Inaugural-Dissertation zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwiirde
der Tierdrztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlnchen

Retrospektive Untersuchung zum VVorkommen unterschiedlicher
Serotypen von Haemophilus parasuis

bei Hausschweinen in Deutschland

von Andreas Frank

aus Berlin

Miinchen 2015



Aus dem Zentrum fur Klinische Tiermedizin
der Tierarztlichen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlnchen

Lehrstuhl fir Krankheiten des Schweines

Arbeit angefertigt unter Leitung von: Univ.-Prof. Dr. Mathias Ritzmann

Mitbetreuung durch: Dr. Matthias Eddicks



Gedruckt mit der Genehmigung der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Mtnchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Joachim Braun

Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Mathias Ritzmann

Korreferent: Prof. Dr. Armin M. Scholz

Tag der Promotion: 18.07.2015






Fir meine Familie






Inhaltsverzeichnis VII

INHALTSVERZEICHNIS

l. EINLEITUNG ..ottt 1
1. LITERATURUBERSICHT ..ot 3
1. Atiologie der Glisser’schen Krankheit ..........c..cceovcveiireveicuenieeieseceenenans 3
1.1. Morphologie von Haemophilus parasuis...........ccccccvvveveeieiieenesiie e 3
1.2. Virulenzfaktoren bei Haemophilus parasuis...........ccccccovvvveveenesiieseenieennnn, 4
1.3. Typisierung von Haemophilus parasuis ..........ccccceveeveiieveevesieese e 5
1.3.1. Methoden der SerotypPISIEIUNG .......ccviieieieieie et 5
1.3.2. Molekularbiologische Methoden der TypISIErUNg .........cceovevveieniieiininins 7
1.4, Resistenzsituation bei Haemophilus parasuis..........c.cccccveveiiieiveieicicseennns 9
2. Epidemiologie der Glédsser’schen Krankheit............ccccovviiiiiiiiiiiiiinnnn 10
3. Pathogenese der Glasser’schen Krankheit ..........ccocooeveienenciencicnnnnn 12
4, Klinik der Glasser’schen Krankheit...........cccoocvveiiiieiiie v 14
5. Pathomorphologische Befunde ..........cccccovveiiiciicic e 16
5.1. Beobachtungen in Infektionsstudien ..............cccooveviie i, 17
5.2. Beobachtungen in FeldStudien ... 18
6. DIAGNOSTIK ...t 19
6.1. Indirekter ErregernaChWels ...........cceiveieeie i 19
6.2. Direkter ErregernaChWweis. ........o.ooveviiieiecie e 19
6.2.1. IMMUNNISTOCHEMIE ... 19
6.2.2. IN-SItU-HYDIAISIEIUNG ... s 20
6.2.3. Polymerase-Chain-Reaction.............ccccceovveiieie i 20
6.2.4. ANZUCHE Lot 20
6.2.5. BEPIODUNG ... 21
6.3. DifferentialdiagnoStiK..........ccooeiiiiiiiiii e 22
7. Therapie und Prophylaxe ..........ccccoeiiiieiieiicce e 23
7.1. TREIAPIE ...t s 23
7.2. PrOPNYIAXE. ... 23
. MATERIAL UND METHODEN ......ccccoiiiiiiesesseeee e 25
1. ZIel der STUIR ....ooeecieceee e 25



VI Inhaltsverzeichnis

2. AUSGEWErtete FAIIE ..o 25
3. SEKEION <. et 27
4 BaKIErOIOGIE. ... 27
5 PCR ettt 28
6. LT (01101 011 =] (U] T [OOSR 28
7. STALISTIK ...ttt 30
V. ERGEBNISSE ..o e 31
1. Ergebnisse aller betrachteten Falle ............cccooveveiieiiiie i, 31
1.1. Zusammensetzung des Tiermaterials. ..., 31
1.2. Auswertung der SeKtionshefunde ..o 33
1.3. Ergebnisse der Auswertung der Beprobungsorte...........ccccocoveveieeieiiennen, 36
2. Ergebnisse der SerotypiSierung ........cccecceieeieeveseese e 37
2.1. Ergebnisse bei MonoinfeKtioNn ..o, 40
2.2. Zusammensetzung des Tiermaterials..........ccoovvvriieieieieses e, 41
2.3. Pathomorphologische Befunde...........cccocoiveiiiiiiiccece e 43
2.4. Ergebnisse zu Vorkommen und Verteilung einer Serositis............cccc....... 47
2.5. Ergebnisse bei der Betrachtung der Beprobungsorte...........c.ccocvovivnnennee. 49
V. DISKUSSION ..ottt 51
VI. ZUSAMMENFASSUNG .....ocotiiiiiieie et 61
VIL. SUMMARY .ottt ettt ne e neens 63
VIII. LITERATURVERZEICHNIS.........ccoiiiie e 65
IX. DANKSAGUNG........coiiiiitiieee e 80
X. ABBILDUNGSVERZEICHNIS.......ocoiiiiiee e 81

XI. TABELLENVERZEICHNIS. ... 83



Abkirzungsverzeichnis IX

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AGPT Agargelprézipationstest

At. Arthritis

°C Grad Celsius

EBa. Erguss Bauchhohle

EBr. Erguss Brusthohle

ERIC Enterobacterial-Repetitiv-Intergenic-Consensus
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EPK. Erguss Perikard

H. parasuis Haemophilus parasuis

IHA-Test indirekter Hamagglutinationstest

ISH In-situ-Hybridisierung

kg Kilogramm

MALDI-TOF MS  Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometry
n Anzahl
NAD Nicotinamidadenindinukleotid
n.t. nicht typisierbar
PBS Phosphate-buffered saline
PCR Polymerase-Chain-Reaction
PI. Pleuritis
Pk. Perikarditis
Pn. Pneumonie
PPLO Pleuropneumonia-like-organisms

SPF spezifisch-pathogenfrei



X Abkirzungsverzeichnis

S.s.H. Sammeltupfer der serdsen Héaute

pl Mikroliter



I.Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Die 1910 beschriebene Erkrankung von Schweinen, die mit einer Serositis und
Anrthritis einhergeht und im Zusammenhang mit einem gramnegativem Bakterium
steht, ist heute als ,,Gldsser’sche Krankheit” bekannt. Ihr auslésendes Agens ist
das zu den Pasteurellaceae gehdrende Bakterium Haemophilus parasuis (H.
parasuis) (KIELSTEIN und LEIRER, 1990; ARAGON et al, 2012).
Auspragungen der Infektion mit H. parasuis lassen sich in allen Altersklassen
finden und sind in der Regel gekennzeichnet durch eine Polyserositis, Arthritis,
Meningitis, Flissigkeitsansammlungen in den groRen Kdrperhohlen, sowie einer
Pneumonie (AMANO et al., 1994; BLANCO et al., 2004; BLANCO et al., 2008).
Dies kann zu schweren oder milden klinischen Verldufen fihren, die dann durch
Kimmern der Tiere und mangelnde Tageszunahmen gekennzeichnet sind
(RITZMANN und HEINRITZI, 2005). Fur die sichere Diagnosestellung steht die
labordiagnostische ldentifikation des Erregers im Vordergrund. Hierbei ist die
Anzucht auf Schafblutagar unter Verwendung einer
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD)-Quelle der Goldstandard (SEGALES et al.,
1997; ARAGON et al., 2012). Auch wenn die Verwendung einer Polymerase-
Chain-Reaction (PCR) fur die Identifizierung in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen hat, ist die Anzucht des Erregers unerlédsslich um die Virulenz, und
damit die Bedeutung im aktuellen klinischem Geschehen, abschétzen zu kénnen
(ANGEN et al., 2007; TURNI und BLACKALL, 2010). Fur die Abschéatzung der
Virulenz wird der Serotyp des Isolates herangezogen. Die durch das Kielstein-
Rapp-Gabrielson-Schema definierten Serotypen 1-15 zeigten in Untersuchungen
verschiedener Autoren fur die Serotypen 1, 5, 10, 12, 13 und 14 eine hohe
Virulenz, fir die Serotypen 2,4 und 15 eine mittlere Virulenz, den Serotyp 8 eine
niedrige Virulenz, wéhrend die Serotypen 3, 6, 7, 9 und 11 als avirulent gelten
(RAPP-GABRIELSON et al., 1992; AMANO et al., 1994, 1996; TADJINE et al.,
2004; ARAGON et al., 2012). Die Serotypen, die aus Klinischen Fallen in
Deutschland am h&ufigsten isoliert werden konnten, waren 1998 die Seortypen 5
und 4 (KIELSTEIN und WUTHE, 1998). In einer aktuelleren Betrachtung des
Vorkommens der Serotypen in Deutschland konnten STRUTZBERG-MINDER et

al. (2010) zeigen, dass die Serotypen 1, 2 und 13 am haufigsten nachweisbar sind.



2 I.Einleitung

Diese Betrachtung erfolgte allerdings ohne klinischen Hintergrund der Proben.

Die nachfolgende Arbeit ist eine retrospektive Betrachtung klinischer Falle aus
den Jahren 2010-2012, bei denen durch klinische oder pathomorphologische
Befunde die Verdachtsdiagnose ,,Gldsser’sche Krankheit” formuliert wird. In
allen hier betrachteten Fallen ist es moglich, Haemophilus parasuis in einer
bakteriologischen Untersuchung anzuziichten. Die nachfolgende Spezies-
Polymerase-Chain-Reaction (Spezies-PCR) bestétigt das Anzuchtsergebnis. Im
Anschluss an die Nachweise werden alle positiven Proben serotypisiert. Dies
geschieht mittels des indirekten Hamagglutiantionstests. VVorrangiges Ziel ist es,
das Aufkommen der Serotypen 1-15 in Deutschland zu aktualisieren. Ein weiteres
Ziel ist es, die vorhandenen Daten dahingehend auszuwerten, einen
Zusammenhang zwischen den nachgewiesenen Serotypen mit der Betriebsart aus
der das Tier stammt, der Altersgruppe des Tieres und dem Isolationsort
herzustellen. Weiterhin wurden die Daten untersucht, um einen Zusammenhang
zwischen den Serotypen aus klinischen Fallen und pathomorphologischen

Befunden bei den untersuchten Tieren zu ermitteln.

Bedingt durch eine Expansion des Tierverkehrs und einer Intensivierung der
Haltungsbedingungen ist davon auszugehen, dass es bei dieser aktualisierten
Betrachtung der Verbreitung der Serotypen eine Verdnderung im Auftreten
gegeben hat, wobei evaluiert werden muss, ob die grundlegende Verénderung wie
bei STRUTZBERG-MINDER et al. (2010) beschrieben, auch fir Isolationen mit
klinsichen Hintergrund gilt. Von einer Assoziation der Serotypen und den
ausgewerteten Parametern ist, aufgrund der teils schon divergierenden

Beschreibung in der internationalen Literatur, nicht auszugehen.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Atiologie der Glisser’schen Krankheit

Der Erreger der Glésserschen Krankheit, Haemophilus parasuis (H. parasuis),
erfahrt durch Karl Glisser 1910 seine erstmalige Beschreibung (GLASSER,
1910). Glé&sser beschreibt ein gramnegatives Bakterium im Zusammenhang mit
einer akut verlaufenden serofibrindsen Serositis und Arthritis beim Schwein. Die
Isolation dieses Bakteriums gelingt erst 1922 Schermer und Ehrlich (LITTLE,
1970). Lewis und Shope beschrieben daraufhin 1931 eine Abhé&ngigkeit dieses
Bakteriums von den Wachstumsfaktoren X und V (LEWIS und SHOPE, 1931).
Als Folge fuhrte dies zur Benennung Haemophilus influenza variety suis. Durch
Untersuchungen, die eine Unabhangigkeit des Bakteriums vom Wachstumsfaktor
X darstellen konnten, erfolgte die Umbennung des Bakteriums in Haemophilus
parasuis (BIBERSTEIN und WHITE, 1969).

1.1. Morphologie von Haemophilus parasuis

Haemophilus parasuis gehort der Familie der Pasteurellaceae an (KIELSTEIN
und LEIRER, 1990; ARAGON et al., 2012). Es zeigt sich als unbewegliches,
mikroaerophiles, gram-negatives Bakterium, das sowohl eine kokkoide, als auch
eine filamentose Struktur annimmt (NEDBALCOVA et al., 2006). Neben der von
MOROZUMI und NICOLET (1986a) beschriebenen Kapsel aus Polysacchariden,
konnten MUNCH et al. (1992) die Bildung von Fimbrien nachweisen. Diese zum
Teil ausgepréagte Pleomorphie zeigt eine Abhangigkeit vom Alter der untersuchten
Kolonie und dem eingesetztem Nahrmedium (KILIAN, 1976). Bei Anzucht auf
Agar présentiert sich H. parasuis bei einer Wachstumszeit von 24-48h als kleine,
lichtdurchlassige, nicht hamolysierende Kolonien (SEGALES et al.,, 1997;
ARAGON et al., 2012).
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1.2. Virulenzfaktoren bei Haemophilus parasuis

Im Laufe der Jahre wurden bei H. parasuis eine Reihe von mdglichen
Virulenzfaktoren identifiziert und beschrieben. lhre Bedeutung in Bezug auf die
Virulenz von Stdammen wird kontrovers diskutiert. Morphologische Strukturen
bildeten hierbei die ersten nachgewiesenen Faktoren, die eine Virulenz ausmachen
konnen. Obgleich RAPP-GABRIELSON et al. (1992) zeigen, dass Virulenz
unabhéngig ist von der Bildung einer Kapsel, ist es doch beschrieben, dass es zu
einer Umbildung der Kapsel durch virulent-klassifizierte Stdmme nach der
Inkubation mit Alveolarmakrophagen kommt (RAPP-GABRIELSON und
GABRIELSON, 1992; OLVERA et al., 2009). Mit der Entdeckung der Fimbrien
bei H. parasuis vermuten MUNCH et al. (1992) mit ihnen einen Mechanismus fur
die Anheftung virulenter Stamme identifiziert zu haben. METCALF und
MACINNES (2007) weisen hingegen nach, dass Fimbrien bei allen Stammen zu
finden sind, somit auch in denen, die nicht mit einer erhéhten Virulenz in
Zusammenhang gebracht werden. Der Nachweis von Lipooligosacchariden blieb
ebenfalls nicht nur auf Stdamme begrenzt, die mit einer héheren Virulenz assoziiert
werden (ZUCKER et al., 1996). MULLINS et al. (2011) zeigen, dass H. parasuis-
Stamme eine Immunglobulin A-Protease expremieren, welche zur Spaltung des
fur die lokale Abwehr der Schleimhaut wichtigen Immunglobulin A fuhrt. Die
nachgewiesene Protease steht im Zusammenhang mit der Resistenz von H.
parasuis gegen das Komplementsystem. Diese Resistenz wird als wichtiger
Faktor bei systemischen Infektionen von H. parasuis gesehen (CERDA-
CUELLAR und ARAGON, 2008). LICHTENSTEIGER und VIMR (2003) gelang
es, eine Neuraminidase aus der duReren Membran zu identifizieren und zu
isolieren. Obwohl mit dem Nachweis der Neuraminidase ein Zusammenhang fr
die Bereitstellung von Nahrstoffen vermutet wird, scheiterte es bisher, eine
Verbindung zwischen Vorkommen der Neuraminidase und einer bestimmten
Klinik zu zeigen (COSTA-HURTADO et al., 2013). Vergleichbares gilt fur den
Nachweis von Eisenrezeptoren in der &uBeren Membran (METCALF und
MACINNES, 2007).
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1.3. Typisierung von Haemophilus parasuis

1.3.1. Methoden der Serotypisierung

Eine international anerkannte Mdglichkeit, die Virulenz abschatzen zu kdnnen,
erfolgt Uber die Bestimmung des Serotyps des isolierten Stammes. Anhand des
Serotyps lasst sich ein Bezug zwischen dem isolierten H. parasuis-Stamm und der
in der Herde auftretenden Klinik herstellen. Bei Haemophilus parasuis lassen sich
die Serotypen 1-15 unterscheiden (TADJINE et al., 2004), wobei es Isolate gibt,
die sich mit den heutigen Techniken keinem bekannten Serotyp zuordnen lassen.
Dieser  Anteil schwankt in den Untersuchungen, abhéngig von
Untersuchungsmethode und Untersuchungmaterial, und betrdgt zwischen 9%
(DEL RIO et al., 2003) bis 44% (TURNI und BLACKALL, 2005) der in den
Studien untersuchten Isolate. Die weltweit am h&ufigsten isolierten Serotypen sind
4,5,13und 7 (NEIL et al., 1969; BLACKALL etal., 1996; DEL RIO et al., 2003;
TADJINE et al., 2004; CAl et al., 2005; TURNI und BLACKALL, 2005). In
Europa werden ebenfalls die Serotypen 4, 5 und 13 vorrangig isoliert (RUBIES et
al., 1999; ANGEN et al., 2004; DIJKMAN et al., 2012; LUPPI et al., 2013),
wobei abweichend davon in Grof3britannien Serotyp 10 der am h&ufigsten isolierte
Serotyp ist (MORRIS et al., 2006). Sind in Deutschland 1998 noch der Serotyp 5,
gefolgt von Serotyp 4, die am hé&ufigsten isolierten Serotypen (KIELSTEIN und
WUTHE, 1998), stellen STRUTZBERG-MINDER et al. (2010) dar, dass Serotyp
1 gefolgt von 2 und 13 mittlerweile héaufiger isolierten werden. Jedoch ist bei
KIELSTEIN und WUTHE (1998) stets ein klinischer Hintergrund gegeben,
beziehungsweise gibt es einen pathomorphologischen Befund bei den
untersuchten Tieren, wahrend Uber den klinischen Hintergrund der Isolate bei
STRUTZBERG-MINDER et al. (2010) keine Aussagenn getroffen werden.
Weiterhin zeigt sich, dass es eine teils hohe Heterogenitdt von festgestellten
Serotypen in klinischen Fallen und teilweise sogar innerhalb einer Herde,
beziehungsweise eines Tieres gibt (ARAGON et al., 2010a; ARAGON et al.,
2012; DIJKMAN et al., 2012; BOERLIN et al., 2013).

