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l. EINLEITUNG

Das porzine Circovirus Typ 2 ist weltweit (SEGALES et al., 2007) und in
allen Altersstufen (SHIBATA et al.,, 2003) in der Schweinepopulation
verbreitet. Derzeit sind die Genotypen PCV2a, PCV2b, PCV2c, PCV2d
(OLVERA et al., 2007; SEGALES et al., 2008; FRANZO et al., 2015a; XIAO
et al., 2015) und PCV2e (HARMON et al., 2015) bekannt, eine weitere
Variante des Virus wurde vor kurzem entdeckt und als PCV2f benannt
(BAO et al., 2017). Die Genotypen konnen aullerdem in Cluster unterteilt
werden, wobei sich bei PCV2a funf (PCV2a-2A-2E), bei PCV2b drei
(PCV2b-1A-1C) (OLVERA et al., 2007) und bei PCV2d zwei Cluster
(PCV2d-1 und PCV2d-2) (XIAO et al.,, 2016) unterscheiden lassen;
allerdings entspricht PCV2b-1C inzwischen dem Genotypen PCV2d
(FRANZO et al., 2015b). Von 1997-2003 war PCV2a der am haufigsten
nachgewiesene Genotyp (ALLAN et al., 2007), seit 2004/2005 wurde
vermehrt PCV2b im Zusammenhang mit porcine circovirus diseases
(PCVD) nachgewiesen (GAGNON et al.,, 2007; CARMAN et al., 2008;
DUPONT et al., 2008). In China und den USA gilt derzeit PCV2d als der
am meisten verbreitete Genotyp (XIAO et al., 2016; QU et al.,, 2018),
weswegen das Auftreten eines weiteren Genotypenshifts  fur
wahrscheinlich gehalten wird (XIAO et al.,, 2016; KWON et al., 2017).
Eine Impfung gegen PCV2 hat sich als erfolgreich erwiesen (FACHINGER
et al., 2008; HAAKE et al., 2014), allerdings scheint eine Eradikation des
Virus selbst durch Massenvakzination nicht moglich zu sein (FENG et al.,
2014).

Im Rahmen der vorliegenden Studie soll durch eine retrospektive
Auswertung von Serumproben das Vorkommen von PCV2-Genotypen bei
Schweinen im Alter von 16 bis 24 Wochen in Deutschland, den
Niederlanden und der Schweiz untersucht werden. Zudem soll mithilfe
der Genomsequenzierung eine Ubersicht gegeben werden, welchen
Genotypen und Clustern die Sequenzen angehoren. Weiterhin soll mittels
phylogenetischer Analysen geklart werden, ob es phylogenetische
Verwandtschaftsgrade der einzelnen Sequenzen innerhalb und zwischen

den Landern gibt und ob das Vorkommen der Genotypen und Cluster
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vom Land oder dem Impfstatus beeinflusst wird.

Dabei sollen folgende Arbeitshypothesen uberpruft werden:

1.

Aufgrund des internationalen Handels mit Schweinen und aus
Schweinen gewonnenen Produkten wird angenommen, dass
zwischen deutschen und niederlandischen PCV2-lsolaten eine
hohe Sequenzidentitat besteht, wahrend mit den PCV2-lsolaten
aus der Schweiz aufgrund der isolierten Handelslage des Landes

eine geringere Sequenzidentitat besteht.

Die Impfung mittels PCV2a-basierenden Impfstoffen hat einen
selektiven Einfluss auf das Vorkommen von Genotypen, weswegen
in Ferkelimpfbestanden ein vermehrtes Vorkommen von PCV2b

erwartet wird.

In Seren mit dem Genotyp PCV2b oder PCV2d ist die Viruslast im
Vergleich zu Seren mit PCV2a grof3er.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Porzines Circovirus Typ 2 (PCV2)

Im Jahre 1974 werden von TISCHER et al. (1974) erstmalig den Papova-
und Picornaviren ahnliche Viruspartikel als Kontaminanten von porzinen
PK-15 Nierenzelllinien beschrieben, welche spater als porcine circovirus
(PCV) (TISCHER et al., 1982) benannt werden. Es handelt sich um ein
kleines, unbehulltes Virus mit einem einzelstrangigen, zirkularen DNA
(deoxyribonucleid acid) -Genom (TISCHER et al.,, 1982). Das porzine
Circovirus gehort der Familie der Circoviridae an (LUKERT et al., 1995).
Neben dem apathogenen porzinen Circovirus Typ 1 (PCV1) (MEEHAN et
al., 1998) zahlen das porzine Circovirus Typ 2 (PCV2) (MEEHAN et al.,
1998) und das kirzlich entdeckte porzine Circovirus Typ 3 (PCV3) (PHAN
et al., 2016; PALINSKI et al., 2017) zu den porzinen Circoviren.

1.1. Spezifische Eigenschaften von PCV2

Insgesamt werden bei PCV2 elf sogenannte open reading frames (ORF)
vermutet (HAMEL et al., 1998), wobei es zwei Hauptleseraster gibt: ORF1
(das rep-Gen) codiert fur die Replikationsproteine Rep und Rep’
(MANKERTZ et al., 1998; CHEUNG, 2003), wahrend ORF2 (das cap-Gen)
fur das Kapsidprotein codiert, das eine GroBe von 30 kDa besitzt
(NAWAGITGUL et al.,, 2000). ORF3 codiert fur ein Protein, das aktiv in
apoptotische Vorgange involviert ist (LIN et al., 2011) und somit an der
viralen Pathogenese im Wirtsorganismus mitwirkt (LIU et al., 2006).
ORF4 verhindert die Apoptose in Wirtszellen (LV et al., 2016). Es wird
vermutet, dass der kurzlich entdeckte ORF5 ebenfalls die PCV2-Infektion
beeinflusst (LV et al., 2015).

1.2. Genotypen von PCV2

Die Unterscheidung der Genotypen erfolgt anhand des sogenannten
»Signature motif” (CHEUNG et al., 2007) des ORF2 (NAWAGITGUL et al.,
2000). Die Lange des Gesamtgenoms liegt fur PCV2a bei 1768 bp
(FRANZO et al., 2015a), fur PCV2b, ¢, d und f bei 1767 bp (CHEUNG et
al., 2007; GUO et al., 2010; BAO et al., 2017) und fur PCV2e bei 1777 bp
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(DAVIES et al.,, 2016). Anhand der ORF2-basierten Klassifikation findet
mithilfe markierter Nukleotidpositionen eine schnelle und gunstige
Genotypendifferenzierung statt (FRANZO et al., 2015b).

1.3. Taxonomie und Nomenklatur von PCV2

Nach der Erstbeschreibung (TISCHER et al., 1974) und genaueren
Charakterisierung des porzinen Circovirus (TISCHER et al., 1982), wird
zuerst zwischen PCV1 und PCV2 unterschieden (MEEHAN et al., 1998).
Danach erfolgt eine uneinheitliche Einteilung von PCV2 in Sub- und
Genotypen: Von GAGNON et al. (2007) werden die beiden Genotypen
PCV2a und PCV2b im Zusammenhang mit einer steigenden Zahl an
PCVD-Fallen in Kanada detektiert; auch CHEUNG et al. (2007) konnen
zwei verschiedene Genotypen in Proben aus den USA nachweisen und
bezeichnen sie als Gruppe 1 (PCV2b) und Gruppe 2 (PCV2a). OLVERA et
al. (2007) unterteilen die zwei bekannten Gruppen (=Genotypen) von
PCV2 in sogenannte Subcluster, wobei Gruppe 2 (=PCV2a) in funf (2A bis
2E) und Gruppe 1 (= PCV2b} in drei (1A bis 1C) Cluster unterteilt wurde
(OLVERA et al., 2007) und schlieSlich wird von einem internationalen
Konsortium die einheitliche Benennung der beiden Genotypen als PCV2a
und PCV2b vorgeschlagen (SEGALES et al., 2008).

Im Rahmen einer retrospektiven Studie von DUPONT et al. (2008) wird
ein weiterer Genotyp beschrieben und spater als Genotyp PCV2c benannt
(SEGALES et al., 2008). Dieser Genotyp kann zunichst nur einmalig in
Proben von danischen Schweinen aus den 1980er Jahren (DUPONT et al.,
2008) nachgewiesen werden. In Anlehnung an die Benennung von
OLVERA et al. (2007) wird dieser Genotyp als Gruppe 3 bezeichnet
(DUPONT et al., 2008). Im Jahr 2015 wird der Genotyp PCV2c erstmals
bei lebenden verwilderten Hausschweinen in Brasilien entdeckt
(FRANZO et al.,, 2015a) und in China werden etwa zum gleichen
Zeitpunkt Rekombinanten, bestehend aus PCV2c mit PCV2b identifiziert.
(LIU et al., 2016).

Im Jahre 2010 wird eine neue Variante von PCV2 in China entdeckt.
(GUO et al.,, 2010). GUO et al. (2010) untersuchen im Rahmen ihrer
retrospektiven Studie Serum- und Gewebeproben von klinisch erkrankten

Schweinen aus den Jahren 2004-2008 und konnen PCV2d erstmals als
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neuen Genotyp nachweisen. Auch XIAO et al. (2015) bezeichnen PCV2d
als eigenstandigen Genotypen, wahrend CHAE (2015) PCV2d als Mutante
von PCV2b (mPCV2b) beschreibt. Seit 2015 wird PCV2d zusammen mit
bereits zuvor bekannten Viren als eigenstandiger Genotyp gefuhrt und
PCV2b-1C als PCV2d bezeichnet (FRANZO et al., 2015b). AuBBerdem
weisen XIAO et al. (2016) PCV2d zwei Untergruppen, PCV2d-1 und
PCV2d-2 zu.

HARMON et al. (2015) detektieren im Rahmen ihrer Untersuchungen
PCV2e in Proben mexikanischer Schweine. Aullerdem wird PCV2e
wahrend einer retrospektiven Studie in den USA identifiziert, wobei die
alteste Sequenz aus dem Jahre 2006 stammt (DAVIES et al., 2016). Von
BAO et al. (2017) wird eine neue Virusvariante entdeckt, die als sechster

Genotyp vorgeschlagen und mit PCV2f benannt wird.
2, Epidemiologie

2.1. Vorkommen von PCV2-Genotypen

Wahrend PCV2a vor allem in den Jahren 1997-2003 nachzuweisen ist
(ALLAN et al., 2007), kann im Zusammenhang mit dem vermehrten
Auftreten des post-weaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) in
Kanada in den Jahren 2004/2005 erstmals eine neue Virusvariante
(PCV2b) detektiert werden (GAGNON et al., 2007). Deren
Nachweishaufigkeit nimmt seit 2004/2005, zumeist verbunden mit Fallen
von PCVD, weltweit zu (GAGNON et al., 2007; CARMAN et al., 2008;
DUPONT et al.,, 2008; TIMMUSK et al., 2008; WANG et al., 2009;
WIEDERKEHR et al., 2009; CORTEY et al., 2011). PCV2c wird lediglich
retrospektiv in Proben aus Danemark aus den Achtzigerjahren (DUPONT
et al., 2008) und im Jahr 2015 bei lebenden verwilderten Hausschweinen
in Brasilien detektiert (FRANZO et al., 2015a).

Im Jahr 2010 wird in China in Fallen von PCVD eine neue Virusvariante
beschrieben (GUO et al., 2010), wie auch 2013 in den USA (OPRIESSNIG
et al.,, 2013a) und in Deutschland (EDDICKS et al., 2015). Diese
Virusvariante wird anfangs als PCV2b-1C (OLVERA et al., 2007) bzw. als
mutantPCV2b (XIAO et al., 2012; OPRIESSNIG et al., 2013a) benannt und

wird nun zusammen mit bereits zuvor bekannten Viren (GUO et al., 2010)
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als Genotyp PCV2d bezeichnet (FRANZO et al., 2015b). Vergleichbar mit
dem Genotypenshift von PCV2a zu PCV2b zum dominierenden
Genotypen weltweit (CHEUNG et al., 2007; GAGNON et al., 2007) um
2004/2005 (DUPONT et al.,, 2008), wird PCV2d derzeit vermehrt
nachgewiesen (XIAO et al., 2015). In den USA (XIAO et al.,, 2016) und
China (QU et al., 2018) gilt PCV2d deshalb bereits als vorherrschender
Genotyp. AuBerdem vermuten GUO et al. (2012) aufgrund von
Infektionsversuchen, dass PCV2d eine hohere Virulenz aufweist als
PCV2a und PCV2b. OPRIESSNIG et al. (2014) hingegen konnen im
Rahmen ihrer Studie, bei der Ferkel mit verschiedenen PCV2-Genotypen
(PCV2a, PCV2b oder PCV2d) experimentell infiziert werden, keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Virulenz von PCV2d
feststellen.

Nach der Erstbeschreibung von PCV2e durch HARMON et al. (2015) wird
dieser Genotyp bisher nur vereinzelt beschrieben (DAVIES et al., 2016;
LIU et al., 2018). AuBBerdem erfordert es noch weitere Untersuchungen,
um Aussagen uber seine Pathogenitat treffen zu konnen (LIU et al.,
2018). Auch zum Vorkommen von PCV2f ist bisher nur der einmalige
Nachweis im Rahmen einer retrospektiven Studie klinischer
Gewebeproben in China bekannt (BAO et al., 2017).

2.2. Vorkommen von PCV2 in Deutschland, den Niederlanden und
der Schweiz
Im Rahmen einer retrospektiven Studie von JACOBSEN et al. (2009) wird
Probenmaterial von Schweinen aus Norddeutschland, das in einem
Zeitraum zwischen 1961 und 1998 bei Sektionen entnommen worden ist,
untersucht. Dabei werden von 18855 Tieren, unter Berucksichtigung von
Alter (4 bis 16 Wochen) und Gewicht (unter 50 kg), 445 Schweine in die
Untersuchung eingeschlossen (JACOBSEN et al., 2009). Ein weiteres
Kriterium fur die Auswahl stellt das Auftreten von Befunden wie
LymphknotenvergroBerung, Lymphozytendepletion in Iymphatischen
Geweben, interstitielle Pneumonien und interstitielle Nephritiden dar
(JACOBSEN et al., 2009). Dabei wird herausgefunden, dass der Anteil an
PCV2-positiven Tieren von 1985 (14,3 % auf 53,3 %) bis 1998 stark
gestiegen ist (JACOBSEN et al., 2009). In einer Untersuchung aus Bayern
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von RITZMANN et al. (2002) kann in den Jahren 1999 bis 2001 bei 187
(61 %) von 304 Schweinen verschiedener Altersgruppen mittels
polymerase chain reaction (PCR) sowohl im rechten Lungenspitzenlappen
als auch im Inguinallymphknoten PCV2 nachgewiesen werden. Die Tiere
weisen vorberichtlich Symptome und klinische Anzeichen wie Kummern,
Pneumonien, Enteritis, Fruchtbarkeitsstorungen, PDNS (porzines
Dermatitis und Nephropathie Syndrom) oder sonstige Probleme
(PMWS-untypische Krankheitsbilder wie Arthritiden, Lahmheiten oder
Enterotoxamie) auf.

Zur Untersuchung vom PCV2-Vorkommen in Wildschweinen wird in
einer deutschen Studie das PCV2-Vorkommen in Proben von erlegten
Wildschweinen und Hausschweinen im Rahmen der Schlachtung (das
durchschnittliche Gewicht bei der Schlachtung betrug 32,4 kg) im
Vergleich untersucht (REINER et al., 2010). Dabei erweisen sich in der
quantitative real-time PCR (qPCR) 45,4 % der Wildschweine und 98,8 %
der Hausschweine als PCV2-positiv (REINER et al.,, 2010). Auch
HAMMER et al. (2012) kommen bezuglich des PCV2-Vorkommens zu
einem ahnlichen Ergebnis. Sie untersuchen 203 Wildschweinproben aus
Baden-Wurttemberg, aus den Jahren 2008 und 2009 und detektieren
dabei im Organmaterial von 103 Schweinen mittels qPCR PCV2-DNA,
woraus sich eine Pravalenz von 50,7 % ergibt (HAMMER et al., 2012).
Um eine Aussage uber das Vorkommen von PCV2 in Sperma von
Besamungsebern treffen zu konnen, untersuchen SCHMOLL et al. (2008)
deutsche und oOsterreichische Eber. In 50 von 272 untersuchten
deutschen und in 36 von 200 von untersuchten oOsterreichischen
Spermaproben kann dabei PCV2-DNA mittels nested-PCR nachgewiesen
werden (SCHMOLL et al., 2008).

