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l. EINLEITUNG

Das Porcine Circovirus Typ 2 (PCV2) gilt weltweit als ubiquitdr in der
Hausschweinepopulation — verbreitet und kann in allen Stufen der
Schweineproduktion nachgewiesen werden (SHIBATA et al., 2003; SEGALES et
al., 2005a). Mit einer PCV2-Infektion werden verschiedene Krankheitsbilder in
Verbindung gebracht, die als porcine circovirus diseases (PCVD)
zusammengefasst werden (SEGALES et al., 2005a). Dazu gehdren neben dem
postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) die PCV2 lung disease
(PCV2-LD), die PCV2 reproductive disease (PCV2-RD), die PCV2 enteric
disease (PCV2-ED) und subklinische Infektionen (PCV2-SlI). Das porcine
dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS) wird ebenfalls mit einer PCV2-
Infektion in Verbindung gebracht (SEGALES, 2012). Die Schwere des
Auspragungsgrads von PMWS hangt von der Menge vorhandener PCVV2-DNA ab.
BRUNBORG et al. (2004) definieren den Gehalt von 1,0x10° PCV2-
Genomkopien pro ml Serum als Richtwert, um Kklinische Anzeichen von PMWS

hervorzurufen.

Als sehr wirksame Methode zur Kontrolle von PCVD hat sich die Impfung gegen
PCV2 erwiesen (FACHINGER et al., 2008; KIXMOLLER et al., 2008; HAAKE
et al., 2014). Effekte einer Ferkelimpfung umfassen eine Reduktion der Anzahl
virdmischer Tiere, eine kirzere der Dauer der Viramie und signifikant niedrigere
Virdmien, im Vergleich zu den nicht geimpften Tieren (FACHINGER et al.,
2008; KIXMOLLER et al., 2008). Eine weitere Moglichkeit ist die passive
Immunisierung von Ferkeln durch die Aufnahme maternaler Antikdrper Gber das
Kolostrum geimpfter Sauen. Es kann eine verringerte Mortalitat und vergleichbare
Tageszunahmen der Mastschweine im Vergleich zu den geimpften Schweinen
erreicht werden (PEJSAK et al., 2010). Weitere Malinahmen zur Kontrolle von
PMWS werden unter anderem im ,,20-Punkte-Plan*“ von MADEC et al. (1999)
beschrieben. Diese Punkte beziehen sich hauptséchlich auf eine Optimierung der
Betriebshygiene bzw. des Betriebsmanagements, und sollen zusétzlich zur
Impfung die Prévalenz von PCVD gering halten. Eine Eradikation des Virus kann

jedoch auch durch Massenimpfung nicht erreicht werden (FENG et al., 2014).

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung soll Uberprift werden, welche

Einflussfaktoren die Chance auf das Vorkommen und den Auspréagungsgrad einer
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PCV2-Virdmie bei Mastschweinen erhdéhen bzw. erniedrigen und in welchem

Ausmaf.
Folgende Hypothesen sollten Uberprift werden:

1. Die aktive Immunisierung gegen PCV2 ist der passiven Immunisierung
gegen PCV2 hinsichtlich des Auftretens und der Héhe von PCV2-

Virdmien Uberlegen.

2. PCV2-Virdmien konnen in bestimmten Regionen vermehrt festgestellt
werden. Als Grinde hierfir werden vor allem die Tierdichte und der

Viehverkehr der entsprechenden Region gesehen.

3. Zusatzliche Schutzimpfungen Uben einen protektiven Effekt auf das
Vorkommen von PCV2-Virdmien aus, da sie Ko-Infektionen reduzieren,

die fur die Auspréagung von PCVD verantwortlich sind.
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1. LITERATURUBERSICHT
1. Atiologie
1.1. Porzine Circoviren

Das Porzine Circovirus (PCV) wird erstmals von TISCHER et al. (1974) als
papoa- und picornavirus-dhnlicher ~ Kontaminant in  porcinen PK/15
Nierenzelllinien beschrieben. TISCHER et al. (1982) zeigen, dass es sich bei dem
1974 beschriebenen Virus um ein unbehilltes Virus mit einem kovalent
geschlossenen zirkuldren einzelstrangigen DNA-Genom handelt. Aufgrund des
zirkuldren Genoms erhalt das Virus den Namen Circovirus und wird der Familie
der Circoviridae zugeordnet (LUKERT et al., 1995). PCV besitzt ein unbehulltes,
ikosahedral geformtes Kapsid mit einem Durchmesser von 20,5 Nanometern
(TISCHER et al., 1982; CROWTHER et al., 2003). Es ist mit einem Durchmesser
von 15 bis 25 Nanometern das kleinste Virus, das in der Lage ist sich autonom in
eukaryotischen Zellen zu vermehren (MANKERTZ, 2008). Das Virus besitzt elf
offene Leserahmen, sogenannte open reading frames (ORF) (HAMEL et al.,
1998). Im ORF1 sind Proteine verschlusselt, die fur die Replikation zustandig
sind (MANKERTZ et al., 1998). Das ORF2, stellt jene Sequenz dar, welches die
60 Kapsidproteine zu je 30 kDa des Virus verschlisselt (NAWAGITGUL et al.,
2000). Im Jahr 2005 stellen Liu et al. fest, dass ORF3 ein nichtessenzielles Protein
darstellt, es aber beim Apoptoseprozess des Virus eine Rolle spielt (LIU et al.,
2005). ORF4 scheint keine Rolle fur die Replikation zu spielen, ihm wird jedoch
eine Beteiligung fir die Unterdriickung der Apoptose zugewiesen (LIN et al.,
2016).

1.2. PCV2

ELLIS et al. (1998) weisen PCV in Lasionen von Schweinen, die das postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) aufweisen, mittels
Elektronenmikroskopie,  immunhistochemischen  Farbungen und in-situ
Hybridisierung (ISH) nach. Mit diesen Ergebnissen stellen sie erstmals einen
Zusammenhang von PMWS und PCV her (ELLIS et al., 1998). ALLAN et al.
(1998) beschreiben, dass bei nordamerikanischen und européischen PCV-Isolaten,

die bei Tieren mit PMWS nachgewiesen werden, ein antigenetischer Unterschied
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zu den von TISCHER et al. (1974) in den Nierenzelllinien nachgewiesenen
Isolaten vorhanden ist. Weniger als 80% der Nukleotidsequenz stimmen mit dem
in den PK/15 Nierenzelllinien detektierten Isolaten tberein. Daraus schliel3en sie,
dass es sich um einen anderen, pathogenen PCV-Typ handelt (ALLAN et al.,
1998; MEEHAN et al., 1998). Dieses neue Isolat wird daraufhin als Porzines
Circovirus Typ 2 (PCV2) bezeichnet und das in der PK/15 Zellkultur gefundene
Isolat wird als PCV1 bezeichnet (ALLAN et al., 1998, MEEHAN et al., 1998).
Bereits 1986 wird durch eine experimentelle Infektion gezeigt, dass PCV1 fir
Schweine apathogen ist (TISCHER et al., 1986). Die Prévalenz von PCV1 in der
Hausschweinepopulation wird in verschiedenen Studien, in denen Gewebe und
Seren von Schweinen mittels PCR und ISH untersucht werden, als gering gesehen
(HAMEL et al., 2000; CALSAMIGLIA et al., 2002).

Ab dem Jahr 2004, werden in der kanadischen Hausschweinepopulation schwere
Verlaufe von PMWS mit deutlichen PCV2-assoziierten histopathologischen
Veranderungen beobachtet (GAGNON et al., 2007). Mittels PCR wird bei 13
Tieren, die klinisch PMWS aufwiesen und verstarben, PCV2-Genom
nachgewiesen (GAGNON et al.,, 2007). Bei der darauffolgenden
Vollgenomsequenzierung wird ein bis dato noch nicht beschriebener PCV2-
Genotyp detektiert. Dieser Genotyp wird daraufhin als PCV2b bezeichnet,
wahrend der bereits bekannte Genotyp als PCV2a bezeichnet wird (GAGNON et
al., 2007).

Inzwischen wird eine Unterteilung in vier PCV2-Genotypen vorgenommen:
PCV2a, PCV2b und PCV2c und PCV2d (SEGALES et al., 2008; FRANZO et al.,
2015a). Wahrend PCV2c in Europa bislang nur in einer retrospektiven
Untersuchung nachgewiesen wird (DUPONT et al., 2008), konnten FRANZO et
al. (2015b) diesen Genotypen auch in der brasilianischen Wildschweinpopulation

nachweisen.

Der Genotyp PCV2d wird erstmalig in einer retrospektiven Untersuchung von
GUO et al. (2010) in China nachgewiesen. In den USA wird 2012 ein genetisch
zu 99,9% homologes PCV2-Isolat bei routinemaRig geimpften Schweinen, an
PCVD erkrankten Schweinen nachgewiesen (OPRIESSNIG et al., 2013). Und
auch in deutschen Bestdnden kann PCV2d nachgewiesen werden (EDDICKS et
al., 2015; REINER et al., 2015). XIAO et al. (2015) sequenzieren Isolate aus den
Jahren 2012 und 2013 und kénnen in 37% den Genotyp PCV2d nachweisen, was
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sie auf eine Verschiebung der Prévalenz der Genotypen von PCV2b hin zu PCVd

schlieRen lasst.

2. Vorkommen von PCV2

JACOBSEN et al. (2009) untersuchen retrospektiv das Vorkommen von PCV2 in
der norddeutschen  Hauschweinepopulation. Dazu werden archivierte
Gewebeproben der Jahre 1961 bis 1998, unter Beruicksichtigung von Kriterien wie
das Gewicht und das Alter der Tiere, sowie histopathologische Verénderungen,
die auf eine Infektion mit PCV2 hindeuten, untersucht. Der erste PCV2-Nachweis
gelingt aus Proben aus dem Jahr 1962. Es zeigt sich, dass die Inzidenz von PCV2
in den Jahren 1961 bis 1984 gering ist (0-11,7%) und in den Jahren 1985 bis 1998
signifikant ansteigt (14,3-53,3%). Diese Ergebnisse reprasentieren somit den
weltweit frihesten Nachweis von PCV2-Genom in der Hausschweinepopulation
(JACOBSEN et al., 2009). Gleichzeitig wird festgestellt, dass das Vorkommen
von PCV2 nicht notwendigerweise mit histopathologischen Veranderungen einer
PCVD einhergeht, da erste histopathologische Veranderungen durch eine PCV2-
Infektion erst ab 1985 festgestellt werden (JACOBSEN et al., 2009).

Auch in anderen Landern wird gezeigt, dass PCV2 schon langer in der
Hausschweinepopulation verbreitet ist. Eine retrospektive Untersuchung von
Seren nordirischer Schweine aus den Jahren 1973 bis 1999 ergab eine
Seropravalenz von 55% bis 100% (WALKER et al., 2000). Ahnliche Ergebnisse
werden aus der Schweiz berichtet (STAEBLER et al., 2005). Bei Paraffin-
fixierten Gewebeproben von Schweinen kann mittels Immunhistochemie (IHC)
retrospektiv bei Proben aus dem Jahr 1986 PCV2-DNA nachgewiesen werden
(STAEBLER et al., 2005). In einer Veroffentlichung, in der archivierte Proben
von spanischen Mastschweinen mittels ISH analysiert werden, wird dargestellt,
dass auch in Spanien bereits in den Jahren 1985 bis 1997 PCV2 nachgewiesen
werden kann (RODRIGUEZ-ARRIOJA et al., 2003).

In Kanada wird 1991 erstmalig PMWS als sporadisch vorkommende Erkrankung,
mit den klinischen Anzeichen Kiimmern und lkterus bei Tieren im Alter von fiinf
bis 12 Wochen beschrieben (HARDING, 1996; HARDING & CLARK, 1997).
Das sporadische Auftreten des Erkrankungsbildes PMWS wandelt sich in einem
Zeitraum von funf Jahren zu einem h&ufig beschriebenen Kklinischen Bild
(SEGALES & DOMINGO, 2002). Aber auch andere Erkrankungsbilder, wie
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Reproduktionsstorungen (WEST et al., 1999; O'CONNOR et al., 2001) oder
respiratorische Erkrankungen (HARMS et al., 2002) werden bald mit PCV2 in
Verbindung gebracht. PCV2 gilt inzwischen als ubiquitdr in der
Hausschweinepopulation verbreitet (SEGALES et al., 2005a).