Eine Assoziation von Serotypen und der mit ihnen verbundenen Virulenz war in
der Vergangenheit h&ufig Gegenstand von Untersuchungen (ARAGON et al.,
2012). Aus ihnen ergab sich, dass die Serotypen 1, 5, 10, 12, 13 und 14 als
hochvirulent eingestuft werden. In Infektionsversuchen fiihren sie bei

intraperitonealer Applikation bei spezifisch pathogen-freien (SPF)-Schweinen
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innerhalb von vier Tagen zum Tod (KIELSTEIN und RAPP-GABRIELSON,
1992; AMANO et al., 1994; ARAGON et al., 2010a). Die Serotypen 2, 4 und 15
werden als virulent Klassifiziert, da es nach Inokulation zu Polyserositiden und
Polyarthritiden bei den Tieren kommt. Die Tiere versterben aber nicht (AMANO
et al., 1994; OLIVEIRA und PIJOAN, 2004). Serotyp 8 ist als leicht virulent
klassifiziert, da es zu oberflachlichen L&sionen und gering ausgepragten
klinischen Symptomen kommt. Die Serotypen 3, 6, 7, 9 und 11 gelten als
avirulent aufgrund der fehlenden Auspragung einer klinischen Symptomatik bei
SPF-Schweinen im Infektionsversuch (KIELSTEIN und RAPP-GABRIELSON,
1992; OLIVEIRA und PIJOAN, 2004). ARAGON et al. (2010a) geben dabei aber
zu bedenken, dass bei den Versuchen zur Virulenz nur Referenzstdmme benutzt
worden sind, wahrend sich Feldstdimme dieser Serotypen unterschiedlich
verhalten kénnen. So konnten ARAGON et al. (2010a) mit der Inokulation eines
Feldisolates des Serotyps 7 einen Ausbruch der Glisser‘schen Krankheit bei
einem Tier reproduzieren. ARAGON et al. (2012) ist daher der Auffassung, dass
eine klare Korrelation zwischen Serotyp und Virulenz nicht bewiesen ist.

Mittels Langsam-Agglutination konnten BAKOS et al. (1952) die Serotypen A-D
voneinander abgrenzen. Dafir wurden als Antigen Ganzzellen und Antiserum
gegen Ganzzellen verwendet. SCHIMMEL et al. (1985) erganzten auf Grundlage
dieser Technik die Serotypen Jena 1-3. Mit der Einfihrung des
Agargelpréazipationstests (AGPT) durch MOROZUMI und NICOLET (1986b)
verwendete man nun anstelle der Ganzzellen hitzestabile, I6sliche
Bakterienextrakte. Als Grundlage der serotypspezifischen Reaktionen im AGPT
gelten nach ROSNER et al. (1991) Polysaccharide. Mittels AGPT gelang es unter
Zuhilfenahme serotypspezifischer Immunseren, sieben Serotypen zu definieren
(MOROZUMI und NICOLET, 1986b). KIELSTEIN et al. (1991) ergénzten die
Serotypen Jena 6-12. Unter Verwendung des AGPT und hitzestabiler Antigene
gelang es KIELSTEIN und RAPP-GABRIELSON (1992) 15 Serotypen zu
differenzieren. Damit etablierten sie das noch heute anerkannte Kielstein-Rapp-
Gabrielson-Schema fur die Einteilung von H. parasuis nach Serotypen. Trotz des
Anteils nicht typisierbarer Isolate, die auch in neueren Untersuchungen noch bis
zu 40% (TURNI und BLACKALL, 2005) beziehungsweise 41% (RAFIEE und
BLACKALL, 2000) betragen, ist der AGPT nachwievor eine international
anerkannte Methode fiir die Serotypisierung von H. parasuis (OLIVEIRA, 2007).
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Aufgrund der hohen Anteile nicht typisierbarer Isolate griffen TADJINE et al.
(2004) und DEL RIO et al. (2003) auf eine Methode zuriick, die MITTAL et al.
(1983) beschrieben. Bei der indirekten Hamagglutination (IHA) werden erhitzte
Bakteriezellen, als Antigen fungierend, durch Schaferythrozyten adsorbiert und
mit  serotypspezifischen  Antiseren aus hyperimmunisierten  Kaninchen
zusammengebracht. Dabei zeigt sich bei einer positiven Reaktion eine
Koagulation. Mit dieser Methode konnten DEL RIO et al. (2003) 91% ihrer
Isolate serotypisieren, wahrend TADJINE et al. (2004) iber 90% der untersuchten
Isolate serotypisieren konnten. Neben der IHA nutzten DEL RIO et al. (2003)
einen  Koagglutinationstest ~ fir  die  Serotypisierung.  Obwohl  der
Koagglutinationstest als einfach durchzufiihren, spezifisch und sensitiv
beschrieben wird, erhalt er keine Empfehlung als Methode fiir die Serotypisierung
aufgrund der hohen Anzahl an Kreuzreaktionen (DEL RIO et al., 2003).

Sowohl der Koagglutinationstest als auch der indirekte Hamagglutinationstest
zeigen in der Auswertung eine subjektive Komponente, weshalb es zu
unterschiedlichen Ergebnissen in der Serotypisierung der Isolate kommen kann.
Zudem sind auftretende Kreuzreaktionen und Schwankungen in den Ergebnissen
durch Unterschiede in der angewandten Methodik, den verwendeten Antisera und
den reagierenden Antigenen eine Problematik bei der Serotypisierung (ARAGON
etal., 2012).

1.3.2. Molekularbiologische Methoden der Typisierung

Neben der Einteilung anhand des Serotyps haben sich in den letzten Jahren
weitere Methoden fur die Typisierung von H. parasuis-Stammen etabliert. Hier
untersucht man vor allem Unterschiede im Genom und in der Proteinexpression
der Stdamme, um damit moglichst exakte Aussagen Uber die Virulenz treffen zu
kdnnen. Eine Verknupfung zwischen der Expression von Genen und einem als
virulent eingestufte Serotyp flhrte bis jetzt zu keinem eindeutigen Ergebnis. Unter
anderem auch, weil verschiedene Virulenzgene wiederholt auch bei Isolaten
festgestellt werden, bei denen es zu keiner klinischen Erkrankung gekommen ist
oder keine pathomorphologischen Befunden erhoben worden sind (DE LA
PUENTE REDONDO et al., 2003; METCALF und MACINNES, 2007,
BOERLIN et al., 2013).

Auch der Zusammenhang zwischen untersuchten Genen und Serotyp oder
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Isolationsort liefern keine endgultigen Ergebnisse (ANGEN et al., 2004,
NEDBALCOVA et al., 2006; ARAGON et al., 2010a; BOERLIN et al., 2013).
Bis jetzt wurde nur die Serotypisierung im Zusammenhang mit der Virulenz
gebracht (ARAGON et al., 2012). Daher bleibt sie neben den neueren Methoden

nach wie vor ein unverzichtbarer Bestandteil einer umfassenden Diagnostik.

Die Restriction-lenght-polymorphism-PCR nutzt Ampflifikate der transferrin-
binding-protein-A-,  16S-ribosomalen-Ribonukleinsdure- und  aroA-Gene.
(ARAGON et al., 2012). Damit lassen sich unterschiedliche Isolate deutlich
voneinander abgrenzen. Aussagen Uber die Virulenz oder Assoziation mit einem
Serotyp sind nicht moglich. Eine Besonderheit ist, dass sie eine Anwendung ohne

vorherige Erregerisolierung ermdglichen.

Bei der Enterobacterial-Repetitiv-Intergenic-Consensus (ERIC)-PCR wird ein
genetischer  Fingerabdruck erstellt. Das ermoglicht die Durchfiihrung
epidemiologischer Studien mit einem hohen Grad der Unterscheidung (ARAGON
et al, 2012). Auch beim Multilocus-Sequence-Typing lassen sich
Verwandtschaftsbeziehungen einzelner Stamme exakt darstellen. In Folge dessen
wurden zwei Cluster definiert, bei denen sich ein Cluster vorwiegend aus
Stammen zusammensetzt, die aus dem oberen Respirationstrakt gesunder Tiere
isoliert sind und ein Cluster vorwiegend aus Isolaten besteht, die aus systemischen
Lokalisationen isoliert wurden (OLVERA et al., 2006; ARAGON et al., 2010a;
ARAGON et al., 2012).

Eine weitere Methode ist die Multilocus-Enzyme-Electrophoresis. Auch hier
konnen zwei Gruppen differenziert werden. Die Serotypen 4 und 13 lassen sich
beiden Gruppen zuordnen. Auch hier ist die vorgenommene Einteilung in
Gruppen und die beobachtete Virulenz in keinem Zusammenhang zu sehen
(BLACKALL etal., 1997).

Unter Verwendung der Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) gelang es ZHOU et al. (2009) fur den
Serotyp 5 eine Proteom-Karte zu erstellen und virulenzassoziierte Proteine zu
beschreiben. YU et al. (2015) konnten mit der gleichen Technik 15
immunoreaktive Proteine bei einem Serotyp 5-Isolat feststellen. ZHOU et al.
(2009) sehen in der MALDI-TOF MS ein neuartige diagnostische Maglichkeit fiir

die Unterscheidung von virulenten und avirulenten Isolaten.
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Zusammenfassend ist zu allen molekularbiologischen Typisierungsmethoden zu
sagen, dass sie ein geeignetes Mittel fir die epidemiologische Aufarbeitung
darstellen. Sie differenzieren sehr exakt Isolate und Stamme voneinander und
verwandtschaftliche Verhaltnisse kdnnen ausgesprochen gut dargestellt werden.
Ein weiterer Vorteil ist, dass die Fraktion der nicht typisierbaren Isolate
vollstandig entfallt (ARAGON et al., 2012).

1.4. Resistenzsituation bei Haemophilus parasuis

Der Nachweis eines virulenten Stammes H. parasuis passend zum aktuellen
Krankheitsgeschehen in einer Herde gebietet es, eine Behandlung des Erregers mit
antimikrobiell wirksamen Substanzen in Betracht zu ziehen. Daher ist es,
spatestens durch die intensivierte Diskussion beziglich der Verwendung von
Antibiotika in der Tiermedizin, dringend geraten, sich lber die grundsatzliche
Resistenzlage zu informieren (BUNDESTIERARZTEKAMMER, 2015).

Untersuchungen bezliglich der Resistenzlage von H. parasuis kommen zum Teil
zu sehr kontroversen Ergebnissen. Eine Ubereinstimmung zeigt sich dahingehend,
dass Tulathromycin, Enrofloxacin und Florfenicol bisher keine Resistenzen bei
Feldisolaten zeigen (AARESTRUP et al., 2004, NUTSCH et al., 2005;
HEINRITZI, 2006; DE LA FUENTE et al., 2007; PALZER et al., 2007).

Weitere untersuchte antimikrobiell wirksame Substanzen beinhalteten Ampicillin,
Ceftiofur, Ciprofloxacin, Erythromycin, Penicillin, Spectinomycin, Tetrazyklin,
Tiamulin, Tilmicosin, Tylosin, Sulfadimidin+Trimetoprim, Gentamycin und
Clindamycin. Bei diesen Wirkstoffen sind sowohl teils weitverbreitete
Resistenzen, als auch eine gute Wirksamkeit beschrieben (KIELSTEIN, 1985;
TRIGO et al.,, 1996; AARESTRUP et al., 2004; HEINRITZI, 2006; DE LA
FUENTE et al., 2007; SAN MILLAN et al., 2007).
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2. Epidemiologie der Glasser’schen Krankheit

Die Glésser‘sche Krankheit ist eine weltweit vorkommende Infektionserkrankung
in Schweineherden. In den vergangenen Jahren lasst sich ein Ansteigen der
Fallzahlen beobachten (OLIVEIRA und PIJOAN, 2004). Ursachen fur den
Anstieg sehen RITZMANN und HEINRITZI (2005) in der Intensivierung der
Haltungsbedingungen, dem Zusammenbringen verschiedener Altersklassen, dem
Absetzen der Ferkel mit unter 28 Lebenstagen und im zunehmenden Tierverkehr
in Folge der Ortlich getrennten Phasen der Schweineproduktion. Als weitere
Ursache sehen DE LA FUENTE et al. (2007) den vermehrten Aufbau von SPF-
Herden und den hierdurch nachfolgenden Kontakt von naiven Tieren mit Tieren,
die mit H. parasuis infiziert sind, auch wenn es noch zu keiner klinischen
Erscheinung gekommen ist. Auch die Verbreitung von PRRS in den 1990er
Jahren wird von DEE (1997) zu den Ursachen eines ,,Auflebens” der

Glasser‘schen Krankheit gezahlt.

Historisch als Krankheit von Saugferkeln angesehen, zeigt die Glésser’sche
Krankheit heute ein Auftreten in allen Altersgruppen (LAHRMANN und
PLONAIT, 2004; ARAGON et al., 2012). Zuchtsauen gelten als Reservoir
innerhalb einer Herde (HAEDKE, 2008), wobei die von Zuchtsauen
ausgeschiedene Erregermenge sehr gering und die Pathogenitdt der
ausgeschiedenen Stamme zum Teil sehr unterschiedlich ist (NEDBALCOVA et
al., 2006). Innerhalb einer Herde ist es so moglich, mehrere verschiedene Staimme
von H. parasuis zu isolieren. Sogar innerhalb eines Tieres lassen sich mehrere
verschiedene Stdmme nachweisen. So konnten in einer Herde Uber einen Zeitraum
von sechs Monaten bis zu 16 verschiedene H. parasuis-Stamme isoliert werden
(CERDA-CUELLAR et al., 2010). Ein Ausbruch der Gl&sser‘schen Krankheit
hingegen, ist laut RAFIEE und BLACKALL (2000) in der Regel immer auf einen

Stamm zurtickzufihren.

Da es bis jetzt nicht gelungen ist, H. parasuis aus der Vagina einer Sau zu
isolieren, ist davon auszugehen, dass sich Saugferkel in den ersten Tagen post
partum bei der Sau infizieren (ARAGON et al., 2012). So zeigen Studien von
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PIJOAN und OLIVEIRA (2003), dass es bereits finf Tage post partum mdglich
ist, H. parasuis in Saugferkeln nachzuweisen. Wéhrend REINER et al. (2010) in
ihrer Untersuchung bei Wildschweinen keine Geschlechtsspezifitat zeigen
konnten, zeigten ZHANG et al. (2014) in ihrer Untersuchung, dass die Prevalenz

einer Infektion mit H. parasuis bei mannlichen Tieren hoher ist.

Die Infektion erfolgt durch direkten Tier-zu-Tier-Kontakt (AMANO et al., 1996).
H. parasuis wird heute als Kommensale des oberen Respirationstraktes
(MOLLER und KILIAN, 1990) gesehen und l&sst sich als solcher in der Lunge,
den Nasennebenhohlen und Tonsillen klinisch unauffalliger Schweine nachweisen
(MOLLER und KILIAN, 1990; KIRKWOOD et al., 2001; OLVERA et al., 2006;
PALZER et al., 2008).

Mit der Aufnahme von Kolostrum lasst sich eine kolostrale Immunitét bei den
Saugferkeln erzeugen (BLANCO et al., 2004; NEDBALCOVA et al., 2006).
Dabei ist aber eine Kreuzimmunitat zwischen einzelnen Stammen und Serotypen
nicht zwangslaufig gegeben (BAK und RIISING, 2002; OLIVEIRA und PIJOAN,
2002).

Sind Ferkel zusatzlich zum Abfallen der kolostralen Antikdrper in der fiinften bis
sechsten Lebenswoche, Stressoren in Form von Luftungsfehlern, Futterwechseln,
schwankenden Raumtemperaturen, Eintrdgen neuer Infektionserreger in den
Bestand oder Transport ausgesetzt, kann es zu einem Ausbruch der Glasser‘schen
Krankheit kommen (SOLANO-AGUILAR et al., 1999; BLANCO et al., 2004,
ZIMMERMANN, 2008). Als Zeichen dafir steht das fiir die Krankheit typische
Alter der Tiere (NEDBALCOVA et al., 2006). Ein weiterer Risikofaktor ist das
Zusammenstellen von Tieren, die mit unterschiedlichen Stdmmen in Kontakt
gekommen sind (ARAGON et al., 2012). Durch die fehlende Ausbildung einer
Kreuzimmunitat zwischen den Stdmmen kann dies somit auch zu einem Ausbruch
der Gldsser’schen Krankheit fiihren. Selbiges gilt fir komplett naive Tiere, denn
durch die Zirkulation von teilweise mehreren Stdammen unterschiedlicher
Pathogenitat innerhalb einer Herde, kann nicht davon ausgegangen werden, dass
sich jedes Ferkel mit jedem Stamm wahrend der S&ugephase infiziert und eine
belastbare Immunitét ausbildet (SOLANO-AGUILAR et al., 1999; OLIVEIRA
und PIJOAN, 2002; PIJOAN und OLIVEIRA, 2003; OLIVEIRA et al., 2004,
ARAGON et al., 2012).
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Bei Sus scrofa domestica seit 1910 bekannt, zeigen neuere Untersuchungen von
OLVERA et al. (2007b) und REINER et al. (2010), dass H. parasuis auch bei
Wildschweinen gefunden werden kann. Die mittels PCR ermittelte Pravalenz
betrug 4,8% in Spanien und 74,2% in Deutschland. Trotz des Nachweises von H.
parasuis konnte ein klinisches Erscheinungsbild der Glasser‘schen Krankheit bei
Wildschweinen bis jetzt nicht beobachtet werden und auch pathologisch-
anatomische Lasionen, die auf Glasser‘sche Krankheit hindeuten, konnten bei den
beprobten Tieren nicht nachgewiesen werden (OLVERA et al., 2007b; REINER
etal., 2010).