Zur Beurteilung des PCV2-Vorkommens bei Schweinen im Bereich der
Abferkelung, untersuchen EDDICKS et al. (2016) 20 bayerische
Ferkelerzeugerbetriebe. Dabei findet die Arbeitsgruppe heraus, dass in
Suddeutschland die Pravalenz bezuglich PCV2-DNA und
PCV2-Antikorper in den untersuchten Proben (Blut, Speichel, Fazes,
Urin) positiver Sauen niedriger ist als erwartet (1 % bzw. 19,7 %)
(EDDICKS et al., 2016). Um die intrauterine Ubertragung von PCV2

durch die Sau auf die Ferkel zu untersuchen, werden zudem Ferkel
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ungeachtet ihres PCV2-Status zufallig ausgewahlt (EDDICKS et al., 2016).
Dabei ist bekannt, dass alle Betriebe die Ferkel gegen PCV2 impfen
(EDDICKS et al., 2016). Alle 590 Blutproben der neugeborenen Ferkel
erweisen sich als negativ in Bezug auf PCV2-IgG-Antikorper
(Immunglobulin G) und PCV2-DNA (EDDICKS et al., 2016).

In den Niederlanden beschreiben WELLENBERG et al. (2000) erstmals
die Isolation von PCV2 in Schweinen mit PMWS-assoziiertem
Krankheitsgeschehen. In einer spateren Studie werden 60 Schweine mit
klinischen Anzeichen von PMWS (Kummern, Blasse, Fieber,
respiratorische Problematik oder vergroerte Inguinallymphknoten)
untersucht (WELLENBERG et al., 2004). Diese werden mit 3 klinisch
gesunden Kontrollgruppen (,gleiche Bucht”, , andere Bucht + gleiche
Herde”, ,PMWS-freie Herde”) mit jeweils 60 Tieren verglichen
(WELLENBERG et al., 2004). Dabei wird mithilfe einer gPCR in 100 %
der Schweine mit klinischen Anzeichen und in 50 % der Kontrollgruppe
.PMWS-freie Herde” PCV2-DNA detektiert (WELLENBERG et al., 2004).
In einer Untersuchung der Blutproben von 44 Sauen und von 352
neugeborenen Ferkeln in endemisch mit PCV2 infizierten Bestanden in
den Niederlanden werden die Ergebnisse von EDDICKS et al. (2016)
bestatigt, da in keinem der Tiere mittels qPCR PCV2 nachgewiesen
werden kann (DIESTE-PEREZ et al., 2018). Die Blutproben der Sauen
werden zusatzlich mittels enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
untersucht, wodurch bei 13 von 44 Sauen IgG-Antikorper gegen PCV2
nachgewiesen werden kénnen (DIESTE-PEREZ et al., 2018). Infolge
dieser Studie schatzen DIESTE-PEREZ et al. (2018) die Privalenz bei
neugeborenen Ferkeln in endemisch infizierten Bestanden in den

Niederlanden als eher niedrig ein.

In der Schweiz wird zum ersten Mal im Jahre 2001 von PMWS-Fallen
berichtet (BOREL et al., 2001). WIEDERKEHR et al. (2009) stellen einen
massiven Anstieg des mit PCV2 assoziierten Krankheitsgeschehens im
Jahr 2003 fest. Dies scheint auch mit dem in der Studie dominierenden
Vorkommen von PCV2b bei kranken oder subklinisch infizierten Tieren
zusammen zu hangen (WIEDERKEHR et al., 2009). BAUMGARTNER et
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al. (2012) vergleichen Schweine aus 30 Bestanden mit PMWS-
Krankheitsgeschehen mit Tieren aus 30 unauffalligen Bestanden und
stellen dabei fest, dass Absetzferkel aus Bestanden mit PMWS-
Krankheitsgeschehen signifikant mehr PCV2-DNA-Kopien pro Milliliter
(ml) Serum enthalten als Ferkel aus unauffalligen Bestanden. In einer
retrospektiven Studie mit 538 Proben von Bestanden mit PMWS-
Krankheitsgeschehen aus den Jahren 2003-2006 kommen WELTI et al.
(2012) zudem zu der Auffassung, dass PCV2 vermehrt in Schweinen und
Bestanden nachgewiesen wird, die aus schweinedichten Regionen
stammen (Ostschweiz und der Kanton Luzern). AuSerdem sind Tiere aus
Ferkelaufzuchtbetrieben haufiger von PMWS betroffen als Zucht- oder
Mastbetriebe, wobei hier groBere Betriebe mit uber 50 Muttersauen bzw.
uber 500 Mastschweinen signifikant haufiger betroffen sind (WELTI et
al., 2012).

Eine schweizerische Studie untersucht 286 Feten und Plazenten von 113
Muttersauen hinsichtlich infektioser Ursachen fur
Fruchtbarkeitsstorungen mit Aborten, vermehrt mumifizierten oder
totgeborenen und lebensschwachen Ferkeln (HANDKE et al., 2012). Auch
hier kann nur bei 5 von 113 Fallen (ein Fall entspricht einer Sau mit
zugehorigen Ferkeln) mittels Immunhistochemie (IHC) an
Paraffinschnitten von Gewebeproben der Ferkel (Herz, Lunge, Leber,
Niere, Milz, Mesenteriallymphknoten, Thymus, Gehirn und Plazenta)
PCV2 nachgewiesen werden (HANDKE et al., 2012). Demzufolge scheint
PCV2 als Ursache bei Fruchtbarkeitsproblemen auch in der Schweiz
keine grofBe Bedeutung zu haben (HANDKE et al., 2012).

2.3. Ubertragungswege

PCV2 kann sowohl horizontal als auch vertikal uber Se- und Exkrete eines
infizierten Schweins ubertragen werden. Dazu zahlen z. B. Se- und
Exkrete des Respirations- und Gastrointestinaltrakts (MAGAR et al., 2000;
SHIBATA et al., 2003; CHIOU et al., 2011; ROSE et al., 2012), aber auch
Sperma (SCHMOLL et al., 2008), Urin (SEGALES et al., 2005), Kolostrum
und Milch (SHIBATA et al., 2006; GERBER et al., 2011).
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2.3.1. Vertikale Ubertragung

Erste Vermutungen (ber eine mogliche intrauterine Ubertragung von
PCV2 auf die Ferkel stellen WEST et al. (1999) an. Sie weisen PCV2-
Antigen im Myokard von spatabortierten, totgeborenen und
mumifizierten Ferkeln nach, wahrend gleichzeitig andere Aborterreger
ausgeschlossen werden (WEST et al., 1999). PARK et al. (2005) legen in
ihrer Studie dar, dass eine transplazentare Ubertragung des Erregers auf
die Ferkel uber das zuvor infizierte Muttertier moglich ist. SHEN et al.
(2010) konnen mittels der prakolostralen Entnahme von Blut bei Ferkeln
belegen, dass darin sowohl PCV2-DNA als auch Anti-PCV2-1gG-
Antikorper vorhanden sind. DVORAK et al. (2013) berichten, dass
beinahe zwei Drittel der von ihnen beprobten neugeborenen Ferkel
bereits vor der Kolostrumaufnahme viramisch sind. Dieses Ergebnis
konnen EDDICKS et al. (2016) nicht nachvollziehen, die den Anteil
viramisch geborener Ferkel in Bayern im Verlauf ihrer Studie
untersuchen. Dabei kommt die Arbeitsgruppe zu dem Schluss, dass die
diaplazentare Infektion eine geringere Rolle spielt, wahrend eine
Infektion der Ferkel im Verlauf der Saugephase oder uber die Umwelt fur
wahrscheinlicher gehalten wird (EDDICKS et al., 2016). Eine weitere
Infektionsmoglichkeit bietet das Kolostrum selbst oder auch ein durch die
Muttersauen mit PCV2 kontaminiertes Lebensumfeld der Neugeborenen
(GERBER et al., 2011; DVORAK et al., 2013).

Wihrend einer in Osterreich und Deutschland durchgefiihrten Studie bei
Besamungsebern wird bei 18,2 % der 472 Spermaproben PCV2-DNA
nachgewiesen (SCHMOLL et al.,, 2008). In einer schweizerischen
Untersuchung kommt unter anderem PCV2-infiziertes Sperma als
wahrscheinliche Infektionsquelle fur Zuchtbetriebe in Frage (WELTI et
al., 2012). Dieser Vermutung widerspricht ein Infektionsversuch, in dem
PCV2-freie Jungsauen mit PCV2-positivem Sperma kunstlich besamt
werden (MADSON et al., 2009b). Bei den Jungsauen wird weder in den
Serumproben noch in im Rahmen der Sektion untersuchtem Gewebe
PCV2 detektiert und auch in den Serumproben der Ferkel konnen weder
PCV2-DNA noch PCV2-Antikorper detektiert werden (MADSON et al.,
2009b). In einer Folgestudie kommen MADSON et al. (2009a) jedoch zu

einem anderen Ergebnis. Hier konnen sowohl im Serum der mit PCV2-
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positivem Sperma kunstlich besamten Jungsauen als auch in dem Serum
der neugeborenen Ferkel PCV2-Antikorper detektiert werden (MADSON
et al., 2009a).

2.3.2. Horizontale Ubertragung

Eine Tier-zu-Tier-Transmission erfolgt bei PCV2 mittels Se- und
Exkreten, wie Nasensekret (SEGALES et al., 2005), Kot (DUPONT et al.,
2009) und Speichel (PATTERSON et al., 2011) welche oronasal (SHIBATA
et al., 2003; DUPONT et al., 2009), direkt oder indirekt von Tier zu Tier
ubertragen werden konnen (DUPONT et al., 2009; DVORAK et al., 2013).

BOLIN et al. (2001) infizieren Ferkel, die durch Kaiserschnitt entwickelt
wurden und kein Kolostrum erhalten haben, intranasal und subkutan mit
PCV2. Am 12. bis 19. Tag nach der Infektion wird sporadisch PCV2 in
Nasen-, Tonsillen- und Kottupfern nachgewiesen (BOLIN et al., 2001).
Zudem wird in Lungenspulproben sporadisch PCV2 gefunden (BOLIN et
al., 2001). Bei zu diagnostischen Zwecken untersuchten Schweinen
finden SEGALES et al. (2005) PCV2 ebenfalls in respiratorischen und
oralen Sekreten, sowie im Kot und Urin. Auch SHIBATA et al. (2003)
schatzen die Ubertragung auf respiratorischem und oralem Weg als
bedeutend ein. In Hinblick auf die Verbreitung von PCV2 halten DUPONT
et al. (2009) den direkten Kontakt mit Kot und Urin, sowie frequenten

Nasenkontakt fur sehr relevant.
2.4, Einflussfaktoren auf das Vorkommen von PCV2

2.4.1. Andere belebte Faktoren

Neben der direkten und indirekten Ubertragung von Schwein zu Schwein
(DUPONT et al.,, 2009; DVORAK et al., 2013) kann sich PCV2 in Mausen
replizieren (KIUPEL et al., 2001) und direkt von Maus zu Maus
ubertragen werden (CSAGOLA et al.,, 2008). Auch LI et al. (2010)
kommen zu dem Ergebnis, dass die virale Replikation in infizierten
Mausen moglich ist. Die Moglichkeit der Transmission des Erregers von
Mausen auf Schweine scheint nicht ausgeschlossen zu werden, da sich
die Tiere Uber einen gewissen Zeitraum hinweg als viramisch erwiesen
haben und somit als Reservoir fur PCV2 dienen konnen (OPRIESSNIG et
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al., 2009).

In einer Feldstudie, in der Nager in PCV2 positiv geltenden Bestanden
gesammelt und untersucht werden, wird mittels PCR das Virus in 65 %
der Mause und 24 % der Ratten gefunden, was ein potentielles Risiko fur
eine indirekte Ubertragung darstellen kann (LORINCZ et al., 2010). Auch
ZHAI et al. (2016) weisen bei 31,6 % der im Rahmen ihrer Studie in
konventionellen Schweinebestanden in China gefangenen und spater
euthanasierten Ratten PCV2-DNA nach. Auch in Sudkorea konnen mittels
PCV2-spezifischer PCR 14,7 % von Nagern, die im Umkreis von
Schweinebestanden gesammelt wurden, positiv auf PCV2 getestet
werden (TRUONG et al., 2013).

Das Wildschwein ist neben dem Hausschwein ebenfalls empfanglich fur
PCV2 (ELLIS et al.,, 2003) und kann damit auch eine Rolle in der
Epidemiologie des Virus spielen (ROSE et al.,, 2012), wobei die
Bedeutung der wildlebenden Verwandten des Hausschweins fur die
Verbreitung des Virus nicht geklart ist (VICENTE et al., 2004). LIPEJ et al.
(2007) vermuten, dass das Hausschwein als Reservoir fur PCV2 dient und
somit eher eine Ubertragung von der domestizierten Spezies auf die

wildlebende Spezies stattfindet.

2.4.2. Unbelebte Faktoren

VERREAULT et al. (2010) konnen in Luftproben, die mittels Gelatinefilter
in Schweinestallen genommen wurden, PCV2-DNA nachweisen. In einer
Schweizer Studie wird aufgrund einer lokalen und temporaren
Anhaufung PCV2-infizierter Tiere im nordlichen Teil eines Kantons
vermutet, dass PCV2 sich aerogen verbreiten kann, wobei nicht weiter
erliutert wird, ob andere Ubertragungswege ausgeschlossen wurden
(WELTI et al., 2012).
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3. Diagnostik
3.1. Nachweis von PCV2

3.1.1. Genomnachweis mittels PCR

Die Polymerasekettenreaktion wird als schnelle und sensitive Methode
zum Nachweis von PCV2-DNA angesehen (HAMEL et al.,, 2000).
CALSAMIGLIA et al. (2002) bezeichnen die PCR aus den
Lnn. superficiales als die sensitivste Methode zur Feststellung einer
PCV2-Infektion. In epidemiologischen Studien hingegen ist die
Gewinnung von Serumproben praktikabler, da es moglich ist, sie auch am
lebenden Tier zu gewinnen (CALSAMIGLIA et al., 2002). AuRerdem
scheint PCV2 im Vollblut Uber einen langeren Zeitraum vorhanden zu
sein, weswegen SHIBATA et al. (2003) Vollblut und Serum infizierter
Schweine fur das am besten geeignete Material fur eine PCR halten. Fur
die Untersuchung auf PCV2-DNA mittels PCR sind verschiedene Gewebe
wie Lunge, Tonsillen und Lymphknoten (HAMEL et al., 2000) oder Serum
(CALSAMIGLIA et al.,, 2002) geeignet. SEGALES et al. (2005) kdnnen
PCV2-DNA  mittels  quantitativer  TagMan PCR  zudem in
Tracheobronchial-, Tonsillen-, Nasen-, Fakal- und Harntupferproben und
Serum detektieren. Durch technische Fortschritte wie den hoheren
Automatisierungsgrad, die schnellere Abwicklung und geringere Kosten
wird die PCR anderen vergleichbaren Verfahren vorgezogen
(OPRIESSNIG & LANGOHR, 2013).

Da das Auftreten PCV2-bedingter Erkrankungen mit der Hohe der
Viruslast korreliert, besitzen quantitative Nachweismethoden einen
deutlichen Vorteil (BRUNBORG et al., 2004). Um die Anzahl der
vorhandenen Genomkopien von PCV2 zu bestimmen, werden PCV2-DNA-
positive Proben mit einer standardisierten Verdunnungsreihe in Reaktion
gebracht, um danach die Quantitit zu errechnen (SEGALES et al., 2005).

3.1.2. Antikorpernachweis mittels ELISA

Den ersten indirekten  kompetitiven  ELISA  (c-ELISA) zum
Antikorpernachweis von PCV2 in Schweineserum beschreiben WALKER
et al. (2000). Sie kommen zu dem Schluss, dass dieses Verfahren eine

hohe Sensitivitat und Spezifitat besitzt und zudem zur Untersuchung



14 [l. Literaturtbersicht

groBer Probenzahlen geeignet ist (WALKER et al., 2000). Im Unterschied
dazu entwickeln NAWAGITGUL et al. (2002) zwei weitere modifizierte
indirekte Sandwich-ELISA-Testverfahren: bei dem einen wird ein von
PCV2-infizierten PK-15-Zellen stammendes Antigen verwendet, wahrend
bei dem anderen ELISA das ORF2-Kapsidprotein als Antigen dient
(NAWAGITGUL et al.,, 2002). Beide Verfahren sind hinsichtlich ihrer
Sensitivitat und  Spezifitat vergleichbar mit einem indirekten
Immunfluoreszenztest  (IIFT, indirect immunofluorescent assay)
(NAWAGITGUL et al., 2002). Aufgrund der unbiquitaren Verbreitung von
PCV2 (SEGALES et al., 2007) ist der qualitative Nachweis von
Antikorpern gegen PCV2 allein nicht ausreichend, um die Diagnose
PMWS zu stellen (SEGALES, 2012), da auch klinisch gesunde Tiere
PCV2-Antikorper aufweisen (RODRIGUEZ-ARRIOJA et al., 2003).