3. PCV2-assoziierte Krankheitsbilder

Die durch PCV2 hervorgerufenen Krankheitsbilder werden unter porcine
circovirus diseases (PCVD) (SEGALES et al., 2005a) zusammengefasst.
SEGALES (2012) teilt die Krankheitsbilder wie folgt ein, PCV2 subclinical
infection (PCV2-Sl), PCV2 systemic disease (PCV2-SD), PCV2 lung disease
(PCV2-LD), PCV2 enteric disease (PCV2-ED) und PCV2 reproductive disease
(PCV2-RD). Das porcine dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS) wird
auch weiterhin so betitelt, da hier die Atiologie nicht abschlieBend geklart ist
(SEGALES, 2012).

3.1. PCV2 subclinical infection

Obwohl PCV2 in der Hausschweinepopulation ubiquitdr wvorhanden ist
(SEGALES et al., 2005a), liegt die Pravalenz von PCVD viel niedriger, weshalb
davon ausgegangen wird, dass die meisten Infektionen mit PCV2 subklinisch
verlaufen (SEGALES, 2012). Den héufig subklinischen Verlauf einer PCV2-
Infektion belegt auch eine Studie von JACOBSEN et al. (2009), da der erste
Nachweis von PCV2 weit vor dem ersten Auftreten von klinischen Anzeichen
einer mit PCV2-assoziierten Erkrankung erfolgt. Um eine PCV2-SI
nachzuweisen, konnen labordiagnostische Methoden verwendet werden. Der
Nachweis von spezifischen Antikdrpern gegen PCV2, oder der Nachweis von
PCV2-Genom im Serum der Tiere gelingen auch bei Tieren mit einer PCV2-
subclinical infection (PCV2-Sl) (SEGALES, 2012). Einzig verminderte
Tageszunahmen konnen bei einer PCV2-SI vereinzelt festgestellt werden
(SEGALES, 2012).

3.2. PCV2 systemic disease

Das Erkrankungsbild der PCV2 systemic disease (PCV2-SD) ist auch unter der
Bezeichnung postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) bekannt
(SEGALES, 2012). PMWS wird erstmals 1991 in Kanada beobachtet (HARDING
& CLARK, 1997) und bald danach auch in Europa beschrieben (ALLAN et al.,



I1. Literaturlibersicht 7

1998). Das klinische Bild tritt vorwiegend bei Schweinen in der Vormast (90%)
auf, gefolgt von Absetzferkeln (62%) und Tieren in der spéteren Mastperiode
(39%) (HARDING et al., 1998). Die Morbiditat in betroffenen Bestdnden liegt
zwischen 4% und 30% (SEGALES & DOMINGO, 2002), die Letalitat wird bei
akuten Ausbriichen mit bis zu 10% beschrieben, in endemisch infizierten
Betrieben wird die Letalitat allerdings als gering eingestuft (HARDING &
CLARK, 1997). PMWS in Verbindung mit Ko-Infektionen erhoht die Mortalitat
von 1-2% auf 10-25% (CHAE, 2004). Das Kklinisch am h&ufigsten zu
beobachtende Bild setzt sich aus Kiimmern, Dyspnoe, Blésse, einem struppigen
Haarkleid und Diarrhoe zusammen (HARDING et al., 1998). Pathologisch fallt
haufig eine VergroRerung der Lymphknoten auf, aber auch eine nicht kollabierte
Lunge, Magenulcera und eine pulmonale Konsolidierung sind festzustellen
(CORREA et al., 2006). Histopathologisch kdnnen eine Lymphozytendepletion,
Odeme mit Strukturverlust und lymphohistiozytare Infiltrate verschiedenen
Ausmalies beobachtet werden (CORREA et al., 2006).

3.3. PCV2 lung disease

Zur PCV2 lung disease (PCV2-LD) werden der porcine respiratory disease
complex (PRDC) und die proliferative and necrotizing pneumonia (PNP) gezéhlt
(SEGALES, 2012).

Bei der PCV2-LD sind klinische Anzeichen wie Atemnot und respiratorische
Stoérungen charakteristisch (HARMS et al., 2002). Histologisch kann eine
bronchointerstitielle Pneumonie mit peribronchialer und peribronchiolérer Fibrose
des Lungengewebes nachgewiesen werden (KIM et al., 2003). Diese
histopathologischen Befunde der Lunge und auch des Lymphgewebes sind
entscheidend fir die Diagnose der PCV2-LD (SEGALES, 2012). Ko-Infektionen
mit bakteriellen Erregern werden ebenfalls hdufig nachgewiesen (KIM et al.,
2003). Die in den veranderten Lungen von PCV2-infizierten Tieren am h&ufigsten
isolierten Erreger sind, Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae),
Myocoplasma hyorhinis (M. hyorhinis) und Pasteurella multocida (CHOI et al.,
2003; HANSEN et al., 2010). Beim Erkrankungstyp PNP werden in den Lungen
der mit PCV2-infizierten Tiere, vaskuldre Ldsionen, perivaskuldre und
intramurale Odeme, fibrinoide Nekrosen sowie Thromben nachgewiesen
(SZEREDI & SZENTIRMAI, 2008). Dadurch wird auf eine Schlisselrolle von
PCV2 bei PNP geschlossen (SZEREDI & SZENTIRMALI, 2008).
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3.4. PCV?2 enteric disease

Tiere mit PCV2 enteric disease (PCV2-ED) mit einem Alter zwischen 40 und 70
Tagen leiden an einem antibiotikaresistentem Durchfall, der sich zu Beginn
gelblich und im weiteren Verlauf schwarz darstellt und mit verminderten
Tageszunahmen einhergeht (CHAE, 2005). Das klinische Bild der PCV2-ED
ahnelt dem von Lawsonia intracellularis (L. intracellularis) ausgeldsten porzinen
proliferativen Enteropahtie (PPE), was JENSEN et al. (2006) zu dem Schluss
kommen l&sst, die PCV2-ED bei 2-4 Monate alten Tieren mit Verdacht auf L.
intracellularis differentialdiagnostisch in Betracht zu ziehen. Histopathologisch
kann eine Lymphozytendepletion mit granulomatdser Entziindung in den
Peyerschen Platten festgestellt werden (KIM et al., 2004). In einer Studie von
BARO et al. (2015) werden Saugferkel und Absetzer mit intestinalen Stérungen
und einer PCV2-Infektion untersucht. Die am héufigsten auftretenden Lé&sionen
stellen katarrhalische Enteritiden, gefolgt von fibrindsen Ldasionen und
granulomattésen Entziindungen dar (BARO et al., 2015). Die Detektion von
PCV2-DNA ist in moderaten bis hohen Mengen in der Mukosa des Intestinums,
sowie in den Peyerschen Platten moglich (OPRIESSNIG et al., 2007).

3.5. PCV2 reproductive disease

Eine intrauterine Ubertragung von PCV2 ist maglich (RITZMANN et al., 2005;
HA et al., 2008; DVORAK et al., 2013). Klinischen Falle von PCV2-RD treten
meist in neu geschaffenen Populationen oder Jungsauen-Herden auf, wodurch
eine niedrige Prévalenz von PCV2-RD entstent (PENSAERT et al., 2004;
OPRIESSNIG et al., 2007; TOGASHI et al., 2011). Klinisch zeigt sich bei PCV2-
RD eine hohe Anzahl an Mumifizierungen, Totgeburten und eine hohe neonatale
Sterblichkeitsrate (JOHNSON et al., 2002). Bei den infizierten Ferkeln kann eine
Menge von mehr als 1,0x10” Genomkopien pro 500ng PCV2-DNA im Myokard,
der Leber und der Milz festgestellt werden (BRUNBORG et al., 2007). Die
Autoren schlieBen daher auf das Myokard als Zielorgan von PCV2 bei Feten
(BRUNBORG et al., 2007).

3.6. Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome (PDNS)
WELLENBERG et al. (2004b) zeigen, dass PDNS mit PCV2 assoziiert ist und als
Priméragens gesehen werden kann. Die markantesten klinischen Anzeichen fiir

PDNS sind multifokale, manchmal konfluierende Hautl&sionen, begleitet von
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Hé&morrhagien und multifokalen Nekrosen, die im weiteren Verlauf teilweise
vernarben (DROLET et al., 1999; WELLENBERG et al., 2004b). Diese Narben
sind vor allem abdominal, an den Hinter-, sowie Vordergliedmalien und an den
Ohren charakteristisch fur PDNS (WELLENBERG et al., 2004b).
Histopathologisch sind eine Vaskulitis in den dermalen und subdermalen
BlutgefaRen, eine lymphohistiozytare Vaskulitis in der Lunge (THIBAULT et al.,
1998), sowie renale L&sionen, die sich als Glomerulonephritiden mit fibringsen
Ablagerungen zeigen, typisch (WELLENBERG et al., 2004b). In den Nieren der
Tiere sind multiple, fokale Blutungen von 2 bis 4 mm Groél3e festzustellen und die
Nierenrinde stellt sich blass dar (CHOI & CHAE, 2001). AuBerdem zeigt sich
eine akute nekrotisierende Glomerulonephritis sowie multifokale Synechien
zwischen Bowman Kapsel und dem Glomerulum (MAJZOUB et al., 2005).

4, Diagnostik

Das klinische Bild allein ist keinesfalls ausreichend zur Diagnostik von PCVD
(ALLAN & ELLIS, 2000). Um die Diagnose PMWS zu stellen missen drei
Kriterien in einem Schwein erfullt sein. Klinische Anzeichen von PCVD,
histopathologische Lésionen in den lymphatischen Geweben und intral&sionaler
Nachweis von PCV2-DNA (ALLAN & ELLIS, 2000; SORDEN, 2000;
SEGALES & DOMINGO, 2002). Fir die Herdendiagnostik einer PCV2-Infektion
sind zwei Punkte essentiell. Zum einen ein signifikanter Anstieg der Mortalitat
von Absetzferkeln in Verbindung mit klinischen Anzeichen, die eine PCVD
vermuten lassen, zum anderen die Diagnose von PCV2-SD in mindestens einem
von drei bis funf sezierten Schweinen (SEGALES, 2012). Beide Punkte missen
zeitgleich erfillt werden. Zu beachten ist, dass unterschiedlich stark ausgepréagte
pathologische Veranderungen sowie PCV2-Virusmengen in den unterschiedlichen
Organen gefunden werden konnen, weshalb mehrere Organe untersucht werden
sollten (WELTI et al., 2012). Der Nachweis von Antikorpern gegen PCV2 allein
hat keine diagnostische Aussagekraft beziglich eines PMWS-Ausbruchs
(SEGALES, 2012), da PCV2 ubiquitar verbreitet ist und eine Serokonversion
sowohl in mit PMWS betroffenen, als auch PMWS freien Herden festgestellt
werden kann (LAROCHELLE et al., 2003). Auch fir GRAU-ROMA et al. (2009)
ist eine histopathologische Untersuchung in Kombination mit dem Nachweis von
PCV2-DNA unerlasslich fur die Diagnose von PMWS. Ein Nachweis von PCV2-
DNA mittels gPCR sowie IHC wird empfohlen (SEGALES, 2012).
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4.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction — PCR) stellt eine
geeignete Methode zur Detektion von PCV2-Genomkopien dar (HAMEL et al.,
2000). Die verwendeten Primer basieren auf den DNA-Sequenzen, die in den
PCV2-Genomen vorhanden sind (HAMEL et al., 2000). Zum Nachweis von
PCV2-DNA mittels PCR eignet sich Material aus Geweben wie der Lunge, den
Mesenteriallymphknoten, den Tonsillen (HAMEL et al., 2000) oder das Serum
der Tiere (CALSAMIGLIA et al., 2002). Als sensitivste Nachweismethode wird
eine PCR aus den oberflachlichen Inguinallymphknoten beschrieben, wobei
Serumproben als geeigneter fur epidemiologische Studien gesehen werden, da sie
von lebenden Tieren gewonnen werden konnen (CALSAMIGLIA et al., 2002).
GRAU-ROMA et al. (2009) kommen beim Vergleich von Serumproben,
Nasentupfern und Rektaltupfern zu vergleichbaren Ergebnissen, beziglich der
jeweils detektierten Menge an PCV2-Genomkopien in der gPCR. Mittels TagMan
PCR werden Tupferproben von Schweinen, die klinische Anzeichen von PMWS
zeigen analysiert (SEGALES et al., 2005b). Die Ergebnisse weisen die hdchste
Anzahl von PCV2-Genomkopien in Tracheobronchial-Tupfern auf. Aber auch in
Serum, Tonsillar-, Nasal-, Fakal- und Harntupferproben kann PCV2-DNA
nachgewiesen werden (SEGALES et al., 2005b). BRUNBORG et al. (2004)
zeigen, dass die quantitative PCR einen geeigneten Indikator darstellt, um
festzustellen, ob eine PCV2-Infektion klinische Relevanz aufweist. Die Forscher
weisen eine Korrelation zwischen den PCV2-Genomkopien/ml Serum und der
Stérke der L&sionen nach. Bei keinem der klinisch unauffalligen Tiere kann eine
Virusmenge von mehr als 1,0x10° Genomkopien pro ml Serum nachgewiesen
werden, wahrend alle Tiere, die klinisch PMWS zeigen, ein Gehalt von
mindestens 1,0x10” Genomkopien pro ml Serum aufweisen (BRUNBORG et al.,
2004). Die Virusmenge kann auch laut BAUMGARTNER et al. (2012) bei
klinisch gesunden Tieren bis zu einem Wert von 1,0x10® Genomkopien/ml Serum
reichen. Als durchschnittlichen Wert, von an PMWS erkrankten Tieren werden
1,8x10% PCV2-Genomkopien/ml Serum beschrieben (BAUMGARTNER et al.,
2012). Die Autoren stellen damit ebenfalls signifikant hdhere DNA-Menge fest,
als bei klinisch gesunden Tieren. OLVERA et al. (2004) kdnnen zusétzlich einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem, mittels PCR gemessenen PCV2-
DNA Gehalt im Serum und dem Schweregrad histologisch festgestellter PMWS-
Lasionen feststellen. Bei Tieren mit schwerwiegenden Lasionen liegt der Gehalt
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an PCV2-DNA bei 3,9x10° bis 1,8x10%? Genomkopien pro ml Serum und bei
Tieren, die moderate Lasionen aufweisen kénnen Werte von 2x10° bis 9,8x10°
PCV2-Genomkopien pro ml Serum detektiert werden. In den Serumproben von
Tieren mit milden PMWS-Lasionen liegen die Genomkopien pro ml bei 2,0x103
bis 8,1x10” (OLVERA et al., 2004).

