen bei keinem der Tiere zu detektieren. Nach
erfolgter Impfung entwickelten bis zur 4. Lebenswoche aus der Gruppe Eco
85,7 % der Tiere und aus der Gruppe Eco/Mhyo 100 % der Tiere
neutralisierende Antikorper gegen das Stx2e-Toxin. Zur 8. Lebenswoche waren
in der Gruppe Eco und Eco/Mhyo 96,4 % bzw. 96,9 % der Tiere seropositiv. Zu
beiden Terminen war der Anteil an seropositiven Tieren in den mit ECOPORC
SHIGA®—geimpften Gruppen signifikant hoher als in der Gruppe Mhyo. Die Tiere
aus der ECOPORC SHIGA®-ungeimpften Gruppe Mhyo entwickelten zu keinem

Blutprobenentnahmetermin spezifische neutralisierende Antikorper.

Zusammenfassend konnten keine signifikanten Unterschiede bezuglich der
Effektivitat zwischen der One-Shot Impfung gegen M. hyopneumoniae bei
zeitgleicher Applikation einer Vakzine gegen die Odemkrankheit und der
monovalenten M. hyopneumoniae-Vakzine bei Ferkeln in der ersten

Lebenswoche festgestellt werden.
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VIl. SUMMARY

The aim of this study was to examine the efficacy of a one-shot
M. hyopneumoniae vaccine (Stellamune® One, Elanco Animal Health, Lilly
Deutschland GmbH, Bad Homburg, Germany) compared to the effect of
simultaneous administration of a vaccine against edema disease (ECOPORC
SHIGA®, IDT Biologika GmbH, Dessau-Rosslau, Germany) in the first week of
life under field conditions. A farrow-to-finish farm in southern Germany,
negative for EDEC but with a known history of EP, which was confirmed prior to
the study by detection of M. hyopneumoniae typical gross lesions at the
slaughterhouse and by immunohistochemistry of affected lung tissue, was
chosen. The study was performed in three consecutive batches. Altogether, 405
suckling-piglets were randomly assigned to one control group (CG, designated
as group Eco) and two M. hyopneumoniae vaccination groups (group Mhyo and
group Eco/Mhyo) according to their bodyweight and gender. All groups were
housed in mixed barns. 25 % of the study animals were randomly assigned as
sample animals (safety group). Clinical observations and an injection site
reaction score were daily recorded from sample animals prior to and for 14 days
after vaccination. To evaluate vaccine efficacy each pig was weighed on study
day STO, ST24, ST80 and ST164 and the average daily weight gain (ADWG) was
calculated. Furthermore, the percentage of pneumonic lung lesions observed in
each lobe was recorded at the slaughterhouse. Blood samples for serology
(M. hyopneumoniae-ELISA) were collected from the sample animals prior to
vaccination and every four weeks subsequently. A SNT-test against Stx2e-
neutralizing antibodies was performed in week 0, four, and eight. Within the 14
days following vaccination, no local or systemic incompatibilities could be
observed in sample pigs. Concerning the efficacy parameters, group Mhyo
achieved significantly higher ADWG between day 84 and 168 compared to the
M. hyopneumoniae-unvaccinated group. No significant differences were seen
between group Eco/Mhyo and group Mhyo. Significantly more underweighting
pigs were seen in the M. hyopneumoniae-unvaccinated group Eco compared to
the single M. hyopneumoniae-vaccinated group. At the end of finishing period

there was no significant difference concerning the mean body weight (BDW).
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The differences in the analysis of the weight parameters could be explained by
the fact that the respective farm had cases of M. hyopneumoniae but not of
edema disease. Furthermore, no significant differences in lung scoring at
slaughterhouse  were seen  between the groups, even though
M. hyopneumoniae-vaccinated pigs tended to have a better lung health than
unvaccinated pigs. Animals of group Eco were treated more often against
respiratory diseases (p < 0.05). In week four, eight, twelve, 16 and 20 the pigs
vaccinated against M. hyopneumoniae achieved significant higher mean
sample-to-positive  (S/P) ratio in M. hyopneumoniae ELISA than the
unvaccinated group Eco. There were no significant differences between group
Mhyo and group Eco/Mhyo at any time point. The percentage of seropositive
pigs in group Mhyo was significantly higher in the 8" 12™ and 16™ week of life
and in group Eco/Mhyo at 8" week of life compared to group Eco. Neutralizing
antibodies against Stx2e-toxin of E. coli were not detectable in any animal
before vaccination. Until the 4™ week of life 85.7 % of group Eco and 100 % of
group Eco/Mhyo developed neutralizing antibodies against Stx2e based on
vaccination. In 8" week of life 96.4 % and 96.9 % of pigs in group Mhyo and
Eco/Mhyo, respectively, were seropositive. On both dates the proportion of
seropositive pigs in the ECOPORC SHIGA® vaccinated groups was significantly
higher than in group Mhyo. Pigs of ECOPORC SHIGA® unvaccinated group

Mhyo did not develop neutralizing antibodies at any time.