3.1.3. Weitere diagnostische Verfahren

Bei der Immunhistochemie kann PCV2-Antigen in formalin-fixiertem
Probenmaterial mittels Bindung von markierten Antikorpern detektiert
werden (MCNEILLY et al.,, 1999). KIM et al. (2009) vergleichen
monoklonale und polyklonale Antikorper, wobei sich erstere als
spezifischer erweisen.

Im Vergleich zur IHC lagert sich bei der In Situ-Hybridisierung eine
komplementare Sonde aus Nukleinsaure an das Virusgenom oder an die
virale messenger- RNA (mRNA) (YU et al.,, 2007) an, die durch eine
Farbreaktion (ROSELL et al., 1999) oder durch Fluoreszenz (KHAISEB et
al., 2011) sichtbar wird.

KIM et al. (2009) bewerten die ISH gegenuber der IHC als sensitivere
Methode fur den Nachweis von PCV2. Zu dem gleichen Ergebnis kommt
auch eine andere Arbeitsgruppe (SEO et al.,, 2014), die mittels ISH
auBerdem zwischen PCV2a und PCV2b differenziert. Laut SEO et al.
(2014) gelten beide Untersuchungsmethoden (ISH und IHC) zudem als
auBerst wertvoll, um die Diagnose PMWS zu verifizieren. SZCZOTKA et
al. (2011) weisen bei der Immunhistochemie an Lymphknoten quantitativ

mehr positive Signale nach als bei der In Situ-Hybridisierung.
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3.2, Weiterfiihrende Untersuchungen

3.2.1. Genomsequenzierung

Unter Genomsequenzierung wird im Allgemeinen die Bestimmung der
genauen Reihenfolge von Nukleotiden innerhalb eines DNA-Molekuls
verstanden (BISHT & PANDA, 2014). Die Genomlange des porzinen
Circovirus Typ 2 wird mit 1766 bis 1777 Nukleotiden beschrieben
(HAMEL et al., 1998, MEEHAN et al.,, 1998; DAVIES et al.,, 2016).
Wahrend PCV2b, ¢, d und f eine Genomlange von 1767 bp aufweisen
(CHEUNG et al., 2007; GUO et al., 2010; BAO et al., 2017), ist das Genom
von PCV2a 1768 bp (FRANZO et al., 2015a) und das von PCV2e 1777 bp
(DAVIES et al.,, 2016) lang. In einer von LAROCHELLE et al. (2002)
durchgefuhrten Studie zeigt sich, dass die Nukleotide im Bereich des
ORF2 (93-100 % Homologie der Sequenzen in diesem Genabschnitt)
variabler sind als bei ORF1 (97-100 % Homologie der Sequenzen in
diesem Genabschnitt). DUPONT et al. (2008) konnen mittels
Genomsequenzierung zeigen, dass in Danemark eine homogene PCV2-
Population vorhanden zu sein scheint, da zwischen 45 detektierten

Gesamtgenomsequenzen eine Homologie von 99,4-100 % vorhanden ist.

3.2.2. Phylogenetische Analysen

Die groRte Anwendung finden phylogenetische Studien in Bezug auf
virale Erkrankungen von Nutztieren im Bereich der molekularen
Epidemiologie (OLVERA et al., 2010). OLVERA et al. (2007) vermuten,
dass ORF2 ein verlasslicher phylogenetischer Marker ist, da die
Arbeitsgruppe basierend darauf einen mit dem Gesamtgenom
ubereinstimmenden phylogenetischen Stammbaum konstruieren kann.
Zu dem gleichen Ergebnis kommen auch WANG et al. (2009). AulBerdem
wird in einer spateren Studie herausgefunden, dass der phylogenetische
Stammbaum, der anhand des PCV2-Kapsid-Gens erstellt wird, eine
hohere Ahnlichkeit mit dem des Gesamtgenoms aufweist, als der
Stammbaum der mithilfe des Rep-Gens erstellt wird (WANG et al., 2013).
Aufgrund der Tatsache, dass das Kapsid-Gen der exponierteste Teil des
Virus ist und am wahrscheinlichsten mit dem Immunsystem des Wirtes

interagiert, weist es im Gegensatz zum Rep-Gen eine hohere Variabilitat
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auf, was es geeigneter fur die phylogenetischen Analysen macht
(OLVERA et al., 2007). Auch LAROCHELLE et al. (2002) detektieren im
Rahmen ihrer Studie bei ORF2 eine hohere Nukleotidvariabilitat als bei
ORF1 und nehmen ebenfalls an, dass es mit der Virus-Wirt-Interaktion
zusammenhangt.

Mithilfe phylogenetischer Analysen von Gesamtgenomsequenzen konnen
LAROCHELLE et al. (2002) in ihrer Studie zwei groBe Gruppen
hinsichtlich der Verwandtschaftsgrade der Vollgenome innerhalb ihres
phylogenetischen Stammbaumes definieren. Dabei fallt auf, dass in der
ersten Gruppe europaische Sequenzen phylogenetische
Verwandtschaftsgrade  mit  kanadischen  Sequenzen  aufweisen
(LAROCHELLE et al., 2002). AuRerdem scheint ein Teil kanadischer
Sequenzen eng verwandt zu sein mit deutschen Isolaten (LAROCHELLE
et al.,, 2002). DE BOISSESON et al. (2004) stellen in ihrer Studie die
phylogenetischen Beziehungen von 47 Vollgenomsequenzen dar, wobei
23 Sequenzen aus der vorhandenen Untersuchung franzosischer Proben
stammen und 24 Sequenzen zum Vergleich aus der GenBank
herangezogen werden, die aus Frankreich, den Niederlanden, dem
Vereinigten Konigreich, Taiwan, China, den USA, Japan, Kanada,
Spanien, Sudkorea und Deutschland stammen. Dabei werden zwei
Hauptgruppen eng miteinander verwandter Sequenzen (Cluster | und
Cluster Il) definiert (DE BOISSESON et al., 2004). Die Untersuchung
zeigt, dass alle aus der Studie stammenden franzosischen Sequenzen,
dem Cluster | im phylogenetischen Stammbaum angehoren, genauso wie
ein  Teil der aus der GenBank stammenden europaische
Vergleichssequenzen (DE BOISSESON et al.,, 2004). Auffallig bei der
Untersuchung von DE BOISSESON et al. (2004) ist dabei ein hoher
Verwandtschaftsgrad der Sequenzen (> 99 % Ubereinstimmung auf

Nukleotidebene).
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4, Impfung gegen PCV2

Sowohl die Impfstoffe fur die Sauenimpfung als auch die Impfstoffe fur
die Ferkelimpfung, die derzeit in Deutschland, den Niederlanden und der
Schweiz zugelassen sind, basieren auf den PCV2 Genotypen PCV2a und
PCV2b (es ist nur ein auf PCV2b-basierender Impfstoff zugelassen, der
allerdings nicht in Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz
verfugbar ist) und gelten als effiziente Prophylaxe vor einer Infektion mit
PCV2a oder PCV2b (OPRIESSNIG et al., 2007). OPRIESSNIG et al.
(2008a) konnen die Kreuzprotektivitat zwischen PCV2a und PCV2b unter
Verwendung verschiedener PCV2-Isolate in einer experimentellen Studie
nachweisen (OPRIESSNIG et al., 2008a). Allerdings verweisen MADEC et
al. (2008) darauf, dass sich experimentelle Studien hinsichtlich der
Ergebnisse von Feldstudien unterscheiden. In einer experimentellen
Studie zeigen OPRIESSNIG et al. (2017), dass ein auf PCV2a-basierender
Impfstoff sich auch als wirksam gegen PCV2d erweist, da er die durch
PCV2d verursachte Viramie und die Virusausscheidung auf nasalem und
fakalem Weg verringert. Allerdings weisen FENG et al. (2014) darauf hin,
dass eine vollstandige Eradikation von PCV2 durch Impfung nicht

moglich ist, aber den Infektionsdruck nachweisbar senkt.

Zum jetzigen Zeitpunkt (Stand 2018) sind in Deutschland und den
Niederlanden zehn kommerzielle Impfstoffe zur PCV2-Vakzinierung
zugelassen, wobei es sich teilweise um Kombinations-Impfstoffe mit
Mycoplasma hyopneumoniae handelt (siehe Tabelle 1). In der Schweiz
gibt es funf zugelassene Impfstoffe, welche Tabelle 2 zu entnehmen sind.
Verfligbar sind derzeit alle Impfstoffe auRer Cirbloc® (basiert auf PCV2b),
der in Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz nicht verwendet

wird.
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Tabelle 1: Aufstellung des Paul-Ehrlich-Institutes der in Deutschland
und des College ter Beoordeling van Geneesmiddelen (CBG-MEB) der
in den Niederlanden zugelassenen Impfstoffe gegen PCV2
((@)=basierend auf dem Genotypen PCV2a, (b)=basierend auf dem
Genotypen PCV2b)) (2018).

Bezeichnung Zulassungsinhaber Anwendung

Cirbloc®w) Vakzinierung von
Schweinen ab einem
Alter von 3 Wochen

CEVA Tiergesundheit

GmbH Vakzinierung von
Schweinen ab einem
Alter von 3 Wochen und
Zuchtsauen

Circovac®,

Ingelvac® CircoFLEXa) . ) Vakzinierung von
Boehringer Ingelheim Schweinen ab einem
Vetmedica GmbH

Ingelvac® PCV Flexq Alter von 2 Wochen

Vakzinierung von
Porcilis® PCV@ Ferkeln, one shot (Alter
3 Wochen) oder two shot
(3.-5. LT und 2- 3
Wochen spater)

Intervet International
Intradermale

Porcilis® PCV 1D, B.V., Niederlande o ,
Vakzinierung ab einem
Alter von 3 Wochen
Porcilis® PCV M Vakzinierung von
Hyo*q.) Schweinen ab einem

Alter von 3 Wochen

Suvaxyn® Circoq

Vakzinierung von
Zoetis Belgium S.A,, B Schweinen ab einem
Alter von 3 Wochen

Suvaxyn® Circo + MH
RTU*(a)

Suvaxyn® PCV,

*Kombi-Impfstoff
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Tabelle 2: Aufstellung des Tierarzneimittel Kompedium der Schweiz
der in der Schweiz zugelassenen Impfstoffe gegen PCV2 (2018).

Name Zulassungsinhaber Anwendung

Vakzinierung von

Circovac® CEVA Tiergesundheit Schweinen ab einem
@ GmbH Alter von 3 Wochen und
Zuchtsauen

Vakzinierung von
Schweinen ab einem
Alter von 2 Wochen

Boehringer Ingelheim

®
Ingelvac® CircoFLEX,) Vetmedica GmbH

Porcilis® PCV, .
Vakzinierung von

Ferkeln, one shot (Alter
3 Wochen) oder two shot

Intervet International (3\/‘\; 5'hLT un’<‘j 2
B.V., Niederlande SEN SRR

Intradermale
Vakzinierung ab einem
Alter von 3 Wochen

Porcilis® PCV ID)

Vakzinierung von
Suvaxyn® PCV, Zoetis Belgium S.A., B Schweinen ab einem
Alter von 3 Wochen

4.1. Passive Immunisierung gegen PCV2

Im Rahmen einer Untersuchung in Betrieben mit PMWS-Vorkommen
finden CALSAMIGLIA et al. (2007) heraus, dass geringe Antikorpertiter
gegen PCV2 bei Sauen mit einer erhohten Sterblichkeitsrate bei deren
Nachkommen - vom Ferkel- bis ins Mastalter - im Zusammenhang
stehen. Die Vakzination der Sauen zielt darauf ab, dass eine grofSere
Menge von PCV2-IgG im Kolostrum vorhanden ist und somit eine
geringere Anzahl von PCV2-viramischen Ferkeln auftritt (O'NEILL et al.,
2012). Im Vergleich zu infizierten, ungeimpften Tieren ist bei infizierten,
geimpften Tiere weniger PCV2 im Kolostrum vorhanden (GERBER et al.,
2011).

Bei alleiniger Impfung der Sauen gegen PCV2 lasst sich eine
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herabgesetzte Mortalitat bei Ferkeln vor dem Absetzen erkennen
(PEJSAK et al., 2010). Zudem zeigen KURMANN et al. (2011) im Rahmen
einer Studie in der Schweiz, dass Ferkel von dreimalig (zweimal vor der
Besamung und einmal wahrend der Trachtigkeit) PCV2 vakzinierten
Sauen zu allen Zeitpunkten der 6-maligen Probennahme postpartum
hohere PCV2-Antikorperspiegel besitzen und aullerdem wahrend der
kompletten Mastperiode signifikant hohere Tageszunahmen aufweisen.
FRAILE et al. (2012) beobachten, dass Ferkel von einmalig vor dem
Abferkeln PCV2 geimpften Sauen im Alter von vier Wochen hohe PCV2-
Antikorpertiter aufweisen. Allerdings konnen bereits MCKEOWN et al.
(2005) zeigen, dass es die Hohe der maternalen PCV2-Antikorper mit der
Anzahl viramischer Tiere korreliert. Je geringer die Menge an maternalen
Antikorpern gegen PCV2 ist, desto groRer ist die Anzahl viramischer
Tiere (MCKEOWN et al., 2005). In einer Untersuchung von EDDICKS et
al. (2017) wird das Vorkommen von PCV2-Genotypen in Bestanden mit
unterschiedlichen  Impfstrategien  (aktive, passive und  keine
Immunisierung) untersucht. Dabei wird in Bestanden mit aktiver
Immunisierung zu keinem Zeitpunkt PCV2a, jedoch in 7 von 9 Bestanden
PCV2b nachgewiesen, weswegen ein moglicher selektiver Einfluss auf die
Genotypen nur bei der aktiven Immunisierung vermutet wird (EDDICKS
et al., 2017).

4.2. Aktive Immunisierung gegen PCV2

Im Rahmen eines Infektionsversuches nach zweimaliger Impfung von
Ferkeln berichten FORT et al. (2008), dass die Impfung nachweisbar die
PCV2-assoziierte Viramie reduziert und zusatzlich die Ausscheidung von
PCV2 auf fikalem und oralem Weg vermindert. Ahnliche Ergebnisse
prasentieren auch OPRIESSNIG et al. (2008b) in ihrer Untersuchung von
2008, in der zudem noch eine Reduzierung der mit PCV2-assoziierten
mikroskopischen Lasionen festgestellt wird.

Die hohe Wirksamkeit einer Ferkelimpfung zeigt sich im Rahmen einer in
Suddeutschland durchgefuhrten Studie zu Erprobung eines Impfstoffes in
einer Herde mit PMWS-assoziierten Problemen, wobei jeweils der Halfte
der Ferkel der Impfstoff oder ein Placebopraparat injiziert wird
(KIXMOLLER et al, 2008). Im Verlauf der Untersuchung kann
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nachgewiesen werden, dass die geimpften Tiere im Gegensatz zu den
Tieren aus der Kontrollgruppe bestandig hohere Tageszunahmen, eine
geringere Viruslast und eine im Durchschnitt ca. 30 Tage kurzere Dauer
der Viramie aufweisen. Die ungeimpften Schweine zeigen im Alter von
10-26 Wochen eine 53 % hohere Mortalitatsrate sowie in der
pathomorphologischen und pathohistologischen Untersuchung vermehrt
die Symptome Kiimmern und Pneumonien (KIXMOLLER et al., 2008).
HAAKE et al. (2014) vergleichen die Wirksamkeit einer PCV2-Impfung in
Abhangigkeit vom Impfzeitpunkt in der ersten oder dritten Lebenswoche
der Ferkel. Dabei wird gezeigt, dass im Vergleich mit der nicht
vakzinierten Kontrollgruppe in der dritten Lebenswoche geimpfte Ferkel
neben signifikant hoheren Tageszunahmen bei PCV2-Infektion auch eine
signifikant geringere Viruslast aufweisen (HAAKE et al., 2014). FRAILE et
al. (2012) vermerken, dass eine im Ferkelalter geimpfte Partie zudem
eine hohere Homogenitat der Gewichte der schlachtreifen Schweine
aufweist. Zudem kann gezeigt werden, dass durch das aktive
Immunisieren der Ferkel im Vergleich zum Nichtimpfen ein geringerer
Prozentsatz PCV2-positiver Tiere entsteht (FRAILE et al., 2012).