Im Gegensatz dazu steht die qualitative PCR. Die Aussage uber das
Vorhandensein von PCV2-Genomkopien stellt keine geeignete Methode zum
Nachweis einer PCVD dar (MCNEILLY et al., 2002). Der Grund hierfir ist in
dem ubiqutdren Charakter von PCV2 und den h&ufig subklinischen Infektionen zu
sehen (SEGALES et al., 2005a).

4.2. Antikorper-ELISA

Durch das ubiquitaire Vorkommen von PCV2 in allen Altersstufen der
Hausschweinepopulation (SEGALES & DOMINGO, 2002), koénnen auch bei
Klinisch  gesunden  Tieren  PCV2-Antikdrper  nachgewiesen  werden
(RODRIGUEZ-ARRIOJA et al., 2003), deshalb ist der qualitative Nachweis von
Antikdrpern gegen PCV?2 allein nicht aussagekréftig, um die Diagnose PMWS zu
stellen (SEGALES, 2012). Mit dem Ingezim PCV 1gG® and Ingezim IgM®-
ELISA gelingt es, spezifische Immunglobuline, IgG und IgM, die gegen PCV2
gerichtet sind, nachzuweisen (SEGALES, 2005). Mit Hilfe dieses Verfahrens lasst
sich der Infektionszeitpunkt genauer bestimmen. Ist der IgM-Wert hoher als der
der IgG, handelt es sich um eine aktive Infektion. Bei 1gG-Werten hoher als IgM,
liegt die Infektion ein bis zwei Monate zuriick. Kann nur IgG und kein IgM
gefunden werden, handelt es sich um eine alte Infektion und wird weder IgG noch
IgM nachgewiesen liegt keine Infektion vor (Gebrauchsanleitung des Ingezim

PCV IgG® and Ingezim IgM®, Ingenasa).

4.3. Weitere Verfahren

Zusétzliche Methoden, die sich eignen, um auch fixierte Gewebeproben auf PCV2
zu untersuchen, stellen unter anderem die In-situ-Hybridisierung (ISH)
(CALSAMIGLIA et al, 2002) und die Immunhistochemie (IHC) dar
(MCNEILLY et al., 1999). Mit der ISH ist es mdglich PCV2-DNA in formalin-
fixierten Geweben nachzuweisen (MCNEILLY et al., 1999). Diese Methode
ermoglicht zudem den gleichzeitigen Nachweis von PCV2-DNA und die

Betrachtung, der durch PCV2 verursachten histopathologischen Verdnderungen
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(ALLAN et al., 1998). Bei der IHC wird das PCV2-Antigen mit Hilfe von
markierten Serumantikorpern detektiert (MCNEILLY et al., 1999). Bei einem
Vergleich von in Formalin fixierten Proben mittels ISH mit IHC, erweist sich die
IHC als sensitivere Methode (MCNEILLY et al., 1999). Dies fiihren die Autoren
auf den maoglichen Abbau der Nukleinsduren des Virus in Folge der Fixierung
zuriick. Unter anderem zeigen ALLAN et al. (1989) eine hohe Sensitivitat der ISH
auf, was MCNEILLY et al. (1999) dazu veranlasste ihre Ergebnisse kritisch zu
bewerten. Auch die Elektronenmikroskopie eignet sich als Nachweismethode von
PCV2 (STEVENSON et al., 1999). Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie lassen
sich  intrazytoplasmatische und in  manchen  Zellen intranukleére
Einschlusskorperchen in persistent infizierten PK-15 Nierenzelllinien nachweisen
(STEVENSON et al., 1999).

5. Ubertragungswege von PCV2

Der direkte Kontakt zu PCV2-infizierten Tieren und der Kontakt zu Se- und
Exkreten PCV2-infizierter Tiere gilt als wichtiger Faktor fiir die Ubertragung von
PCV2 (MADEC et al., 2008; DUPONT et al., 2009). DUPONT et al. (2009)
zeigen in einer experimentellen Studie, dass sich Tiere besonders leicht infizieren,
wenn PCV2-infizierte Tiere gemeinsam mit nicht infizierten Tieren in einer Bucht
aufgestallt sind. Es gelingt ihnen auflerdem zu zeigen, dass Tiere, die
ausschlief3lich naso-nasalen Kontakt haben sich gegenseitig infizieren (DUPONT
et al., 2009). Die Ausscheidung von PCV?2 erfolgt iber verschiedenste Se- und
Exkrete. BOLIN et al. (2001) weisen PCV2-DNA in Nasen-, Kot- oder
Tonsillentupfern, sowie im Urin, im Serum und aus Flissigkeit
bronchioalveoldrer Lavage nach. Der Kot infizierter Tiere enthélt ebenfalls
infektioses Material (PATTERSON et al., 2011).

WEST et al. (1999) kdnnen bei einigen abortierten, mumifizierten Ferkeln einen
Zusammenhang zwischen einer PCV2-Infektion und dem Tod der Ferkel
nachweisen. Bei den Ferkeln, bei denen eine Myokarditis festgestellt wird, kann
PCV2-DNA nachgewiesen werden. Nachdem andere Aborterreger ausgeschlossen
worden sind, wird ein direkter Zusammenhang zwischen dem Abort der Ferkel
und einer PCV2-Infektion angenommen (WEST et al., 1999). In einem
Infektionsversuch von PARK et al. (2005) werden Sauen drei Wochen ante
partum intranasal mit PCV2 infiziert. Die Untersuchung der Ferkel zeigt, dass in
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der Milz, Lunge und Lymphknoten PCV2-DNA nachweisbar ist, was die Autoren
als Beleg fir eine transplazentare Ubertragung sehen. MADSON et al. (2009)
untersuchen einen moglichen vertikalen Ubertragungsweg, indem sie PCV2-naive
Sauen mit kontaminierten Sperma befruchten. Die Ergebnisse der Untersuchung
zeigen, dass eine diaplazentare Ubertragung auf die Feten moglich ist (MADSON
et al., 2009). Die PCV2-Infektion tritt sehr friih auf, vor allem intrauterin wéhrend
der fetalen Entwicklung, oder wéhrend bzw. kurz nach der Geburt (DVORAK et
al., 2013). Laut DVORAK et al. (2013) sollte das Risiko einer vertikalen
Ubertragung von PCV2 nicht unterschatzt werden. Im Gegensatz dazu ist der
vertikale Ubertragungsweg fir HARDING (2004) nicht der primare
Ubertragungsweg fur PCV2, da in deren  Untersuchungen von
Fortpflanzungsorganen weder PCV1 oder PCV2 Antigen noch PCV2-DNA

mittels PCR nachgewiesen werden konnen.

6. Risikofaktoren fir eine PCV2-Infektion

Zahlreiche Umweltfaktoren werden als Risikofaktoren flir das Auftreten von
PMWS gesehen (MADEC et al., 2000). Die Relevanz einer guten Betriebshygiene
wird durch diverse Studien bestétigt. So wird gezeigt, dass die Tierdichte einer
Region, gemischte Herkiinfte der Tiere (RITZMANN et al., 2002), haufiges
Wechseln der Herkunftsbetriebe, Ko-Infektionen (ROSE et al., 2003) und das
allgemeine Hygienemanagement (MADEC et al., 2000; ROSE et al., 2003) die
Wahrscheinlichkeit einer Infektion mit PCV2, bzw. eines PMWS-Ausbruchs

erhohen.

Der Einfluss des Standorts des Bestands auf die Wahrscheinlichkeit einer PCV2-
Infektion wird hauptsachlich mit der Tierdichte der jeweiligen Region, bzw. den
Tiertransporten in Verbindung gebracht. Untersuchungen auf die Prévalenz von
PCV2-Infektionen in bayerischen Bestanden in den Jahren 1999 bis 2001 zeigen
regionale Unterschiede auf (RITZMANN et al., 2002). In 53% der in die Studie
eingeschlossenen Betriebe ist mindestens ein Schwein PCV2-DNA positiv und
insgesamt wird bei 40% der Tiere eine PCV2-Infektion nachgewiesen
(RITZMANN et al., 2002). Die Autoren zeigen durch den Vergleich der Standorte
der Tiere, dass in Niederbayern mehr PCV2-infizierte Tiere gefunden werden
konnen, als in den anderen Regierungsbezirken. Niederbayern reprasentiert auf
bayerischer Ebene die Region mit der hochsten Tierdichte (RITZMANN et al.,
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2002). In britischen Bestanden, die weniger als finf Meilen von einem anderen
schweinehaltenden Bestand entfernt sind, wird in den Jahren 2001 bis 2003 bei
32% der untersuchten Tiere eine PCV2-Infektion nachgewiesen (WOODBINE et
al., 2007). Im Vergleich dazu sind nur 6% der beprobten Tiere PCV2-positiv,
wenn der nachste Bestand mindestens funf Meilen entfernt ist (WOODBINE et
al., 2007).

Das klinische Bild einer PCV2-Infektion, in Form von PMWS, kann in mehreren
Studien mit Ko-Infektionen in Zusammenhang gebracht werden (WELLENBERG
et al., 2004a; KAWASHIMA et al., 2007). WELLENBERG et al. (2004a)
untersuchen das gemeinsame Auftreten von PMWS und einer Infektion mit
PRRSV. Dabei weisen sie in 90% der Tiere mit PMWS Antikorper gegen PRRSV
und/oder PRRS-RNA nach, und nur bei 45% der Tiere ohnne PMWS. Eine erhohte
Anzahl an PCV2-DNA kann auch im Zusammenhang mit einer
M. hyopneumoniae-Infektion festgestellt werden (OPRIESSNIG et al., 2004).
Schweine, die experimentell gleichzeitig mit M. hyopneumoniae und PCV2
infiziert werden, weisen hdaufiger klinische Anzeichen von PCVD und hohe
Mengen an PCV2-DNA in den PCV2-assoziierten Lé&sionen auf, als Tiere, die
jeweils nur einem Pathogen ausgesetzt werden. Die Anzahl der Tiere mit
klinischem Bild einer PCVD, sowie einer hohen Menge an intral&sionaler PCV2-
DNA ist bei den doppelt infizierten Tieren signifikant hoher, als bei den Tieren,
die jeweils nur mit einem Erreger — PCV2 oder M. hyopneumoniae — infiziert
werden (OPRIESSNIG et al., 2004).

Ein Einfluss der Bestandsgrofie und dem Auftreten von PMWS stellen LOPEZ-
SORIA et al. (2005) fest. In ihrer Untersuchung konnen sie feststellen, dass bei
einer Anzahl von bis zu 250 Sauen pro Betrieb der prozentuale Anteil an Tieren
mit PMWS bei 31% liegt. Bei Betrieben mit ber 500 Sauen sind 56% der
Betirebe von PMWS betroffen und bei Betrieben, die zwischen 251 und 500
Sauen aufstallen liegt der Anteil der Tiere mit PMWS bei 13% (LOPEZ-SORIA
et al., 2005). Auch die Grol3e der Abteile selbst, und somit die Tierzahl pro Abteil
hat einen Einfluss auf die Préavalenz eines PMWS-Ausbruchs (ROSE et al., 2003).
BAUMGARTNER et al. (2012) konnen in Schweizer Bestdnden eine
Uberbelegung der Buchten und groRe GruppengroRen als Risikofaktoren eines
PMWS-Ausbruchs belegen. Bezuglich des Hygienemanagement gilt bei PCV2

zusatzlich zu beachten, dass PCV2 eine hohe Widerstandsfahigkeit gegenuber
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Hitze und Desinfektionsmitteln besitzt (O'DEA et al., 2008; DVORAK et al.,
2013).