3. Pathogenese der Glisser’schen Krankheit

Die Infektion erfolgt aerogen (KIELSTEIN et al., 1994). Eine initiale
Kolonisation findet im oberen Respiratiosntrakt statt. Trotz diverser
Infektionsversuche ist nicht eindeutig geklart, an welcher exakten Lokalisation
des oberen Respirationstraktes es zu der initialen Kolonisation duch H. parasuis
kommt (NEDBALCOVA et al., 2006). Die Infektion mit H. parasuis geht einher
mit Zilienverlust. Somit kommt es zu Schadden an der Nasal- und
Trachealschleimhaut. Daraufhin folgt eine purulente Rhinitis mit Zelluntergang
(VAHLE et al., 1997). Mit ihrem Versuchsaufbau konnten VAHLE et al. (1995)
zeigen, dass bei ihrer experimentellen Infektion mit H. parasuis, 12 Stunden post
infectionem der Erreger sowohl in Nasenhohle als auch Trachea nachweisbar ist.
Die Bildung eines Biofilms, der vor allem fir die Besiedlung des oberen
Respirationstraktes durch apathogene Stamme von Bedeutung sein kdnnte, wurde
durch JIN et al. (2006) nachgewiesen; dies wird vornehmlich als Mechanismus flr
die kommensalische Besiedlung des Respirationstraktes apathogener Stamme
gesehen. Die Eigenschaft, einen effektiven Biofilm bilden zu kdnnen, ist bei
apathogenen Stdmmen ausgepréagter als bei virulenten Stdammen (BELLO-ORTI et
al., 2014).

AnschlieRend an die initiale Besiedlung folgt bei virulenten Stdmmen die Invasion
von Endothelialzellen. Folge ist die Induktion von Apoptose und die Freisetzung

von Interleukin-6 und Interleukin-8. Dies wird vor allem im Bereich der
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Meningen als Grund fir die Initilerung von Entzindungsprozessen gesehen
(VANIER et al., 2006; BOUCHET et al., 2008; ARAGON et al., 2010b).

36 Stunden post infectionem kommt es zu einer Septikdmie mit vereinzelter
Infiltration der Lunge (VAHLE et al., 1995). In der Lunge zeigen vor allem als
virulent eingestufte Stamme eine erh6hte Widerstandskraft gegen die Phagozytose
von Alveolarmakrophagen (OLVERA et al., 2009). Als Folge der Septikamie
kommt es vor allem an den serésen H&uten, Meningen und den Gelenken zu
entziindlichen Prozessen mit Ansammlung von Fibrin und Korperflussigkeiten
(RITZMANN und HEINRITZI, 2005; ARAGON et al., 2012; COSTA-
HURTADO et al, 2013). Zu beobachten sind dann die typischen
pathomorphologischen Befunde und die charakteristische Klinik der
Glasser’schen Krankheit. Ausschlaggebend fur die Variation der Symptome ist
nach RITZMANN und HEINRITZI (2005) und ZIMMERMANN und MULLER
(2004) der Immunstatus der Herde, die Virulenz des Stammes und die
aufgenomme Erregerdosis. Auch der Zusammenhang mit anderen Stressfaktoren
muss in Erwéhnung gezogen werden, ebenso die Resistenz, beziehungsweise die
Immunkompetenz des Einzeltieres, die nach Ansicht von KIELSTEIN et al.
(1994) eine Rolle spielen. Sie konnten zeigen, dass Ferkel in der Lage sind, hohe
Infektionsdosen zu tolerieren, ohne dass es zu einem Ausbruch der Glisser’schen
Krankheit kommt (KIELSTEIN et al., 1994).

Fur die Immunkompetenz des Tieres ist auch die Infektion mit anderen Erregern
entscheidend. Hier scheint vor allem die parallele Infektion mit dem Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus von Bedeutung zu sein. Haben
beide Erreger das Tier gleichzeitig infiziert, so kommt es zu vermehrten
klinischen  Erscheinungen  und  ausgepragteren  pathomorphologischen
Veranderungen (SOLANO et al., 1997; SOLANO et al., 1998). BROCKMEIER
(2004) zieht zudem anhand ihrer Untersuchungen den Schluss, dass eine Infektion
mit Bordetella bronchiseptica eine Kolonisation des oberen Respirationstraktes
durch H. parasuis erleichtert. Bei einem zeitgleichen Nachweis von H. parasuis
und Mycoplasma hyorhinis konnten PALZER et al. (2006) eine starkere klinische
Sympotmatik bei den von ihnen untersuchten Tieren feststellen. Das zeitgleiche
Vorkommen von H. parasuis und dem Porcine Circovirus Typ 2 konnte von LI et

al. (2009) gezeigt werden, ohne dass eine Auswirkung beschrieben worden ist.
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4, Klinik der Glisser’schen Krankheit

Das Krankheitsbild der Gladsser’schen Krankheit zeichnet sich vor allem durch
eine Polyserositis und eine Polyarthritis aus. Prinzipiell sind alle Altersklassen
von der Krankheit betroffen, wenn naive Tiere mit pathogenen H. parasuis-
Stammen in Kontakt kommen (LAHRMANN und PLONAIT, 2004). Klinisch zu
beobachtende Erscheinungen nach einer Infektion mit virulenten Stdmmen von H.
parasuis betreffen aber vor allem Ferkel im Alter von vier bis acht Wochen
(SOLANO-AGUILAR et al., 1999; OLIVEIRA und PIJOAN, 2002). Aber auch
altere L&ufer, bevorzugt nach der Umstellung in die Mast, gehtren zu den typisch
erkrankten Tieren (ZIMMERMANN, 2008).

Die Angaben zur Inkubationszeit wurden unter Nutzung spezifisch-pathogen-
freier Tiere und einer experimentellen Infektion gewonnen. Die Angaben
umfassen einen Zeitraum von weniger als 24h bis hin zu drei bis finf Tagen
(ARAGON et al., 2010a). Diese zeitlichen Angaben sind abhangig von der

Virulenz des H. parasuis-Stammes.

Anhand ihres klinischen Verlaufs lassen sich eine perakute, eine akute und eine
chronische Form der Krankheit abgrenzen. Der perakute Verlauf ist durch
plotzliche Todesfdlle ohne typische Verdnderungen einer Polyserositis
gekennzeichnet. ~ Eine  disseminierte  intravasale = Koagulation  und
Mikrohamorrhagien gehéren zu den charakteristischen Lasionen (PEET et al.,
1983; AMANO et al., 1997). Die Erhohung der Korperinnentemperatur auf 40 bis
41°C, verbunden mit Anorexie und einem aufgekrimmten Riicken, kennzeichnen
den akuten Verlauf der Glisser’schen Krankheit. Zusatzlich sind beim akuten
Verlauf akustische SchmerzauRerungen wahrzunehmen (RILEY et al., 1977;
VAHLE et al., 1995; WIEGAND et al., 1997). Die zu beobachtende Polyarthritis
auBert sich in Lahmheiten (RITZMANN und HEINRITZI, 2005), wobei die
Gelenke vermehrt gefullt sind und bei Palpation fluktuieren (RITZMANN und
HEINRITZI, 2005). Als Lokalisation, bei denen dieses Phanomen vermehrt
auftritt, werden die Tarsalgelenke genannt (RITZMANN und HEINRITZI, 2005).

Die einsetzende Dyspnoe erzeugt ein reibendes Atemgeréusch, welches durch
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Auskultation festgestellt werden kann (RITZMANN und HEINRITZI, 2005). Bei
Entzindung der Meningen kommt es zusatzlich zu zentralnervfsen
Ausfallserscheinungen in Form von Inkoordination, Zittern und Krampfen
(ARAGON et al., 2012).

Milde Verldufe gehen oft in einen chronischen Zustand Gber. Sie sind
gekennzeichnet durch Kimmern der Tiere, Husten, Dyspnoe, Lahmheiten, ein
struppiges und raues Haarkleid. Damit verbunden sind verminderte Leistungen,
wie zum Beispiel die Tageszunahmen (RITZMANN und HEINRITZI, 2005). In
endemisch infizierten Herden kann die klinische Symptomatik vollstdndig auf den
Respirationstrakt beschrankt bleiben (OLIVEIRA und PIJOAN, 2002). Als
gesonderte Erscheinungen bei Zuchttieren sind vor allem Arthritiden und Aborte
bei Jungsauen sowie chronische Arthritiden bei Zuchtebern beschrieben
(ARAGON et al., 2012). Seltene klinische Erscheinungen umfassen Zyanosen an
der Russelscheibe, den GliedmaBen und Ohren, sowie Festliegen und
Konjunktivitiden (ZIMMERMANN und MULLER, 2004). Eine Panniculitis der
Ohren und eine Myositis des Musculus masseter gehdren zu den in Einzelféllen
erhobenen Befunden (HOEFLING, 1991; DROLET et al., 2000).

Die Morbiditat und Mortalitdt sind zum Teil sehr stark abhangig von der
Verlaufsform. Sie werden in naiven Herden mit 75% und in konventionellen
Herden mit 5-10% angegeben (ARAGON et al.,, 2012). RITZMANN und
HEINRITZI (2005) geben fur experimentelle Infektionen eine Morbiditat von

50%-75%, bis zu teilweise >90% und eine Mortalitit von 10% an.
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5. Pathomorphologische Befunde

Das pathomorphologische Bild einer systemischen Infektion mit H. parasuis zeigt
eine serofibrindse bis fibrinopurulente Peritonitis, Pleuritis, Perikarditis,
Polyarthritis und Meningitis (AMANO et al., 1994; BLANCO et al., 2004,
BLANCO et al., 2008). Ablagerungen von fibrinésem Exsudat werden an Pleura,
Perikard und Peritoneum beschrieben (BLANCO et al., 2004). TURNI und
BLACKALL (2007) beobachteten auch fibrinése Verwachsungen der Organe des
Gastrointestinaltraktes, beziehungsweise aller Organe des Abdomens.
Unterschiedliche Ausprédgungen eines Hydrothorax, Hydropericards und eines
Hydroperitoneums werden beschrieben (RILEY et al., 1977; VAHLE et al., 1995;
OLIVEIRA et al., 2003b; BLANCO et al., 2004). Das Auftreten von Petechien
und Hamorrhagien in Leber, Milz, Niere und Meningen (AMANO et al., 1994)
steht ebenso im Zusammenhang mit septikdmischen Verldufen und plotzlichen
Todesféllen, wie Zyanosen, subkutane Odeme und Lungenddeme (RILEY et al.,
1977; AMANO et al., 1994). In einzelnen Féllen ist es moglich, eine purulente
Bronchopneumonie (SOLANO-AGUILAR et al.,, 1999; OLIVEIRA et al.,
2003b), eine purulente Rhinitis (VAHLE et al., 1995) und eine Fascitis
beziehungsweise Myositis (HOEFLING, 1991) feststellen zu kdnnen.

Das histopathologische Bild zeichnet sich durch das Auftreten granulozytérer,
lymphonzytérer und histiozytérer Infiltrate aus. Zusatzlich sind mittelgradige
Gehalte an Fibrin nachweisbar (VAHLE et al., 1995; NEDBALCOVA et al.,
2006; ARAGON et al., 2010a). Vor allem bei septikdmischen Verlaufen lassen
sich nach AMANO et al. (1994) Petechien, Hdmorrhagien und Mikrothromben in
multiplen Organen beobachten (AMANO et al., 1994). Thromben aus fibrindsem
Material gehtren ebenfalls zum dem histopathologischen Bild und lassen sich in
den Glomeruli der Niere, den Lebersinusoiden und Alveolarkapillaren feststellen.
Als Ursache wird eine disseminierte intravasale Gerinnung gesehen (AMANO et
al., 1994). In ihrer Untersuchung stellen MARTIN DE LA FUENTE et al. (2009)
Nekrosen der Nierentubuli fest, die mit Kalzifikation und nicht-eitrigen
interstitiellen Nephritiden einhergehen. PALZER et al. (2015) beschreiben

aullerdem das Auftreten von Pyelitis bei Schweinen in einem Infektionsversuch.
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5.1. Beobachtungen in Infektionsstudien
Die Zuordnung von pathomorphologischen Befunden zu einzelnen Serotypen ist

vor allem in Monoinfektionsstudien vollzogen worden.

In den Infektionsversuchen von AMANO et al. (1994) zeigte eine Infektion mit
Serotyp 1 bei den Tieren Serositis (vor allem Perikarditis), eine fibrinopurulente
Meningitis und Arthritis, sowie eine Regression des lymphatischen Gewebes.
RAPP-GABRIELSON et al. (1992) stellten Bronchopneumonien, Perikarditiden

und purulente Pleuritiden fest.

Die Infektion mit Serotyp 2 kennzeichnete sich wahrend des gleichen Versuchs
durch das Auftreten einer Bronchopneumonie, Perikarditis, fibrinopurulenter

Peritonitis und einer Kongestion der roten Milzpulpa.

Weiterhin wurden Tiere mit Serotyp 3 infiziert. Hier zeigte sich eine
fibrinopurulente Peritonitis, eine Myokarditis und eine Lyse der weiRen Milzpulpa
(RAPP-GABRIELSON et al., 1992).

Infektionsversuche mit Serotyp 4 erzeugten in den infizierten Tieren fibrindse
Pneumonie, fibrindse Perikarditis, wie Peritonitis. Ebenso wurden Nephritiden,
ein Erguss im Perikard, eine Polyserositis und eine fibrindse Hepatitis festgestellt
(RAPP-GABRIELSON et al., 1992; TURNI und BLACKALL, 2007). AMANO
et al. (1994) konnten in ihrem Versuch nur ein Tier mit einer Polyserositis und
Arthritis beobachten. Andere, ebenfalls mit Serotyp 4 inokulierte Tiere, zeigten

keine pathomorphologischen Veranderungen (AMANO et al., 1994).

AMANO et al. (1994) und RAPP-GABRIELSON et al. (1992) infizierten in ihren
Versuchen auch Tiere intranasal, beziehungsweise intraperitoneal mit Serotyp 5.
Nach Beendigung der Infektionsverusche wurden bei den folgenden
pathomorphologischen ~ Untersuchungen  purulente  Bronchopneumonien,
Perikarditis, Myokarditis und fibrinopurulente Meningitiden festgestellt. Zudem
fanden sich in der histologischen Untersuchung fibrindse Thromben in Niere,
Lunge und Leber. In ihrem Infektionsversuch, in welchem die Tiere intratracheal
mit Serotyp 5 infiziert wurden, stellte AUSTIN-BUSSE (2010) bei den
untersuchten Tieren Flussigkeitsansammlungen in Brust- und Bauchhohle, sowie
dem Perikard fest. Des Weiteren stellte AUSTIN-BUSSE (2010) eine Pleuritis,
Perikarditis und Peritonitis mit unterschiedlichem Schweregrad bei den

untersuchten Tieren fest. Zusétzlich konnte in der histopathologischen
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Untersuchung eine Synovitis, Meningitis und Pyelitis festgestellt werden.

Die Infektion mit Serotyp 6 erzeugt lediglich eine Bronchopneumonie und die
Infektion mit Serotyp 7 erzeugt keine pathomorphologischen Befunde (RAPP-
GABRIELSON et al., 1992).

Bei den Untersuchungen von TURNI und BLACKALL (2007) zeigt sich, dass ein
Monoinfektionsversuch mit Serotyp 12 eine fibrindse Pneumonie, einen Erguss
des Perikards, ein Hydrothorax, Arthritis und Perihepatitis auslésen kann. In
ihrem Versuch befanden sich zudem zwei mit Serotyp 12 infizierte Schweine, die
keinerlei pathomorphologische Befunde aufwiesen.

5.2. Beobachtungen in Feldstudien
Aus Felduntersuchungen, die zu diesem Thema durchgefuhrt worden sind, zeigt
sich ein indifferentes Bild. Hier bildet sich eine teilweise starke Diskrepanz
zwischen in Infektionsstudien festgestellter Virulenz und nach Feldinfektionen

entstandenen pathomorphologischen Befunden.

So stellten KIELSTEIN und WUTHE (1998) fest, dass Pneumonien ohne
Beteiligung der Serosa, Arthritis und Polyserositis bei allen Serotypen zu finden
sind. Selbst 30% der Tiere, bei denen die als avirulent geltenden Serotypen 3, 6, 7
und 9 diagnostiziert wurden, zeigten eine Polyserosits beziehungsweise
Polyarthritis (KIELSTEIN und WUTHE, 1998). Auch LUPPI et al. (2013)
konnten in ihrer Studie zeigen, dass der Befund einer Polyserositis bei den
Serotypen 3, 6, 7, 8, 9, 10 und 11 nicht zu finden war. Des Weiteren stellten sie
bei den Serotypen 1, 14 und 15 keine Bronchopneumonien fest (LUPPI et al.,
2013).
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6. Diagnostik

Bei Beobachtung von Erkrankungen dienen epidemiologischen Daten sowie
Klinische und pathomorphologische Befunde als Verdachtsmoment flr eine
Infektion mit H. parasuis (RITZMANN und HEINRITZI, 2005). Hierbei sollte
darauf geachtet werden, dass vergleichbare Befunde auch von anderen Erregern
verursacht werden (RITZMANN und HEINRITZI, 2005; ARAGON et al., 2012).
In akuten Fallen nennen RITZMANN und HEINRITZI (2005) die diagnostische
Therapie als Moglichkeit der Festigung des Anfangsverdachtes, bevor Befunde
aus den Untersuchungslabors ausgewertet werden kénnen. Bei Untersuchungen
mittels labordiagnostischer Moglichkeiten muss eine Unterscheidung beziglich

des indirekten respektive des direkten Erregernachweises getroffen werden.

6.1. Indirekter Erregernachweis
Der Nachweis von Antikdérpern gegen H. parasuis erfolgt tGber einen kommerziell
erhaltlichen  Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay  (ELISA). Auch der
Complement-Fixation-Test ist als Alternative zum Nachweis von Antikorpern zu
nennen (NEDBALCOVA et al., 2006). Der indirekte Hamagglutinationstest kann
neben dem vorwiegendem Einsatz in der Serotypisierung auch fiir einen
Antikdrpernachweis in der Diagnostik verwendet werden (MINIATS et al., 1991;
NEDBALCOVA et al., 2006). Der Nachweis von Antikérpern ist kostengunstig,
jedoch nicht dafir geeignet, eine belastbare Immunitdt gegen H. parasuis
vorherzusagen (MINIATS et al., 1991).