Im Zusammenhang mit der Impfung mit einer auf PCV2a basierenden
Vakzine wird beim Vergleich aktiv immunisierter Tiere mit nicht gegen
PCV2 immunisierten Tieren eine Verschiebung des Auftretens von PCV2a
zu PCV2b beschrieben (SHEN et al.,, 2012; OPRIESSNIG et al., 2013b;
OPRIESSNIG et al., 2013a). Auch SHEN et al. (2012) konnen im Rahmen
ihrer Studie zeigen, dass nach Einfuhrung der Impfung PCV2a nur in
Proben aus Bestanden ohne Impfung nachgewiesen werden kann,
wahrend PCV2b auch in Bestanden mit Impfung zirkuliert. KEKARAINEN
et al. (2014) hingegen konnen im Rahmen ihrer Studie beide Genotypen

sowohl bei geimpften als auch ungeimpften Tieren nachweisen.
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I1. MATERIAL UND METHODEN

1. Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mittels verschiedener
molekularbiologischer Analysen PCV2-DNA aus Blutproben aus
Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz auf Genomebene zu
untersuchen, um einen Uberblick iiber das Vorkommen der Genotypen
und Subcluster von PCV2 zu bekommen. Des Weiteren sollte der Einfluss
des Impfstatus und der Lander auf das Vorkommen von Genotypen und
Cluster der einzelnen Sequenzen betrachtet und analysiert werden. Es
handelt sich um eine retrospektive Untersuchung von Serumproben,
welche im Rahmen verschiedener Gesundheitsscreenings im Zeitraum
von 2015 bis 2017 zur Untersuchung des Vorkommens von PCV2 in
Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz entnommen worden
sind. Neben den molekularbiologischen Untersuchungen war es ein
weiteres Ziel, die PCV2-Varianten genetisch zu charakterisieren. Dafur

wurde das Vollgenom sequenziert und phylogenetisch analysiert.

Es sollen dabei folgenden Arbeitshypothesen uberpruft werden:

1. Aufgrund des internationalen Handels mit Schweinen und aus
Schweinen gewonnenen Produkten wird angenommen, dass
zwischen deutschen und niederlandischen PCV2-Isolaten eine
hohe Sequenzidentitat besteht, wahrend mit den PCV2-lsolaten
aus der Schweiz aufgrund der isolierten Handelslage des Landes

eine geringere Sequenzidentitat besteht.

2. Die Impfung mittels PCV2a-basierenden Impfstoffen hat einen
selektiven Einfluss auf das Vorkommen von Genotypen, weswegen
in Ferkelimpfbestanden ein vermehrtes Vorkommen von PCV2b

erwartet wird.

3. In Seren mit dem Genotyp PCV2b oder PCV2d ist die Viruslast im
Vergleich zu Seren mit PCV2a grol3er.
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2. Bestandsinformationen

Insgesamt wurden 91 Bestande untersucht, wobei 59 in Deutschland, 20

in den Niederlanden und 12 in der Schweiz lagen.

Die deutschen Bestande waren in verschiedenen Bundeslandern
angesiedelt:

Schleswig-
Holstein
(n=3)

Niedersachsen
(n=17)

Rheinland-
Pfalz

Baden-
Wiirttemberg

Abbildung 1: Verteilung der untersuchten Bestande nach
Bundeslandern in Deutschland (farbig ausgefiillt= mindestens ein
untersuchter Bestand in diesem Bundesland; n=Anzahl der
untersuchten Bestande in diesem Bundesland);

Quelle:

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e3/Karte_Deutschl
and.svg.


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e3/Karte_Deutschland.svg
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e3/Karte_Deutschland.svg
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Die niederlandischen Proben stammten aus sieben verschiedenen

Provinzen, wobei ein Bestand auch in Belgien lag:

Groningen

Overijissel
(n=4)

Gelderland
(n=4)

Abbildung 2: Verteilung der untersuchten Bestande nach Provinzen in
den Niederlanden (farbig ausgefiillt=" mindestens ein untersuchter

Bestand in dieser Provinz; n=Anzahl der untersuchten Bestande in
dieser Provinz);

Quelle:
https://de.m.wikipedia.org/wiki/Datei:Netherlands_location_map.svg.


https://de.m.wikipedia.org/wiki/Datei:Netherlands_location_map.svg
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Die Schweizer Proben stammten aus 6 Schweizer Kantonen:

Basel

Jura

Solothurn Appenzell

St. Gallen

Neuenburg

Glarus

Bern Obwalden

Graubiinden

Tessin

Wallis

Abbildung 3: Verteilung der untersuchten Bestande nach Kantonen in
der Schweiz (farbig ausgefiillt= mindestens ein untersuchter Bestand
in diesem Kanton; n=Anzahl der untersuchten Bestande in diesem
Kanton);

Quelle:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8c/Kanton_Wallis_
auf_der_Schweizer_Karte.png.

Die Proben stammten aus 91 Bestanden, wobei es sich bei 58 (63,7 %)
Bestanden um Ferkelimpfbestande und bei 7 (7,7 %) Bestanden um
Sauenimpfbestande handelte. In 17 (18,7 %) Bestanden wurde nicht
gegen PCV2 geimpft und in 9 (9,9 %) Bestanden war der Impfstatus
unbekannt. Die prozentuale Verteilung des Impfstatus aller untersuchten
Bestande in Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz ist

Abbildung 4 zu entnehmen.


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8c/Kanton_Wallis_auf_der_Schweizer_Karte.png
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8c/Kanton_Wallis_auf_der_Schweizer_Karte.png
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Verteilung des Impfstatus aller untersuchten Bestdnde in D, NL

und CH (n,.=91)
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Abbildung 4: prozentuale Verteilung der verschiedenen Impfstatus
der untersuchten Bestande in den einzelnen Landern.

Werden die untersuchten Bestande nach der Betriebsform eingeteilt,
arbeiteten insgesamt 35 von 91 (38,5 %) Bestande in einem
geschlossenen System (Deutschland: 25, Niederlande: 8, Schweiz: 2),
welches sowohl Ferkelproduktion als auch angeschlossene Mast
beinhaltet. 52 von 91 (57,1 %) Bestanden waren reine Mastbestande,
wobei 34 in Deutschland, 8 in den Niederlanden und 10 in der Schweiz
lagen. In 2 von 91 (2,2 %) Bestanden wurde reine Ferkelerzeugung und
in 2 von 91 (2,2 %) Bestanden Jungsauenvermehrung betrieben; diese 4

Bestande lagen in den Niederlanden.
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3. Blutproben

Die 2102 Blutproben wurden zum einen im Rahmen des Diagnostik- und
Monitoringsystems ResPig® der Firma MSD Animal Health in den
Niederlanden (170 Proben in 20 Betrieben) genommen, zum anderen
stammten sie aus der Schweiz aus verschiedenen Screening-
Untersuchungen (257 Proben in 12 Betrieben). Die Seren aus
Deutschland (1675 Proben aus 59 Betrieben) stammten aus einer zu
diagnostischen Zwecken durchgefuhrten Screening-Untersuchung, bei
der das Vorkommen infektioser Atemwegserreger in deutschen
Mastbestanden mit respiratorischen Anzeichen untersucht wurde. Alle
Proben wurden zum Zweck der vorliegenden Studie zur Verfugung
gestellt. Wahrend in Deutschland und der Schweiz nur Mastschweine
beprobt wurden, die in geschlossenen Systemen oder reinen
Mastbetrieben aufgestallt waren, beinhalteten die niederlandischen
Proben zusatzlich Seren von Schweinen aus der Jungsauenvermehrung
oder der Ferkelerzeugung. Eingeschlossen wurden Serumproben von
Schweinen im Alter von 16 bis 24 Wochen, wobei deren Auswahl zufallig
erfolgte. Von allen Proben lag bereits ein gqPCR-Ergebnis vor, da sie
bereits von der Research and Development Abteilung der Firma MSD
Animal Health in Boxmeer, Niederlande, auf das Vorkommen von PCV2-

DNA mittels quantitativer real-time-PCR getestet worden waren.

4, Fragebogen

Um genauere Informationen zu den Betrieben in den Niederlanden und
der Schweiz zu erhalten, wurde an der Klinik fur Schweine der Ludwig-
Maximilians-Universitat ein Fragebogen erstellt.

Dieser wurde von den Ansprechpartnern aus den Niederlanden und der
Schweiz ausgefullt, soweit es Datenschutz und Kenntnis der erfragten
Informationen zulieBen (Fragebogen zum Bestand und ausgefullte

Originalfragebogen siehe im Anhang).
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5. Amplifikation und Sequenzierung der PCV2-Isolate

Insgesamt wurden 136 Proben einer Vollgenom-Sequenzierung im
Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten fur Tiere an der Klinik fur
Schweine der Justus-Liebig-Universitat in GieBen unterzogen, wobei sich
die Auswahl groRtenteils an der Virusmenge orientierte, da die Qualitat
der Sequenzierungsergebnisse mit der Quantitat der Viruslast in der
Probe korreliert.

Um auch von Proben mit relativ geringer Viruslast PCV2-
Genomsequenzen zu erhalten, wurde ein nested-PCR-Assay angewandt.
Die primare Amplifikation erzielte zwei 824bp (A, nn 21-844) und 1174bp
(B, nn 682-87) lange Fragmente. Aus diesem Reaktionsansatz wurden
jeweils direkt Tpl als Template fur die nested-PCR verwendet, welche die
Fragmente An (804bp, nn 30-833) und Bn (1137bp, nn 714-83)
amplifizierte.

Fur die PCR-Reaktion wurde das Qiagen Multiplex PCR Kit (Qiagen,
Hilden) verwendet. Bei den PCR-Reaktionen A, Ay und B wurden 10 pl
Ansatze verwendet: 5 pl 2x Multiplex Mastermix, 1 pl Auftragspuffer®,
2yl Wasser, 1pyl DNA und 1pl des jeweiligen Primermix (4pM
Primermix, 0,4uM Endkonzentration im Ansatz). Die PCR-Reaktion By
wurde mit 20yl Volumen durchgefuhrt (gleiches Verhaltnis der

Bestandteile).

*Auftragspuffer: 0,3 g Orange G, 25 g Saccharose, ad 100 ml mit aq.
bidest.

Es wurde der in Tabelle 3 angegebene Primermix verwendet.

Tabelle 3: verwendeter Primermix.

1. PCR nested-PCR

Abschnitt A PCV2AF/PCV2AR PCV2AnNF/PCV2ANR

Abschnitt B PCV2BF/PCV2BR PCV2BnNF/PCV2BNR
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In Tabelle 4 sind die Primer dargestellt, die zur Amplifikation und
Sequenzierung verwendet wurden.

Tabelle 4: Primer zur Amplifikation und Sequenzierung.

Position
Primername Sequenz (5'-3) (PCV2a
AF264042)
PCV2 AF GCA GCA CCT CGG CAG CACCTC 21-41
PCV2 AR GAG GAG TAC CAT TCC AAC GGG GTC TG 819-844
PCV2 AnF CGG CAG CAC CTC AGC AGC AAC 30-50
PCV2 ANR TTC CAA CGG GGT CTG ATT GCT GG 811-833
PCV2 BF TGGTKG TTATTGATGACT TTT ATG G 682-706
PCV2 BR GTT GGG GTCCGCTTCTTC 70-87
PCV2 BnF CCS TGG GAT GAT CTACTG AGACT 714-736
PCV2 BnR GGG TCCGCT TCT TCCATT C 65-83
PCV2 ByF2* AAR TAN CGG GAG TGG TAG GAG AA 1254-1276

*nur fur Sequenzierung verwendet
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Es wurde das in Tabelle 5 dargestellte Temperaturprotokoll angewandt.

Tabelle 5: Darstellung des angewandten Temperaturprotokolls.

Polymerase- Wiederholungen: A 20x, An 35x, B 35x, Finale
aktivierung Bn 35x Elongation
Denaturie- Annealing Elongation
rung
A 62°C, 90 sec
An 64°C, 90 sec
95°C, 15 min | 95°C, 30 sec 72°C, 60 sec | 72°C, 10 min
B 61°C, 90 sec
Bn 64°C, 90 sec

Als Sequenzierungsprimer wurden fur Abschnitt Ay PCV2 A\R und fur
Abschnitt By PCV2BnF und PCV2BnNF2 verwendet.

Eine Auftragssequenzierung nach Sanger (SANGER et al., 1977) erfolgte
bei LGC Genomics (Berlin).

6. Phylogenetische Analyse

Das Assembling der erhaltenen Genomfragmente erfolgte am Institut fur
Hygiene und Infektionskrankheiten fur Tiere an der Klinik fur Schweine
der Justus-Liebig-Universitat in GieRen mithilfe der Programme BioEdit®
Sequence Alignment Editor (Department of Molecular Biology, North
Carolina State University) und Microsoft Excel® (2010, Microsoft
Corporation, Redmond, Washington,USA). Die Annotation der ORFs
wurde mithilfe des Lasergene-Softwarepakets EditSeq® der Firma
DNASTAR an der Klinik fur Schweine der Ludwig-Maximilians-
Universitat durchgefiihrt (DNASTAR®, Inc., Madison, USA).

Die phylogenetische Analysen wurden an der Klinik fur Schweine der
Ludwig-Maximilians-Universitat und am Lehrstuhl fur Virologie des

Instituts fur Infektionskrankheiten und Zoonosen der Tierarztlichen
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Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat mithilfe der Software
~MEGA7" (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Tempe, Arizona,
USA) durchgefuhrt. Phylogenetische Stammbaume basierend auf dem
Vollgenom oder der ORF2-Sequenz wurden nach Alignment mit
CLUSTAL W (EMBL-EBI, The European Bioinformatics Institute,
Cambridge, UK) mittels Neighbor-Joining Algorithmus (p-distance
Modell, 1000 bootstraps) am Lehrstuhl fur Virologie des Instituts fur
Infektionskrankheiten und Zoonosen der Tierarztlichen Fakultat der LMU
Munchen erstellt. Die Genotypisierung bzw. Subtypisierung erfolgte
anhand von Referenz-PCV2-Sequenzen, welche von der NCBI GenBank
(National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of
Medicine, Bethesda, Maryland, USA) bezogen wurden am Lehrstuhl fur
Virologie des Instituts fur Infektionskrankheiten und Zoonosen der
Tierarztlichen Fakultat der LMU Miunchen.
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7. Statistische Auswertung

Die statistische Datenauswertung erfolgte mithilfe der Programme IBM
SPSS Statistics® (Version 23.0, IBM® SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und
Microsoft Excel® (2010, Microsoft  Corporation, Redmond,
Washington,USA). Fur die qualitative Auswertung der Seren wurde jeder
einzelne Bestand als statistische Einheit betrachtet. Fur die quantitative
Auswertung der Seren wurde jedes Einzeltier als statistische Einheit
betrachtet. Das Signifikanzniveau der Untersuchung lag bei 5% (p= 0,05)
mit einem Konfidenzintervall von 95%. Als Grundlage der quantitativen
Auswertung dienten die errechneten Mediane, sowie 1. und 3. Quartil.
Eine Prufung dieser Daten auf Normalverteilung erfolgte mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors.
Mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests wurde versucht, Unterschiede in der
Hohe der zu vergleichenden Mediane der Variable Genomkopien / ml
Serum in Abhangigkeit von den Gruppierungsvariablen (Impfstatus und
Lander) aufzuzeigen. Wurde ein p-Wert < 0,05 errechnet, wurden die
Mediane mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests verglichen. Bei mehr als
zwei Testgruppen wurden diese einzeln gegeneinander getestet. Die so

errechneten p-Werte wurden nach Bonferroni-Holm korrigiert.

Um zu ermitteln, ob ein moglicher Zusammenhang zwischen den
bestandsspezifischen Faktoren (=unabhangige Variablen) und den
detektierten Genotypen und Clustern (=abhangige Variablen) bestand,
wurden Kreuztabellen und Chi-Quadrat-Test nach Pearson verwendet.
Dabei wurde untersucht, ob der Standort oder der Impfstatus der
Schweine, von denen die untersuchten Proben stammten, einen
signifikanten Einfluss auf das Vorkommen bestimmter Genotypen und
Cluster auf Bestands- und Einzeltierebene haben. In Tabelle 6 sind die
Definitionen der unabhangigen Variablen aufgefuhrt. Bei den abhangigen
Variablen ,,Genotyp” und ,Cluster” wurden nur die vorliegenden

sequenzierten Vollgenome berucksichtigt.
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Tabelle 6: Definition der zur statistischen Analyse verwendeten
unabhangigen und abhangigen Variablen.