Neben der Impfung, stellt der ,,20-Punkte-Plan*“ von MADEC et al. (1999) durch
Optimierungsmaoglichkeiten der allgemeinen Betriebshygiene, eine geeignete
KontrollmaRnahme zur Reduktion von PCV2-Infektionen dar. Die Bereiche auf
denen der Fokus liegen soll ist demnach eine Reduktion des direkten Tierkontakts,
eine Verbesserung der Hygiene- und Managementmalnahmen, eine Reduktion
von Stressfaktoren, eine angemessene Fltterung der Tiere und eine Kontrolle der

Ko-Infektionen.

7. Vakzination gegen PCV2

Als sehr wirksame Methode zur Kontrolle von PCVD hat sich die Impfung gegen
PCV2 erwiesen (FACHINGER et al., 2008; KIXMOLLER et al., 2008; HAAKE
et al., 2014). Man unterscheidet die Mdglichkeit der aktiven Immunisierung der
Ferkel gegen PCV2 von der passiven Immunisierung der Ferkel. Die aktive
Immunisierung  wird mittels Ferkelimpfung erreicht und die passive
Immunisierung der Ferkel erfolgt durch die Aufnahme maternaler Antikorper tiber
das Kolostrum geimpfter Sauen (OPRIESSNIG et al., 2010). In verschiedenen
Studien unter Labor- sowie Praxisbedingungen wird die Wirksamkeit der aktiven

Immunisierung von Ferkeln gegen PCV2 beschrieben.

Durch die aktive Immunisierung der Ferkel ist es moglich, die Anzahl an PCVD-
erkrankten Tieren zu reduzieren. KIXMOLLER et al. (2008) kénnen zeigen, dass
bei aktiv immunisierten Ferkeln die Hohe der Viramie im Vergleich zu den
ungeimpften Kontrolltieren signifikant reduziert ist. In einem Betrieb mit PMWS-
Ausbriichen koénnen sie zeigen, dass die geimpften Tiere, gegenuber der
Kontrollgruppe ein um 70% geringere mittlere Menge an PCV2-DNA aufweisen
und die Dauer der Viramie verkirzt ist. Eine Reduktion der Mortalitdt um 53%,
sowie eine signifikante Verringerung der klinischen Symptome und ein
signifikant hoheres Korpergewicht zum Ende der Mast kdnnen ebenfalls mit der
Ferkelimpfung erreicht werden (KIXMOLLER et al., 2008). Untersuchungen von
FRAILE et al. (2012) zeigen, dass Uber die Dauer der gesamten Mastperiode
signifikant hohere Tageszunahmen bei PCV2-geimpften Tieren erzielt werden im

Vergleich zu den ungeimpften Tieren.

Das Prinzip der passiven Immunisierung der Ferkel beruht auf der Aufnahme
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maternaler Antikérper von Saugferkeln Uber das Kolostrum geimpfter
Muttersauen (OH et al., 2012). Durch die passive Immunisierung kann eine
Senkung des Infektionsdrucks erreicht werden, allerdings kommt es zu keiner
Eradikation des Virus (FENG et al., 2014). GERBER et al. (2011) stellen beim
Vergleich von Kolostrum infizierter, nicht gegen PCV2 geimpfter Sauen, mit dem
Kolostrum infizierter und gegen PCV2 geimpfter Sauen eine geringere
Ausscheidung von PCV2-DNA (ber das Kolostrum fest. Bei 71,4% der
ungeimpften Sauen kann PCV2-DNA im Kolostrum festgestellt werden, im
Vergleich dazu ist bei nur 35% der geimpften Sauen PCV2-DNA zu detektieren
(GERBER et al., 2011). Nachgewiesene Effekte der Muttersauenimpfung stellen
hohere Tageszunahmen und eine geringere Mortalitat der Ferkel dar. So
beschreiben KURMANN et al. (2011) bei Ferkeln von geimpften Sauen hohere
Tageszunahmen sowie eine Kklrzere Mastdauer im Vergleich zu denen von
ungeimpften Sauen stammenden Tieren. Die Mortalitdt von Absetzferkeln, die
von PCV2-geimpften Sauen stammen, ist im Vergleich zu den Ferkeln PCV2
ungeimpfter Sauen geringer (PEJSAK et al., 2010).

Alle derzeit kommerziell verfugbaren PCV2-Impfstoffe basieren auf dem
Genotyp PCV2a (OPRIESSNIG et al., 2007). Eine Kreuzprotektivitat der aktuell
verfigbaren PCV2a-Impfstoffe gegeniber dem Genotyp PCV2b wird mit Hilfe
einer experimentellen Studie bestatigt (OPRIESSNIG et al., 2008). Eine
Wirksamkeit der PCV2-Impfstoffe gegen den Genotyp PCV2d wird in
experimentellen Studien ebenfalls beschrieben (JEONG et al., 2015;
OPRIESSNIG et al., 2016).

Derzeit (Stand 2015) sind in Deutschland fiinf PCV2-Impfstoffe zugelassen,
welche aus Tabelle 1 entnommen werden konnen, dabei handelt es sich bei einem

Préparat um einen Kombi-Impfstoff mit M. hyopneumoniae.
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Tabelle 1: Aufstellung des Paul-Ehrlich-Institutes der in Deutschland
zugelassenen Impfstoffe gegen PCV2 (2015)

Name

Zulassungsinhaber

Anwendung

Circovac ®

Ingelvac CircoFLEX®
Porcilis® PCV
Porcilis® PCV M Hyo

Suvaxyn® PCV

Merial Frankreich
Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH
Intervet International BV

Intervet International BV

Zoetis Deutschland GmbH

Schweine ab einem Alter von
3 Wochen

Schweine ab einem Alter von
2 Wochen

Schweine ab einem Alter von
3 Tagen

Schweine ab einem Alter von
3 Wochen

Schweine ab einem Alter von
3 Wochen
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1. MATERIAL UND METHODEN

Die im Folgenden ausgewerteten Blutproben wurden zu diagnostischen Zwecken
in Mastbestanden gewonnen und im Rahmen der vorliegenden Untersuchung
retrospektiv. molekularbiologisch auf das Vorhandensein von PCV2-DNA
untersucht. Insgesamt konnten 1675 Blutproben aus 59 Mastbestdnden
ausgewertet werden. Der PCV2 Status der jeweiligen Bestdnde war nicht bekannt.
In der folgenden Auswertung wurden die Proben sowie die Bestande
unterschiedlichen Kategorien zugeteilt, um Risikofaktoren fiir das Auftreten von

PCV2 Viramien zu eruieren.

1. Auswahl der Blutproben

Insgesamt wurden die Blutproben von 59 Bestdnden zum Screening ausgewahlt.
Pro Bestand standen 20 (n=9) oder 30 Blutproben (n=50) zur Verfigung (Ngesamt=
1680). Alle Proben stammten von Schweinen, die zwischen 16 und 20 Wochen alt

und jeweils aus einem Mastdurchgang waren.

Anhand der Postleitzahl des Betriebsstandortes sowie der Ohrmarkennummern
der beprobten Schweine konnten die Proben nach dem jeweiligen Standort
unterschieden und den Regionen Nord-, Ost- und Suddeutschland zugeordnet
werden. Zusétzlich wurden mittels eines Fragebogens bestandsspezifische
Management- und Hygienefaktoren abgefragt, die in die folgende statistische
Auswertung mit einflossen. In Tabelle 2 sind alle fiir die folgende Auswertung

herangezogenen Faktoren dargestellt.

In Abbildung 1 ist die Zuteilung der Bestédnde zu den Standortregionen abgebildet.
Griin steht fiir die Bestdnde die zu Siddeutschland zéhlen, blau fiir die Bestande

in den norddeutschen und gelb fir die Bestande in den ostdeutschen Regionen.
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Tabelle 2: Ubersicht tiber die mittels Fragebogen erhobenen Faktoren

Kategorie

Definition

PCV2 Immunisierung

Aktive Immunisierung gegen PCV2
Passive Immunisierung gegen PCV2
Keine Impfung der Ferkel

Standort des Bestands

Suiddeutschland
Norddeutschland
Ostdeutschland

Weitere Schutzimpfungen
der Ferkel

M. hyopneumoniae
PRRSV
APP

Betriebsgroéfiie

0-999 Mastplatze
1000-1999 Mastplatze
2000-3999 Mastplatze
Ab 4000 Mastplatze

Betriebssystem

Geschlossenes System
Reine Mast

Belegungsverfahren

Kontinuierliche Belegung
Rein / Raus Abteilweise
Rein / Raus Stallweise
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Abbildung 1 Einteilung der beprobten Bestande nach Regionen, modifiziert
nach GRUPPE (2009)
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2. Probennahme

2.1. Blutentnahme

Fur die Blutentnahme wurden die Schweine mittels Oberkieferschlinge von einer
Hilfsperson kurzzeitig fixiert, um die Blutentnahme an der rechten Korperseite in
der Vena jugularis externa vorzunehmen. Die Blutproben wurden von den
jeweiligen bestandsbetreuenden Tierdrzten, oder von einer Hilfsperson der Klinik
fir Schweine, OberschleiRheim genommen.

Zur Blutentnahme wurden Serummonovetten (Primavette® V Serum 10 ml der
Firma Kabe Labortechnik, Nimbrecht-Elsenroth, Deutschland) verwendet. Die
Punktion der Vene erfolgte mittels sterilen Einmal-Kandlen mit der GroRe
1,20X100mm (SUPRA®, Erhardt-Séhne GmbH, Geislingen, Deutschland). Nach
der Entnahme wurden die Blutproben zwischen 2°C und 8°C gekihlt und
innerhalb von 24h im Labor der Klinik fiir Schweine der Ludwig-Maximilians-
Universitat in Munchen fur 10 min bei 1560 g (entspricht 3000 U/min)
zentrifugiert (Rotana 460R Zentrifuge, Andreas Hettich® GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland). 0,5ml des gewonnenen Serums wurden in 1,4ml PPN-
Tubes (MP32022, Micronic®, Lelystad, the Netherlands) abpipettiert und mittels
EVA capbands (MP227B1, Micronic®, Lelystad, the Netherlands) verschlossen
und durch das Band zu jeweils 8 Proben verbunden. Das restliche Serum wurde
auf 2 Kryor6hrchen mit je 1,5ml Fassungsvermodgen (Safe-Lock-Tubes,
Eppendorf®, Hamburg, Deutschland) verteilt. Alle R6hrchen bzw. Tubes wurden
vor Befullung mit der Bestands- und Probennummer mithilfe eines wasserfesten
Stiftes beschriftet. Jeder Bestand erhielt eine fortlaufende Nummer und jede Probe
erhielt innerhalb des Bestands eine fortlaufende Nummer. Die Proben wurden in
vorher beschrifteten Kryoboxen sortiert und bis zur weiteren Bearbeitung bei -
20°C tiefgefroren.

2.2. Molekularbiologische Untersuchung auf PCV2
Das von den Endmasttieren gewonnene Serum wurde mittels einer quantitativen
real time PCR (RT-PCR) im Swine R&D Biologicals der Firma MSD Animal

Health® in Boxmeer, Niederlande, untersucht.
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2.3. Quantitative PCR

Die Proben wurden gekihlt (zwischen 2°C und 4°C) versandt. In einem ersten
Schritt wurden jeweils 5 Seren bestandsweise gepoolt untersucht. Im Fall von
PCV2-positiven Poolproben wurden alle den Pool bildenden Proben einzeln
untersucht. Die Extraktion der DNA erfolgte aus 200 pl Serum mit Hilfe eines
handelsfertigen Extraktionskits (MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small
Volume Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim).

