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l. EINLEITUNG

Im Jahr 2016 wird von PHAN et al. (2016) und PALINSKI et al. (2017) in
nordamerikanischen Schweinebestanden ein Virus mit zirkuldarer DNA
Struktur nachgewiesen, welches sich laut genetischen Analysen dem
porzinen Circovirus (PCV) zuordnen lasst. Die Lange von 2.000
Basenpaaren (bp) erweist sich jedoch deutlich langer als das der bisher
bekannten PCV-Spezies, porzines Circovirus Typ 1 (PCV1) und porzines
Circovirus Typ 2 (PCV2) (PHAN et al., 2016).

Phylogenetische Analysen zeigen, dass die Genom-Sequenzen des in
Nordamerika gefundenen Virus in ein gemeinsames Cluster eingeteilt
werden konnen (PALINSKI et al.,, 2017). Die Sequenzen dieses Clusters
konnen mithilfe von phylogenetischen Analysen eindeutig von den PCV1-
und PCV2-Sequenzen abgegrenzt werden (PALINSKI et al., 2017). Zudem
ergibt der Vergleich der offenen Leserahmen (open reading frames; ORF)
fur das Replikase- (Rep; ORF1) und das Nukleokapsidprotein (Cap; ORF2)
zwischen den bekannten und dem neuen porzinen Circovirus nur geringe
Sequenzidentitaten auf Nukleotidebene (PALINSKI et al., 2017). Basierend
auf diesen Erkenntnissen wurde vorgeschlagen, das neu entdeckte porzine
Circovirus als eigene Spezies mit der Bezeichnung porzines Circovirus Typ
3 (PCV3) zu benennen (PHAN et al., 2016; PALINSKI et al., 2017).

Neben den nordamerikanischen Bestanden der USA und Mexikos sind
auch Bestande in Brasilien (TOCHETTO et al., 2017), China (KU et al.,
2017) Thailand (KEDKOVID et al., 2018), Russland (YUZHAKOV et al.,
2018) und Sudkorea (KWON et al., 2017) PCV3-positiv. In Europa kann
PCV3-DNA bisher in Deutschland (FUX et al., 2018; PRINZ et al., 2019),
Polen (STADEJEK et al., 2017), Italien (FACCINI et al., 2017), Danemark,
Spanien (FRANZO et al., 2018a), im Vereinigten Konigreich (COLLINS et
al., 2017) und Schweden (YE et al., 2018) nachgewiesen werden.

PCV3 wird bisher insbesondere mit dem porcine dermatitis and
nephropathy syndrome (PDNS) (PALINSKI et al., 2017) und reproduktiven
Storungen (PHAN et al., 2016; FACCINI et al., 2017; KU et al., 2017,
PALINSKI et al., 2017; TOCHETTO et al., 2017), sowie mit kardialen und



2 I. Einleitung

multisystemischen Entzindungen (PHAN et al., 2016), respiratorischen
Problemen (SHEN et al., 2017; ZHAI et al., 2017; KIM et al., 2018) und
kongenitalem Tremor neugeborener Ferkel in Verbindung gebracht
(CHEN et al., 2017).

Da bis zum heutigen Tag eine Virusisolation noch nicht gelungen ist, ist
die Bedeutung von PCV3 als potentieller Krankheitserreger fir die
weltweite Schweineproduktion noch nicht abschatzbar (PHAN et al., 2016;
CHEN et al., 2017; TOCHETTO et al., 2017). Darauf begrindet muss, um
das pathogene Potential von PCV3 bei Schweinen zu erfassen, auf

Feldbeobachtungen zuruckgegriffen werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll durch eine retrospektive
Auswertung das Vorkommen von PCV3-DNA bei diagnostizierten PDNS
Fallen der Jahre 2003-2013, sowie dem Vorkommen von Totgeburten,
Aborten und Mumien bei Sauen untersucht werden.

Daraus ergeben sich folgende Arbeitshypothesen:

1. Basierend auf vorhergehenden Studien von PALINSKI et al. (2017), wird
bei Schweinen mit porcine dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS)

der Nachweis von PCV3 erwartet.

2. Aufgrund der Feststellung einer hohen PCV3 Pravalenz in deutschen
Mastbestanden, durch eigene vorhergehende Untersuchungen (FUX et al.,

2018), wird ein Nachweis von PCV3 auch bei Zuchtsauen vermutet.

3. Es wird davon ausgegangen, dass PCV3 analog zu PCV2 vertikal von der
Muttersau auf die Feten Ubertragen wird. Daher wird erwartet, dass PCV3

in Abortmaterial oder totgeborenen Ferkeln nachgewiesen werden kann.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Atiologie von PCV3

Porzine Circoviren sind DNA-Viren mit einem zirkularen, einzelstrangigen
und kovalent geschlossenen Genom (TISCHER et al., 1982). Das Kapsid,
welches das DNA-Genom umgibt, ist unbehullt und ikosahedral geformt
(CROWTHER et al., 2003). Mit einem Durchmesser von 17 bis 20
Nanometern gehoren die porzinen Circoviren zu den kleinsten Viren
(TISCHER et al., 1982; CROWTHER et al.,, 2003), die zur autonomen
Vermehrung in eukaryotischen Zellen fahig sind (MANKERTZ et al., 2004).
Die genetischen Analysen von PCV3 ergeben, dass dessen zirkulares,
einzelstrangiges DNA-Genom in seinem Aufbau dem der porzinen
Circoviren entspricht (PALINSKI et al., 2017). Aus den phylogenetischen
Analysen von FUX et al. (2018) und in der NCBI GenBank verfugbaren
ORF2-Sequenzen zeigt sich, dass sich diese in zwei phylogenetisch
abgrenzbare Gruppen (Cluster a und b) unterteilen lassen, welche
eventuell PCV3-Genotypen darstellen. Zudem ist zu erkennen, dass PCV3a
in weitere Subcluster, namlich PCV3a-1 und 2 unterteilt werden kann (FUX
etal., 2018; KLAUMANN et al., 2018).