Unabhangige Variablen Definition

1 = Ferkelimpfbestand

2 = Sauenimpfbestand
Impfstatus
3 = Nichtimpfbestand

4 = unbekannter Impfstatus
0 = negativ
Quantitative PCR (qPCR)

1 = positiv

1=2a-2D

2 =2b-1A
Cluster

3=2b-1B

4 =2d-2
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V. ERGEBNISSE

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchung auf
Bestandsebene dargelegt. Aus insgesamt 91 Bestanden lagen 2102

Serumproben vor.
1. Auswertung der Ergebnisse auf Bestandsebene

1.1. Molekularbiologische Untersuchungen der Serumproben
Insgesamt konnte in 53,8 % (49/91) aller in die Untersuchung
eingeschlossener Bestande in mindestens einer Probe mittels PCV2-
spezifischer real-time PCR PCV2-DNA detektiert werden.

1.1.1.  Qualitative Auswertung von PCV2-Genom auf Bestandsebene
in Abhangigkeit vom Standort

In folgendem Kapitel wird der PCV2-Status der Bestande im

Zusammenhang mit ihrem Standort in Deutschland, den Niederlanden

und der Schweiz naher betrachtet. Hierbei zeigte sich, dass die

niederlandischen Bestande signifikant haufiger PCV2-positiv waren als

die Bestande in Deutschland oder der Schweiz (p<0,05).
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Abbildung 5 stellt das Vorkommen von PCV2 bei Bestanden in

Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz graphisch dar.

Anteil der PCV2-positiven Bestande (n_,.=91) in D, NL und CH

ges
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Abbildung 5: Prozentualer Anteil der PCV2-positiv getesteten
Bestiande in Abhangigkeit von deren Standort in Deutschland, den
Niederlanden und der Schweiz.
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1.1.2.  Qualitative Auswertung von PCV2-Genom auf Bestandsebene
in Abhangigkeit vom Impfstatus

In Abbildung 6 werden die Ergebnisse der Untersuchung der Bestande

im Hinblick auf den Impfstatus dargelegt. Dabei wurden 9 Bestande,

deren Impfstatus unbekannt war, von der Analyse ausgeschlossen.

PCV2-Status in den untersuchten Bestianden in Abhangigkeit

vom Impfstatus (n,,=82)

100
100

88,2

80

60 ——— —

40 I I

Anteil positiver Bestidnde in %

Ferkelimpfbestand (n=58) Sauenimpfbestand (n=7) Nichtimpfbestand (n=17)

Impfstatus

Abbildung 6: prozentualer Anteil der PCV2-positiv getesteten
Bestande in Abhangigkeit  von deren Impfstatus  als
Ferkelimpfbestand, Sauenimpfbestand oder Nichtimpfbestand.

Der statistische Vergleich der drei Impfgruppen untereinander zeigte,
dass Sauenimpfbestande und Nichtimpfbestande signifikant haufiger

PCV2-positiv waren als Ferkelimpfbestande (psr=0,001; pne<0,001).

1.2. Vorkommen der PCV2-Genotypen und PCV2-Cluster auf
Bestandsebene

In 47 von insgesamt 49 PCV2-positiven Bestanden, aus denen Proben

einer Genotypisierung unterzogen wurden, konnten drei verschiedene

Genotypen des porzinen Circovirus Typ 2, PCV2a, PCV2b und PCV2d

detektiert werden. In 43 Bestanden kam es zum Auftreten von

Monoinfektionen, in 4 Bestanden konnten zwei verschiedene Genotypen
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zum gleichen Zeitpunkt detektiert werden. So wurde in zwei Bestanden
gleichzeitig PCV2a und PCV2b und in zwei Bestanden gleichzeitig PCV2b
und PCV2d nachgewiesen.

In Abbildung 7 ist die prozentuale Verteilung des Vorkommens der

PCV2-Genotypen auf Bestandsebene dargestellt.

Vorkommen der PCV2-Genotypen in den positiven Bestanden
(n,..=47)

pos

m PCV2a
m PCV2b
m PCv2d
m PCV2a + PCV2b
m PCV2b + PCV2d

Abbildung 7: prozentuale Verteilung der detektierten PCV2-
Genotypen in allen positiven Bestanden, aus denen genotypisierte
Proben vorlagen.

1.2.1. Genotypen und Cluster in den Bestanden in Abhangigkeit
vom Standort

Von 136 Vollgenomsequenzen aus insgesamt 47 PCV2-positiven
Bestanden, deren Genotypen und Cluster im Rahmen der Sequenzierung
bestimmt wurden, stammten 86 Sequenzen aus 24 deutschen Bestanden,
38 Sequenzen aus 18 niederlandischen Bestanden und 12 Sequenzen aus
5 schweizerischen Bestanden.

Tabelle 7 zeigt die Verteilung der Genotypen und Cluster sowie das
gleichzeitige Vorkommen mehrerer Genotypen und Cluster in den

Bestanden der drei Lander im Vergleich.



IV. Ergebnisse 39

Tabelle 7: Verteilung der PCV2-Genotypen und Cluster in den
untersuchten PCV2-positiven Bestanden mit genotypisierten Proben
(n,0s=47) in Abhangigkeit von der Probenherkunft aus Deutschland
(D), den Niederlanden (NL) und der Schweiz (CH).

Genotypenvorkommen

Clustervorkommen

PCV2a PCV2b PCVad PCV2a + PCV2b +
PCV2b PCvad
D 50 % 33,3 % 4,2 % 4,2 % 8,3 %
(n=24) (12/24) (8/24) (1/24) (1/24) (2/24)
PCV2a-2D 4x PCV2d-2 PCV2a-2D PCV2b-1A
PCV2b-1A + + PCV2d-2
PCV2b-1B
4x
PCV2b-1B
NL 22,2 % 66,7 % 5,6 % 5,6 % 0 %
(n=18) (4/18) (12/18) (1/18) (1/18)
PCV2a-2D 7X PCV2d-2 PCV2a-2D
PCV2b-1A +
PCV2b-1B
4x
PCV2b-1B
1x
PCV2b-1A
+
PCV2b-1B
CH 100 % 0 % 0 % 0 % 0 %
(n=b) (5/5)
PCV2a-2D

Die statistischen Auswertungen ergaben, dass zwischen dem Vorkommen
der Genotypen und deren Verteilung in den einzelnen Landern keine

signifikanten Assoziationen bestanden (p > 0,05).
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1.2.2. Genotypen und Cluster in den Bestanden in Abhangigkeit
vom Impfstatus
Von 47 Bestanden, aus denen mindestens ein Vollgenom sequenziert
werden konnte, fuhrten 18 eine aktive Immunisierung der Ferkel durch, 6
eine passive Immunisierung und 15 waren Nichtimpfbestande. Von den
restlichen 8 Bestanden war kein Impfstatus bekannt, somit wurden diese
in der folgenden Auswertung nicht berucksichtigt. Tabelle 8 zeigt die
Verteilung der Genotypen wund Cluster sowie das gleichzeitige
Vorkommen mehrerer Genotypen und Cluster in den Bestanden in
Abhangigkeit von der Art der Immunisierung der Ferkel in den

Bestanden.
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Tabelle 8: Verteilung der PCV2-Genotypen und Cluster in den
untersuchten PCV2-positiven Bestanden mit genotypisierten Proben
(ns=47) in Abhangigkeit vom jeweiligen Impfstatus als
Ferkelimpfbestand (FI), Sauenimpfbestand (SI) oder Nichtimpfbestand
(N1).

Genotypenvorkommen

Clustervorkommen

PCV2a PCV2b PCV2d PCV2a + PCV2b +
PCV2b PCv2d

SI 83,3 % 0 % 0 % 16,7 % 0 %
(n=6) (5/6) (1/6)
PCV2a-2D PCV2a-2D
+
PCV2b-1B

Zwischen dem Auftreten der Genotypen und den Impfstatus der Betriebe

konnte kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden
(p>0,05).
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2, Auswertung der Ergebnisse auf Einzeltierebene

Von den 2102 untersuchten Einzelproben waren 84,5 % (1777/2102)
PCV2-DNA negativ. In 15,5 % (325/2102) der Proben konnte mittels real-
time PCR PCV2-DNA nachgewiesen werden. Davon stammten 216 Seren
aus Deutschland, 97 aus den Niederlanden und 12 aus der Schweiz.
Daraus konnten 136 Vollgenomsequenzen erstellt werden, wobei 8
Sequenzen nicht eindeutig einem Genotypen zugeordnet werden konnten

und somit aus den folgenden Analysen ausgeschlossen wurden.

2.1. Molekularbiologische Untersuchung von PCV2-Genom aller
PCV2-positiven Proben

Bei den 325 PCV2-positiven Einzelproben wurde im Median ein PCV2-

DNA-Gehalt im Serum von 2,43x 10* (Q1: 5,36x 10°, Q3: 8,89x 10%

Genomkopien pro ml Blutserum nachgewiesen. Der statistische Vergleich

der DNA-Gehalte in Genomkopien / ml Serum zwischen den einzelnen

Landern oder hinsichtlich der Impfstatus ergab keine signifikanten

Assoziationen (p>0,05).

Um die Menge der in der qPCR detektierten PCV2-DNA in den
untersuchten Proben quantitativ vergleichen zu konnen, wurden die
Einzeltierergebnisse nach Wertebereichen geordnet. Dazu wurden die
Werte (Genomkopien / ml) einer Zehnerpotenz einer Kategorie
zugeordnet. In die Kategorie ,,10* fallen z. B. alle Werte zwischen 1000-
9999. Insgesamt ergaben sich somit 8 Gruppen (10° — 10° Genomkopien /
ml Serum). Abbildung 8 stellt die Verteilung der 325 positiven
Einzelseren auf die 8 Wertebereiche dar. Um die Verteilung der positiven
Einzelseren abhangig vom Impfstatus darstellen zu konnen, wurden 37
Seren, deren Impfstatus unbekannt war, aus der folgenden Analyse
ausgeschlossen. Abbildung 9 zeigt die Verteilung der positiven Seren in
Abhangigkeit vom Impfstatus (aktive Immunisierung, passive

Immunisierung oder Nichtimpfen im Bestand).
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Verteilung der Einzelproben (n,,.=325) in Abhéngigkeit von
Genomkopien/ ml Serum
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Abbildung 8: prozentualer Anteil aller PCV2-positiven Proben pro
Wertebereich in Genomkopien / ml Serum (*klinisch relevanter
Bereich nach BRUNBORG et al. (2004); OLVERA et al. (2004);
HARDING et al. (2008)).

Verteilung der Einzelproben (n,,=288) nach Impfstatus in den
Wertebereichen
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Abbildung 9: prozentuale Verteilung der PCV2-positiven Proben nach
Impfstatus als Ferkelimpfbestand (FI), Sauenimpfbestand (SI) oder
Nichtimpfbestand (NI) pro Wertebereich in Genomkopien / ml Serum
(*klinisch relevanter Bereich nach BRUNBORG et al. (2004); OLVERA
et al. (2004); HARDING et al. (2008)).
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Die Werte der 128 Vollgenome in Genomkopien / ml wurden ebenfalls in
Wertebereiche eingeteilt. In Abbildung 10 sind die prozentualen Anteile
der PCV2-Genotypen PCV2a, PCV2b und PCV2d nach Wertebereichen

geordnet dargestellt.

Verteilung der Sequenzen (n.,=128) nach Genotypen in den
Wertebereichen

80
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Wertebereich Genomkopien / ml

Abbildung 10: prozentualer Anteil der Genotypen aller sequenzierten
Proben pro Wertebereich in Genomkopien / ml Serum (*klinisch
relevanter Bereich nach BRUNBORG et al. (2004); OLVERA et al.
(2004); HARDING et al. (2008)).

2.2. Auswertung der Vollgenomsequenzen

Von den insgesamt 128 Vollgenomsequenzen gehorten 64 dem Genotyp
PCV2a, 55 dem Genotyp PCV2b und 9 dem Genotyp PCV2d an. Durch
phylogenetische Analyse der Cluster wurden 64 dem Cluster PCV2a-2D
zugeordnet, 34 dem Cluster PCV2b-1A, 21 dem Cluster PCV2b-1B und 9
dem Cluster PCV2d-2.

Bei allen 128 Vollgenomsequenzen konnte im Median 5,85x 10* (Q1:
2,25x 10*, Q3: 6,69x 10°) Genomkopien von PCV2 pro ml Blutserum
nachgewiesen werden. In den Proben aus Deutschland wurde ein PCV2-
Gehalt von DNA pro ml Serum von 4,62x 10* (Q1: 2,06x 10*, Q3:
4,04x 10°) im Median detektiert, in den Proben aus den Niederlanden von
6,65x 10° (Q1: 5,43x 10*, Q3: 3,04x 10°) Genomkopien / ml Serum und in
den Proben aus der Schweiz von 2,50x 10* (Q1: 1,66x 10% Q3: 6,62x 10%)
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Genomkopien / ml Serum. Der statistische Vergleich dieser Werte
innerhalb der Lander ergab einen signifikanten Zusammenhang (p<0,05).
Beim Vergleich der Proben aus den einzelnen Landern konnte festgestellt
werden, dass in den Niederlanden sowohl im Vergleich zu Deutschland
(p<0,001) als auch im Vergleich zur Schweiz (p=0,001) im Median ein
signifikant hoherer PCV2-Gehalt von DNA im Serum nachzuweisen war.
Im Zusammenhang mit dem Impfstatus ergab sich bei den Proben aus
Ferkelimpfbestainden im Median ein PCV2-DNA-Gehalt von 4,95x 10*
(Q1: 1,97x 10*, Q3: 2,12x 10%) Genomkopien / ml Serum, bei den Proben
aus Sauenimpfbestanden von 2,52x 10* (Q1: 1,55x 10 Q3: 5,29x 10%)
Genomkopien / ml Serum und bei den Proben aus Nichtimpfbestanden
von 2,38x 10° (Q1: 3,48x 10%, Q3: 7,16x 10°) Genomkopien / ml Serum im
Median. Der statistische Vergleich dieser Werte zeigte, dass Proben aus
Nichtimpfbestanden im Vergleich mit Proben aus Sauenimpfbestanden
einen signifikant hoheren Gehalt an PCV2-DNA im Serum im Median
aufwiesen (p=0,001).

2.2.1. Vergleichende quantitative Auswertung der PCR-Ergebnisse
der verschiedenen Genotypen
Unabhangig von anderen Einflussfaktoren wurde im Folgenden der
durchschnittliche Gehalt von PCV2-DNA im Serum im Zusammenhang
mit den drei im Rahmen der Untersuchung detektierten Genotypen
untersucht. In den Seren, aus denen im spateren Verlauf der
Untersuchung die Vollgenome sequenziert wurden, die dem Genotyp
PCV2a angehorten, konnte ein Gehalt von PCV2-DNA im Serum von
3,86x 10* (Q1: 1,69x 10%, Q3: 1,19x 10°) Genomkopien / ml Serum im
Median detektiert ~ werden. Basierend auf  der  spateren
Vollgenomsequenzierung zeigten Seren mit Genotyp PCV2b im Median
einen PCV2-DNA-Gehalt von 4,03x 10° (Q1: 3,68x 10%, Q3: 2,35x 10°)
Genomkopien / ml Serum. In den Seren mit Genotyp PCV2d wurden im
Median 4,87x 10° (Q1: 1,24x 10°, Q3: 1,04x 10°) Genomkopien / ml
Serum nachgewiesen. Der statistische Vergleich der drei Genotypen
PCV2a, PCV2b und PCV2d hinsichtlich dieser Werte zeigte, dass in
Seren, deren Vollgenome im Rahmen der Sequenzierung dem Genotypen
PCV2b oder PCV2d zugeordnet wurden, im Vergleich zu PCV2a
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signifikant mehr Genomkopien / ml Serum enthalten sind (ppcv2<0,007;
prcv2¢=0,006). Beim Vergleich der Genotypen PCV2b und PCV2d gab es

dahingehend keinen signifikanten Zusammenhang (p>0,05).

2.2.2. \Vergleichende quantitative Auswertung der PCR-Ergebnisse
der verschiedenen Genotypen hinsichtlich
Landerzugehorigkeit und Impfstatus

In Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz und ebenso in

Abhangigkeit vom jeweiligen Impfstatus lieBen sich je nach Genotyp

mittels gPCR unterschiedliche Gehalte an Genomkopien / ml im Median

in den Einzelseren detektieren. Diese sind in Tabelle 9 und in Tabelle 10

dargestellt.
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Tabelle 9: Darstellung der mittleren Gehalte an PCV2-DNA in
in den Einzelseren,
Genotypen in Deutschland (D), den Niederlanden (NL) und der

Genomkopien / ml

Schweiz (CH).