Der Nachweis von PCV2 erfolgte basierend auf einer bereits publizierten
quantitativen TagMan rt-PCR (BRUNBORG et al., 2004). Die PCR wurde in
einem 25ul Gesamtansatz mit einem CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System der Firma Bio-Rad (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen)
durchgefuhrt. Fur die Serumproben wurden 2,5ul des DNA-Eluats als Vorlage
verwendet. Zur Optimierung des Ablaufs wurden sechs unterschiedliche
Konzentrationen des rekombinanten pGEX-4T-3-ORF2  benutzt. Die

Konzentration lag bei 200nM jeden Primers, die in Tabelle 3 aufgelistet sind,
nx 12,5 ul 11Q™ Supermix (BioRad)

nx 7,5 ul Wasser fir Injektionszwecke

nx 0,5 pl 10 uM forward primer: F1

nx 0,5 pl 10 uM forward primer: F2

nx 0,5 pl 10 uM reverse primer: R1

nx 0,5 pl 10 UM reverse primer: R2

nx 1,0 pl 10 uM Probe

nx 23,0 pl

Der Wert n steht hier flr die Anzahl der Proben, fur die der Mastermix gemacht
wird. Das Temperaturprofil war 95°C fir 10 Minuten bei der initialen
Denaturierung, je 38 Zyklen bei 95°C fiir 15 Sekunden zur Denaturierung und
zum Annealing und zur Elongation eine Temperatur von 62°C (ber 60 Sekunden.


http://www.bio-rad.com/evportal/destination/commerce/product_detail?catID=LJB1YU15
http://www.bio-rad.com/evportal/destination/commerce/product_detail?catID=LJB1YU15
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Tabelle 3: Primer und Sonde fir die PCV2-real-time PCR nach
BRUNBORG et al. (2004)

Primer PCV-F1: 5- GTA ACG GGA GTG GTA GGA GAA -3’

(Biolegio BV, [ PCV-F2: 5°- GTA GCG GGA GTG GTA GGA GAA -3’

The PCV-R1: 5- GCC ACA GCC CTA ACC TAT GAC -3’

Netherlands) 5=/ R7.5"- GCC ACA GCC CTC ACC TAT GAC -3°

Sonde 5°-6FAM- ATG TAA ACT ACT CCT CCC GCC ATA CCA
TA -BHQ1-3’

Der Cut-off Wert lag bei 1.0l1og10 c/pl DNA.

2.4. Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel® 2010 sowie IBM
SPSS 23 Statistics®. Das Signifikanzniveau lag bei 5 % (p=0,05) mit einem

Konfidenzintervall von 95%.

Die Kategorien bildeten als unabhdngige dichotome Variablen die Einflussgrofien,
das Auftreten einer Viramie die abhangige dichotome Zielgrolie.

Die Einflussgrofien (unabhéngige Variablen) und deren Definitionen sind in
Tabelle 2 aufgelistet. Als ZielgroRen (abhé&ngige Variablen) dienten die
Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen, also das Vorhandensein
und die Hohe (Mittelwerte) von PCV2-DNA. Die qualitativen Aussagen wurden
univariat per Chi%-Test nach Pearson aus einer den Haufigkeitsverteilungen
hervorgehenden Kreuztabelle errechnet. Anschlielend wurde eine multiple binér
logistische Regressionsanalyse mit Einbeziehung der im ersten Schritt ermittelten
signifikanten Faktoren durchgefuhrt. Als Methode wurde der Likelihood-Ratio
Test ruckwarts durchgefuhrt. Mit Hilfe der multiplen binédr logistischen
Regression wurde der Einfluss der erfassten Variablen auf eine PCV2-Virdmie
untersucht. Aus den Regressionskoeffizienten wurden die Odds Ratios (OR) als
MaR fur die Starke des Zusammenhangs berechnet. Ein Faktor mit einer OR > 1
gilt als Faktor der eine erhdhte Chance darstellt und ein Faktor mit einer OR < 1,

wird als schiitzender Faktor gesehen.

Die quantitativen  Aussagen basierten auf den  Ergebnissen  der
molekularbiologischen Untersuchungen. Die Darstellung der Mittelwerte erfolgte
zusammen mit der Standardabweichung und dem Minimal- sowie Maximalwert.
Zunachst wurde der Kolmogorow-Smirnow-Test auf Normalverteilung

durchgefuhrt. Um zu ermitteln, ob einer der durch die Kategorien dargestellter
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Einflussfaktor signifikant mit dem Gehalt an PCV2-DNA/mI Serum assoziiert ist,
wurden in einem ersten Schritt alle Einflussvariablen einzeln gegen die
Zielvariable getestet (Mann-Whitney-U-Test). Signifikante Einflussvariablen
wurden dann zur Bertcksichtigung des Herdeneffektes in ein Allgemeines
Lineares Univariates Model mit den festen Faktoren ,signifikante

Einflussvariable® und dem zufélligen Faktor ,,Betrieb* durchgefiihrt.
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V. ERGEBNISSE

Mit Hilfe der im Material und Methodenteil beschriebenen PCR erfolgte die
Auswertung der in die Untersuchung mit einbezogenen Blutproben. Die insgesamt
1680 untersuchten Blutproben aus den 59 Bestanden wurden kategorisiert und auf
Grundlage der PCR-Ergebnisse miteinander verglichen. Im Anschluss wurde mit
den im Material- und Methodenteil beschriebenen statistischen Auswertungen
berechnet, welche Faktoren einen Einfluss auf die Chance einer PCV2-Virdmie

nehmen.

1. Ausgewahlte Bestande und Mastschweine

Der jeweilige Anteil (%) und die Anzahl (n) der Bestdnde (n=59) sowie der
Einzeltiere (n=1680), der jeweiligen, mittels Fragebogen ermittelten Kategorie

sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Anzahl (n) und Anteil (%) der Einzeltiere und Bestande in der

jeweiligen Kategorie (Tiere n=1680, Bestande n=59)

Kategorie Tiere in Bestande
Kategorie
n (%) n (%)
N é > Ferkelimpfung 1140 (67,?%) 41 (69,05%)
5 g g Mu_ttertlerlmpfung 180 (10,7%) 6 (10,2%)
g E3 Keine Impfung 360 (21,4%) 12 (20,3%)
€ é Suddeutschland 620 (36,9%) 21 (35,6%)
T g Norddeutschland 880 (52,4%) 30 (50,8%)
% é é Ostdeutschland 180 (10,7%) 8 (13,6%)
© M. hyopneumoniae 1370 (81,5%) 48 (81,4%)
S8 § “ é PRRSV 720 (42,9%) 25 (42,4%)
SR EE APP 230 (13,7%) 9 (15,3%)
0-999 Mastplétze 330 (19,6%) 11 (18,6%)
é’ 1000-1999 Mastplatze 610 (36,4%) 21 (35,7%)
s34 2000-3999 Mastplatze 390 (23,2%) 14 (23,7%)
é g, Ab 4000 Mastplatze 350 (20,8%) 13 (22,0%)
. é - Geschlossenes System 740 (44,0%) 25 (42,4%)
&S >E  Reine Mast 940 (56,0%) 34 (57,6%)
Kontinuierliche Belegung 240 (14,3%) 8 (13,6%)
& é é Rein / Raus Abteilweise 1230 (73,2%) 45 (76,2%)
D32 Rein / Raus Stallweise 210 (12,5%) 6 (10,2%)
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2. Ergebnisse des qualitativen Nachweises von PCV2-DNA
mittels gPCR

Im folgenden Kapitel wird die qualitative Auswertung der Ergebnisse der gPCR-
Untersuchung der Serumproben angegeben. Insgesamt konnten 1675
Serumproben qualitativ ausgewertet werden. Finf Proben, die in der Auswertung
fehlen, kamen durch eine nicht ausreichende Probenmenge zustande. Alle Seren
wurden mithilfe, der im Material- und Methodenteil beschriebenen PCR-
Methoden qualitativ und quantitativ auf PCV2-DNA untersucht. Insgesamt war in
42,4% (25/59) der Bestande mindestens eins der untersuchten Seren PCV2-DNA
positiv. Auf die Einzeltiere bezogen, konnten bei 12,9% (216/1675) der
untersuchten Seren PCV2-DNA nachgewiesen werden. Die qualitativen
Ergebnisse der PCR Untersuchung auf PCV2-DNA im Serum nach Kategorien
sind in Tabelle 5 dargestellt.

Mithilfe von Balkendiagrammen wurden qualitativen Ergebnisse aus Tabelle 5
auf Einzeltierebene anteilig dargestellt. Der Anteil (%) der PCV2-DNA positiven
Tiere des jeweiligen PCV2-Immunisierungskonzepts zeigt Abbildung 2.
Abbildung 3 stellt grafisch den Anteil (%) der PCV2-DNA positiven Tiere nach
dem Faktor BestandsgrofRRe dar. In Abbildung 4 erfolgte eine Aufteilung nach der
jeweiligen Standortregion, der anteilig (%) PCV2-DNA positiven Tiere.
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Tabelle 5: Anzahl (n) und Anteil (%) PCV2-positiver Seren nach Kategorie
an der Gesamttierzahl (n=1675) und an den positiven Tieren (n=216); sowie
Darstellung des Anteils PCV2-positiver Bestdnde nach Kategorie

Kategorie Anzahl und Anteil PCV2-  Anteil PCV2-
Anteil PCV2- positiver positiver
positiver Tiere Tiere Bestande
(nges:1675) (nPCVZpos:216) nach

Kategorie

& = = Ferkelimpfung 29 (1,7%) 13,4% 9/41

5 g g Muttertierimpfung 66 (3,9%) 30,6% 6/6

o EG Keine Impfung 121 (7,2%) 59,0% 10/12

g § Stiddeutschland 58 (3,4%) 27,3% 8/21

c‘éﬁ § g Norddeutschland 126 (7,5%) 58,3% 15/30

5 o Ostdeutschland 32 (1,9%) 14,8% 2/8

R~ M. hyopneumoniae 90 (5,3%) 41, 7% 16/48
% 28 S PRRSV 45 (2,7%) 20,8% 10/25
=25~ > APP 18 (1,1%) 8,3% 2/9

& 0-999 Mastplatze 58 (3,5%) 26,9% 4/11

c‘éc % 1000-1999 Mastplatze 42 (2,5%) 19,4% 7121

g S 2000-3999 Mastplatze 37 (2,2%) 17,1% 7/14

@ Ab 4000 Mastplatze 79 (4,7%) 36,6% 7/13

& § & e Geschlossenes System 159 (9,5%) 73,6% 10/25
@S 2~ Reine Mast 57 (3,4%) 26,4% 15/34
g Kontinuierliche 35 (2,1%) 16,2% 3/8

= g Belegung

g % Rein / Raus Abteilweise 164 (9,8%) 75,9% 20/45
@ Rein / Raus Stallweise 17 (1,0%) 7,9% 2/6
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2.1. Statistische Auswertung der Ergebnisse des qualitativen PCV2-
DNA Nachweises

Fur die Erfassung von Einflussfaktoren auf das Auftreten von PCV2-Virdmien

wurden in einem ersten Schritt mittels univariater Analyse (Pearsons Chi?-Test)

alle Einflussfaktoren einzeln auf signifikante Assoziation getestet. Im zweiten

Schritt wurde eine multiple logistische Regression mit allen zuvor als signifikant

ermittelten Einflussfaktoren durchgefiihrt. Beide Berechnungen wurden jeweils

auf Bestandsebene (n=59) sowie auf Einzeltierebene (n=1675) durchgefunhrt.

Die auf Bestandsebene errechneten Ergebnisse der univariaten Analyse, sowie der
multiplen bin&r logistischen Regression kann Tabelle 6 entnommen werden. Als
einziger Faktor, der die Chance fur einen Nachweis von PCV2-DNA auf
Bestandsebene vermindert, konnte die aktive Immunisierung gegen PCV?2
ermittelt worden. Die Chance, dass ein Nachweis von PCV2-DNA in einem

Bestand erfolgt, der aktiv immunisierte Mastschweine aufgestallt hat, ist 0,035:1.

Die auf Einzeltierebene errechneten Ergebnisse der univariaten Analyse sowie der
nachfolgenden multiplen bindr logistischen Regression kann Tabelle 7
entnommen werden. Dabei konnten die Faktoren Bestandsgrofie von 2000-3999
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Mastplatzen, ein stallweises Rein / Raus Verfahren, eine Impfung gegen
M. hyopneumoniae und eine aktive Immunisierung der Tiere gegen PCV2 als
schutzend ermittelt werden. Bei Tieren in einem Bestand mit einer Grofie von
2000-3999 ist Chance, dass PCV2 nachgewiesen wird 0,518:1. Wenn ein
stallweises Rein / Raus Verfahren angewendet wird, ist die Chance eines PCV2
Nachweises 0,085:1, bei einer Impfung der Tiere gegen M. hyopneumoniae ist die
Chance 0,277:1 und bei einer aktiven Immunisierung der Tiere gegen PCV2 ist
die Chance PCV2 nachzuweisen 0,033:1.

Die Faktoren passive Immunisierung gegen PCV2 und ein reiner Mastbestand
wurden als Faktoren ermittelt, die die Chance auf einen Nachweis von PCV2-
DNA in den untersuchten Mastschweinen erhdhen. Die Chance bei einem Tier
PCV2-DNA nachzuweisen, wenn die Muttersau PCV2 geimpft wurde ist 3,644:1.
Bei Tieren die aus einem reinen Mastbetrieb stammen, ist die Chance auf einen
PCV2-DNA Nachweis 2,035:1.