6.2. Direkter Erregernachweis
Ein Bestimmen des momentanen VVorhandenseins vom Erreger im Tier wird durch

die Methoden des direkten Erregernachweises ermdglicht.

6.2.1. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie erzeugt einen direkten visuellen Nachweis von Bakterien-
Antigen in Phagozyten und somit eine direkte Assoziation des Erregers mit
geschadigtem Gewebe. Da mit polyklonalen Antikérpern Kreuzreaktionen mit

Actinobacillus  pleuropneumoniae beobachtet werden und monoklonale
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Antikorper fur H. parasuis selten und teuer sind, ist die Immunhistochemie kein
probates Mittel fir die Routinediagnostik (AMANO et al., 1997; SEGALES et al.,
1997; VAHLE et al., 1997; OLVERA et al., 2007a).

6.2.2. In-Situ-Hybridisierung

Bei der In-situ Hybridisierung (ISH) ist, &hnlich wie in der Immunhistochemie,
eine direkte Assoziation von H. parasuis mit geschadigtem Gewebe moglich.
Dabei werden jedoch nicht solche Kreuzreaktionen erzeugt, die mit polyklonalen
Antikdrpern in der Immunhistochemie auftreten kénnen (OLVERA et al., 2007a).
Nichtsdestotrotz werden Kreuzreaktionen mit Actinobacillus indolicus,
Actinobacillus porcinus und Actinobacillus minor beobachtet. Daher ist vom
Einsatz der ISH in der Routinediagnostik bisher abzuraten (OLVERA et al.,
2007a).

6.2.3. Polymerase-Chain-Reaction

Mit der von OLIVEIRA et al. (2001) fur den H. parasuis-Nachweis entwickelten
Polymerase-Chain-Reaction (PCR) gelang es, die Nachweisgrenze von H.
parasuis auf 100 kolonieformende Einheiten zu senken. Damit steht eine duferst
sensitive Methodik in der Diagnostik zur Verfugung (OLIVEIRA et al., 2001).
Nachteil ist hingegen, dass auch Vertreter von Actinobacillus indolicus ein
positives Ergebnis liefern. ANGEN et al. (2007) entwickelten daher mit den
Referenzstdmmen der 15 Serotypen eine modifizierte PCR, die bei gleicher
Sensitivitat, wie bei der von OLIVEIRA et al. (2001) entwickelten PCR, eine
Spezifitat von 100% zeigt.

6.2.4.  Anzucht

Die direkte Erregeranzucht stellt beim Nachweis von H. parasuis den Gold-
Standard dar. H. parasuis wéchst nach einer Bebriitungszeit von 24-48h bei 37°C
unter 5% Kohlenstoffdioxidspannung in Schokoagar als kleine, grau-braune
Kolonie. H. parasuis ist auf die Anwesenheit des Wachstumsfaktors
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) angewiesen, daher bendtigt man fur die
Anzucht auf Blutagar einen Ammenstamm. Hierflr eignen sich NAD-
produzierende Staphylokokken Species-Stdimme oder alternativ kénnen auch
Escherichia-coli, Mikrokokken und Pseudomonaden genutzt werden (SHIFRINE
und BIBERSTEIN, 1960). Hier zeigt sich dann das so genannte
Satellitenphdnomen mit kleinen farblosen Kolonien (OLIVEIRA, 2007). Die
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Anzucht kann auch mit Pleuropneumonia-like-organism (PPLO)-Flissigmedium
unter separater Zugabe von NAD erfolgen (OLIVEIRA und PIJOAN, 2004).
Unabhangig von der Wahl des Nahrmediums wird eine zuséatzliche Applikation
von Antibiotika wie Lincomycin oder Bacitracin empfohlen, da es wegen des
verhaltenen Wachstums von H. parasuis zu einer Uberwucherung mit anderen
Keimen kommen kann (OLIVEIRA und PIJOAN, 2004).

Da auch andere Vertreter der Familie Pasteurellaceae ein vergleichbares
Wachstum wie H. parasuis zeigen, muss fur die exakte Ansprache eine
biochemische Testreihe durchgefiinrt werden (OLVERA et al., 2007a). H.
parasuis ist Urease negativ, Oxidase negativ und Katalase positiv. Des Weiteren
zeigt H. parasuis eine Fermentation der Kohlenhydrate Glucose, Galaktose,
Mannose, Fructose, Saccharose und Malose. Ein negatives Ergebnis bei der
Untersuchung auf die Produktion von Indol sowie eine Reduktion von Nitrat ist
ebenfalls zu beobachten (KIELSTEIN et al., 2001). Erschwert wird die Anzucht
durch die Hitzemempflichkeit des Bakteriums, wodurch es bei dem Transport der
Probe in das untersuchunde Institut notwendig ist, eine Probentemperatur von 4-
8°C zu gewdhrleisten (OLVERA et al., 2007a). Zusatzlich wird der Transport in
einem Amies-Medium empfohlen (OLVERA et al., 2007a).

Aufgrund der anspruchsvollen Anzucht und der Hinweise, die es beim Transport
zu beachten gilt, verlduft die Isolation aus klinischen Proben nicht immer
erfolgreich (ZIMMERMANN und MULLER, 2004). Bemihungen sollten
dennoch angestrebt werden, da ein anzuschlieRender Resistenztest, vor allem in
Zeiten des restriktiven Einsatzes von Antibiotika, unbedingt anzuraten ist
(BUNDESTIERARZTEKAMMER, 2015).

6.2.5. Beprobung

Die Entnahme von Proben sollte ausschlieBlich aus Tieren erfolgen, die nicht
antibiotisch  vorbehandelt sind und akute Krankheitsanzeichen zeigen
(OLIVEIRA, 2004). Dafur eignen sich besonders Tiere mit umfangsvermehrten
Gelenken, respiratorischer Symptomatik und/oder zentralnervésen Symptomen.
Genutzt werden kdnnen auch frisch euthanasierte Tiere (OLVERA et al., 2007a).
Ebenfalls fur Untersuchung geeignet sind nach RITZMANN und HEINRITZI
(2005) Proben aus fibrinsen Auflagerungen, Bauchhéhlenfliussigkeit, Synovia
und Liquor (RITZMANN und HEINRITZI, 2005). Auch Proben von Pleura,
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Perikard, Peritoneum, Gelenken, Meningen, Leber und Milz eignen sich fur die
Untersuchung auf H. parasuis (NEDBALCOVA et al., 2006; OLIVEIRA, 2007).

Als Probenmaterial eignen sich nach TURNI und BLACKALL (2007) sowohl
direkte Organproben fir die Anzucht, als auch Tupfer von Korperflussigkeiten
und Organen. Im Vergleich zwischen Nachweis durch PCR oder Anzucht sehen
TURNI und BLACKALL (2007) einen Vorteil bei der Anzucht vor allem darin,
dass auch geringe Mengen des Erregers so besser nachgewiesen werden kdnnen.
PALZER et al. (2006) hingegen konnten eine deutlich verbesserte Nachweisrate
von H. parasuis gegenlber der Anzucht feststellen, wenn eine PCR von
Sammeltrockentupfern der Pleura, Perikard, Peritoneum, Milz, Leber, Gelenken

oder Meningen entnommen wurde.

6.3. Differentialdiagnostik

Differentialdiagnostisch zeigt Mycoplasma hyorhinis gleichartige L&sionen bei
der pathologisch-anatomischen Untersuchung und dementsprechend eine
vergleichbare Klinik. Auch das Alter, in dem durch Mycoplasma hyorhinis
ausgeloste Erkrankungen klassischerweise auftreten, 3.-10. Lebenswoche, &hnelt
dem von H. parasuis. Daher sollte bei der beschriebenen klinischen Auspragung,
trotz der aufwendigen Anzucht, parallel auf Mycoplasma hyorhinis untersucht und
gegebenenfalls behandelt werden (NEDBALCOVA et al., 2006; ARAGON et al.,
2012).

Bei septikamische Erscheinungen, die bei einer Infektion mit H. parasuis
auftreten koénnen, muss differentialdiagnostisch eine Infektion mit Streptococcus
suis, Erysipelothrix rhusiopathiae, Salmonella choleraesuis, Escherichia coli und
Porcine Influenza ausgeschlossen werden (NEDBALCOVA et al.,, 2006;
ARAGON et al., 2012).

Auftretende Polyarthritiden lassen an Mycoplasma hyosynoviae denken. Bei
purulenten Verlaufsformen kann es sich auch um eine Infektion mit Streptokokken
oder Tuerperella pyogenes handeln (RITZMANN und HEINRITZI, 2005).

Im Falle von zentralnervisen Erscheinungen ist eine Infektion mit Streptococcus
suis zu berucksichtigen (RITZMANN und HEINRITZI, 2005; ARAGON et al.,
2012).
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7. Therapie und Prophylaxe

7.1. Therapie

Ein Mittel fur die Therapie der Glésser’schen Krankheit stellen geeignete
Antibiotika dar. Nach Madglichkeit sollte dazu im Vorfeld der Behandlung ein
Resistenztest vorliegen (ARAGON et al., 2012). Dabei es spielt keine Rolle, ob
die Antiinfektiva oral oder parenteral verabreicht werden. Entscheidend ist eine
ausreichende Konzentration des Wirkstoffes, um eine Diffusion in die
Cerebrospinalflissigkeit und Gelenke gewahrleisten zu konnen (NEDBALCOVA
et al, 2006). Eine Kombinationstherapie mit einem nichtsteroidalen
Entziindungshemmer wird von VIEHMANN et al. (2013) angeraten.

Da es aufgrund der Teils schwerwiegenden Erkrankung zu einem gestorten
Allgemeinbefinden mit reduzierter Futter- und Wasseraufnahme kommt, ist die
parenterale Verabreichung vorzuziehen, damit die notwendige Wirkstoffmenge im
Tier ankommt (ARAGON et al., 2012).

7.2. Prophylaxe
Umweltfaktoren spielen bei der Entstehung der Glédsser’schen Krankheit eine
wichtige Rolle. Um das Risikio eines Krankheitsausbruches zu minimieren, sollte
das Management und die Hygiene des betroffenen Bestandes hinsichtlich der
Risikofaktoren tberprift werden (NEDBALCOVA et al., 2006; ARAGON et al.,
2012). Dabei ist vor allem auf die Vorgiange beim Absetzen, Transportstress,
Fehler in der Luftfihrung, Fehler in der eingestellten Temperatur und Mangel in
der Fitterung zu achten (ZIMMERMANN, 2008). Auch das Ausschalten der
genannten préadisponierenden Faktoren, die zu einem Ausbruch der Krankheit

flhren kdnnen, sollte in Betracht gezogen werden.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die maternale Immunitat
bei der klinischen Auspriagung der Glédsser’schen Krankheit eine Rolle spielt. Der
Gehalt an Antikorpern gegen H. parasuis im Kolostrum beeinflusst sowohl die
Besiedlung im oberen Respirationstrakt, als auch die Schwere der Erkrankung bei
den Tieren, vor allem in den ersten Lebenswochen (SOLANO-AGUILAR et al.,
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1999; BLANCO et al., 2004; CERDA-CUELLAR et al., 2010). Die
Durchfiihrung einer Vakkzination ist eine weitere ProphylaxemalRnahme. Der
Gehalt von maternalen Antikorpern im Blut bei Ferkeln ist hoher, wenn sie von
einer geimpften Sau abstammen (SOLANO-AGUILAR et al., 1999;
ZIMMERMANN, 2008). Fiir die Impfung kénnen sowohl kommerzielle als auch
bestandsspezifische Vakkzine genutzt werden (NEDBALCOVA et al., 2006;
ZIMMERMANN, 2008; ARAGON et al., 2012). Entscheidend ist, dass die in den
Impfstoffen enthaltenen Serotypen mdglichst homolog zu den auf dem Betrieb
vorkommenden Serotpyen sind. Nur so kann ein mdoglichst vollstandiger Schutz
induziert und der Behandlungserfolg sichergestellt werden (RITZMANN und
HEINRITZI, 2005; NEDBALCOVA et al., 2006; ARAGON et al., 2012). Fur
NEDBALCOVA et al. (2006) sind bevorzugt Tiere mit zentralnervosen
Erscheinungen, bedingt durch eine Infektion mit H. parasuis, zu beproben, um
den Erreger fiir die Herstellung einer bestandsspezifischen Vakzine zu gewinnen.
Hier ist gewdhrleistet, dass eine ausreichende Erregermenge isoliert werden kann.
Zusétzlich weisen reine Lungenisolate eine hohe Heterogenitat auf und der
Zusammenhang zu den Klinischen Erscheinungen ist nicht zwangslaufig gegeben
(NEDBALCOVA et al., 2006).

RITZMANN und HEINRITZI (2005) empfehlen folgende Impfschemata: erstens
fir Zuchtsauen eine produktionsorientierte Grundimmunisierung acht bis funf
Wochen ante partum und drei bis zwei Wochen ante partum. Laut Angabe in der
Fachinformation wird bei Sauen, die in der vorherigen Trachtigkeit zweimal
geimpft worden sind, eine einmalige Impfung vier bis zwei Wochen ante partum
empfohlen (INTERVET DEUTSCHLAND GMBH, 2009). Zusatzlich, oder
stattdessen, kann auch eine Impfung bei Ferkeln erfolgen, die zweimalig im
Abstand von zwei Wochen ab einem Alter von finf Wochen durchzufiihren ist
(RITZMANN und HEINRITZI, 2005). Auch eine Vakzination der Ferkel in der
dritten Lebenswoche mit Revakzination in der flinften Lebenswoche zeigt nach
PALZER et al. (2007) eine Erh6hung der Tageszunahmen und eine Verbesserung
der klinischen Situation. Vergleichbare Ergebnisse beziiglich der Erhéhung der
Tageszunahmen stellen OH et al. (2013) fest, die in ihrem Versuch die Ferkel in
der ersten Lebenswoche vakziniert haben und in der dritten Lebenswoche

revakziniert.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Ziel der Studie

Ziel der Studie ist es, bei Schweinen nachgewiesene Haemophilus parasuis
Feldstamme hinsichtlich ihrer  Serotypen und deren Vorkommen in
unterschiedlichen Altersgruppen, sowie unterschiedlichen pathomorphologischen
Befunden zu charakterisieren. Dazu wurden retrospektiv Falle ausgewertet, bei
denen anhand des klinischen Bildes oder pathomorphologischer Veranderungen
der Verdacht auf Gldsser’sche Krankheit bestand und der Nachweis von
Haemophilus parasuis mittels bakteriologischer und molekularbiologischer

Untersuchungen bestétigt wurde.

2. Ausgewertete Falle

Bei den in dieser Studie ausgewerteten Fallen handelt es sich um Tiere, bei denen
in  der bakteriologischen  Untersuchung und  molekularbiologischen
Speziesidentifizierung mittels PCR, Haemophilus parasuis festgestellt werden

konnte. Berucksichtigt werden Félle aus den Jahren 2010-2013.

Insgesamt wurden die Untersuchungen von 225 Tieren ausgewertet, die aus 140
Betrieben stammen. Die geographische Verteilung der Betrieb ist in Abbildung 1
dargestellt.

Das Spektrum der Bertiebe umfasst Ferkelerzeuger, Mastbetriebe, kombinierte
Betriebe und Ferkelaufziichter. Exakte Vorberichte Uber die in den Betrieben
aufgetretenen klinischen Symptome sind nicht vorhanden. Die zur Verfiigung
stehenden Vorberichte beschreiben ein vermehrtes Auftreten von respiratorischen

Erscheinungen, Gelenkserkrankungen und vermehrtes Kiimmern der Tiere.

Die Einteilung der Tiere in Altersgruppen und Gewichtsklassen wird nach Tabelle
1 vorgenommen. Die genauen Gewichte der einzelnen Tiere wurden, sofern

vorhanden, den Sektionsbefunden entnommen.
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Tabelle 1: Einteilung der Gewichts- und Altersgruppen

Altersgruppe Gewichtsklasse Gewicht in kg
Saugferkel 1 <10
Aufzuchtferkel 2 10-15
Aufzuchtferkel 3 15-20
Aufzuchtferkel 4 20-25
Mastschwein 5 25-30
Mastschwein 6 >30
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Abbildung 1: Darstellung der geographischen Herkunft der ausgewerteten Tiere
in Deutschland. Die Grélie der Kreise spiegelt die in den Kreisen angegebene
Anzahl der Betriebe wieder. Grundlage der Erstellung sind die Postleitzahlen der
Tierbesitzer. Zwei Postleitzahlen waren nicht eindeutig zuzuordnen und entfallen
in der Darstellung (Quelle: http://www.easymapmaker.com/)
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3. Sektion

Die Sektion wurde von der nach DIN Norm EN/IEC 1SO 17025 akkreditierten
AuRenstelle fur Epidemiologie der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover
durchgefihrt. Die dokumentierten pathomorphologischen Befunde wurden im
Hinblick auf die Zielsetzung der Arbeit ausgewertet. Hier wurde vor allem auf
Befunde der serdsen Haute, der Gelenke, des ZNS und auf vorhandene Erglisse
von Brust- und Bauchhhohle und Herzbeutel geachtet. Eine Einteilung der
Befunde erfolgte hinsichtlich der Lokalisation und des Schweregrades. Insgesamt
wurden bei der Sektion 1103 Proben entnommen und ausgewertet. Hierbei
handelte es sich um Tupfer von Bronchusepithel, Lunge, Meningen, Gelenken,
Pleura, Peritoneum, Perikard, Herzklappe und Sammeltupfer der serdsen Haute.
Tabelle 2 zeigt die Aufteilung der Probenanzahl auf die Beprobungsorte.
Zusétzlich ist die prozentuale Verteilung der Gesamtprobenzahl auf die
Beprobungsorte dargestellt.