Serum

aufgeteilt nach

Med Q1 Q3
D ':f:ﬁ‘;‘ 3,86x 10 1,64x 10° 1,16x 10°
':nciit)’ 9,21x 10 2,71x 10 6,28 10°
P(ﬁ\:’:)d 3,63x 10° 9,98x 10* 8,06x 10°
NL* P(ﬁl’:)a 1,81x 10° 3,53x 10° 4,56x 108
':::;27';' 7,29% 10° 5,61x 10° 3,40x 10°
CH 'f,i‘ﬁ? 2,50x 10* 1,66x 10° 6,62x 10°

*Eine Berechnung des mittleren Gehalts an DNA-Kopien / ml Serum war in den
Niederlanden aufgrund der geringen Anzahl des Genotypen PCV2d (n=1; PCV2-DNA-

Gehalt: 2,12x 10® Genomkopien / ml Serum) nicht moglich. In der Schweiz konnten die

Genotypen PCV2b und PCV2d nicht detektiert werden.
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Tabelle 10: Darstellung der mittleren Gehalte an PCV2-DNA in
Genomkopien / ml Serum in den Einzelproben, aufgeteilt nach
Genotypen und Impfstatus als Ferkelimpfbestand (FD),
Sauenimpfbestand (SI) oder Nichtimpfbestand (NI).

Med Q1 Q3
Fi fnc_\g;‘ 7,18x 10* 1,45x 10* 1,76x 10°
Fnc_\%’ 4,06x 10° 2,56x 10° 3,40x 10°
fn(i\;)zd 7,60x 10° 2,02x 10° n.a.
SI* Fnc_\gf 2,07x 10* 1,55x 10* 4,47x 10*
NI fn(i\g;" 4,29x 10* 2,15x 10* 1,20x 10°
fnc_\gf’ 4,19x 10° 8,22x 10° 1,40x 10°
fn(i\;)zd 4,88x 10° 2,21x 10° 9,74x 10°

*Eine Berechnung des mittleren Gehalts an DNA-Kopien / ml Serum war bei Proben aus
Sauenimpfbestanden aufgrund der geringen vorhandenen Anzahl des Genotypen PCV2b
(n=1; PCV2-DNA-Gehalt: 8,93x 10°® Genomkopien / ml Serum) nicht moglich. Der
Genotyp PCV2d konnte bei den Sauenimpfbestanden nicht detektiert werden.

2.2.3. Vergleichende quantitative Auswertung der PCR-Ergebnisse
der verschiedenen Cluster hinsichtlich Landerzugehorigkeit
und Impfstatus

In Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz und ebenso in

Abhangigkeit vom jeweiligen Impfstatus lieBen sich je nach Cluster

mittels qPCR unterschiedliche Gehalte an Genomkopien / ml im Median

in den Einzelseren detektieren. Diese sind in Tabelle 11 und Tabelle 12
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dargestellt.

Tabelle 11: Darstellung der mittleren Gehalte an PCV2-DNA in
Genomkopien / ml Serum in den Einzelseren, aufgeteilt nach Clustern
in Deutschland (D), den Niederlanden (NL) und der Schweiz (CH).

Med Q1 Q3
D FnEZE?-ZD 3,86x 10° 1,64x 10° 1,16x 10°
Fnc_\zlﬁf"m 2,67x 10° 4,19x 10° 7,00x 10°
fn(i\gb'm 3,12x 10° 1,78x 10* 4,64x 10°
rnCi\é)Zd-Z 3,63x 10° 9,98x 10° 8,06x 10°
NL* Fnci\g)za-zo 1,81x 10° 3,53x 10* 4,56x 10°
fnc_\ﬁ:"m 3,56x 10° 3,96x 10° 2,51x 10°
:Dnc_\g:;-m 2,35x 10° 4,31x 10° 1,42x 10°
CH Fn(i\g;"'z') 2,50x 10° 1,66x 10° 6,62x 10*

*Eine Berechnung des mittleren Gehalts an DNA-Kopien / ml Serum war in den
Niederlanden aufgrund der geringen Anzahl des Clusters PCV2d-2 (n=1; PCV2-DNA-

Gehalt: 2,12x 10 nicht mdglich. In der Schweiz konnten keine anderen Cluster

detektiert werden.
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Tabelle 12: Darstellung der mittleren Gehalte an PCV2-DNA in
Genomkopien / ml Serum in den Einzelproben, aufgeteilt nach
Clustern und Impfstatus als Ferkelimpfbestand (Fl), Sauenimpfbestand

(SI) oder Nichtimpfbestand (NI).

Med Q1 Q3
FI PCV2a-2D 7,18x 10* 1,45x 10 1,76x 10°
(n=13)
PCV2b-1A 3,66x 10* 4,24x 10° 3,77x 10°
(n=5)
PCV2b-1B 3,25x 10° 2,65x 10* 3,03x 108
(n=10)
PCv2d-2 7,60x 10* 2,02x 10* n.a.
(n=3)
s|x PCV2a-2D 2,07x 10* 1,55x 10* 4 47x 10*
(n=19)
Nni  PCV2a-2D 4.29x 10 2.15x 10 1,20x 10°
(n=27)
PCV2b-1A 4,19x 10° 1,02x 10° 1,80x 10°
(n=26)
PCV2b-1B 4,31x 10° 3,07x 10 6,96x 107
(n=6)
PCV2d-2 4,88x 10° 2,21x 10° 9,74x 10°
(n=6)

*Eine Berechnung des mittleren Gehalts an DNA-Kopien / ml Serum war bei Proben aus
Sauenimpfbestanden aufgrund der geringen Anzahl des Clusters PCV2b-1B (n=1; PCV2-
DNA-Gehalt: 8,93x 10° nicht moglich.
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2.2.4. Vorkommen von Genotypen und Clustern in den Einzelseren
im Zusammenhang mit dem Standort in Deutschland, den
Niederlanden und der Schweiz

Von den 128 analysierten Vollgenomsequenzen stammten 82 aus

Deutschland, 34 aus den Niederlanden und 12 aus der Schweiz. Die

Verteilung der im Rahmen der Untersuchung detektierten PCV2-

Genotypen in Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz ist

Abbildung 11 zu entnehmen.

Verteilung der PCV2-Genotypen in den Einzelseren in D, NL

und CH (n,=128)
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Abbildung 11: prozentuale Anteile der PCV2-Genotypen in den
sequenzierten Einzelseren in Abhangigkeit von deren Herkunft aus
Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz.

Die statistische Auswertung der Verteilung der in der Untersuchung
nachgewiesenen PCV2-Genotypen in Abhangigkeit von ihrem Standort in
Deutschland, den Niederlanden oder der Schweiz ergab, dass Genotyp
PCV2a im Vergleich zu anderen Genotypen signifikant haufiger in
Deutschland nachzuweisen war als in den Niederlanden (p<0,001). Im
Vergleich mit den beiden anderen Landern war Genotyp PCV2a
signifikant haufiger in der Schweiz nachzuweisen (p<0,05). PCV2b war
signifikant haufiger in den Niederlanden zu finden als in Deutschland
(p<0,001). Bezuglich des Genotypen PCV2d konnten keine statistisch

signifikanten Zusammenhange in Abhangigkeit vom Standort festgestellt
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werden (p>0,05).

Bei PCV2a konnte nur der Cluster PCV2a-2D und bei PCV2d nur der
Cluster PCV2d-2 nachgewiesen werden. Bei Genotyp PCV2b konnten mit
PCV2b-1A und PCV2b-1B zwei verschiedene Cluster nachgewiesen
werden. Die prozentuale Verteilung der Cluster bei den
Vollgenomsequenzen in Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz

kann Abbildung 12 entnommen werden.

Verteilung der PCV2-Cluster in den Einzelseren in D, NL und CH
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Abbildung 12: prozentuale Anteile der PCV2-Cluster in den
sequenzierten Einzelseren in Abhangigkeit von deren Herkunft aus
Deutschland, den Niederlanden und der Schweiz.

Zwischen der Verteilung der Cluster und deren Landerzugehorigkeit lie3
sich ein signifikanter Zusammenhang erkennen (p<0,05). Beim Vergleich
der einzelnen Cluster konnte festgestellt werden, dass PCV2a-2D in der
Schweiz signifikant haufiger auftrat, als in Deutschland (p=0,003) und in
den Niederlanden (p<0,001). Zudem konnte in Deutschland im Vergleich
zu den Niederlanden signifikant haufiger PCV2a-2D nachgewiesen
werden (p<0,001). Der Cluster PCV2b-1B ist in den Niederlanden
signifikant haufiger als in Deutschland (p<0,001) zu finden. Hinsichtlich
Cluster PCV2d-2 ergaben sich keine signifikanten Assoziationen mit dem

Auftreten in den Landern (p>0,05).
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2.2.5. Vorkommen von Genotypen und Clustern in den Einzelseren
im Zusammenhang mit dem Impfstatus
Von 128 vorhandenen Vollgenomen stammten 24,2 % (31/128) der
Sequenzen aus Ferkel impfenden Bestanden, 15,6 % (20/128) aus Sauen
impfenden Bestanden und 50,8 % (65/128) aus nicht impfenden
Bestanden. Bei 9,4 % (12/128) der Sequenzen war der Impfstatus
unbekannt, weswegen diese von der Analyse ausgeschlossen wurden. In
Abbildung 13 ist das Vorkommen der Genotypen in Abhangigkeit vom

jeweiligen Impfstatus dargestellt:

Verteilung der PCV2-Genotypen in den Einzelseren in Abhangigkeit

vom Impfstatus (n,,,=116)
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Abbildung 13: prozentuale Anteile der PCV2-Genotypen in den
sequenzierten Einzelseren in Abhangigkeit von deren Impfstatus als
Ferkelimpfbestand, Sauenimpfbestand und Nichtimpfbestand.

Die statistische Auswertung der Verteilung der in der Untersuchung
nachgewiesenen PCV2-Genotypen in Abhangigkeit von ihrem Impfstatus
ergab, dass bei Vollgenomsequenzen aus Sauenimpfbestanden im
Vergleich mit Ferkelimpfbestanden und Nichtimpfbestanden signifikant
haufiger PCV2a nachgewiesen wurde (psr.<0,001; psna<0,001). Im
Vergleich mit Sauenimpfbestanden konnte sowohl bei
Ferkelimpfbestanden als auch bei Nichtimpfbestanden signifikant mehr
PCV2b detektiert werden (psr=0,001; psn<0,001). Hinsichtlich des
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Genotypen PCV2d konnten keine  statistisch signifikanten
Zusammenhange in Abhangigkeit vom Impfstatus festgestellt werden
(p>0,05).

Alle Vollgenomsequenzen, die dem Genotypen PCV2a angehorten,
wurden dem Cluster PCV2a-2D zugeordnet. Von den 116 untersuchten
Vollgenomsequenzen wurden mit Bezug auf den Impfstatus 41,9 % der
(13/31) Sequenzen aus Ferkelimpfbestanden, 95,0 % (19/20) der
Sequenzen aus Sauenimpfbestanden und 41,5 % (27/65) der Sequenzen
aus Nichtimpfbestanden dem Cluster PCV2a-2D zugeordnet. Bei Genotyp
PCV2d wurde nur der Cluster PCV2d-2 gefunden, wobei bei 9,7 % (3/31)
der Sequenzen mit Ferkelimpfung, bei keiner Sequenz mit Sauenimpfung
und bei 9,2% (6/65) der Nichtimpfsequenzen dieser Cluster
nachgewiesen wurde.

Bei Genotyp PCV2b erfolgte eine Einteilung in die Cluster PCV2b-1A und
PCV2b-1B. Bei den Ferkelimpfbestanden gehorten 16,1 % (5/31) der
Sequenzen dem Cluster PCV2b-1A und 32,3 % (10/31) dem Cluster
PCV2b-1B an. Bei den Sauenimpfbestanden war bei 5,0 % (1/20) der
Sequenzen PCV2b-1B nachzuweisen. Bei den Sequenzen aus
Nichtimpfbestanden waren 40 % (26/65) dem Cluster PCV2b-1A und
9,2 % (6/65) dem Cluster PCV2b-1B zuzuordnen.

Der chi>-Test nach Pearson (n=116) ergab einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Impfstatus und dem Vorkommen der
Cluster von PCV2 (p<0,05). Dabei stellte sich heraus, dass in
Sauenimpfbestanden signifikant haufiger im Vergleich zu Ferkel- und
Nichtimpfbestanden der Cluster PCV2a-2D gefunden wurde (p<0,001).
Hinsichtlich des Clusters PCV2b-1A konnte in Nichtimpfbestanden
signifikant  haufiger PCV2b-1A  detektiert  werden als in
Ferkelimpfbestanden (p=0,019) und in Sauenimpfbestanden (p=0,001).
Sowohl im Vergleich mit Sauenimpfbestanden (p=0,034) als auch mit
Nichtimpfbestanden (p=0,005) konnte PCV2b-1B signifikant haufiger in
Ferkelimpfbestanden nachgewiesen werden. Bezuglich des Clusters
PCV2d-2 konnten im Zusammenhang mit dem Impfstatus keine

signifikanten Assoziationen dargestellt werden (p>0,05).
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2.3. Phylogenetische Stammbaume

In Abbildung 14, 15 und 16 sind die phylogenetischen Stammbaume, die
mittels Neighbor-Joining Algorithmus basierend auf den
Vollgenomsequenzen und den ORF2 erstellt wurden, dargestellt. Mithilfe
guter bootstraps-values konnte eine eindeutige Zuordnung der
Sequenzen erfolgen. Insgesamt konnten von 136 vorhandenen
Vollgenomsequenzen 128 Sequenzen verwendet werden, da 8 Sequenzen
ausgeschlossen wurden. Davon zahlten 64 Sequenzen zu PCV2a, 55
Sequenzen zu PCV2b und 9 Sequenzen zu PCV2d. Durch den Vergleich
mit Referenzstammen wurden die 64 PCV2a-Sequenzen dem Cluster
PCV2a-2D zugeordnet. Sequenzen des Genotyps PCV2b waren den
Clustern PCV2b-1A und PCV2b-1B zuzuordnen. Zum Cluster 1A gehorten
34 Sequenzen, zum Cluster 1B 21 Sequenzen. Die 9 PCV2d Sequenzen

konnten alle dem Cluster PCV2d-2 zugeordnet werden.
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Abbildung 14: phylogenetischer Stammbaum basierend auf dem
Vollgenom der PCV2-Isolate (Neighbor-Joining-Methode, p-distance-
Modell, 1000 bootstraps).
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Abbildung 15: phylogenetischer Stammbaum basierend auf dem ORF2
der PCV2-Isolate (Neighbor-Joining-Methode, p-distance-Modell, 1000

bootstraps).



58

IV. Ergebnisse

NL B16
NL B19
— NLB17
NL F21
NL G11
D58-21
D25-19
D25-14

o«
@ PCV2b-1A AY424405

NLO22
NLH12
D17-30

97 NLD18
_?‘*l:l—_NL D19
NL D20

NLT15
oI NLT14
® PCV2b-1A AF201897
NL U6
w b NLUT
D61-28
D67-09
D67-21
D67-10

D69-11

88y NL C6
NL CS

D26-20

89 NL E6
— e
100

PCV2b-1A

NL E10
j NLX12

NL P17

NLMN14

o

0.002

Abbildung

I NLN12

@ PCV2b-1B AY691169
NL B20

& PCV2b-1B AY484407
D35-07

89 D 62-02
|_|— D 62-21
96y D 30-01

16:

| & 1D30-15
D06-16
ezl po6-19

Subtypisierung von

Modell, 1000 bootstraps) des Vollgenoms.