Tabelle 6: Darstellung statistisch signifikanter Ergebnisse der univariaten
Analysen und der binar logistischen Regressionsanalyse fur einen PCV2-
DNA Nachweis von 16 bis 20 Wochen alten Mastschweinen auf
Bestandsebene

univariate Analyse binar-logistische
Regressionsanalyse

Faktor OR untere  obere p-Wert OR untere  obere p-Wert
PCV2 FI 0,035 0,007 0,182 <0,001 0,035 0,007 0,182 <0,001
Impfung M 0,123 0,024 0,638 0,006

hyo

Mast 0,278 0,094 0,825 0,019

PCV2 sI 1,316 1,056 1,64 0,003

Legende: OR = Odds Ratio; untere = unteres Konfidenzintervall fiir OR; obere = oberes Konfidenzintervall fir OR
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Tabelle 7: Darstellung statistisch signifikanter Ergebnisse der univariaten
Analysen und der binar logistischen Regressionsanalyse fur einen PCV2-
DNA Nachweis von 16 bis 20 Wochen alten Mastschweinen auf
Einzeltierebene

univariate Analyse binar-logistische
Regressionsanalyse

Faktor OR untere obere p-Wert OR untere  obere p-Wert
PCV2sI 5,45 3,844 7,727 <0,001 3,644 2,191 6,059 <0,001
Mast 0,234 0,17 0,322 <0,000 2,035 1,120 3,696 0,020
Tierzahl 0,66 0,454 0,959 0,03 0,518 0,316 0,849 0,009
2000-3999
Impfung 0,103 0,075 0,141 <0,000 0,277 0,175 0,440 <0,001
M hyo
Rein/Raus 0,56 0,334 0,941 0,03 0,085 0,038 0,193 <0,001
stallweise
PCV2 FI 0,049 0,032 0,073 <0,000 0,033 0,016 0,067 <0,001
Impfung 0,306 0,217 0,431 <0,001
PRRS
Tierzahl 0,379 0,266 0,539 <0,001
1000-1999

Impfung APP 0,535 0,323 0,885 <0,001
Standort Stid 0,586 0,426 0,806 <0,001

Tierzahl 1,062 1,153 2,225 <0,001
0-999

Tierzahl 2,528 1,86 3,435 <0,001
ab 4000

geschlossen 4,276 3,104 5,891 <0,001
Standort 1,327 0,994 1,772 0,055
Nord

Standort Ost 1,541 1,02 2,326 0,04

Legende: OR = Odds Ratio; untere = unteres Konfidenzintervall fiir OR; obere = oberes Konfidenzintervall fir OR

3. Ergebnisse des quantitativen Nachweises von PCV2-DNA
mittels gPCR

In Tabelle 8 sind die Mittelwerte (MW) inklusive Min, Max und
Standardabweichung nach Kategorisierung aller, in der gqPCR PCV2-positiven
Seren dargestellt. Abbildung 5 und Abbildung 6 stellen die ermittelten und in
Tabelle 8 dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen grafisch dar.
Abbildung 5 setzt die Mittelwerte nach dem Impfkonzept und der Bestandsgrofie
in Beziehung. In Abbildung 6 wird der Mittelwerte des Standorts der Tiere
grafisch dargestellt.
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3.1. Statistische Auswertung der quantitativen Ergebnisse

Die in Tabelle 8 dargestellten Mittelwerte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
auf signifikante Unterschiede in ihrer Hohe untersucht. Dabei wurde beim
Vergleich der Mittelwerte der erfassten Standorte (siehe Tabelle 8) ein
signifikanter Unterscheid bei Tieren mit einem ostdeutschen Standort im
Vergleich zu den anderen beiden Standorten (p<0,001) festgestellt. Unter
Berticksichtigung des Herdeneffekts (fixer Faktor: Standort; zufalliger Faktor:
Betrieb) konnte im Allgemeinen Linearen Univariaten Model kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Standort Ost und den Mittelwerten festgestellt

werden.

Beim Vergleich der Mittelwerte der Schutzimpfungen gegen M. hyopneumoniae,
PRRSV oder APP konnte kein signifikanter Zusammenhang zur mittleren Menge

an PCV2-DNA Genomkopien/ml Serum ermittelt werden.

Die Bestandsgrofle, wie auch das Betriebssystem hat in der vorliegenden
Untersuchung keinen signifikanten Einfluss auf die mittlere Menge an PCV2-
DNA genommen. Der Vergleich des Belegungssystems ergab ebenfalls keine
signifikanten Differenzen, bezuglich der mittleren Menge von PCV2-DNA.
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Tabelle 8: Mittlere Anzahl an PCV2-Genomkopien pro ml Serum in der
jeweiligen Kategorie, inklusive Min, Max, StabW. Die MW errechnen sich
ausschlief3lich aus den Werten der positiven Tiere (n=216)

Kategorie MW Min Max StabWw
L o  Ferkelimpfung 1,33E+05 3,92E+02 2,42E+06 4,59E+05
% é § Muttersauenimpfung 2,65E+05 3,47E+02 8,93E+06 1,14E+06
“E 3 Keine Impfung 2,48E+05 2,81E+02 5,09E+06 7,43E+05
£ »  Suddeutschland 2,74E+05 3,92E+02 8,93E+06 1,26E+06
g g § Norddeutschland 1,78E+05 2,81E+02 4,16E+06 5,63E+05
» @  Ostdeutschland 4,08E+05 4,38E+03 5,09E+06 9,04E+05
5 M hyo geimpft 1,99E+05 3,47E+02 5,09E+06 6,29E+05
g M hyo ungeimpft 2,92E+05 2,81E+02 8,93E+06 1,10E+06
E g E PRRSV geimpft 1,71E+05 3,47E+02 5,09E+06 5,52E+05
gg & PRRSV ungeimpft 4,90E+05 2,81E+02 8,93E+06 1,52E+06
5 APP geimpft 2,10E+05 2,81E+02 5,09E+06 6,41E+05
§ APP ungeimpft 5,43E+05 1,24E+03 8,93E+06 2,10E+06
_é 0-999 Mastplatze 1,83E+05 3,47E+02 3,83E+06 6,16E+05
% 1000-1999 Mastplatze 6,28E+04 3,92E+02 7,13E+05 1,34E+05
;gu 2000-3999 Mastplatze 3,42E+05 2,81E+02 4,16E+06 8,95E+05
g Ab 4000 Mastplatze 3,22E+05 3,92E+02 8,93E+06 1,15E+06
. 2 £ Geschlossenes System 2,34E+05 2,81E+02 5,09E+06 6,87E+05
@ g % Reine Mast 2,48E+05 3,92E+02 8,93E+06 1,22E+06
:m c Kontinuierliche Belegung 1,94E+05 5,37E+02 3,83E+06 6,57E+05
3 2 Rein / Raus Abteilweise 2,10E+05 2,81E+02 5,09E+06 6,38E+05
§ 2 Rein / Raus Stallweise 5,96E+05 3,92E+02 8,93E+06 2,15E+06
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Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchung wurden fir die Auswertung
zusétzlich  nach  Wertebereichen  sortiert, dazu wurden die Werte
(Genomkopien/ml Serum) einer Zehnerpotenz jeweils einem Wertebereich
zugeordnet. Abbildung 7 zeigt den Anteil (%) aller PCV2-positiven Proben in
jedem Wertebereich in Abhéngigkeit von der Impfgruppe. Die zugehorige
Wertetabelle zeigt Tabelle 9 mit Anzahl (n) und Anteil (%) der Seren im
jeweiligen Wertebereich.

Tabelle 9: Anzahl und Anteil PCV2-DNA positiver Seren nach Wertebereich
und Impfkonzept an der Gesamtzahl positiver Seren (n=216)

Wertebereich

Genomkopien/ml Serum 10°-10° 10* 10° 10°
Anzahl (n) Anzahl (n) Anzahl (n) Anzahl (n)
Anteil (%) Anteil (%) Anteil (%) Anteil (%)
Ferkel vakziniert 9  (4,2%) 17 (7,9%) 2 (0,9%) 1 (0,5%)
Sauen vakziniert 24 (11,1%) 30 (139%) 9 (4,2%) 3 (1,4%)
Nicht vakziniert 40 (18,5%) 50 (23,1%) 25 (11,6%) 6 (2,8%)
Gesamt 73 (33,8%) 97 (449%) 36 (16,7%) 10 (4,6%)
50%
c 45%
£ 40%
% < 35%
E'E 30%
o % 25% Ferkelimpfer
% E 20% M Sauenimpfer
§ 15% ® Nichtimpfer
2 1%
R
0% | el
<10r4 | 1004 | 1045 | 1006
Anzahl Genomkopien/ml Serum

Abbildung 7: Anteil (%) aller PCV2-positiven Tiere (n=216) nach
Wertebereich in Abhangigkeit der Impfkategorie
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Die  erfassten  Einflussfaktoren  wurden  mittels  binar-logistischer

Regressionsanalyse untersucht, deren Ergebnisse sind in Tabelle 10 dargestellt.

Als einziger Faktor, der die Chance verringert hat, dass bei einem Tier ein
Mittelwert von 10° PCV2-Genomkopien/ml Serum oder hdher nachgewiesen
wurde, war die aktive Immunisierung der Ferkel. Durch eine Ferkelimpfung ist
die Chance auf eine mittlere Menge von PCV2-DNA von 10° Genomkopien/ml
Serum oder hoher bei 0,062:1.

Tabelle 10: Darstellung statistisch signifikanter Ergebnisse der univariaten
Analysen und der binar logistischen Regressionsanalyse fur eine PCV2-
Viramie von 108 PCV2-Genomkopien/ml Serum oder hoher von 16 bis 20
Wochen alten Mastschweinen auf Einzeltierebene

univariate Analyse binar-logistische
Regressionsanalyse
Faktor OR untere obere p-Wert OR untere obere p-Wert
PCV2FI 0,052 0,007 0,41 <0,001 0,062 0,008 0,494 0,009
geschlossen 5,126 1,085 24,21 0,022
PCV2SlI 3,615 0,926 14,105 0,048
Tierzahl 0,635 0,612 0,658 0,017
1000-1999
Impfung 0,223 0,064 0,777 0,01
M. hyo
Mast 0,195 0,041 0,921 0,022

Legende: OR = Odds Ratio; untere = unteres Konfidenzintervall fiir OR; obere = oberes Konfidenzintervall fir OR
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V. DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, Einflussfaktoren fir das Auftreten
von PCV2-Virdmien von 16 bis 20 Wochen alten, in Deutschland gemadsteten

Schweinen zu bestimmen.

1. Ergebnisse des qualitativen Nachweises von PCV2-DNA
mittels gPCR

Laut SEGALES et al. (2005a) ist PCV2 ubiquitar in der Hausschweinepopulation
verbreitet. Diese Aussage deckt sich nicht mit den Ergebnissen der vorliegenden
Untersuchung. Von den insgesamt 1675 ausgewerteten Blutproben aus 59
Bestdnden konnte bei 216 Mastschweinen und in 25 Bestdénden PCV2-DNA
nachgewiesen werden. Das entspricht einem Anteil von 12% auf Einzeltierebene
und 42% auf Bestandsebene. Die Abweichungen der Ergebnisse der vorliegenden
Studie von den Ergebnissen von SEGALES et al. (2005a) kann zum einen durch
die unterschiedlichen Untersuchungsmethoden erklart werden. SEGALES et al.
(2005a) stltzen ihre These auf die Detektion von PCV2-Antikorpern, wahrend in
der vorliegenden Untersuchung PCV2-DNA im Serum von einmalig beprobten,
Klinisch unauffalligen Tieren nachgewiesen wurde. Durch die einmalige
molekularbiologische Untersuchung der Tiere in der vorliegenden Studie kann
somit nur eine Aussage Uber eine aktuell vorliegende PCV2-Virdmie gegeben
werden. Es kann keine Aussage Uber einen langer zuriick liegenden Kontakt der
Tiere mit PCV2 getroffen werden, was durch die serologische Untersuchung von
SEGALES et al. (2005a) ermdglicht wird. Des Weiteren muss bedacht werden,
dass zum Zeitpunkt der Studie von SEGALES et al. (2005a) noch keine PCV2-
Impfstoffe kommerziell verfiighar waren. In der vorliegenden Untersuchung
waren jedoch insgesamt 68% der untersuchten Tiere aktiv gegen PCV2 geimpft
und somit Uberreprésentiert, was keinen Schluss auf tatséchlich vorliegende

Pravalenzen von PCV2-Viramien in deutschen Endmastschweinen erlaubt.