Tabelle 2: Verteilung der entnommenen Proben auf die Beprobungsorte. Die

angegebenen Prozente beziehen sich auf die Gesamtprobenzahl n=1103.
S.s.H.=Sammeltupfer der serésen Haute

Beprobungsort n %
Bronchusepithel 224 20,31
Lunge 224 20,31
Meningen 103 9,34
Gelenke 118 10,7
Pleura 164 14,87
Peritoneum 83 7,52
Perikard 156 14,14
Herzklappe 15 1,36
S.s.H. 16 1,45
Gesamt 1103 100
4, Bakteriologie

In der Sektion gewonnene Proben werden von dem bakteriologischen Labor der
nach DIN Norm EN/IEC 1SO 17025 akkreditierten AufRenstelle fiir Epidemiologie

der Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover durchgefihrt.
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S. PCR

Isolate, die in der mikrobiologischen Untersuchung als Haemophilus parasuis
verdachtig angesprochen wurden, werden von der nach DIN Norm EN/IEC 1SO
17025 akkreditierten IVD GmbH, Hannover, einer speziesspezifischen PCR
unterzogen. Die Extraktion der Desoxyribonukleinsdure erfolgt mit Hilfe des
MagMAX™ Express 96 (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA) laut
Herstellerangaben. Die durchgefiihrte Multiplex-PCR beruht auf Grundlage eines
Protokolls, welches in der IVD, Hannover, entwickelt und validiert wurde. Mittels
dieser Multiplex- PCR werden spezifische Genabschnitte von H. parasuis-
nachgewiesen. Die Multiplex-PCR wird mit Hilfe des Qiagen® Multiplex PCR
Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefihrt. Ein Ansatz von 25 pl enthéalt
2,5 ul Template-DNA, 1 pl interne Amplifikationskontrolle auf Grundlage des
EGFP-Plasmids, 12,5 pl 2xQ-Puffer, 0,225 pl Primer-Mix (100pmol/ul Primer-
Stammldsung) und 8,8 ul destilliertes Wasser. Das folgende Temperatur-Zeit-
Profil der PCR bestand aus der initialen Denaturierung bei 95°C fir 900
Sekunden, gefolgt von 39 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C fiir 40 Sekunden,
der Anlagerung bei 62°C fur 50 Sekunden und der Synthese bei 72°C fiir 30
Sekunden in einem Thermocycler (Mastercycler®, Firma Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Die Produkte der PCR werden einer Gelelekrophorese unterzogen
und in einem 2% Agarosegel, unter Zugabe von 7ul Ethidiumbromid bei 240 Volt
nach 80-90 Minuten Laufzeit, mittels ultravioletten Lichts sichtbar gemacht.

6. Serotpypisierung

Die Typisierung der Isolate erfolgt von der nach DIN Norm EN/IEC I1SO 17025

akkreditierten VD GmbH, Hannover, im indirekten Hamagglutinationstest.

Die Durchfiihrung des indirekten Hdmagglutinationstest erfolgt wie bei TADJINE
et al. (2004) beschrieben. Verwendete Referenzseren sind Antiseren gegen H.

parasuis Referenzstdamme, die von der BioGenes GmbH, Berlin, in Anlehnung
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der bei MITTAL et al. (1982) beschriebenen Protokolle hergestellt wurden, wobei
kein formalininaktiviertes Antigen verwendet wurde. In Vorbereitung fir den
indirekten Hamagglutinationstest wird das verwendete Antigen bei 95°C fir 30
Minuten erhitzt (Heater MBT-250, ETGmbH, Iimenau, Deutschland) und dann
bei 2000g fir 10 Minuten zentrifugiert (Heraeus Pico 17 Centrifuge, Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, USA). Die verwendeten Schaferythrozyten
wurden nach Entnahme fur 10-14 Tage bei einer Temperatur von 5-8°C gelagert,
bevor sie verwendet werden. Sie werden 2-fach mit PBS gewaschen und bei
1700g fir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Bevor die
Referenzseren verwendet werden kdnnen, muss eine Inaktivierung bei 56°C fir
30 Minuten erfolgen. Anschlielend werden ihnen in einer Verdinnung von 1:10
die gewaschenen Schaferythrozyten zugegeben wund der Ansatz bei
Raumtemperatur fir 60 Minuten inkubiert, um heterophile Antikdrper zu
entfernen. Es folgt eine Zentrifugation bei 2900g fiir 5 Minuten. Der Uberstand
wird abgenommen. Die so behandelten Seren werden mit PBS in einem
Verhéaltnis von 1:5 verdlnnt. Schaferythrozyten werden nun in einem Verhéaltnis
von 1:10 dem H. parasuis-Antigen zugegeben. Die Sensibilisierung der
Schaferythrozyten erfolgt nun bei 37°C fir 60-120 Minuten. Eine weitere
Zentrifugation erfolgt bei 325g fiir 5 Minuten und der Uberstand wird verworfen.
Das Erythrozyten/Antigen-Gemisch wird zu einer 0,5%igen
Erythrozyten/Antigen-Lésung mit PBS verdiunnt. Anschlielend folgt die
Durchfiihrung des indirekten Hamagglutinationstest. Daflir werden in einer
Round-Well-Plate 50ul PBS vorgelegt. Dazu werden 50upl der jeweiligen
Referenzseren (der 1:5 Verdinnung) gegeben. Nun erfolgt eine Titration mit
jeweils 50ul des Serum-PBS-Gemisches in Form einer geometrischen
Verdinnungsreihe. AnschlieBend erfolgt die Zugabe wvon 50ul der 0,5%
Erythrozyten/Antigen-L6sung. Anschlieend werden die Platten bei 37°C fur 120
Minuten inkubiert. Durchgefuhrte Kontrollen schlielen eine Serumkontrolle
(nicht  sensibilisierte  Schaferythrozyten ~ mit  Referenzserum),  eine
Antigenkontrolle (sensibilisierte Schaferythrozyten mit Referenzisolaten) und eine
Negativkontrolle (sensibilisierte Schaferythrozyten mit PBS) ein. Die Auswertung
des Tests erfolgt durch das Ablesen der eingetretenen Agglutination im Vergleich
mit der Negativkontrolle. Bewertet werden Verdinnungen mit einem Titer von
1:20. Als Positiv wurden dabei nur deutliche punktférmige Agglutinationen,

beziehungsweise komplett dissoziierte, berticksichtigt. Auf verdffentlichten
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Befunden werden nur klar anzusprechende Serotypen angegeben. Als negativ fir
den getesteten Serotyp kennzeichnen sich Proben durch eine fehlende respektive
eine undeutliche Agglutination. Auftretende Kreuzreaktionen mit anderen

Serotypen werden erfasst.

7. Statistik

Statistische Einheit waren die einzelnen Tiere beziehungsweise Falle. Eine
prozentuale Auswertung findet erst bei einer GruppengréRe von n=30 statt. Fir
die Erfassung der Befunde wird das Programm Microsoft® Office Excel® 2007
fir Windows verwendet. In diesem Programm werden die Daten erfasst und in
nominale sowie ordinale Variablen umkodiert. Die deskriptive Auswertung der so
erhobenen Daten erfolgt mittels der Statistik-Software IBM® SPSS® Statistics
Version 22. Die grafische Darstellung dieser Ergebnisse erfolgt mittels
Microsoft® Office Excel® 2007 fir Windows. Um eine mdgliche Abhéanigkeit
der Verteilung der Tiere beziehungsweise Félle von den zur Auswertung
herangezogener Parametern zu berechnen (zum Beispiel Altersgruppe), wurde der
y2-Test, sowie der exakte Test nach Fisher genutzt. Das Signifikanzniveau fur die
vorliegende  Untersuchung wurde mit p < 0,05 festgelegt. Bei
Mehrfachvergleichen erfolgte eine Adjustierung des Signifikanzniveaus nach

Bonferroni-Holm.
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V. ERGEBNISSE

1. Ergebnisse aller betrachteten Falle

1.1. Zusammensetzung des Tiermaterials
Insgesamt wurden 225 Félle im Rahmen dieser Untersuchung ausgewertet. Sie
verteilen sich auf die in Abbildung 2 dargestellten Betriebsstrukturen (Abbildung
2).

Verteilung der Tiere auf die Betriebsart
n=225
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20 7 12,89
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3,11 0,89
0

Ferkelerzeuger Mastbetrieb  kombinierter Systemferkel keine Angabe
Betrieb

Abbildung 2: Die Verteilung der ausgewerteten Félle auf die unterschiedlichen
Betriebsstrukturen. Die Angabe erfolgt in Prozent. Die Menge der ausgewerteten
Falle betragt insgesamt n=225.

In Abbildung 3 ist die Verteilung der Tiere auf Altersgruppen dargestellt. Dem
Bereich ,,Aufzuchtferkel” lassen sich mit 62,22% (140/225) signifikant mehr
Tiere (p<0,001) zuordnen als den (Gbrigen Altersgruppen. Der Kategorie
»Saugferkel“ wurden 29,78% (67/225) der Tiere der Kategorie zugeordnet,
wahrend 8,00% (18/225) der Kategorie Mastschwein zuzuordnen sind (p<0,001).
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Verteilung der Tiere auf die Altersklassen

n=225
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Saugferkel Aufzuchtferkel Mastschwein

Abbildung 3:Prozentuale Verteilung der ausgewerteten Tiere auf Altersklasse. Die
Menge betragt n=225.

Tabelle 3 zeigt die Aufteilung der ausgewerteten Tiere auf die unterschiedlichen
Gewichtsklassen. Dabei wurde ein Gewicht unter 15kg bei 68,89% (155/225) der
Tiere festgestellt. Gewichte Uiber 15kg wurden bei 22,22% (50/225) festgestellt. In
Gewichtsklassen <8kg und 8kg-15kg befinden sich signifikant mehr Tiere

(p<0,001), als in den restlichen Gewichtsklassen.

Tabelle 3: Verteilung der Falle auf Gewichtsklassen n=225

Gewichtklassen n %
<8kg 67 29,78
8kg-15kg 88 39,11
15kg-20kg 19 8,44
20kg-25kg 19 8,44
25kg-30kg 5 2,22
>30kg 7 3,11
keine Zuordnung 20 8,89
Gesamt 225 100,00

Beziiglich der Verteilung der Geschlechter auf die ausgewerteten Félle ergab sich
kein signifikanter Unterschied (p=0,096) zwischen mannlichen und weiblichen
Tieren, wobei 15,11% der Tiere (34/225) ohne Zuordnung sind.
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Tabelle 4: Verteilung der untersuchten Tiere auf das Geschlecht. n=225

Geschlecht n %
mannlich 107 47,56
weiblich 84 37,33

keine Zuordnung 34 15,11
Gesamt 225 100,00

1.2. Auswertung der Sektionsbefunde
In Abbildung 4 sind die pathomorphologischen Befunde der beurteilten Tiere
dargestellt, wobei es mdglich ist, bei den Tieren zum Teil multiple Befunde zu
erheben. Die Auswertung der Sektionsbefunde ergab in der makroskopischen
Untersuchung bei 86,66% (175/225) der Tiere Pneumonien, bei 46,22% (104/225)
Arthritiden und bei 34,66% (78/225) Pleuritiden. Ein Erguss in der Brusthohle
konnte bei 5,77% (13/225) der Tiere festgestellt werden.

Pathomorphologische Verinderungen bei den Tieren
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86,66

100

90

80

@ 70

= 60

T
2 . 46,22

34,66

B
= 40
=]

& 30
20 88 22 66 15,55 20,88 24.44

20
10 5,77 I
1 T T

Abbildung 4: Pathomorphologisch erhobene Befunde bei den ausgewerteten
Tieren in %. Pl.=Pleuritis, Pt.=Peritonitis; Pk.=Perikarditis, Pn=Pneumonie,
Mn.=Meningits, At.=Arthritis, EBr=Erguss Brusthohle, EBa=Erguss Bauchhohle,
EPk=Erguss Perikard. Die Tierzahl betragt n=225.
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Bei 91 von 225 (40,44%) der untersuchten Tieren wird eine Serositis in der
makroskopischen Untersuchung festgestellt. Tiere ohne Serositis treten signifikant
haufiger auf (p=0,004, 59,55%, 134/225) als Tiere, bei denen eine Serositis

festgestellt wird.

Bei 23,11% der Tiere (52/225) ist es moglich, eine Polyserositis von einer
Monoserositis 17,33% (39/225) abzugrenzen (Tabelle 5). Betrachtet man die
Héufigkeit des Auftretens zwischen einer Monoserositis und einer Polyserositis
bei den Tieren, l&sst sich kein signifikanter Unterschied feststellen (p=0,173).

Tabelle 5: Vorkommen einer Monoserositis oder Polyserositis bei den
ausgewerteten Tieren. Die Gesamtprobenzahl betragt n=225.

Monoserositis 39/225 17,33%
Polyserositis 52/225 23,11%
Serositis gesamt 91/225 40,44%
Keine Serositis 134/225 59,55%
Gesamt 225 100,00%

In Abbildung 5 ist die Verteilung der pathomorphologischen verénderten serdsen
Hé&ute flr Tiere dargestellt, bei denen in der pathomorphologischen Untersuchung

eine Serositis diagnostiziert worden ist.

In der pathomorphologischen Untersuchung ist bei 69,23% (27/39) der Tiere, die
eine Monoserositis haben, wird eine Pleuritis festgestellt. Eine Peritonitis wurde
bei 25,64% (10/39) der Tiere diagnostiziert und eine Perikarditis bei 5,13%
(2/39). Bei Tieren, bei denen eine Monoserositis festgestellt wurde, ist signifikant
haufiger eine Pleuritis (69,23%; 27/39), als eine Peritonitis (25,64%; 10/39)
(p=0,005) oder Perikarditis (p<0,001) diagnostiziert worden. Beim Auftreten
einer Peritonitis im Vergleich zu einer Perikarditis wurde die Peritonitis (25,64%;
10/39) signifikant haufiger (p=0,021) diagnostiziert als die Perikarditis (5,13%,
2/39).

Bei Tieren mit Polyserositis wurde in der pathomorphologischen Untersuchung
bei 9,61% (5/52) der Tiere eine Pleuritis mit einer Peritonitis festgestellt. Eine
Pleuritis mit Perikarditis wurde bei 28,85% (15/52), eine Kombination aus
Pleuritis mit Peritonitis und Perikarditis bei 55,77% (29/52) und eine Peritonitis
mit Perikarditis bei 5,77% (3/52) der Tiere festgestellt.
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Abbildung 5: Diagnostizierte Veranderungen der sergsen H&aute Pleura (Facies
costalis und pulmonalis), Peritoneum und Perikard bei den ausgewerteten Tieren
mit Mono- und Polyserositis. PI=Pleuritis, Pt.=Peritonitis, Pk=Perikarditis. Die
Zahl der Tiere betragt n=91.

Wurde bei den Tieren eine Polyserositis diagnostiziert, ist eine Kombination aus
Pleuritis mit Peritonitis und Perikarditis signifikant haufiger festgestellt (p=0,035)
worden, als eine Pleuritis in Kombination mit einer Perikarditis beziehungsweise
eine der anderen festgestellen Kombinationen (p<0,001). Einen signifikanten
Unterschied bezuglich Haufigkeit bei Tieren mit Polyserositis ergab die
Konstellation Pleuritis mit Perikarditis im Vergleich Pleuritis mit Peritonitis
(p=0,025) beziehungsweise im Vergleich mit dem Auftreten einer Peritonitis in
Kombination mit einer Perikarditis (p=0,005). Betrachtet man dagegen die
Haufigkeit einer Peritonitis mit einer Perikarditis im Verlgeich zu einer Pleuritis
mit Peritonitis bei den oben genannten Tieren, so lasst sich keine signifikante
Héufung feststellen (p=0,48).



36 IV. Ergebnisse

1.3. Ergebnisse der Auswertung der Beprobungsorte
Die Tabelle 6 zeigt die Auswertung der Lokalisationen, von denen die Proben

abstammen, die anschlieBend auf Haemophilus parasuis untersucht worden sind.

Insgesamt wurden aus neun verschiedenen Beprobungsorten 1103 Proben
gewonnen und auf H. parasuis untersucht. Der Nachweis mittels Anzucht und
anschlieBender Spezies-PCR gelang aus 33,72% (372/1103) der Proben. Die
Verteilung der Nachweise auf die Beprobungsorte ist in Abbildung 6 und Tabelle

6 dargestellt.

Anzahl der Proben je Ort der Beprobung
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Abbildung 6: Anzahl der Gesamtproben auf die jeweiligen Beprobungsorte und
die jeweilige Anzahl der H. parasuis positiven Proben je Beprobungsort.
S.s.H.=Sammeltupfer serése Haute; n=1103.
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Tabelle 6: Prozentuale Anteile der Nachweise von H. parasuis je Beprobungsort.
n=372

. . Anteil an den

Probenmaterial Nachvxgels H. parasuils von positi(\a/enaPr(j)eben
Yo der Proben (n=372)
Bronchusepithel (n=224) 84,82 (n=190) 51,07%
Lunge (n=224) 45,09 (n=101) 27,15%
Meningen (n=103) 12,62 (n=13) 3,49%
Gelenke (n=118) 8,47 (n=10) 2,69%
Brustfell (n=164) 12,80 (n=21) 5,64%
Bauchfell (n=83) 16,87 (n=14) 3,76%
Perikard (n=156) 12,18 (n=19) 5,11%
Herzklappe (n=15) 20,00 (n=3) 0,80%
Sammeltupfer serose Haute (n=16) 6,25 (n=1) 0,27%

Bei 99,55% (224/225) der Tiere wurden sowohl das Bronchusephithel, als auch
die Lunge beprobt. Das Brustfell wurde bei 72,88% (164/225) und das Perikard
bei 69,33% (156/225) der Tiere beprobt.

Aus Proben des Bronchusepithels gelang in 84,82% (190/224) der Félle ein
Nachweis. Bei Proben von Sammeltupfer der serésen Haute waren es 6,25%

(1/16) der Falle und bei Beprobungen der Herzklappen 20,00% (3/15).

Die Nachweisraten von Proben aus den Meningen liegen bei 12,62% (13/103),
aus dem Gelenk bei 8,47% (10/118), dem Brustfell bei 12,80% 21/164) und dem
Perikard bei 12,17% (19/156).