NL P19

200t NLX11

NL P20

PCV2b-1B

PCV2b-Isolaten
phylogenetischer Analyse (Neighbor-Joining-Methode,

mittels
p-distance-



V. Diskussion 59

V. DISKUSSION

1. Ergebnisse auf Bestandsebene

1.1. Vorkommen PCV2-positiver Bestande

Im Rahmen der vorliegenden Studie war in 53,8 % aller untersuchten
Bestande mindestens eine Serumprobe PCV2-DNA positiv. Diese
Aussage deckt sich zum Teil mit der nach SEGALES et al. (2007) weltweit
ubiquitaren Verbreitung von PCV2 in der Hausschweinepopulation. Seine
Aussage stutzt sich jedoch auf die Detektion von PCV2-Antikorpern
(SEGALES et al., 2007), wahrend in der eigenen Studie PCV2-DNA im
Serum untersucht wurde. Das Ergebnis der eigenen Untersuchungen
stimmte allerdings nicht mit den Ergebnissen der Studie von REINER et
al. (2010) uberein, bei der sich 98,8 % der beprobten Schweine (das
durchschnittliche Gewicht bei der Schlachtung betrug 32,4 kg) mittels
qPCR als PCV2-positiv erwiesen. Im Gegensatz zu der eigenen Studie
wurden dabei allerdings Gewebeproben (Lymphknoten, Tonsillen, Lunge,
Milz) verwendet, welche im Rahmen einer Routinediagnostik genommen
wurden. Eine mogliche Erklarung fur den in der eigenen Studie
vorliegenden hohen Anteil an PCV2-positiven Bestanden konnte dabei
sein, dass sich PCV2 auch trotz Massenvakzination nicht vollstandig aus
den Bestanden entfernen lasst (FENG et al., 2014). Allerdings wird die
Viruslast und Pravalenz des Virus in den Bestanden nachweislich durch
die Impfung gesenkt (DVORAK et al., 2016). Auch KIXMOLLER et al.
(2008) und FACHINGER et al. (2008) beschreiben im Rahmen ihrer
Studie eine Verringerung der Viruslast und eine Verkurzung der Dauer
der Viramie bei geimpften Tieren. Dafur sprechen auch die Ergebnisse
der eigenen Studie, da in 46,2 % der Bestande kein Nachweis von PCV2-
DNA stattfand. Ein anderer Grund fur die eigenen Ergebnisse konnte
moglicherweise das Alter der Schweine sein, deren Seren in die
Untersuchung miteinbezogen wurden (16.-24. Lebenswoche). Laut
HARDING (2004) tritt die klinische PMWS-Symptomatik typischerweise
bei einem Alter von 7 bis 15 Wochen auf. RITZMANN et al. (2002)

hingegen kamen im Rahmen ihrer 156 bayerischen Bestande
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beinhaltenden Studie zu dem Schluss, dass der Anteil PCV2-positiver
Tiere mit zunehmendem Alter steigt. Auch SZIKORA (2015) konnte in der
Endmast die hochste Anzahl viramischer Tiere nachweisen. Ebenso
konnen HAAKE et al. (2014) und OH et al. (2014) zeigen, dass das Virus
vor allem in der Mittel- und Endmast gefunden wird. In der eigenen
Studie wurden gezielt Seren von Schweinen im Alter von 16 bis 24
Wochen ausgewahlt, um die Wahrscheinlichkeit des Nachweises von
PCV2-Viramien bei Schweinen zu erhohen. Durch die vorliegenden
Ergebnisse konnen die Ergebnisse der anderen Studien bestatigt werden.
Eine andere mogliche Ursache fur das Vorkommen von PCV2 in uber der
Halfte der untersuchten Bestande konnte der internationale Handel mit
subklinisch infizierten Schweinen (FRANZO et al., 2015c) oder
infiziertem Sperma (SCHMOLL et al.,, 2008) sein. Auch MENG (2012)
konnte zeigen, dass PCV2 sich sowohl durch den direkten Kontakt mit
infizierten Tieren als auch uber infektioses Sperma verbreitet. Wahrend
zwischen Deutschland und den Niederlanden ein intensiver Handel mit
Schweinen und Schweineprodukten (Deutschland ist der wichtigste
Abnehmer niederlandischer Ferkel (ISN, 2017)) stattfindet, befindet sich
die Schweiz in einer isolierten Lage hinsichtlich des Handels mit
Schweinen und Schweineprodukten. In 7 von 12 Bestanden, aus denen
Proben bezogen wurden, wurde die kunstliche Besamung mit Sperma der
schweizerischen Dienstleistungs-AG SUISAG® durchgefiihrt, lediglich in
einem davon wurde zusatzlich Sperma aus der Bretagne verwendet.

In  der eigenen Studie erwiesen sich Sauenimpfbestande und
Nichtimpfbestande als  signifikant  haufiger  PCV2-positiv  als
Ferkelimpfbestande. Auch FRAILE et al. (2012) konnten zeigen, dass
durch das Impfen der Ferkel im Vergleich zum Nichtimpfen ein
geringerer Prozentsatz PCV2-positiver Ferkel entsteht. Die Senkung der
Viruslast durch die wirksame Ferkelimpfung, wie sie FACHINGER et al.
(2008) oder KIXMOLLER et al. (2008) beschreiben, kdnnte ein Grund
dafir sein, warum Nichtimpfbestande und Sauenimpfbestande im
Vergleich zu Ferkelimpfbestanden haufiger PCV2-positiv sind. Ein
anderer Grund fur die vorliegenden Ergebnisse konnte der langer
anhaltendende und bessere Impfschutz der Ferkel durch die aktive

Immunisierung im Vergleich mit der passiven Immunisierung sein. OH et
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al. (2014) konnten im Rahmen ihrer Studie beim Vergleich verschiedener
Impfstoffe und Impfschemata zeigen, dass bei allen drei Impfstoffen eine
Ferkelimpfung allein im Vergleich zur Sauenimpfung allein die Viramie
signifikant verringerte. Wahrend die passive Immunisierung die Ferkel
nur bis zu einem Alter von acht (OPRIESSNIG et al., 2010) oder neun
(CHAE, 2012) Lebenswochen vor einer PCV2-Infektion schutzt, bewirkt
die aktive Immunisierung bei den Ferkeln bis zur 34. Lebenswoche eine
stabile Antikorperreaktion auf eine Infektion mit PCV2 (MARTELLI et al.,
2016).

1.2. PCV2 Genotypen und Cluster in den Bestanden

In verschiedenen asiatischen Landern und den USA wird derzeit am
haufigsten PCV2d nachgewiesen, weshalb dieser Genotyp dort als
dominierend gilt (XIAO et al.,, 2016; THANGTHAMNIYOM et al., 2017;
QU et al., 2018). Im Rahmen der eigenen Untersuchungen konnten
lediglich in insgesamt 8 % (4 % Monoinfektion und 4 % Mischinfektion
mit PCV2b) aller untersuchten Bestande entweder PCV2d als
Monoinfektion oder zugleich mit PCV2b nachgewiesen wurde. Diese
abweichenden eigenen Ergebnisse konnten moglicherweise damit erklart
werden, dass in den Studien von XIAO et al. (2016) und QU et al. (2018)
PCV2d in Proben von meist klinisch auffalligen Tieren nachgewiesen
wurde, wahrend in den eigenen Untersuchungen Serumproben von
Schweinen unabhangig von anderen Faktoren wie Impfstatus oder
klinischer Erkrankung als Grundlage dienten. Wie schon erwahnt,
wurden nicht alle PCV2-positiven Proben einer Genotypisierung
unterzogen, da die Qualitat der Sequenzierungsergebnisse mit der

Quantitat der Viruslast in der Probe korreliert.

Im Rahmen der eigenen Untersuchungen wiesen 45 % der Bestande den
Genotypen PCV2a, 43 % den Genotypen PCV2b und 4 % beide
Genotypen zum gleichen Zeitpunkt auf. In anderen Studien in
GroBbritannien (GRIERSON et al.,, 2018) und Italien (FRANZO et al.,
2015c) wurde PCV2b als dominierender Genotyp beschrieben. Auch
REINER et al. (2015) wiesen im Rahmen ihrer diagnostischen Studie in
Deutschland 52 von 62 Sequenzen dem Genotypen PCV2b zu, lediglich
eine Sequenz wurde als mPCV2b (=PCV2d) klassifiziert, die restlichen
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Sequenzen als PCV2a. In der eigenen Studie hingegen erschien das
Vorkommen von PCV2a und PCV2b annahernd gleich. In anderen
Studien wird diskutiert, ob das Auftreten von Genotypen durch die
passive oder aktive Immunisierung beeinflusst werden konnte (SHEN et
al., 2012; XIAO et al., 2012; OPRIESSNIG et al., 2013b; REINER et al.,
2015; FRANZO et al., 2016). Zu diesem Schluss kamen auch REINER et
al. (2015), da sie im Rahmen ihrer Studie zeigen konnten, dass 89 % aller
detektierten PCV2a-Sequenzen aus nicht geimpften Herden stammten
(REINER et al., 2015). Die PCV2b-Sequenzen stammten hingegen zu
52 % aus geimpften Bestanden (REINER et al., 2015). Auch in einer
Studie zum Vorkommen von PCV2 aus den USA, die funf Jahre nach
Einfuhrung der Impfung gegen PCV2 durchgefuhrt wurde, konnte PCV2a
nur in Proben aus Nichtimpfbestanden nachgewiesen werden, wahrend
PCV2b auch in Impfbestanden detektiert wurde (SHEN et al., 2012).
Ebenso wurde auch in einer Studie zum Vorkommen von Genotypen in
Bestanden mit unterschiedlichen Impfstrategien in Deutschland die
Vermutung aufgestellt, dass die Ferkelimpfung einen selektiven Einfluss
auf das Vorkommen der Genotypen hat, nicht jedoch die Sauenimpfung
(EDDICKS et al., 2017). Verschiedene Autoren sehen den Genotypenshift
von PCV2a zu PCV2b sogar als mogliche Konsequenz der PCV2-Impfung
an (XIAO et al., 2012; OPRIESSNIG et al., 2013b; OPRIESSNIG et al.,
2013a). In der eigenen Studie war jedoch sowohl das
Genotypenvorkommen von PCV2a und PCV2b annahernd gleich, als auch
die Anzahl der nicht impfenden und impfenden Bestande. Deswegen
konnen die Ergebnisse anderer Autoren durch die eigenen Ergebnisse

nicht bestatigt werden.
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2, Ergebnisse auf Einzeltierebene
2.1. Auswertung der molekularbiologischen Untersuchungen der
Einzeltiere

In der vorliegenden Studie konnte in Seren, die dem Genotypen PCV2b
oder PCV2d zugeordnet wurden, im Vergleich zu Seren, die dem
Genotypen PCV2a angehorten, signifikant mehr Genomkopien / ml Serum
nachgewiesen werden. Auch REINER et al. (2015) beschreiben bei
PCV2b eine hohere Viruslast als bei PCV2a, genauso wie EDDICKS et al.
(2017). In Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl zwischen der im
Blut (HARDING et al., 2008) als auch zwischen der im Gewebe infizierter
Schweine (BRUNBORG et al., 2004) nachgewiesenen Virusmenge und
dem Schweregrad der Erkrankung ein signifikanter Zusammenhang
besteht. Auch BAUMGARTNER et al. (2012) konnten zeigen, dass
klinisch an PMWS-erkrankte Schweine signifikant hohere Gehalte an
PCV2-DNA im  Serum aufwiesen als gesunde Tiere aus
Kontrollbestanden. Dies konnte moglicherweise daran liegen, dass
PCV2b und auch PCV2d hohere Viramien verursachen als PCV2a und
deswegen eine hohere Virulenz besitzen. Das konnte auch ein moglicher
Grund sein, warum PCV2d haufig im Zusammenhang mit klinisch
auffalligen Schweinen detektiert wurde (XIAO et al., 2016; QU et al.,
2018). Es muss erwahnt werden, dass in der eigenen Untersuchung die
Korrelation zwischen Genotypen und Genomkopien / ml Serum
moglicherweise durch die Auswahl der Proben zur Sequenzierung mit
Gehalten ab 10* Genomkopien PCV2-DNA / ml Serum mitunter
beeinflusst wurde.

In den eigenen Untersuchungen wurde zudem herausgefunden, dass
Serumproben aus Nichtimpfbestanden eine signifikant hohere Viruslast
im Gegensatz zu Sauenimpfbestanden aufwiesen. Dieses Ergebnis ist
vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Studien. So konnten
OPRIESSNIG et al. (2017) im Rahmen ihrer experimentellen Studie eine
Verringerung der Viruslast bei geimpften und mit PCV2d inokulierten
Schweinen im Gegensatz zu ungeimpften inokulierten Tieren
nachweisen. Auch FACHINGER et al. (2008) stellten fest, dass eine aktive

Immunisierung der Ferkel die Viruslast signifikant verringert, genauso
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wie KIXMOLLER et al. (2008), die die Ferkelimpfung einer PMWS-
betroffenen Herde mit einer Placebogruppe verglichen. DIAS et al. (2013)
untersuchten das Vorkommen von PCV2 bei Bestanden, die Jungsauen
gegen PCV2 impften im Vergleich mit Bestanden mit ungeimpften Sauen.
Dabei kamen sie zu dem Schluss, dass eine Impfung einen positiven
Effekt auf die Verringerung der Viramie bei Muttersauen und die
Infektion der Ferkel hat (DIAS et al., 2013).

Beim Vergleich der Werte der Viruslast in den Einzelproben aus den
verschiedenen Landern konnte gezeigt werden, dass Proben aus den
Niederlanden im Vergleich mit Deutschland und der Schweiz einen
signifikant hoheren PCV2-DNA-Gehalt aufweisen. Dies konnte an der
Probenauswahl liegen, da die Qualitat der Sequenzierungsergebnisse mit
der Quantitat der Viruslast in der Probe korreliert. In der eigenen
Untersuchung wurden grofStenteils Proben zur Sequenzierung mit
Gehalten ab 10* Genomkopien PCV2-DNA / ml Serum ausgewahlt, um
moglichst vollstandige Vollgenomsequenzen zu erhalten.

Eine andere mogliche Ursache konnte sein, dass in den Niederlanden
eventuell mehr Betriebe am ResPig®-Programm teilgenommen haben, die
vermehrt Probleme aufzuweisen haben. Auch Koinfektionen konnen die
Viruslast erhohen (SINHA et al.,, 2011). Da allerdings sowohl
Informationen zu moglichen vorhandenen Koinfektionen als auch zu
erhohter Problematik in Bestanden in den Niederlanden fehlen, kann ein

Zusammenhang damit nur vermutet werden.

2.2. Auftreten von Genotyp und Cluster in Abhangigkeit von Land
und Impfstatus
In den 12 PCV2-positiven Seren aus der Schweiz konnte nur der Genotyp
PCV2a mit dem Cluster PCV2a-2D nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse widersprechen der Aussage von WIEDERKEHR et al. (2009),
die in der Schweiz eine Dominanz des Genotypen PCV2b beschreiben.
AuBerdem stammen alle vorhandenen schweizerischen Sequenzen aus
Bestanden, in denen Schweine entweder aktiv oder passiv gegen PCV2
immunisiert wurden, was der Annahme einiger Autoren widerspricht, die
den Genotypenshift als Konsequenz der PCV2-Impfung ansehen (XIAO et
al., 2012; OPRIESSNIG et al., 2013b; OPRIESSNIG et al., 2013a; REINER
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et al., 2015). Ein moglicher Grund fur den Nachweis von PCV2a als
einzigen Genotypen in der Schweiz konnte die isolierte Lage der Schweiz
hinsichtlich des Imports von Schweinen und Schweineprodukten sein.
JAGANATHAN et al. (2011) kommen, basierend auf phylogenetischen
Analysen, zu dem Schluss, dass durch den Import von Zuchtschweinen
ein Eintrag von PCV2 in das jeweilige Land moglich ist. In der Schweiz ist
die Gefahr eines Eintrags eher gering, da die Mastschweine zum Teil in
geschlossenen Systemen gehalten werden. Aulerdem stammen die
Ferkel, die =zur reinen Masthaltung verwendet werden oder zur
Aufstallung in Zuchtbestanden bestimmt sind, uberwiegend aus dem
nationalen Handel. Demzufolge konnte der geringere Tierverkehr eine
mogliche Erklarung dafur sein, warum in den schweizerischen Seren nur
der Genotyp PCV2a nachgewiesen werden konnte. Auch die
Transporthygiene konnte eine Rolle fur das alleinige Vorkommen des
Genotypen PCV2a und dem des Clusters PCV2a-2D in der Schweiz
spielen. Da PCV2 zu den unbehullten DNA-Viren (TISCHER et al., 1982)
gehort und gegenuber verschiedenen Reinigungs- und
Desinfektionsmechanismen eine hohe Stabilitat aufweist (SHIBATA et al.,
2003) konnte in der Schweiz durch hohe Anforderungen an die
Transporthygiene die Verbreitung der PCV2-Genotypen eingedammt
werden. Im Gegensatz zu anderen Studien (XIAO et al., 2016; QU et al.,
2018) wurden in die eigene Studie nicht ausschlieBBlich diagnostische
Proben miteingeschlossen. Allerdings handelte es sich um eine geringe
Anzahl von Vollgenomsequenzen aus der Schweiz, weswegen ein
Auftreten des Genotyps in Zusammenhang mit der Herkunft der Probe
aus der Schweiz vorsichtig betrachtet werden muss.