1.1. Einflussfaktoren auf den qualitativen Nachweis von PCV2-DNA
Als Faktoren, die die Chance auf einen Nachweis von PCV2-DNA verringern,
also einen schitzenden Einfluss auf eine PCV2-Virdmie haben, wurden die

Ferkelimpfung, eine Bestandsgrofle von 2000-3999 Mastplatzen, eine Impfung
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gegen M. hyopneumoniae und ein stallweises Rein / Raus Verfahren ermittelt.

Verschiedene Untersuchungen konnen belegen, dass PCV2-Virdmien durch eine
aktive Immunisierung gegen PCV2 reduziert werden (FACHINGER et al., 2008;
OPRIESSNIG et al., 2010; FRAILE et al., 2012). Dieser Effekt konnte auch in der
vorliegenden Untersuchung bestétigt werden, da von den 1140 aktiv geimpften
Mastschweinen nur 2,5% (29) virdmisch waren. In der bindr-logistischen
Regressionsanalyse ergab sich eine Chance von 0,033:1, dass eine PCV2-Virdmie

in einem aktiv immunisierten Tier nachgewiesen wurde.

In der vorliegenden Untersuchung war die Chance eines PCVV2-DNA Nachweises
in der Endmast in Bestanden mit einer GroéRe von 2000-3999 Mastplatzen
0,518:1. Als Grund fur den schitzenden Effekt in den Bestdnden mit einer Grofie
von 2000-3999 Mastplatzen kann ein besserer Fokus der Betriebsleiter auf die
Implementierung von Biosecurity-Mafinahmen vermutet werden. Den besseren
Fokus der Betriebsleiter auf eine gute Biosecurity bei mittelgroRen Bestdnden
(2000-4000 Mastplatze) kdnnen auch LAANEN et al. (2013) feststellen. Kleinere
Betriebe (0-1999) stellen in der vorliegenden Untersuchung keinen schiitzenden
Faktor vor einer PCV2-Viramie dar. RIBBENS et al. (2008) konnen in ihrer
Untersuchung darstellen, dass vor allem bei kleinen Betrieben das Management
beziglich der durchgefiihrten Hygiene- und Managementmallnahmen
verbesserungswiirdig ist. Bereits der ,,20-Punkte-Plan®, der vor Einfuhrung der
Impfung publiziert wird und bei der Bek&mpfung von PMWS-Ausbrichen
unterstitzen soll, nennt die Management- und HygienemalRhahmen als
entscheidend in der Bekampfung von PCV2-Viramien (MADEC et al., 1999).
Auch bei Mastbestanden mit mehr als 3999 Mastplatzen konnte keine verringerte
Chance einer PCV2-Virdmie festgestellt werden. Dieser Zusammenhang kann
anhand von Studien mit anderen Pathogenen erlautert werden. In einer
niederlandischen Studie werden bestandsspezifische Faktoren mit der Pravalenz
von Ausbrichen der klassischen Schweinepest (KSP) in Verbindung gebracht
(ELBERS et al., 2001). Sie zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit einer KSP-
Infektion bei einer Bestandssgrofle ab 7000 Tieren signifikant héher ist, als in
kleineren Bestanden. Ahnliche Ergebnisse beziiglich eines Zusammenhangs von
BestandssgroRe und einer Wahrscheinlichkeit fur Infektionen werden im
Zusammenhang mit PRRSV festgestellt (GOLDBERG et al.,, 2000). Ein
Ubertragen der Ergebnisse der Studien mit KSP und PRRSV kann somit eine



V. Diskussion 39

Erklarungshilfe bieten, bei der Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchung. Weiterhin konnte die Studie von ELBERS et al. (2001) ermitteln,
dass in Bestdnden mit erfahrenen Betriebsleitern weniger KSP-Ausbriiche
verzeichnet wurden, als in Bestdnden mit unerfahrenen Betriebsleitern. Die
Tatsache, dass laut NAUSE (2003) bei groRen landwirtschaftlichen Betrieben
(>1000 ha) der Anteil an nicht stdndig beschaftigten familienfremden
Arbeitskraften (Saisonarbeiter) im Jahr 2001 bei 42% liegt und dass
Saisonarbeitskrafte oft Hilfsarbeiter ohne Erfahrung und spezielle Fachkenntnisse
darstellen, kénnte hier als zusatzliche Erklarung dienen, warum kein protektiver

Effekt bei den groRen Bestdnden nachgewiesen werden konnte.

Die Hypothese, dass zusétzliche Schutzimpfungen die Wahrscheinlichkeit einer
PCV2-Virdmie senken, wurde in vorliegender Studie bestatigt. Es konnte gezeigt
werden, dass bei Mastschweinen, die eine M. hyopneumoniae-Impfung erhalten
haben, die Chance eines PCV2-DNA Nachweises erniedrigt ist (0,277:1).
OPRIESSNIG et al. (2004) koénnen experimentell zeigen, dass Tiere, die mit
PCV2 und M. hyopneumoniae infiziert werden, haufiger PCV2-DNA
nachgewiesen werden kann als Tiere, die nur einem der beiden Pathogenen
ausgesetzt werden, und stellen so fest, dass PCV2-Virdmien mit Infektionen mit
M. hyopneumoniae zusammenhéngen. Obwonhl in der vorliegenden Untersuchung
keine Informationen Uber das tatsdchliche Vorhandensein von Ko-Infektionen
erhoben wurde, kénnen deutsche Studien belegen (BEILAGE et al., 2009), dass
M. hyopneumoniae als endemisch in der deutschen Hausschweinepopulation
gesehen werden kann, was den hier ermittelten protektiven Effekt einer
M. hyopneumoniae-Impfung erklart. Im Gegensatz zur Impfung gegen
M. hyopneumoniae konnte in dieser Untersuchung kein protektiver Effekt einer
PPRSV-Impfung oder einer APP-Impfung festgestellt werden. Bezlglich PPRSV
kdnnen jedoch ROSE et al. (2003) belegen, dass eine Impfung gegen PRRSV zu
einer Reduktion von PMWS Ausbrichen fuhrt. PRRSV wird &hnlich wie
M. hyopneumoniae als endemisch in den meisten europdischen Staaten gesehen
(ALBINA, 1997) und mit einer hohen Seropravalenz in den Herden (60-80%)
angegeben (ZIMMERMAN et al., 2012). Dieser angegebene Wert muss allerdings
unter dem Gesichtspunkt gesehen werden, dass es durch den Einsatz modifizierter
attenuierter Lebendvakzine nicht mdglich ist, mit den herkdmmlichen

serologischen Untersuchungsmethoden die Impfantikdrper von den Antikdrpern
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einer Feldvirusinfektion zu unterscheiden (ZIMMERMAN et al., 2012).
Bezliglich APP konnte durch die geringe Anzahl an Mastschweinen, die in der
vorliegenden Untersuchung gegen APP geimpft wurden, kein aussagekréftiges

Ergebnis erzielt werden.

Die Art des Belegungssystems hat in dieser Untersuchung einen signifikanten
Einfluss auf die Chance eines Tieres auf eine PCV2-Viramie. Die Chance eines
Nachweises von PCV2-DNA verringert sich auf 0,085:1 bei einem stallweisen
Rein / Raus Verfahren. Bereits im 20-Punkte-Plan von MADEC et al. (1999) wird
zu einem stallweisen Rein / Raus Verfahren geraten, um einen direkten
Tierkontakt der unterschiedlichen Altersgruppen zu vermeiden. Ein protektiver
Effekt des stallweisen Rein / Raus Verfahrens wird auch gegeniber einer
Infektion mit PRRSV (GOLDBERG et al., 2000) beschrieben. Die Mdglichkeit
des stallweisen Rein / Raus Verfahrens kénnte die vertikale Ubertragung von
PCV2-DNA dadurch verhindern, dass die jiingeren Tiere nicht mit den infektidsen
Se- und Exkreten (BOLIN et al., 2001) der alteren Mastschweine in Beriihrung

kommen kdnnen.

Als Faktoren, die die Chance auf einen PCV2-DNA Nachweis erhthen, wurde
eine passive Immunisierung der Mastschweine und die Aufstallung der Tiere in
reinen Mastbestanden ermittelt. Die Regressionsanalyse ergab, dass die Chance
auf einen PCV2-DNA Nachweis in der Mast bei passiv immunisierten Tieren
3,644:1 betrégt. Aufgrund von Redundanzen konnten in der Regressionsanalyse
jedoch die nicht geimpften Tiere nicht berticksichtigt werden. Dennoch wird beim
Vergleich des Anteils an positiven Tieren innerhalb der jeweiligen Impfkategorie
deutlich, dass bei den passiv immunisierten Tieren mit 37,7% und bei den nicht
geimpften Tieren mit 33,6% vergleichbar viele Tiere eine PCV2-Virdmie
aufweisen. Auch OPRIESSNIG et al. (2010) bewerten die passive Immunisierung
der Ferkel gegen PCV2 als kritisch bei Endmasttieren, da die maternalen
Antikdrper nur bis zur 15. Lebenswoche der Tiere nachweisbar sind und somit in
der spateren Phase der Mast moglicherweise kein protektiver Effekt mehr
vorhanden ist. Die Tiere der vorliegenden Untersuchung wurden friihestens ab der
16. Lebenswoche beprobt, und bestatigen somit die Bedenken von OPRIESSNIG
et al. (2010). Andere Studien zeigen, dass die passive Immunisierung mit der
aktiven Immunisierung der Ferkel gegen PCV2 eine vergleichbare Effektivitét
beziglich Mortalitat der Mastschweine und Tageszunahmen aufweist (PEJSAK et
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al., 2010). Diese Parameter waren nicht Gegenstand der vorliegenden
Untersuchung, daher kann in diesem Zusammenhang keine Aussage auf eine
Effektivitat der passiven Immunisierung gegen PCV?2 getroffen werden.

Die Hypothese, dass die PCVV2-DNA Nachweisrate im Serum von Mastschweinen
mit dem Betriebsstandort zusammenhéngt konnte in der vorliegenden
Untersuchung nicht bestétigt werden. Aktuelle Ergebnisse von REINER et al.
(2010) konnen ebenfalls keinen Zusammenhang vom Auftreten von PCV2-
Viramien mit der Standortregion feststellen. Sie kdnnen, wie auch die vorliegende
Untersuchung, in keinem der deutschen Bundesléander eine erhdhte Chance fiir
eine PCV2-Viramie nachweisen. RITZMANN et al. (2002) hingegen kommen zu
dem Schluss, dass im Regierungsbezirk Niederbayern, in dem die Schweinedichte
auf Bayern bezogen am hdchsten ist (GEOBASIS-DE, 2013), die meisten PCV2-
positiven Betriebe zu finden sind. WOODBINE et al. (2007) gelingt es ebenfalls
retrospektiv PMWS-Ausbriiche von 2000 bis 2001 regional zuzuordnen und zu
belegen, dass die Ausbriiche vor allem in schweinedichten Regionen (Sid- und
Mittelengland) nachweisbar sind. In der Studie in England (WOODBINE et al.,
2007), wie auch in der in Deutschland (RITZMANN et al., 2002), werden
regelméfige Ferkelzuk&ufe und dadurch der periodische Eintrag von immer neuen
Erregern fir die regionale Ausbreitung von PCV2 verantwortlich gemacht. Diese
Form der Ausbreitung, im Zusammenhang mit der damals fehlenden Mdglichkeit
der Immunisierung gegen PCV2, konnte somit die Abweichung von den

Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung erklaren.

2. Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen von PCV2-

DNA im Serum von Mastschweinen

BRUNBORG et al. (2004) definieren flr das Auftreten von PCV2-assoziierten
Krankheitsbildern 10" Genomkopien/ml Serum fiir den klinisch relevanten
Bereich von PMWS, auch wenn vereinzelt PMWS bei Tieren mit niedrigeren
Mittelwerten als 107 detektiert werden kann. In der vorliegenden Untersuchung
lagen die Gehalte zwischen 10% und 10° Genomkopien/ml Serum. Die in der
vorliegenden Studie ausgewerteten Proben wurden von Tieren genommen, die
laut Vorbericht und zum Zeitpunkt der Probenentnahme keine klinischen
Anzeichen von PCVD zeigten. Unter Bericksichtigung der Angaben der
Richtwerte von BRUNBORG et al. (2004) und der Definition von PCVD nach
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SEGALES (2012), sind die in der vorliegenden Untersuchung nachgewiesenen
PCV2-Infektionen als subklinisch einzustufen.