H. parasuis Nachweise aus respiratorisch-assoziierten Lokalisationen liegen bei
78,22% (291/372). Bei den (brigen Geweben konnte eine Nachweisrate von
21,77% (81/372) festgestellt werden.

2. Ergebnisse der Serotypisierung

Bei den ausgewerteten Féllen (n=225) war es mdglich, 15 unterschiedliche
Serotypen mittels des indirekten H&magglutinationtests festzustellen. Dabei

konnte in 232 Fallen ein Serotyp einem Tier zugewiesen werden. Bei 88,88%
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(200/225) der Schweine konnte ein Serotyp je Tier isoliert werden, wéhrend es bei
11,11% (25/225) der Tiere moglich war bis zu drei unterschiedliche Serotypen je
Tier nachweisen zu kdnnen. In 20 Fallen war es nicht mdglich, die isolierten H.
parasuis-Stdimme, mit der angewandten Methodik, zu typisieren. Die Auflistung

der Serotypen ist Abbildung 7 zu entnehmen.

In Tieren nachgewiesene Serotypen
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Abbildung 7: In den ausgewerteten Tieren mittels indirektem
Héamagglutinationstest nachgewiesene Serotypen. In einem Tier koénnen
mehrfache nachgewiesene Serotypen vorkommen. n=252.

Der Serotyp 4 wurde bei 17,77% (40/225) der Tiere nachgewiesen. Serotyp 2
konnte bei 15,11% (34/225) der Tiere und Serotyp 5 bei 13,77% (31/225) der
Tiere nachgewiesen werden. Die Serotypen 1 12,44% (28/225) und 13 12,44%
(28/225) konnten bei der gleichen Anzahl von Tieren nachgewiesen werden. Bei
einem Tier konnte der Serotyp 10 detektiert werden. Bei den anderen Serotypen
zeigte sich folgende Verteilung. Der Serotyp 3 konnte bei 3,11% (7/225), 6 bei
2,22% (5/225), 7 bei 1,33% (3/225), 8 bei 1,77% (4/225), 9 bei 4,88% (11/225),
11 bei 1,77% (4/225), 12 5,77% (13/225) und Serotyp 14 bei 1,33% (3/225) der
Tiere nachgewiesen werden. Die durch den IHA nicht zu typisierende Proben
betrugen 7,94% (20/252) der Probenzahl.
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In Tieren nachgewiesene Serotypen
n=252
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Abbildung 8: In den ausgewerteten Tieren mittels indirektem
Héamagglutinationstest nachgewiesene Serotypen, absteigend mit der Anzahl der
Nachweise. In einem Tier konnen mehrfache nachgewiesene Serotypen
vorkommen. n=252.
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Abbildung 9: Anzahl der nachzuweisenden Serotypen je Tier. Die Gesamtzahl der
ausgewerten Félle betragt n=225.

Der Nachweis nur eines Serotyps je Tier war signifikant haufiger (p<0,001;
200/225) als der Nachweis mehrerer Serotpyen je Tier. Konnten mehrere
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Serotypen je Tier nachgewiesen werden, war das Auftreten zweier Serotypen
signifikant haufiger (p<0,001; 23/25) als das Auftreten von drei Serotypen (2/225)

je Tier.

Kombination von Serotypen bei untersuchten Tieren
n=25

Anzahl der Tiere

Serotypen je Tier

Abbildung 10: Mittels indirektem Hamagglutinationstest nachgewiesene
Kombinationen von Serotypen bei den untersuchten Tieren. Die Probenzahl
betragt n=25. In rot sind Kombinationen aus drei unterschiedlichen Serotypen
dargestellt, die in einem Tier festgestellt werden konnten.

2.1. Ergebnisse bei Monoinfektion
Berlcksichtigt man ausschlieBlich die Tiere, bei denen der Nachweis eines

Serotyps aus dem Tier moglich war, ergibt sich die Aufstellung in Abbildung 11.

Betrachtet man die Verteilung der Serotypen bei den ausgewahlten Tieren, ergibt
sich, dass Serotyp 4 bei 17,00% (34/200), Serotyp 5 bei 13,50% (27/200) und
Serotyp 2 bei 13,00% (26/200) nachgewiesen wurden. Der Anteil der mittels IHA
nicht typisierbaren Proben belduft sich auf 6,50% (13/200). Serotyp 4 wurde bei
17,00% (34/200) der Tiere nachgewiesen. Der Serotyp 5 wurde 13,50% (27/200),
2 bei 13,00% (26/200), 1 bei 12,00% (24/200) und 13 bei 10,50% (21/200) der
Tiere detektiert.



IV. Ergebnisse 41

Anzahl der Nachweise pro Serotyp
n=200
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Abbildung 11: Mittels indirektem H&magglutinationstest nachgewiesene
Serotypen, Nachweis nur eines Serotyp pro Tier; n=200.

2.2. Zusammensetzung des Tiermaterials
Um eine mdoglichst sichere Assoziation von Serotypen zu Betriebsart,
Altersgruppe, pathomorphologischen Befunden und Isolationsort zu ermdéglichen,
werden flr die folgenden Betrachtungen nur die Tiere herangezogen, aus denen

sich nur ein einzelner Serotyp nachweisen lies.

Betrachtet man die Verteilung der Serotypen auf die einzelnen Betriebsarten,
ergibt sich Abbildung 11. Dabei ist von 200 Tieren, bei denen sich nur ein Serotyp
pro Tier nachweisen lasst, bei 161 Tieren die Betriebsart, aus dem das Tier

stammt, angegeben.
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Verteilung der Serotypen auf die Betriebsarten
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Abbildung 12: Die Verteilung der Serotypen auf die Betriebsart. Dabei ist jeweils
nur ein Serotyp pro Tier nachgewiesen worden; n=200. In den S&ulen angegebene
Zahlen bezeichnen die Anzahl des jeweiligen Serotyps.

Die Serotypen 2 (p<0,001), 4 (p<0,001) und 13 (p=0,001) sind signifikant
haufiger bei der Betriebsart ,,Ferkelerzeugung“ nachzuweisen, als bei anderen
Betriebsarten. Die Serotypen 7, 8 und 14 sind nur bei der Betriebsart

Ferkelerzeugung* aufgetreten.

Um die prozentuale Aufteilung der Altersgruppen innerhalb jedes Serotyps
darzustellen, ist Abbildung 13 angefiigt. Die Zahl innerhalb der Balken gibt die

Anzahl der Nachweise wieder.
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Verteilung der Serotypen auf die Altersgruppen
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Abbildung 13: Nachweis der Serotypen aufgeteilt nach Altersgruppen. Dabei ist
jeweils nur ein Serotyp pro Tier nachgewiesen worden; n=200.

In der Altersgruppe ,,Saugferkel lassen sich mit Ausnahme von Serotyp 10 und
11 alle Serotypen nachweisen. Ausschlieflich in der Altersgruppe ,,Mast* lasst
sich Serotyp 10 (1/200, 0,50%) nachweisen, wéhrend der Serotyp 11 (4/200,
2,00%) bei der Gruppe ,,Aufzuchtferkel* zu finden ist.

Vergleicht man das Auftreten der Serotypen bei den Altersgruppen, so lasst sich
bis auf die ,Aufzuchtferkel keine signifikante H&ufung innerhalb einer
Altersgruppe feststellen. ,,Aufzuchtferkel“ waren signifikant haufiger mit H.
parasuis Serotyp 5 (p=0,001) infiziert, im Vergleich zur Altersgruppe

,Saugferkel*“ oder ,,Masttiere*.

2.3. Pathomorphologische Befunde

In den Abbildungen 14, 15, 16 und 17 st das Auftreten von
pathomorphologischen Verdnderungen bei Nachweis der Serotypen dargestellt.
Dabei wurden nur Tiere bericksichtigt, bei denen mittels des indirekten
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H&magglutinationstest (IHA) nur ein Serotyp pro Tier zu ermitteln ist und der
ermittelte Serotyp eindeutig ist. Somit wurden die Tiere nicht bertcksichtigt, bei
denen im IHA-Test bei der Serotypisierung Kreuzreaktionen zu beobachten

waren.

Bei 130 von 225 Tieren konnte einem Tier eindeutig ein Serotyp zugewiesen
werden. Dadurch ist es mdglich, einen Zusammenhang zwischen
pathomorphologischen Verédnderungen und identifizertem Serotyp herzustellen.
Bei 13 Tieren gelang es nicht, mittels IHA-Tests einen Serotyp nachzuweisen.
Dementsprechend wurden sie in der nachfolgenden Betrachtung nicht

berucksichtigt.

Auftreten pathomorphologischer Verinderungen
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Abbildung 14: Auftreten von pathomorphologischen Veranderungen bei Tieren
mit Nachweis nur eines Serotyp. Pl.=Pleuritis, Pt.=Peritonitis; Pk.=Perikarditis,
Pn=Pneumonie, Mn.=Meningits, At.=Arthritis, EBr=Erguss Brusthohle,
EBa=Erguss Bauchhohle, EPk=Erguss Perikard. Die Gesamtzahl betragt n=130.
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Auftreten von Pleuritis, Peritonitis und Perikarditis pro Serotyp
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Abbildung 15: Pathomorphologische Verdnderung bei makroskopischer
Befundung. Dabei ist jeweils nur ein Serotyp pro Tier nachgewiesen worden,
Serotypen mit Kreuzreaktionen im indirektem Hamagglutinationstest nicht
beriicksichtigt; n=130.

Auftreten von Pneumonie, Meningitis und Arthritis pro Serotyp
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Abbildung 16: Pathomorphologische Verdnderung bei makroskopischer
Befundung. Dabei ist jeweils nur ein Serotyp pro Tier nachgewiesen worden;
Serotypen mit Kreuzreaktionen im indirektem H&magglutinationstest nicht
berticksichtigt; n=130.
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Auftreten von Erguss in der Brusthéhle, Bauchhéhle und
25 Perikard pro Serotyp
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Abbildung 17: Pathomorphologische Verdnderung bei makroskopischer
Befundung. Dabei ist jeweils nur ein Serotyp pro Tier nachgewiesen worden;
Serotypen mit Kreuzreaktionen im indirektem Hamagglutinationstest nicht
bericksichtigt; n=130

Den Abbildungen l&sst sich entnehmen, dass mit Ausnahme von Serotyp 6 bei
allen Serotypen eine Pneumonie zu verzeichnen war. Serotyp 6 ist auch der
einzige Serotyp, dem keine Serositis in der makroskopischen Untersuchung
zugewiesen werden konnte. Tiere mit einer Infektion mit Serotyp 7 zeigten in
keinem der hier betrachteten Falle eine Arthritis oder einen Erguss in Brusthohle,
Bauchhohle oder Herzbeutel. Bei Tieren mit einer Infektion der Serotypen 8 oder
10 war ebenfalls kein Erguss festzustellen. Neben Serotyp 8 und 10 konnte auch
bei Tieren mit einer Infektion mit den Serotypen 9, 11, 14 oder 15 keine
Meningitis festgestellt werden. Bis auf Serotyp 7 lasst sich allen Serotypen eine
Arhtritis zuweisen. Bei Tieren mit einer Infektion mit Serotyp 15 lasst sich, neben

der Infektion Serotyp 6, als einziger Serotyp keine Pleuritis zuweisen.

Der pathomorphologische Befund ,,Pneumonie®, war der signifikant héaufigste
Befund bei Tieren mit Nachweis von Serotyp 1 (p<0,001), Serotyp 2 (p=0,007),
Serotyp 4 (p=0,02), Serotyp 5 (p<0,001) und Serotyp 13 (p=0,003), im Verlgeich
zu anderen pathomorphologischen Befunden.

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass es einen signifikanten
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Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Serotyp 4 und der Diagnose ,,Erguss
Bauchhohle (p=0,036) gibt. Ein signifikanter Zusammenhang konnte zwischen
dem Auftreten von Serotyp 11 und der Diagnose ,Perikarditis (p=0,026)
festgestellt werden. Weitere signifikante Zusammenh&nge waren nicht zu

ermitteln.

2.4, Ergebnisse zu Vorkommen und Verteilung einer Serositis
Bei 40,76% (53/130) der Tiere, denen eindeutig ein Serotyp je Tier mittels
indirekten Hamagglutinationstest zugewiesen werden konnte, zeigte sich in der

pathomorphologischen Untersuchung das Bild einer Serositis.

Bei der Ermittlung zum Vorkommen einer Serositis pro Serotyp zeigte sich, dass
bei Infektionen mit Serotyp 6 (n=1) keine Serositis festgestellt werden konnte. Bei
Infektionen mit Serotyp 7 (n=1) oder 10 (n=1) hingegen konnte eine Serositis

festgestellt werden.

Auftreten von Serositis bei Tieren mit eindeutigem Nachweis des
entsprechenden Serotyps
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Abbildung 18: Vorkommen einer Serositis bei Tieren mit Nachweis der
angegeben Serotypen. Ermittelt mittels IHA, beim Nachweis nur eines Serotyps
pro Tier; n=130.

Tiere, bei denen in der pathomorphologischen Untersuchung keine Verénderung

an der Serosa festgestellt werden konnte, sind signifikant haufiger (p=0,024), als
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Tiere mit einer Serositis.

Ein signifikanter Unterschied im Auftreten einer Monoserositis (49,05%, 26/53)
im Vergleich zum Auftreten einer Polyserositis (50,94%, 27/53) ist nicht
feststellbar (p=0,891). In Tabelle 7 ist die Verteilung auf die Serotypen
dargestellt.

Tabelle 7: Pathomorphologischer Befund an der Serosa je Serotyp. Nachweis des
Serotyps mittels indirektem Hamagglutinationstest, bei nur einem Serotyp je Tier
n=58; PI=Pleuritis, Pt.=Peritonitis, Pk=Perikarditis, ST=Serotyp

Pl.+Pt. | PlL.+Pk. |PlL.+Pt.+Pk| Pt.+Pk.

=
T
o~
T
~

Serotyp

ST1 0 2 1

o

ST?2

ST3

ST4

STS

ST6

ST7

ST 8

ST9

ST 10

ST11

ST 12

ST 13

ST 14

O|0|0O|P|IO|IRP|IO|I0O|IC|C|W|(~(Fk 0101].
OIOINIOINIOIFRP|IO|IOC|IOIN|IF,|O|N
OIFRPINOIP|IO|IO|IR,|IO|IO|d|IFP|IF|F

ST 15

POO|IOIO|0O|0|0|0|0O|0O0|0O0|0O|O|F—L|O
RPOO|I0O|I0O|0|0|0O|0O|kP|IOO0O|O|O|O
NPOOIO|I0|0O|0O|0O0|0O0|0 0|00 |0
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o
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Das Auftreten einer Mono- oder Polyserositis zeigt keine statistisch signifikante
Abhangigkeit zum Nachweis eines bestimmten Serotyps. Ein statistisch
signifikanter Zusammenhang kann bei Tieren mit einer Monoserositis gezeigt
werden. Hier ist eine Pleuritis signifikant haufiger (p=0,003) zu diagnostiziren als
eine Peritonitis oder Perikarditis.
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2.5. Ergebnisse bei der Betrachtung der Beprobungsorte

Bei Tieren, bei denen maximal ein Serotyp nachweisbar war (n=200), konnte in
303 Proben H. parasuis nachgewiesen werden. Es war moglich, bei einigen
Tieren mehrfach H. parasuis-Stamme desselben Serotyps aus verschiedenen

Lokalisationen zu isolieren.

Bei den Serotypen 3 (n=7), 7 (n=3) und 10 (n=1) konnten bei allen Tieren, bei
denen die vorher genannten Serotypen nachgewiesen wurden, aus der
Lokalisation ,,Bronchusepithel” ein positiver H. parasuis-Nachweis erbracht
werden. Hingegen gelang bei Serotyp 8 (n=3) kein Nachweis aus dem

Bronchusepithel.

Serotyp 11 ist in der Lunge und im Bronchusepithel, bei 3 von 4 Tieren, bei denen
der genannte Serotyp detektiert werden konnte, nachweisbar. Serotyp 1 ist bei 22
von 24 Tieren im Bronchusepithel und bei 13 von 24 Tieren in der Lunge
nachweisbar, wahrend Serotyp 2 im Bronchusepithel bei 21 von 26 und in der
Lunge bei 13 von 26 Tieren nachweisbar ist.

Aus Sammeltupfern der serésen Haute (n=15), die auf H. parasuis untersucht

wurden, ist in keinem der Tiere ein positiver Nachweis gelungen.