In  den eigenen  Untersuchungen wurde bei Seren aus
Ferkelimpfbestanden und Nichtimpfbestanden im Vergleich mit Seren
aus Sauenimpfbestanden signifikant haufiger PCV2b nachgewiesen.
Wahrend KEKARAINEN et al. (2014) sowohl in ungeimpften Schweinen
als auch bei geimpften Schweinen beide Genotypen nachweisen konnen,
beschreiben andere Autoren eine Verschiebung des Auftretens von
PCV2a zu PCV2b bei geimpften Tieren (OPRIESSNIG et al., 2013b;
OPRIESSNIG et al., 2013a; REINER et al., 2015). Da die meisten PCV2-

Impfstoffe auf dem Genotypen PCV2a basieren, konnte sich in
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Ferkelimpfbestanden ein Selektionsvorteil fur den Genotyp PCV2b
ergeben. Allerdings konnte eine wirksame Kreuzprotektivitat der
meistens auf PCV2a-basierenden |Impfstoffe in  verschiedenen
Untersuchungen nachgewiesen werden (FORT et al., 2008; OPRIESSNIG
et al.,, 2013b). Auch eine bessere Replikationsfahigkeit von PCV2b im
Vergleich zu PCV2a (CHEUNG & GREENLEE, 2011) konnte ein moglicher
Grund fur das haufigere Vorkommen von PCV2b bei Proben aus
Ferkelimpfbestanden im Vergleich zu Proben aus Sauenimpfbestanden
sein. Dies erklart allerdings nicht das signifikant haufigere Vorkommen
von PCV2b in Seren aus Nichtimpfbestanden im Vergleich mit

Sauenimpfbestanden.

3. Phylogenetische Analyse der PCV2-

Genomsequenzen

Anhand der phylogenetischen Analyse konnte gezeigt werden, dass
zwischen allen vorhandenen Sequenzen aus Deutschland, den
Niederlanden und der Schweiz eine enge phylogenetische
Verwandtschaft besteht. AuBerdem konnte mithilfe des Alignments ein
hoher  Ubereinstimmungsgrad  zwischen den  Nukleotiden der
vorliegenden PCV2-Sequenzen und den internationalen auf GenBank
verfugbaren PCV2-Sequenzen dargestellt werden. Verschiedene Autoren
konnten mittels phylogenetischer Analysen zeigen, dass europadische
Sequenzen sowohl innereuropaisch (DE BOISSESON et al., 2004;
GRIERSON et al., 2004) als auch mit weiter entfernten Landern
(LAROCHELLE et al., 2002) phylogenetisch verwandt sind. Eine mogliche
Erklarung fur die enge phylogenetische Verwandtschaft zwischen
deutschen und niederlandischen Sequenzen konnte wiederum der rege
Handel mit Schweinen und Schweineprodukten zwischen den beiden
Landern sein (ISN, 2017). Von verschiedenen Autoren wurde bereits
dargelegt, dass sowohl der internationale Handel mit subklinisch
infizierten Schweinen (FRANZO et al., 2015c¢) als auch der Handel mit
infektiosem Sperma (MENG, 2012) ein Risiko fiir die Ubertragung von
PCV2 darstellt. AulBerdem wurde ein Zusammenhang zwischen dem

internationalen Handel mit Schweinen und der raschen Verbreitung
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gleichartiger Sequenzen vermutet (FRANZO et al, 2016). Die
phylogenetische Analyse im Rahmen der eigenen Untersuchungen zeigt
auBerdem eine hohe Sequenzidentitat der deutschen und
niederlandischen Sequenzen mit den schweizerischen Genomen, trotz
des Bestrebens der Schweiz, die Gefahr eines Eintrags anderer
Krankheitserreger durch Import von Schweinen oder Schweineprodukten
Zu minimieren.

Beim Vergleich der Genomsequenzen aus Deutschland den Niederlanden
und der Schweiz konnte festgestellt werden, dass auch innerhalb der
Bestande die Homologie der PCV2-Isolate sehr grofs zu sein scheint. Dies
bestatigt auch SZIKORA (2015), in dessen Studie mehrere Sequenzpaare
aus dem jeweils gleichen Bestand zu 100 % ubereinstimmten. Auch in
einer schwedischen Studie konnte gezeigt werden, dass die PCV2-
Sequenz eines klinisch gesunden Schweins aus dem Jahr 1993 zu 99,1 %
mit einer Sequenz aus dem Jahr 2004 desselben Bestandes
ubereinstimmte (TIMMUSK et al.,, 2008). Dies konnte an dem
Produktionssystem der Bestande liegen. JAGANATHAN et al. (2011)
kamen im Rahmen ihrer phylogenetischen Analysen zu dem Schluss,
dass durch den Import von Zuchtschweinen PCV2 in das jeweilige Land
eingebracht werden kann. Ubertragen auf einen Bestand mit reiner
Masthaltung konnte der Eintrag von PCV2-Isolaten, die sich von den in
dem Bestand vorhandenen Isolaten phylogenetisch unterscheiden,
aufgrund des Zukaufs von Schweinen leichter erfolgen als in ein
geschlossenes System. In der vorliegenden Untersuchung wurde das
Produktionssystem aufgrund fehlender Informationen aus den
Niederlanden nicht in die Analysen miteinbezogen, weswegen ein

Zusammenhang damit nur vermutet werden kann.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurde durch eine retrospektive Auswertung
von Serumproben aus den Jahren 2015 bis 2017 das Vorkommen von
PCV2-Genotypen bei Schweinen im Alter von 16 bis 24 Wochen
untersucht. Die Proben stammten aus verschiedenen
Gesundheitsmonitoring-Untersuchungen aus Bestanden in Deutschland,
den Niederlanden und der Schweiz mit unterschiedlichen Impfstatus als
Ferkelimpfbestand, Sauenimpfbestand oder Nichtimpfbestand. Dabei lag
bereits von allen Seren ein qPCR-Ergebnis vor. Von 136 Seren konnte
eine Vollgenomsequenz erstellt werden. Anhand dieser
Vollgenomsequenzen und mithilfe phylogenetischer Analysen konnten

die Genotypen und die Cluster von PCV2 bestimmt werden.

Insgesamt waren 53,8 % (49/91) der Bestande PCV2-positiv. Bei der
qualitativen Auswertung der positiven Bestande in Abhangigkeit vom
Impfstatus und der Lokalisation des Bestandes in Deutschland, den
Niederlanden oder der Schweiz ergaben sich signifikante Assoziationen.
Auf Bestandsebene wurde zudem das Vorkommen von Genotypen und
Cluster von PCV2 in den Bestanden, aus denen sequenzierte Vollgenome
vorlagen, untersucht. Dabei konnten in 45 % (21/47) der Bestande nur
PCV2a, in 43 % (20/47) der Bestande nur PCV2Db, in 4 % (2/47) der
Bestande nur PCV2d und in jeweils 4 % (2/47) der Bestande gleichzeitig
PCV2a und PCV2b bzw. PCV2b und PCV2d nachgewiesen werden. Ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten der PCV2-
Genotypen in den Bestanden und der Lokalisation eines Bestandes in
Deutschland, den Niederlanden oder der Schweiz oder dem Impfstatus

konnte nicht nachgewiesen werden.

Im  Rahmen der molekularbiologischen  Untersuchungen  auf
Einzeltierebene konnte gezeigt werden, dass der grof3te Teil der Seren
(39%) einen durchschnittlichen Gehalt von PCV2-DNA von 10°
Genomkopien / ml Serum enthielt, was sich auBBerhalb des als klinisch
geltenden relevanten Bereiches (BRUNBORG et al., 2004; OLVERA et al.,
2004; HARDING et al., 2008) befindet. In Seren, die nachweislich den



70 VI. Zusammenfassung

Genotypen PCV2b oder PCV2d enthielten, konnten signifikant mehr
Genomkopien / ml Serum von PCV2 detektiert werden. Dies bestatigt die
Vermutung, dass in Seren mit dem Genotypen PCV2b oder PCV2d eine
hohere Viruslast vorhanden ist, als in Seren mit PCV2a. Auch in
Abhangigkeit von Land und Impfstatus ergaben sich diesbezuglich
signifikante Zusammenhange, wobei beachtet werden muss, dass die
Seren mit einem PCV2-Gehalt von 10* Genomkopien / ml Serum oder
mehr zur Vollgenomsequenzierung ausgewahlt wurden, da die Qualitat

der Sequenzierung mit der Quantitat der Viruslast korreliert.

Bei der Untersuchung von Zusammenhangen zwischen detektierten
Genotypen und Clustern in den Einzelseren und Land bzw. Impfstatus
stellte sich heraus, dass in der Schweiz signifikant mehr Proben mit
PCV2a zu finden waren. AuBerdem konnte in Ferkel- und
Nichtimpfbestanden im Vergleich zu Sauenimpfbestanden signifikant
mehr Proben mit PCV2b detektiert werden. Damit konnte der Verdacht
des selektiven Einflusses der Impfung auf das Vorkommen von PCV2b
nur zum Teil bestatigt werden. Anhand der erstellten phylogenetischen
Stammbaume konnte gezeigt werden, dass alle Sequenzen eine groRe
Homologie aufweisen, was die Vermutung einer hohen Sequenzidentitat
zwischen deutschen und niederlandischen Isolaten unterstutzt. Die
Vermutung, dass die Schweizer Sequenzen sich hinsichtlich der
Sequenzidentitat von den Sequenzen aus den anderen beiden Landern
aufgrund der isolierten Handelslage unterscheiden, konnte nicht bestatigt
werden, da die Sequenzen aller drei Lander eine groBe Homologie

zueinander aufwiesen.
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Vil. SUMMARY

In the present study the occurrence of PCV2-genotypes in pigs aged 16 to
24 weeks was investigated by a retrospective evaluation of serum
samples from the period 2015 to 2017. The samples came from various
health monitoring examinations from farms in Germany, the Netherlands
and Switzerland which had different vaccination schedules as farms with
active immunization, passive immunization or no immunization. There
was already a gqPCR result available from all sera. From 136 sera a full
genome sequence could be created. Based on these full-genome
sequences and phylogenetic analyzes, the genotypes and clusters of
PCV2 could be determined.

Overall, 53.8% (49/91) of the herds were PCV2 positive. Qualitative
evaluation of the positive herds showed significant associations in
relation to the vaccination schedule and the site of the farm in Germany,
the Netherlands or Switzerland. On farm level the occurrence of
genotypes and clusters of PCV2 in the farms with available full genome
sequences was also investigated. PCV2a could be found in 45% (21/47)
of the farms, PCV2b in 43% (20/47) of the farms, PCV2d in 4% (2/47) of
the farms and in 4% (2/47) of the farms PCV2a and PCV2b or PCV2b and
PCV2d were detected at the same time. A significant correlation between
the occurrence of the PCV2 genotypes in the herds and the localization of
a farm in Germany, the Netherlands or Switzerland or the vaccination

status could not be proven.

At the individual animal level, molecular biological studies showed that
the majority of sera (39%) contained an average PCV2 DNA content of
10* genome copies / ml serum, which is outside the clinically relevant
range (BRUNBORG et al., 2004; OLVERA et al., 2004; HARDING et al.,
2008). In sera containing PCV2b or PCV2d genotypes significantly more
genome copies / ml serum of PCV2 were detected. This confirms the
assumption that in sera with the genotype PCV2b a higher viral load is
present than in sera with PCV2a. Depending on the country and the

vaccination schedule, there also were corresponding significant
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correlations. However, it should be noted that sera with a PCV2 content
of 10* genome copies / ml serum or more were selected for full genome
sequencing because the quality of the sequencing correlates with the

quantity of viral load.

Investigation of correlations between detected genotypes and clusters in
the individual sera and country or vaccination status revealed that
significantly more samples with PCV2a could be found in Switzerland. In
addition, significantly more samples with PCV2b could be detected in
farms with active immunization or no vaccination compared to farms with
passive immunization. Thus, the suspicion of the selective influence of
the vaccine on the occurrence of PCV2b could only partially be
confirmed. On the basis of the phylogenetic trees it could be shown that
all sequences have a high homology, which supports the assumption of a
high sequence identity between German and Dutch isolates.

The assumption that the Swiss sequences differ in terms of sequence
identity from the sequences from the other two countries due to the
isolated commercial situation could not be confirmed, since the

sequences of all three countries had a large homology to each other.
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ANHANG

XI.

Fragebogen zum Bestand

Probennummer Betrieb Tierzahl System Circo-lmpfung Wenn Ferkelherkunft Futterherkunft Spermaherkunft Falls
(geschlossen=0, 1= Ferkelimpfer geimpft O=betriebseigen O=nur 0= Besamungsstation | Besamungsstation,
offen=1) 2=Sauenimpfer wird, 1=national (falls ja, | betriebseigen 1=betriebseigene welche?

3= Nichtimpfer welcher welche Region?) hergestellt Samengewinnung

4=unbekannter Impfstoff? 2=international 1=Zukauf (falls ja, | 2=Natursprung mit

Impfstatus woher?) betriebseigenem
Eber

A

B

C

D

E
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1Z

Ifragebogen der Schwei

igina

Ausgefiillter Or

Probennu Betrieb Tierzahl System Circo-lmpfung Wenn Ferkelherkunft Futterherkunft Spermaherkunft Falls
mmer (geschlossen=0, 1= Ferkelimpfer geimpftwird, | O=betriebseigen O=nur 0= Besamungsstation,
offen=1) 2=Sauenimpfer welcher 1=national (falls ja, betriebseigen Besamungsstatio welche?
3= Nichtimpfer Impfstoff? welcher Kanton?) hergestellt n
4=unbekannter 2=international 1=Zukauf (fallsja, | 1=betriebseigene
Impfstatus woher?) Samengewinnung
2=Natursprung
mit
betriebseigenem
Eber
A 110 Muttersauen 0 1 CircoFlex 1 Friiher 1Zukauf 0 SUISAG
Jungsauenzukauf Fertigfutter
300 Mast Kanton Lu Fittermiihle
LANDI Sempach
B 80 Muttersauen 0 1 CircoFlex Kein Tierzukauf 1 Zukauf 0 SUISAG
Fertigfutter +Tiefgefriersperma
250 Mast Futtermiihle ADN (Bretagne)
Trullikon
C 285 Muttersauen 1 1 CircoFLEX 1 Jungsauenzukauf 1Zukauf 0 SUISAG
Kanton LU Fertigfutter E
100 Mast Miihlen AG
D 1 CircoFlex 1 Kanton LU 1 Zukauf - -
Fertigfutter
600 Mast 1 Egli Mihlen
E
1 1 Diverse meist | 1 Kanton Thurgau 0 - -
1200 Mast CircoFlex
F 120 Muttersauen 1 1 CircoFlex Zukauf Jungsauen 1 Zukauf 0 SUISAG
Fertigfutter
360 Mast UFA Biblis
G Diverse meist - -
1500 Mast 1 1 CircoFlex 1 Kanton Bern und 0
Aargau
H 220 Muttersauen 1 1
CircoFlex 1 Jungsauenzukauf 1 Zukauf 0 SUISAG
200 Mast Bern Fertigfutter

Melior
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255 Muttersauen 2 1 Jungsauenzukauf SUISAG
CircoFlex 2. CircoFlex Kanton Thurgau 1 Zukauf
100 Mast Drittel Fertigfutter
Trichtigkeit
1 CircoFlex Jungsauenzukauf 1 Zukauf SUISAG
200 Muttersauen Kanton Luzern Fertigfutter
600 Mast
1 CircoFlex 1 Mastferkellieferant | 1 Zukauf -
600 Mast Kanton 5G Fertigfutter
4 ? diverse Zukauf -
560 Mast Fertigfutter
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Ifragebogen den Niederlanden

igina

.

Ausgefullter Or

Farm Size of stock numberof System (farrow to | Circo-vaccination Name oft he Origin of the Origin of the pig Origin of the
fattening pigs finish=0, only vaccine (for ex. piglets feed sperm/semen
fattening pigs=1) 1= piglets Circoflex or 0= station for
Only farrow: sows | vaccinations Paorcilis) O=farrow to finish | 0=only own insemination
+ piglets, until 2=s0w 1=national (if yes, | production ofthe | 1=own boars on
fattening vaccination which farm the farm
3= no vaccination province/region) 1=national
Production of 4=not known, if 2=international (if | 2=international
gilts: gilts/pigs theyvaccinate yeswhich
until age of first (only for the country)
insemination farms C,
H,M,Q,5,T,U,X-1
already got the
informations of
the otherfarms)
A Only farrow
B 0
C 1
D 0
E 1
F Production of
gilts
G 1
H 1
1 Only farrow
] Only farrow
K Production of
gilts
L Only farrow
M Only farrow
N 1
o) 0
P 0
Q 0
S 0
T 0
U 1
WV 0
W Only farrow
X 1
Y 1
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