2.1. Einflussfaktoren auf die quantitative Analyse der PCV2-DNA

Bei der alleinigen Betrachtung der PCV2-positiven Schweine wurden im Bezug
auf die untersuchten Kategorien keine signifikanten Unterschiede beztiglich der
Mittelwerte von PCV2-DNA festgestellt. Anders als in der vorliegenden
Untersuchung belegen diverse Studien einen signifikanten Unterschied des
Mittelwerts von PCV2-DNA bei aktiv gegen PCV2 immunisierten Tieren im
Vergleich zu ungeimpften Tieren (KIXMOLLER et al., 2008; MARTELLI et al.,
2011). Grund fiir derartige Abweichungen konnte bei KIXMOLLER et al. (2008)
und MARTELLI et al. (2011) dadurch zustande kommen, dass sie Bestande
beproben, die eine langerfristig bestehende PMWS Problematik aufweisen und
erst mit dem Beginn beider Studien eine PCV2-Impfung etabliert wird. Die
Bestdnde sind wahrscheinlich einem hoheren Infektionsdruck ausgesetzt (FENG
et al., 2014), als die Bestande der vorliegenden Untersuchung, in der kein Tier

PCVD Klinisch apparent war.

In Studien von REINER et al. (2015) und SHEN et al. (2012) kann ein Einfluss
des Genotyps auf die Hohe der PCV2-Viramie festgestellt werden. Die
untersuchten Proben von REINER et al. (2015) stammten von Klinisch
unauffalligen Tieren, die entweder aktiv PCV2-immunisiert oder nicht
immunisiert waren. Sie konnen feststellen, dass PCV2-immunisierte Tiere
vermehrt den Genotyp PCV2b aufweisen und dass PCV2b Proben signifikant
héhere Virusmengen im Serum aufweisen, als Isolate mit dem Genotyp PCV2a.
SHEN et al. (2012) stellen zudem fest, dass in Proben von nicht geimpften Tieren
anndhernd gleich hdufig die Genotypen PCV2a und PCV2b vorkommen. Diese
Beobachtung konnte eine mdogliche Erklarung bieten, warum sich die mittlere
Menge an PCV2-DNA im Serum von geimpften und ungeimpften Mastschweinen
nicht unterscheiden, da in den geimpften Bestdnden moglicherweise vorwiegend
PCV2b vorhanden ist. Dieser Ansatz ist allerdings sehr spekulativ, da in dieser
Studie eine Unterscheidung der Genotypen fehlt und zudem eine korrekte
Applikation des PCV2-Impfstoffes in den einzelnen Bestanden nicht gewahrleistet

werden kann.

Beim Vergleich der Standorte der Tiere war kein Zusammenhang der mittleren
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Anzahl der PCV2-Genomkopien/ml Serum und der jeweiligen Standortregion
ermittelbar. Dieses Ergebnis zeigte auch schon die Berechnung des
Zusammenhangs von PCV2-Prdvalenzen mit der Standortregion. Im Gegensatz
dazu kénnen WELTI et al. (2012) bei der Untersuchung von Tieren mit PMWS
eine regionale Bindelung (Ostschweiz) in den schweinedichten Gebieten von
2003-2006 feststellen. Den Eintrag Uber infiziertes Sperma oder eine sukzessive
Erregerakkumulation in den Bestanden sehen sie als Hauptgrinde fur die
Verbreitung von PCV2. Es gilt auch hier zu bedenken, dass zum Zeitpunkt, zu
dem diese Tiere untersucht werden, noch keine PCV2-Impfung verflgbar ist, und
somit vermutlich der Ferkelzukauf in den schweinedichten Regionen fir die
Verbreitung von PCV2 verantwortlich war. Fur diese These wirde auf’erdem
sprechen, dass in den Kernzuchtbetrieben, in denen kein Zukauf gestattet ist,
PMWS erst deutlich spater auftrat.

In englischen Mastbetrieben kann mit Hilfe der linearen Regression ein
Zusammenhang zwischen den Hygiene- und ManagementmalRnahmen und dem
Auspragungsgrad von PMWS dargestellt werden (ALARCON et al., 2011). Als
Risikofaktoren fur einen hohen Auspragungsgrad von PMWS beschreiben sie
unter anderem das Fehlen von Krankenabteilen, den Zukauf neuer Eber und eine
Infektion mit M. hyopneumoniae. Als schiitzende Faktoren konnen sie eine
niedrige Belegdichte, eine angepasste Fltterung wahrend und nach dem Absetzen
und ein Verbot fur Besucher, innerhalb der letzten 48 Stunden Kontakt zu einem
Schweinebestand zu haben. Derartige Zusammenhénge der betriebsspezifischen
Faktoren wurden in der vorliegenden Untersuchung nicht mit untersucht, und
deshalb ist ein Vergleich zur Studie von ALARCON et al. (2011) nicht moglich.

2.2. Einflussfaktoren auf den quantitativen Nachweis von PCV2-DNA

Als einzig relevanten schiitzenden Faktor vor Virdmien im potentiell Klinisch
relevanten Bereich von PCV2-DNA ab 1,0x10® Genomkopien/ml Serum konnte
die aktive Immunisierung der Ferkel ermittelt werden. Die Chance eines
Nachweises eines Gehalts von 1,0x10°® Genomkopien/ml Serum fiir geimpfte
Tiere war, im Vergleich zu den Tieren, bei denen die Muttersauen geimpft
wurden, 0,062:1. Ein dhnliches Ergebnis zeigt auch WALHOFER (2015) beim
Vergleich der Wertebereiche in Abhéngigkeit der Impfgruppen und bestatigt
somit die zuvor formulierte Theorie des erniedrigten Infektionsdrucks in

geimpften Herden (FENG et al., 2014). Den protektiven Einfluss der Impfung
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konnen zahlreiche Studien feststellen (FACHINGER et al., 2008; KIXMOLLER
et al., 2008; FENG et al., 2014). Die in der vorliegenden Untersuchung
festgestellte Reduzierung des Gehalts an PCV2-DNA im Serum der Tiere ist nur
einer der Effekte, der bei der aktiven Immunisierung der Ferkel gegen PCV2
ermittelt werden kann. Es kénnen zudem hdhere Tageszunahmen, eine Reduktion
der Mortalitat, eine signifikante Reduktion der klinischen Anzeichen von PMWS
(KIXMOLLER et al, 2008) und eine kiirzere Mastperiode der Tiere
(FACHINGER et al., 2008) festgestellt werden. Bei langerfristiger
Massenimpfung kann eine signifikante Reduktion des Infektionsdrucks in den
Herden festgestellt werden, dennoch kann keine Eradikation von PCV2 erreicht
werden (FENG et al., 2014).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, Einflussfaktoren fir das Auftreten
und die Hohe von PCV2-Virdmien bei 16 bis 20 Wochen alten Mastschweinen zu

bestimmen.

Insgesamt wurden 1680 Proben aus 59 deutschen Bestdnden auf PCV2-DNA
mittels gPCR untersucht. Die Proben wurden zur Routinediagnostik genommen
und stammten von einmalig beprobten Mastschweinen. Die Blutproben wurden
vom Department der Swine R&D Biologicals der Firma MSD Animal Health® in
Boxmeer analysiert. Um die verschiedenen Einflussfaktoren validierbar machen
zu konnen, wurde ein Fragebogen erstellt. Es wurde zwischen den verschiedenen
PCV2-Immunisierungsschemata unterschieden, die aktive Immunisierung mittels
Ferkelimpfung, die passive Immunisierung mittels Muttersauenimpfung oder
keine Immunisierung. Die Bestande waren in drei deutschen Regionen lokalisiert,
(Stddeutschland, Norddeutschland und Ostdeutschland) um einen moglichen
Einfluss der Standortregion zu ermitteln. Zur Erhebung der weiteren
betriebsspezifischen  Einflussfaktoren wurden die Bestandsgrofe, das
Belegungssystem, das Betriebssystem (geschlossen /reine Mast) und weitere
Schutzimpfungen (M. hyopneumoniae, APP und PRRSV) erfasst. Die
Bestandsgrofie wurde in 1000er Schritten skaliert. Als ZielgroRen dienten die
Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen (Vorhandensein und die
Hohe (Mittelwerte) von PCV2-DNA). Die qualitativen Aussagen wurden
univariat per Chi®-Test nach Pearson aus einer den Haufigkeitsverteilungen
hervorgehenden Kreuztabelle errechnet. Anschlielend wurde eine multiple binér
logistische Regressionsanalyse mit Einbeziehung der im ersten Schritt ermittelten

signifikanten Faktoren durchgefiihrt.

Um zu ermitteln, ob einer der Einflussfaktoren signifikant mit dem Gehalt an
PCV2-DNA/mI Serum assoziiert ist, wurden alle Einflussvariablen einzeln gegen
die Zielvariable getestet (Mann-Whitney-U-Test). Signifikante Einflussvariablen
wurden zur Berticksichtigung des Herdeneffektes in einem Allgemeines Lineares

Univariates Model dargestellt.

Bei insgesamt 216 Tieren aus 25 Bestdanden konnte PCV2-DNA nachgewiesen
werden. Faktoren, die die Chance auf eine PCV2-Virdamie verringern, sind laut
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Regression ein stallweises Rein / Raus Verfahren (OR=0,085:1) eine Impfung
gegen M. hyopneumoniae (OR=0,277:1) und eine Bestandsgrofie von 2000-3999
Mastplatzen (OR=0,518:1). Die geringste Chance einer PCV2-Virdmie konnte auf
Bestandsebene mit einer Chance von 0,035:1 und auf Einzeltierebene mit 0,033:1

durch eine aktive Immunisierung der Ferkel erzielt werden.

Mit Hilfe der multiplen binar logistischen Regression konnte gezeigt werden, dass
sich die Chance auf eine Virdmie mit PCV2 erhoht hat, wenn die Tiere in reinen
Mastbestanden aufgestallt waren (OR=2,035:1), oder wenn sie passiv gegen
PCV2 immunisiert wurden (OR=3,644:1).

Die quantitativen Ergebnisse der PCR lagen zwischen 102 und 10°® PCV2-
Genomkopien / ml Serum. Nach Durchfihrung des Allgemeinen Linearen
Univariaten Models stellte sich heraus, dass keine der erfassten Faktoren einen
signifikanten Einfluss auf die HOhe der PCV2-Virdmie hatte. Die
Regressionsanalyse ergab lediglich eine verringerte Chance auf eine Virdmie im
potentiell klinisch relevanten Bereich von mindestens 1,0x10® Genomkopien/ml

Serum durch die aktive Immunisierung der Ferkel.
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VII. SUMMARY

The aim of this study was to determine influence factors for the occurrence and

mean load of PCV2-viremia in 16 to 20 week old fattening pigs.

In total, 1680 samples from 59 German herds were examined by gPCR for PCV2-
genome copies. The samples were taken from fattening pigs which were sampled
only once for routine diagnostics. The blood samples were analyzed by the
department of Swine R&D Biologicals of MSD Animal Health® in Boxmeer. For
the validation of the different influence factors a questionnaire was conducted.
The schemes of immunization were differentiated: active immunization by piglet
vaccination, passive immunization by sow vaccination or no vaccination. The
examined herds were localized in three different German regions (southern
Germany, northern Germany and eastern Germany) to determine a possible
influence of the regions. For the evaluation of further herd specific influence
factors the herd size, the animal flow, the operating system and further
vaccinations (M. hyopneumoniae, PRRSV and APP) were recorded. For the factor
herd size a scaling system was created (at least 1000 animals per group). The
results from the molecular biological examinations (quality and quantity (mean
load) of PCV2-DNA) served as target figures. For the statistical analysis, the
qualitative results were calculated by Pearsons Chi?-test, based on the cross tables
of the analysis of the frequency distribution. Subsequently, a multiple binary
logistic regression including the significant factors of the Pearsons Chi?-test was

performed.

To determine if the mean load of PCV2-DNA/mI serum is associated with one of
the influence factors, they were tested by using the Mann-Whitney-U-Test.
Significant influence factors were presented in a common linear univariate model

to include the herd effect.

PCV2-genome was detected in a total of 216 animals out of 25 herds. According
to the regression analysis, factors for decreasing the odds for an infection with
PCV2 were the all in/all out-system per stable (OR=0,085:1), vaccination against
M. hyopneumoniae (0,277:1) and a herd size between 2000 and 3999 (0,518:1)
fattening pigs. On both the herd level (OR=0,035:1) and the single animal level
(0,033:1) the lowest odds for an infection with PCVV2 were reached by an active
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immunization of the piglets.

The multiple binary logistic regression proved that piglets living in a fattening
herd (OR=2,035:1) or receiving a passive immunization (OR=3,644:1) increased
the odds for having a PCV2-infection.

The PCV2 values in the quantitative PCR ranged from 102 to 10° PCV2-genome
copies per ml serum. The general linear univariate model showed that the
investigated factors did not have a significant influence on the mean load of the
PCV2-viremia. The results of the regression analysis showed decreased odds for a
virus load in the clinical relevant range of at least 1,0x10° genome copies, if the

piglets had been actively immunized.
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