In Tabelle 8 befindet sich die Auflistung der Serotypen mit den Lokalisationen,
aus denen sie nachgewiesen worden sind. Bei der Anzahl handelt es sich um die
Menge der positiven Proben aus dem jeweiligen Beprobungsort. Die
Prozentangabe der Nachweishaufigkeit sind auf die Anzahl der Tiere bezogen, bei

denen der bestimmte Serotyp festgestellt worden ist.
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Tabelle 8: Verteilung der H. parasuis positiven Proben (n=303) auf die
unterschiedlichen ~ Beprobungsorte  je  Serotyp.  Mittels  indirektem
Hamagglutinationstest jeweils nur maximal ein festgestellter Serotyp je Tier;
Angegeben sind die Anzahl der Tiere mit dem jeweiligen Serotyp.
Mehrfachnennungen sind maoglich. S.s.H.=Sammeltupfer ser0ser Haute

Isolationsort
Bronchus-
Peritoneum
Perikard
Gesamt

N
Uiy

epithel
Lunge

©| Meningen
Gelenk
Pleura

n=24|22/24 |13/24 0 | 2/24 | 2/24 | 2/24

n=26 | 21/26 | 13/26| 1/26 | 1/26 | 1/26 | 1/26

n=7 | 7/7 | 2/7 0 0 0 0 0

32/24 |16/34| 0O 0 |2/34|1/3 | 0

n=27 | 24/2710/27| 5/27 | 2/27 | 3/27 | O 0

n=4 | 1/4 | 1/4 | 1/4 0 0 0 1/4

n=3 | 3/3 | 1/3 0 0 1/3 | 1/3

0 1/3 0 2/3

17 17

(@)

n=7 | 47 | 2/7

n=1] 1/1 | 11

RiB|lo|lo|v|jolalsw|N|e Serotyp
>
Il
w
AN

OO0l O|O
w
5
~

n=4 | 3/4 | 3/4 0 0 1/4 0

o
ololo|o|o|o|o|o|o|o|o|o| Herzklappe

12 |n=11{10/11]3/11| O 0 0 0 |11 14
13 |n=21|19/21| 8/21 | 2/21 | 1/21 | 1/21 | 2/21 | 1/21 | 1/21 35
14 n=2 | 1/2 | 1/2 0 0 0 0 0 0 2

S

15 n=13|10/13 | 5/13 0 0 1/13 | 2/13 | 1/13 0 19
nt. | n=13| 9/13 | 4/13 | 1/13 0 0 0 1/13 | 1/13 | 1/13 | 17
Gesamt 167 83 10 7 12 10 11 2 1 303
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V. DISKUSSION

In der vorliegenden Studie wurde das Auftreten der Serotypen 1-15 von
Haemophilus parasuis bei Fallen aus den Jahren 2010-2013 untersucht, bei denen
der Verdacht Glésser’sche Krankheit bestand und Haemophilus parasuis
nachweisbar war. Dies geschah unter Beriicksitigung der Betriebsstrukturen, aus
denen die untersuchten Tiere stammen und den Altersgruppen der Schweine. Bei
den Tieren festgestellte pathomorphologische Befunde wurden in Verbindung mit
den nachgewiesenen Serotypen gebracht. AnschlieBend wurde eine Assoziation

der festgestellten Serotypen zu ihrem Isolationsort untersucht.

H. parasuis wurde signifikant haufiger (p<0,001; 62,22%; 140/225) in der
Altersgruppe ,,Aufzuchtferkel“ nachgewiesen, als in der Altersgruppe
»Saugferkel (29,78%, 67/225). Der Altersgruppe ,,Mast“ konnten nur 8%
(18/225) der Tiere zugeordnet werden. Dabei stammen 76,89% (173/225) der
Tiere aus Betrieben, die sich auf Ferkelerzeugung spezialisiert haben,
beziehungsweise aus kombinierten Betrieben. Bei der Verteilung auf die
Gewichtsklassen verteilten sich 29,77% (67/225) der Tiere auf die Sadugephase,
waéhrend sich 61,33% (138/225) im Bereich der Aufzucht bis 30kg befanden. Die
in dieser Studie nachgewiesene Verteilung auf die Altersgruppen verhalt sich wie
in Studien anderer Autoren weltweit gezeigt werden konnte. In anderen Studien
konnte gezeigt werden, dass Aufzuchtferkel im Alter von vier bis sechs Wochen
vorrangig von Infektionen mit H. parasuis und Auspragung der Glisser’schen
Krankheit betroffen sind, wéhrend &ltere Tiere selten eine typische Auspragung
zeigen (OLIVEIRA und PIJOAN, 2002; TURNI und BLACKALL, 2010;
ARAGON et al., 2012). PALZER et al. (2005) zeigten, dass bei Tieren aus der
Vormast signifikant haufiger H. parasuis isoliert werden kann, als bei anderen
Altersgruppen. Wahrend in der vorliegenden Untersuchung die Tiere anhand ihres
Gewichts und der Angaben auf Untersuchungsbefunden in Altersgruppen
aufgeteilt sind, ist bei PALZER et al. (2005) die genaue Anzahl der Lebenstage
bekannt. Dadurch kann es zu Verschiebungen in den Ergebnissen kommen, da
eventuell kiimmernde Tiere in der jetzigen Studie nicht berlcksichtigt wurden.

Des Weiteren stammen die Proben von PALZER et al. (2005) von Tieren ohne
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Verdacht der Glasser’schen Krankheit und der Nachweis von H. parasuis erfolgte
ausschlieflich aus dem Respirationstrakt der Tiere, in dem H. parasuis als
Kommensale gilt (MOLLER und KILIAN, 1990; KIRKWOOD et al., 2001;
OLVERA et al., 2006). H. parasuis lasst sich schon bei Saugferkeln nachweisen
und fuhrt selbst in diesem Altersbereich zu pathomorphologischen Veranderungen
mit Auspragung der Glésser’schen Krankheit (BLANCO et al., 2004). Dennoch
scheint vor allem die Belastung der Tiere, die durch das Absetzen vom Muttertier
entsteht, ein malgeblicher Einflussfaktor fiir eine klinische Auspragung der
Krankheit zu sein. Weiterhin sind zumeist Tiere betroffen, die einer
Belastungssituation ausgesetzt sind, sei es Transport, Umstallung oder sozialer
Stress, der durch neue Buchtengenossen entstent (SOLANO-AGUILAR et al.,
1999; ZIMMERMANN, 2008; ARAGON et al., 2012). Weitere pradisponierende
Faktoren fur eine klinische Manifestation der Infektion mit H. parasuis ist der
Umfang der Infektion innerhalb der Herde mit dem Erreger und die
Immunkompetenz des Einzeltieres, welche durch unter anderem die
unzureichende Versorgung mit maternalen Antikérpern, Transport der Tiere und
Koinfektionen negativ beeinflusst wird (SOLANO-AGUILAR et al., 1999;
RITZMANN und HEINRITZI, 2005; ZIMMERMANN, 2008; NEDBALCOVA
et al.,, 2011). In der vorliegenden Untersuchung sind die vorher genannten
Faktoren nicht eingehender betrachtet worden. Die Tendenz, die sich in dieser
Studie zeigt, H. parasuis vor allem bei Saugferkeln und Absetzferkeln im
Zusammenhang mit pathomorphologischen Verdnderungen  nachzuweisen,
spricht flr eine Bestatigung der Ergebnisse der vorher genannten Autoren. In der
vorliegenden Studie ist keine signifikante Haufung (p=0,096) bei der Verteilung
von mannlichen zu weiblichen Tieren feststellbar, wobei bei 15,11% (34/225)
keine Geschlecht angegeben werden kann. Das Geschlecht des Tieres sehen
ZHANG et al. (2014) hingegen als weiteren Risikofaktor fir eine Infektion mit H.
parasuis. In ihrer Studie untersuchten ZHANG et al. (2014) jedoch die
Seropréavalenz und ermittelten die Infektion nicht mittels Anzucht. Eine
Untersuchung bei Wildschweinen von REINER et al. (2010) ergab ebenfalls, dass
kein Zusammenhang zwischen einer Infektion mit H. parasuis und dem
Geschlecht der Tiere feststellbar ist. Das Auswerten friherer Studien beztiglich
der Geschlechtsverteilung und einer Infektion von H. parasuis, verbundenen mit

der Auspragung Klinischer Symptome, konnte weitere Aufschliisse Uber eine
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Geschlechtsspezifitat geben.

Beziiglich der pathomorphologischen Befunde der hier untersuchten Tiere zeigte
sich bei 86,66% (195/225) eine Pneumonie. Arthritis wurde bei 46,22% (104/225)
diagnostiziert, wahrend 40,44% (91/225) Tiere eine Serositis aufwiesen und
lediglich 15,55% (35/225) eine Meningitis. Eine signifikante Haufung von
Schweinen mit Serositis war nicht zu beobachten (p=0,173), dennoch l&sst sich
bei 23,11% (52/225) der Tiere eine Polyserositis nachweisen, wéhrend 17,33%
(39/225) eine Monoserositis hatten. Bei Auspragung einer Monoserositis war die
Pleura signifikant h&ufiger betroffen als Peritoneum (p=0,005) und Perikard
(p<0,001). Wurde eine Polyserositis festgestellt, konnte haufiger eine Pleuritis in
Kombination mit einer Peritonitis und Perikarditis gefunden werden als die
Konstellation Pleuritis mit Peritonitis (p=0,035) beziehungsweise die restlichen
festgestellten Kombination (p<0,001). BLANCO et al. (2004) konnten in ihrer
Infektionsstudie zeigen, dass in 25% der inifizierten Ferkel eine Arthritis
nachweisbar war und 62,5% der Tiere Veranderungen wie Pleuritis, Peritonitis,
Perikarditis und Meningitis zeigten, wobei nicht alle Veranderungen parallel in
den Tieren zu beobachten waren. In einer Studie aus Osteuropa stellten DOCIC
und BILKEI (2004) bei 32,91% der untersuchten Tiere eine Leptomeningitis und
bei 100% der Tiere eine Pneumonie fest. Weiterhin wurden bei 87,28% der Tiere
Veranderungen an den Gelenken aufgefuhrt. In ihren Untersuchungen konnte
jeweils, zumindest bei einem Teil der Tiere, Koinfektionen mit anderen Erregern
festgestellt werden, die in den eigenen Untersuchungen nicht mit berlcksichtigt
wurden. Beziglich des Nachweises von H. parasuis, im Zusammenhang mit
einer Serositis, dokumentierten PALZER et al. (2006) mit 38% vergleichbare
Ergebnisse. KIELSTEIN und WUTHE (1998) zeigten in ihrer Untersuchung
einen Nachweis von Tieren mit Pneumonie ohne Beteiligung der serésen Haute
von 66,7%, wahrend bei 33,3% der Tiere eine Polyserositis mit Arthritis
festgestellt werden konnte. Die Tendenz H. parasuis in Verbindung mit Serositis,
Athritis, Meningitis und Pneumonie zu finden, wurde in dieser Studie bestétigt.
Eine Verknlpfung bezuglich des Nachweises von H. parasuis und dem Auftreten
pathomorphologischer Verdanderung Bestandsebene, ist nur dann mdéglich, wenn
Koinfektionen nicht nachgewiesen werden koénnen und auch hinsichtlich des
klinischen und epidemiologischen Bildes unwahrscheinlich sind. Auch etwaige

Vorbehandlungen, die die Anwesenheit anderer pathogener Erreger maskieren
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kdnnten, sollten ausgeschlossen werden. Vorbehandlungen wurden nur bei
PALZER et al. (2006), nicht aber bei anderen Studien die sich mit Proben aus der
Praxis beschéftigen, weitestgehend ausgeschlossen, sodass es auch hier mogliche
Fehlerquellen gibt, wenn es um die Interpretation von pathomorphologischen
Befunden im Zusammenhang mit dem Nachweis H. parasuis geht. Weiterhin ist
auch darauf zu achten, geeignete Mittel fur die Diagnostik zu wéhlen, da es im
Umkehrschluss durchaus mdglich ist, auftretende Verdnderungen nicht in den
Zusammenhang mit H. parasuis zu bringen, da der Erreger unter anderem
aufgrund ungeeigneter Auswahl der Proben nicht nachgewiesen werden kann
(OLIVEIRA, 2004; TURNI und BLACKALL, 2010).

Bei der Auswertung der Nachweisrate von H. parasuis aus den verschiedenen
Beprobungsorten zeigt sich, dass das Bronchusepithel in den hier untersuchten
Féllen bei 84,82%, der an diesem Ort entnommenen Proben, einen positiven
Nachweis von H. parasuis aufweist. Die anderen Lokalisationen zeigen zum Teil
sehr niedrige Nachweisraten. Trotz der relativ hohen Anzahl der festgestellten
Arthritiden gelang nur bei 8,47% der untersuchten Gelenksproben ein positiver
Nachweis. Die beprobten Herzklappen (n=15) zeigen eine relativ hohe Anzahl
positiver Proben im Verlgeich mit den anderen beprobten Lokalisationen, die in
dieser Studie ausgewertet wurden, wobei die totale Anzahl der Beprobungen der
Herzklappen gering war. In einer Infektionsstudie von TURNI und BLACKALL
(2007) wurde gezeigt, dass bei 93,75% der infizierten Tiere eine positive Anzucht
von H. parasuis aus der Trachea gelungen ist. Weiterhin war in 68,75% der Félle
eine Isolation aus der Lunge mdoglich. Aus den Gelenken gelang ein Nachweis in
62,5% der beprobten Tiere. PALZER et al. (2005) konnten in ihren
Untersuchungen von Tieren mit Pneumonie eine Nachweisrate mittels Anzucht
von H. parasuis in bronchoalveoldren Lavagen von circa 50% zeigen, wéhrend
die Nachweisrate mittels nonaplex-PCR auf ungeféahr 85% stieg. Diese doch teils
schwankenden Nachweisraten von H. parasuis aus den unterschiedlichen
Geweben sind sowohl der Methodik als auch der Vorauswahl der Félle
geschuldet. Wahrend in dieser Studie ausschlieBlich Tiere verwendet worden sind,
bei denen anhand der Klinischen Untersuchung oder pathomorphologischer
Veranderungen ein Verdacht auf Glasser’sche Krankheit gestellt wurde, waren bei
PALZER et al. (2005) nur Tiere mit der Diagnose ,,Pneumonie* Teil der
Untersuchung. Bei TURNI und BLACKALL (2007) handelte es sich um einen
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gezielten Infektionsversuch, bei dem die Tiere mit virulenten Serotypen infiziert
wurden. Des Weiteren ist, zumindest in den Studien mit Feldstdammen (RAPP-
GABRIELSON und GABRIELSON, 1992; KIELSTEIN und WUTHE, 1998;
ANGEN et al., 2004; CAl et al., 2005; TURNI und BLACKALL, 2010; LUPPI et
al., 2013), ungeklart inwieweit eine Vorbehandlung stattgefunden hat oder wie die
Qualitat der Proben und die Chronizitdt der Erkrankung einzustufen sind
(OLIVEIRA und PIJOAN, 2002; OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA, 2007).
Nachweise in anderen Studien stltzen sich auch vorwiegend auf den Nachweis
mittels PCR, wahrend in dieser Studie die Anzucht des Erregers Grundstein
weiterflhrender labordiagnostischer MalRnahmen war. Weiterhin kdnnen die
differierenden Nachweisraten dadurch erklart werden, dass tUber die Qualitat des
Probenmaterials in dieser Studie, bei Ankunft in der Sektion, keine verlassliche
Aussage getroffen werden kann. Hier ist damit zu rechnen, dass nicht alle Tiere
akut erkrankt und unmittelbar vor der Sektion euthanisiert worden sind, wie von
OLIVEIRA und PIJOAN (2002) empfohlen, sondern zu einem grofRen Teil nicht
lebendig angeliefert wurden. Eine verlassliche Aussage tiber eine Vorbehandlung
der Tiere kann fur diese Studie nicht getroffen werden, wodurch es, im Falle einer
Vorbehandlung ebenfalls zu einer Verringerung der Nachweisraten kommen kann
(OLIVEIRA und PIJOAN, 2002). Weiterhin ist die Relevanz einer H. parasuis-
Anzucht fir den jeweiligen klinischen Fall zu sehen. Dadurch ergibt sich, dass die
Anzuchtrate im Bronchusepithel zwar vergleichsweise hoch ist, aber da H.
parasuis als Kommensale des Respirationstraktes gilt (MOLLER und KILIAN,
1990), muss die Bedeutung fur die klinische Relevanz im Einzelfall, auch unter
Berlcksichtigung des nachgewiesenen Serotyps, bewertet werden (OLVERA et
al., 2007a). Vergleichbares gilt fur den Nachweis des Erregers der ausschlieBlich
mittels PCR erfolgt. Da eine PCR grundsétzlich die Anwesenheit von
Genomfragmenten nachweist, mussen die Ergebnisse kritisch hinterfragt werden
und in den Zusammenhang mit den klinischen Erscheinungen und den
pathomorphologischen Befunden gebracht werden. Anders verhélt es sich mit der
Isolation aus Geweben, die nicht mit dem Respirationstrakt direkt assoziiert sind.
Hier deutet der Nachweis von H. parasuis auf eine Beteiligung, wenn nicht sogar
Ursache, bei klinischen oder pathomorphologischen Verdnderungen hin und kann
damit diagnostisch wertvoller sein als der Nachweis aus dem Respirationstrakt
(OLIVEIRA und PIJOAN, 2002).
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Der Schwierigkeitsgrad der Interpretation der Anzuchtergebnisse mit
Serotypisierung erhoht sich, wenn mehrere Serotypen innerhalb eines Tieres
nachzuweisen sind. In dieser Studie wurden bei 10,22% (23/225) der Tiere zwei
unterschiedliche Serotypen nachgewiesen. Bei den Mehrfachnachweisen wurden
bei 30,43% (7/23) der Tiere Isolate mit nicht typisierbar klassifiziert, wodurch die
Anwesenheit nur eines Serotypen nicht ausgeschlossen werden kann. Bei 0,79%
(2/25) der Tiere wurden sogar drei Serotypen festgestellt. In mehreren Studien
konnten auf Herdenebene zum Teil mehrere Serotypen nachgewiesen werden
(OLVERA et al., 2007c; CERDA-CUELLAR et al., 2010). ARAGON et al.
(2012) beschrieb das Vorkommen mehrerer Serotypen bei Isolationen aus dem
oberen Respirationstrakt. In der vorliegenden Untersuchung war es moglich,
unterschiedliche Serotypen aus unterschiedlichen Isolationsorten innerhalb eines
Tieres nachzuweisen. Fur die Interpretation der mehrfachen Nachweise sei an das
Vorkommen von H. parasuis als Kommensale des oberen Respirationstraktes
erinnert. Dementsprechend kann vermutet werden, dass es zu einer Verénderung
des Eindringvermdgens der verschiedenen Serotypen und Stdmme kommt, wie im
Zusammenhang mit der Bildung eines Biofilms von JIN et al. (2006) beschrieben

wird.