In conclusion, no significant differences regarding the efficacy of a simultaneous
administration of a M. hyopneumoniae vaccine and a vaccine against edema
disease compared to a single administration of M. hyopneumoniae vaccine

could be observed in pigs in the first week of life in the present study.
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Tabelle 10: Versuchsaufbau

Sicherheit (25%

Wirksamkeit (n=405 Tiere)

der Tiere)
klin.
Lebenstag (d) US Blutproben
Studientag Tem Wiegen Lungen-
(ST Lebenswoche p- (25% der 9 check
lokale .
(LW) Tiere)
us
Geburt d1i
X (vor
X (vor
und 4-
STO d4-7 und 4-6h X X
6h p.
p. vac)
vac)
ST1 d5 X X
ST2 dé X X
ST3 d7 X X
ST4 ds X
ST5 d9 (x)
ST6 d10 (x)
ST7 d11 X (x)
ST8 d12 (x)
ST9 d13 (x)
ST10 d14 (x)
ST11 d15 (x)
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ST12 d16 (x)
ST13 d17 (x)
ST14 d18 X (x)
4. LW X
ST24 X
(Absetzen) (alle Tiere)
X
ST52 8. LW
(alle Tiere)
ST80 12. LW X X
ST108 16. LW X
ST136 20. LW X
24. LW Beginn
ST164 X X
Schlachtung
Tabelle 11: p-Werte des Vergleichs der mittleren rektalen
Korperinnentemperaturen zwischen den Versuchsgruppen zu
verschiedenen Zeitpunkten
Gruppen- Studientag
vergleich
-0 0 1 2 3 4
Eco - Mhyo 0,244 0,006 0,785 0,771 0,059 0,630
Eco - 0,943 | <0,001 | 0,613 0,717 0,362 | 0,7360
Eco/Mhyo ' ! ! ! ! !
Eco/Mhyo- | 537 | 0101 | 0809 | 0467 | 0360 | 0,967
Mhyo

Nach Bonferroni-Holm Adjustierung signifikante Werte sind fett markiert.
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Tabelle 12: p-Werte des Vergleichs des Anteils an M. hyopneumoniae-
seropositiven Tieren zwischen den Versuchsgruppen

Lebenswoche
Gruppen-

vergleich

0 4 8 12 16 20 24

Eco - Mhyo 0,617 0,735 0,005 0,013 0,002 0,120 0,476

Eco - 0,805 | 1,000 | 0,024 | 0,042 | 0,041 | 0,123 | 0,613
Eco/Mhyo
,E,,C%L\,A hyo- 1 9806 | 0,733 | 0,764 | 0801 | 0,422 | 1,000 | 0,114

Nach Bonferroni-Holm Adjustierung signifikante Werte sind fett markiert.

Tabelle 13: p-Werte des Vergleichs der mittleren P/PK-Verhaltnisse nach
Auswertung des M. hyopneumoniae-ELISA zwischen den Versuchsgruppen

Lebenswoche
Gruppen-

vergleich

0 4 8 12 16 20 24

Eco - Mhyo 0,545 | 0,019 | <0,001 |<0,001 |<0,001 0,001 0,044

e 0,850 | 0,074 |<0,001 | 0,001 0,005 0,024 | 0,531
Eco/Mhyo
Eﬂcﬁ}f?hyo " | 0609 | 0,573 | 0,708 | 0,504 | 0,393 | 0217 | 0,196

Nach Bonferroni-Holm Adjustierung signifikante Werte sind fett markiert.
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Tabelle 14: p-Werte des Vergleichs der prozentualen Anteile an Stx2e-
seropositiven Tieren nach der Auswertung des SNT-Tests zwischen den
Versuchsgruppen

Gruppen- Lebenswoche
vergleich

0 4 8
Eco - Mhyo k.A. < 0,001 < 0,001
Eco - Eco/Mhyo k.A. 0,042 1,000
Eco/Mhyo - Mhyo k.A. < 0,001 < 0,001

Nach Bonferroni-Holm Adjustierung signifikante Werte sind fett markiert.

Tabelle 15: p-Werte des Vergleichs der mittleren Korpergewichte zu
unterschiedlichen Wiegeterminen zwischen den Versuchsgruppen

Gruppen- Lebenswoche

vergleich 0 4 12 24

Eco - Mhyo 0,845 0,658 0,633 0,118

E,ﬁ?/ V7D = 0,706 0,419 0,707 0,757
yo

Tabelle 16: p-Werte des Vergleichs der mittleren taglichen Zunahmen der
Studientiere zu den unterschiedlichen Zeitraumen zwischen den
Versuchsgruppen

Zeitraum
Gruppen-
vergleich T0-4 T4-12 T12-24 T0-24
Eco - Mhyo 0,549 0,682 0,024 0,118
oy - 0,467 0,849 0,826 0,757
Mhyo

Nach Bonferroni-Holm Adjustierung signifikante Werte sind fett markiert.
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Tabelle 17: p-Werte des Vergleichs der mittleren Mastdauer zwischen den

Versuchsgruppen

Gruppenvergleich Mastdauer
Eco - Mhyo 0,438
Eco/Mhyo - Mhyo 0,762

Tabelle 18: p-Werte des Vergleichs des Anteils an untergewichtigen Tieren

zwischen den Versuchsgruppen

Gruppenvergleich

Zeitraum T12-24

Eco - Mhyo

0,016

Eco/Mhyo - Mhyo

0,447

Nach Bonferroni-Holm Adjustierung signifikante Werte sind fett markiert.

Tabelle 19: p-Werte des Vergleichs der mittleren gesamt-Lungenscore-

Ergebnisse zwischen den Versuchsgruppen

Gruppenvergleich Lungenscore
Eco - Mhyo 0,069
Eco/Mhyo - Mhyo 0,082

Tabelle 20: p-Werte des Vergleichs der mittleren Lungenscore-Ergebnisse
nur an Pneumonie erkrankter Tiere zwischen den Versuchsgruppen

Gruppenvergleich Lungenscore
Eco - Mhyo 0,110
Eco/Mhyo - Mhyo 0,843
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Tabelle 21: p-Werte des Vergleichs des Anteils an verendeten Tieren der
Versuchsgruppen

Gruppenvergleich Wahrend der Studie verendet

Eco - Mhyo 0,026

Eco/Mhyo - Mhyo 0,500
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