Eine Serotypisierung kann weiteren Aufschluss dartiber geben, ob der
nachgewiesene H. parasuis-Stamm am beobachteten Geschehen beteiligt ist. Der
Nachweis des Serotyps ist weiterflihrend die Basis fiir die Auswahl eines
geeigneten kommerziellen Impfstoffs oder fir die Entscheidung, einen
betriebsspezifischen Impfstoff herstelllen zu lassen. In der vorliegenden Studie
konnten 15 Serotypen unterschieden werden. Am hé&ufigsten konnten die
Seroptypen 4 (15,87%, 40/252), 2 (13,49%, 34/252), 5 (12,30%, 31/252), 1
(11,11%, 28/252) und 13 (11,11%, 28/252) nachgewiesen werden. Die Serotypen
4 und 5 wurden weltweit in unterschiedlichen Studien als die Serotypen mit der
hohsten Prévalenz genannt, wobei es nicht durchweg gelungen ist, in den
Untersuchungen alle Serotypen von 1-15 nachzuweisen (RAPP-GABRIELSON
und GABRIELSON, 1992; BLACKALL et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2003a;
TURNI und BLACKALL, 2007). Auch in Europa dominieren die Serotypen 4, 5
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und 13 (DEL RIO et al., 2003; ANGEN et al., 2004; LUPPI et al., 2013). Die
Angabe der Serotypen mit der hochsten Prévalenz in Deutschland divergiert
zwischen den Studien. KIELSTEIN und WUTHE (1998) konnten in ihrer
Untersuchung die Serotypen 4, 11 und 5 am hdufigsten nachweisen, wahrend bei
STRUTZBERG-MINDER et al. (2010) die Serotypen 1, 2, und 13 eine hohere
Pravalenz in ihrem Vorkommen zeigten. Hierbei ist zu beachten, dass die
Methodik der Serotypisierung nicht bei allen Studien einheitlich ist und auch der
Anteil der nicht typisierbaren Isolate zwischen den Studien schwankt. Unabhéngig
von der Methode liegt der Anteil der nicht zu typisierenden Isolate in den meisten
Studien deutlich ber 10% der untersuchten Isolate. In der vorliegenden
Untersuchung betrug der Anteil lediglich 7,94%. Eine Erklarung der
divergierenden Ergebnisse ist, dass mit unterschiedlichen Typisierungsmethoden
viele Isolate nicht exakt serotypisiert werden konnten (RAFIEE und BLACKALL,
2000; TURNI und BLACKALL, 2005), wodurch sich die Anzahl der Nachweise
je Serotyp verringert. Mit Einflhrung des indirekten H&magglutinationstest als
valide Testmethode, konnte die Typisierungsrate wesentlich verbessert werden
(DEL RIO et al., 2003; TADJINE et al., 2004; STRUTZBERG-MINDER et al.,
2010). Daher ist zu erwarten, dass der Anteil der nicht zu typisierenden Isolate in
weiteren Untersuchungen noch weiter sinken wird, was eventuell auch zu einer
Veranderung der Pravalenz im Auftreten der Serotypen fuhrt. Selbiges kdnnte zu
beobachten sein, wenn die Isolate der vorangegangenen Studien erneut
serotypisiert werden wirden. Davon abgesehen, wurde schon durch KIELSTEIN
und RAPP-GABRIELSON (1992) die Mdglichkeit des Vorkommens weiterer,
bisher unbekannter, Serotypen angesprochen. Mit dem hier vorliegenden Ergebnis
wird erneut gezeigt, dass der indirekte Ha&magglutinationstest auch bei
Feldstimmen ein probates Mittel fiir die Serotypisierung von H. parasuis ist. Es
sollte aber weiterhin beobachtet werden, wie sich die Pravalenz des Nachweises
der Serotypen verhélt, um adaquat auf eine Veranderung in der Verteilung des

Auftretens reagieren zu kdnnen.

Auch fir epidemiologische Untersuchungen ist die Pravalenz der regional
auftretenden Serotypen von Interesse. Dieses gilt auch fiir die Assoziation von
Serotypen mit Betriebsart, Altersgruppe, pathomorphologischen Befunden und

Isolationsort.

Die Verteilung der Serotyp auf Altersgruppen und Betriebsarten ist Ausdruck der
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Ergebnisse, die in dieser Studie fur die Verteilung von H. parasuis auf die
Altersgruppen und Betriebsarten festgestellt wurde. Eine signifikante Verteilung
der Serotypen auf die Betriebsart zeigt sich nur bei den Serotypen 2 (p<0,001),

4 (p<0,001) und 13 (p=0,001), die sich hdaufiger in Tieren aus der
,Ferkelerzeugung™ nachweisen lassen als aus anderen Betriebsformen. Bei den
,Saugferkeln® lassen sich in dieser Untersuchung die Serotypen 10 (0,50%,
1/200) und 11 (2,00%, 4/200) nicht nachweisen. In der Altersgruppe der
»Aufzuchtferkel zeigen Tiere, bei denen Serotyp 5 nachgewiesen ist, ein
signifikant gehduftes Auftreten (p=0,001). In Folge ihrer Untersuchung konnten
TURNI und BLACKALL (2010) den Altersgruppen, die sie beproben,
unterschiedliche Serotypen zuweisen und finden auch Serotypen die als
hochvirulent gelten bei gesunden Saugferkeln. Eine statistische Einschatzung der
Verteilung erfolgt in ihrer Untersuchung nicht (TURNI und BLACKALL, 2010).

In dieser Studie lasst sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Nachweis von Serotyp 1 (p<0,001), Serotyp 2 (p=0,007), Serotyp 4 (p=0,02),
Serotyp 5 (p<0,001) und Serotyp 13 (p=0,003) und dem Auftreten einer
Pneumonie zeigen. SOLANO-AGUILAR et al. (1999) konnten in ihrer
Untersuchung H. parasuis als priméaren Verursacher einer Pneumonie ausmachen.
Mit dem Nachweis von Serotyp 4 lasst sich zudem ein signifikanter
Zusammenhang mit der Diagnose ,,Erguss Bauchhohle* (p=0,036) finden. Ein
gehduftes Auftreten (p=0,026) von Perikarditis mit dem als avirulent geltenden
Serotyp 11 kann ebenfalls festgestellt werden. Bei den anderen Serotypen waren
keine  signifikanten ~ Zusammenhdnge  mit  dem  Auftreten  einer

pathomorphologischen Veranderung festzustellen.

Bei 40,76% der Tiere (53/130) konnte eine Serositis diagnostiziert werden. Dabei
gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede im Auftreten einer
Monoserositis (49,05%, 26/53) oder einer Polyserositis (50,94%, 27/53) bei den
einzelnen Serotypen. Einzig die signifikante Haufung von Pleuritiden (p=0,003)
bei Tieren mit Monoserosits lasst sich darstellen. Aber auch diese Verteilung ist
unabhéngig von den nachgewiesenen Serotypen. Nur bei Tieren mit Serotyp 6 war
keine Serositis nachweisbar. LUPPI et al. (2013) konnten in ihrer Untersuchung
von Feldisolaten die Serotypen 1, 2, 4, 5, 12, 13, 14 und 15 mit

pathomorphologischen Verénderungen verknipfen. Sie zeigten, dass Serotyp 4
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und 13 bei Tieren mit Polyserositis haufiger nachgewiesen worden sind als andere
Serotypen, wahrend andere Assoziationen aufgrund der geringen Fallzahlen nicht
in  Erwédgung gezogen wurden. Beim Vergleich des Auftretens
pathomorphologischer Verénderungen zeigte sich, dass Serotypen, die als
avirulent  beziehungsweise wenig virulent eingestuft gelten (RAPP-
GABRIELSON et al., 1992; AMANO et al., 1994; ARAGON et al., 2012),
dennoch mit pathomorphologischen Veranderungen einhergehen, auch wenn die
Verdnderungen rein  nummerisch wesentlich weniger haufig auftreten.
KIELSTEIN und WUTHE (1998) konnten in ihrer Untersuchung ebenfalls keinen
Zusammenhang zwischen der im Infektionsversuch klassifizierten Virulenz der
Serotypen und den beobachteten pathomorphologischen Veranderungen zeigen.
TURNI und BLACKALL (2010) ist es ebenfalls moglich, virulent klassifizierte
Serotypen in nicht erkrankten Tieren nachzuweisen. Damit decken sich die
Ergebnisse von ARAGON et al. (2010a), die zu dem Schluss kamen, dass die
Virulenz eines H. parasuis-Isolates nicht alleinig durch den Serotyp bestimmt

werden kann.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen auch, dass der Serotyp eine Isolates nicht
alleinig eine Aussage Uber die zu erwartenden pathomorphologischen
Verénderungen, respektive Virulenz, treffen lasst, sondern auch eventuelle
Koinfektionen auszuschlielen sowie negative Umwelteinflisse zu bedenken sind
(ARAGON et al., 2012). Die Einschatzung der Virulenz des isolierten Serotyps ist

auch davon abhéngig, aus welcher Lokalisation der Nachweis erfolgt.

Aus Gewebe, welches mit dem Respirationstrakt assoziiert ist, konnten in der
vorliegenden Untersuchung bei der Betrachtung aller Serotypen Nachweisraten
von 28,57% bis 100% gezeigt werden. Auffallend war, dass Serotyp 8 weder im
Bronchusepithel noch in der Lunge gefunden wurde und hauptséchlich aus dem
Perikard (2/3) und den Gelenken (1/3) isoliert wurde. Serotyp 14 wurde hingegen

nur in Proben des Bronchusepithels (1/2) und der Lunge (1/2) nachgewiesen.

In dieser Untersuchung war es nicht maoglich, einen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Serotyp und einem Isolationsort aufzuzeigen.
Auffallend ist aber, dass Serotypen, die als avirulent klassifiziert sind, auch aus
Lokalisationen isoliert werden konnen, die mit einer systemischen Infektion
assoziiert sind (Meningen, Gelenke, Pleura, Peritoneum und Perikard).
OLIVEIRA et al. (2003a) zeigen in ihrer Untersuchung, das Serotyp 3
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hauptsachlich aus dem oberen Respirationstrakt isoliert wird, wéhrend die
Serotypen 1, 4, 12, 14 und nicht typisierbare Isolate von respiratorisch-
assoziierten Geweben oder Geweben die im Zusammenhang mit einer Septikamie
stehen, isoliert werden. Die Serotypen 2, 5 und 13 kénnen sie nur aus Geweben
isolieren, die nicht respiratorisch-assoziiert sind. In ihren Untersuchungen belegen
CAl et al. (2005) und ANGEN et al. (2004) ebenfalls gute Nachweisraten aus
respiratorisch-assoziiertem Gewebe. Sie konnen, wie RAPP-GABRIELSON und
GABRIELSON (1992), avirulent klassifizierte Serotypen aus Geweben isolieren,
die mit einer systemischen Infektion assoziiert sind. TURNI und BLACKALL
(2007) fanden in ihrer Untersuchung bessere Nachweisraten fur Serotyp 4, wenn
Proben von der Ergussflissigkeit der Brusthohle, Bauchhdhle oder des Perikards,
der Lunge oder von Fibrinablagerungen in der Bauchhdhle enthommen werden.
Bei Serotyp 12 finden sie bessere Nachweisraten bei Proben aus der Lunge, aus
Herzblut, Gelenken und Meningen. In dieser Studie war dies nicht vollstandig
bestatigbar, was daran liegen kann, dass es sich bei der Studie von TURNI und
BLACKALL (2007) um einen Infektionsversuch mit zwei Serotypen handelte und
unter kontrollierten Bedingungen ablief, wahrend die vorliegende Studie sich mit
der Auswerung von Feldisolaten beschaftigt hat. Grofter Einflussfaktor auf die
Nachweisrate der verschiedenen Serotypen hat die Qualitat des Probenmaterials
(OLIVEIRA und PIJOAN, 2002; OLIVEIRA, 2004). Diese kann fiur die
vorliegende Studie nicht eingeschétzt werden. Auch Vorbehandlungen kdnnen

nicht ausgeschloRen werden und beeinflussen das Ergebnis gegebenfalls negativ.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Studie hat zum Ziel, einen aktuellen Stand fur das VVorkommen
der Haemophilus parasuis Serotypen 1-15 in Deutschland darzustellen.
Gleichzeitig sollen Assoziationen zwischen den Serotypen und der Betriebsart,
aus dem das Tier stammt, der Altersgruppe, pathomorphologischen Befunden und
dem Isolationsort gezogen werden. In die Studie flielen Befunde von Schweinen
aus den Jahren 2010-2013 ein. Alle in die Untersuchung eingeschlossenen Tiere
haben die Verdachtsdiagnose Glasser‘sche Krankheit und sind bakteriologisch
sowie in einer spezies-spezifischen PCR Haemophilus parasuis positiv. Isolierte
H. parasuis-Staimme werden mittels des indirekten Hamagglutinationstest
serotypisiert. Alle durchgefiihrten labordiagnostischen Untersuchungen sind
Auftragsarbeiten und werden in kommerziellen nach DIN Norm EN/IEC ISO
17025 akkreditierten Laboren durchgefiihrt. Insgesamt werden 225 Félle
ausgewertet, aus denen 252 Haemophilus parasuis-Stdmme isoliert werden. In
der vorliegenden Untersuchung wird gezeigt, dass die Serotypen 1-15 in
Deutschland nachweisbar sind. Dabei haben die Seroptypen 4 (15,87%, 40/252), 2
(13,49%, 34/252), 5 (12,30%, 31/252), 1 (11,11%, 28/252) und 13 (11,11%,
28/252) die hochsten Pravalenzen im Auftreten bei den untersuchten Tieren,
wéhrend der Anteil der nicht typisierbaren Isolate bei 7,94% (20/252) liegt.
Bezliglich der Betriebsart zeigt sich, dass 64,00% (144/225) der untersuchten
Tiere aus Ferkelerzeugerbetrieben stammen. Am héufigsten wird H. parasuis bei
Aufzuchtferkeln (62,22%; 140/225) nachgewiesen, gefolgt von Saugferkeln
(29,78%, 67/225) und Masttieren (8,00%, 18/225). Eine Auswirkung des
Geschlechts auf die Infektion mit H. parasuis kann in dieser Studie nicht gezeigt
werden.  Die  héaufigsten in  dieser  Untersuchung  festgestellten
pathomorphologischen Befunde sind Pneumonien bei 86,66% (175/225) der
untersuchten Tiere, Arthritiden (46,22%, 104/225) und Serositiden (40,44%,
91/225), wobei ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Nachweis H.
parasuis und einer Serositis nicht festgestellt wird. Die Nachweisraten des
Erregers in der Anzucht betragen bei Geweben, die mit dem Respirationstrakt
assoziiert sind, bis zu 84,82%. Bei 11,11% (25/225) der Tiere ist es moglich, zwei

bis drei unterschiedliche Serotypen pro Tier festzustellen. Es besteht ein
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signifikanter Zusammenhang zwischen dem Nachweis einer Monoinfektion mit
den Serotypen 1, 2, 4, 5, oder 13 und dem Auftreten von Pneumonien. Der
pathomorphologische Befund ,,Bauchhoéhlenerguss™ ist mit einer Infektion mit
Serotyp 4 signifikant assoziiert, wahrend der pathomorphologische Befund
,Perikarditis mit einer Infektion mit Serotyp 11 signifikant assoziiert ist.
Auffallig war, dass der als hochvirulent geltende Serotyp 14 nur aus dem
Bronchusepithel und der Lunge isoliert wird, wahrend der eher als mild-virulent
geltende Serotyp 8 ausschliellich aus Perikard und Gelenken isoliert wird.

Die vorliegende Studie kommt zu dem Schluss, dass in Deutschland alle
Serotypen von H. parasuis auftreten. Haemophilus parasuis ist bei
Aufzuchtferkeln und Saugferkel mit hohen Nachweisraten, vor allem aus den
respiratorisch-assoziierten Geweben, nachzuweisen. Schweine kénnen zeitgleich
von unterschiedlichen Serotypen infiziert sein. Des Weiteren lasst sich keine
eindeutige Assoziation zwischen Serotyp und Virulenz feststellen.
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VIlI. SUMMARY

The objective of the present study is to determine the prevalence of H. parasuis
sertotypes 1-15 in Germany. Furthermore, associations between the detected
serotypes, the type of the farm, age of the pigs, macroscopic pathological-

anatomical findings and site of isolation shall be evaluated.

For this purpose cases from 2010 to 2013 with the suspected diagnosis of
Glaesser’s disease and where bacteriological and molecular biological findings
confirmed the presence of H. parasuis in the animals are retrospectively analized.
Laboratory diagnostics including bacteriological, moleculaer biological
examination as well as serotyping using indirect haemagglutination test are
carried out in commercial labs accredited according to DIN Norm EN/IEC ISO
17025.

In total 225 animals are included in this study where 252 different H. parasuis
strains are isolated. The most prevalent serotypes in this study are Serotype 4
(15.87%, 40/252), 2 (13.49%, 34/252), 5 (12.30%, 31/252), 1 (11.11%, 28/252)
and 13 (11.11%, 28/252). 7.94% of all isolates could not be serotyped. Regarding
the age of the animals, this study showns that H. parasuis can be isolated with a
prevalence in weaned pigs (62.22%; 140/225) and suckling piglets (28.44%;
64/225) and in a less extend in finishing pigs (8,00%, 18/225). A correlation
between H. parasuis and the sex of the animal is not shown. The most prevalent
macroscopic lesions are pneumonia (86.66%, 175/225), arthritis (46,22%,
104/225) and serositis (40,44%, 91/225), a correlation between an infection with
H. parasuis and serositis is not shown. Regarding the location of isolation, the
highest rate of detection of Haemophilus parasuis is possible from tissue of the
respiratory-tract (84.82%). In 25 cases more than one serotype was present in the
animals. Serotypes 1, 2, 4, 5, or 13 are found to be associated with pneumonia,
whereas serotype 4 and serotype 11 are associated with ascites or pericarditis,
respectively. Surprisingly, serotype 14 which is classified as a serotype with high
virulence, is only isolated from bronchus epithelium, whereas serotype 8, which is

classified as either low virulent, is only isolated from the pericard and joints.

In conclusion this study showns that all Serotypes of Haemophilus parasuis can
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be isolated from German domestic pigs. H. parasuis is present with high
prevalence in weaned pigs and suckling piglets. Highest rates of detection are
possible from tissue of the respiratory tract. Only low numbers of pigs are infected
with more than one serotype. No association between serotypes and the virulence

can be made.
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