Der Ursprung von PCV3 gilt noch als unklar. Das Virus konnte sich seit
einiger Zeit unbemerkt in Schweinen entwickelt haben oder durch
speziesiibergreifende Ubertragung entstanden sein (PALINSKI et al.,
2017). PCV3 konnte aber auch aus der Rekombination von unbekannten
Circoviren hervorgegangen sein (PALINSKI et al., 2017). Begrundet durch
die Sequenzahnlichkeiten zu bestimmten Fledermaus-Circoviren vermuten
Z0OU et al. (2018), dass der Ursprung der Verbreitung von PCV3 in
Wirtstieren der Ordnung Chiroptera (Fledertiere) zu suchen ist. FU et al.
(2017) vermuten aufgrund ihrer phylogenetischen Analysen, dass PCV3
seit 1966 innerhalb der Schweinebestande zirkuliert (FU et al., 2017).
Wegen der geringen Datenlage, ist dies allerdings zunachst als vorlaufig
anzusehen (FU et al., 2017).
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2. Vorkommen von PCV3

Im Jahr 2016 gelingt erstmals der Nachweis von PCV3-DNA in
nordamerikanischen Hausschweinebestanden (PHAN et al., 2016;
PALINSKI et al., 2017). Kurz darauf folgen weltweit weitere Berichte Uber
den Nachweis von PCV3 in Hausschweinbestanden in Asien (KU et al.,
2017; SHEN et al.,, 2017), Sidamerika (TOCHETTO et al., 2017), Russland
(YUZHAKOV et al., 2018) und Europa (STADEJEK et al., 2017).

In North Carolina, USA, wird bei akut verendeten Sauen mit PDNS-
ahnlichen Symptomen, sowie in deren abortierten, mumifizierten Feten
PCV3-DNA nachgewiesen (PALINSKI et al., 2017). Im Nordosten der USA
erweisen sich untersuchte Gewebehomogenate von drei Schweinen, die
zwischen drei und zehn Wochen alt sind, als PCV3 positiv (PHAN et al.,
2016). Die Bestande, aus welchen die Schweine stammen, liegen in den
USA und Mexiko (PHAN et al., 2016; PALINSKI et al., 2017). Zudem wird
bei einem Ferkelerzeuger in Brasilien PCV3-DNA in Serum von Sauen
festgestellt (TOCHETTO et al., 2017).

Auch in vielen Regionen Asiens kann PCV3-DNA detektiert werden (KU et
al., 2017; KWON et al., 2017; ZHAI et al., 2017). KU et al. (2017) gelingt
der Nachweis von PCV3-DNA in einigen chinesischen Provinzen. In den
untersuchten Bestanden gelingt bei 68,6% (24/35) der Genomnachweis
von PCV3. Als Probenmaterial dienen totgeborene Ferkel, Gewebeproben
und Sperma, sowie Serumproben (KU et al., 2017). FAN et al. (2017)
konnen PCV3-DNA in einer retrospektiven Untersuchung in den
Gewebeproben aus einem Sauenbestand der chinesischen Provinz Hubei
detektieren (FAN et al.,, 2017). AuBerdem wird in den chinesischen
Provinzen Guangdong und Guangxi PCV3-DNA in Gewebeproben von
Ferkeln und Mastschweinen PCV3-DNA nachgewiesen (CHEN et al., 2017;
WEN et al., 2018). ZHENG et al. (2017) stellen fest, dass auch
Schweinebestande der Provinz Shandong PCV3-positiv sind. Hierfir
werden die Gewebeproben totgeborener Feten untersucht. In einer
retrospektiven Studie zeigen FU et al. (2017) auf, dass PCV3-DNA in
chinesischen Gewebeproben, die aus dem Jahr 2015 stammen,

nachgewiesen werden kann.
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Im Osten Thailands wiederum kann in einem Sauenbestand PCV3-DNA
detektiert werden (KEDKOVID et al.,, 2018). Als Untersuchungsmaterial
dienen KEDKOVID et al. (2018) Gewebe- und Serumproben von
Aufzuchtferkeln sowie Serumproben von Sauen. In Sudkorea sind 72,6%
(53/73) der beprobten Bestande PCV3-positiv (KWON et al., 2017). Mit
Hilfe von Kaustricken gelingt der Nachweis von PCV3-DNA in den
Altersgruppen von Absetzferkeln, Aufzuchtferkeln und Mastschweinen
(KWON et al., 2017).

Auch in Europa kann bei zahlreichen Schweinebestanden PCV3 detektiert
werden (COLLINS et al., 2017; FACCINI et al., 2017; STADEJEK et al.,
2017; FRANZO et al., 2018). In polnischen Bestanden, gelingt der PCV3
Genomnachweis am haufigsten in Serumproben von 1.050 Tieren
innerhalb der Gruppe der Absetzferkel und Mastschweine (STADEJEK et
al., 2017). Es erweisen sich von diesen Bestanden 85,7% (12/14) als PCV3
positiv (STADEJEK et al., 2017). In Deutschland werden 53 Mastbestande,
von welchen vorberichtlich bekannt ist, dass deren Schweine wiederholt
an Atemwegserkrankungen leiden, retrospektiv fir die Untersuchung auf
PCV3-DNA herangezogen. In jedem Bestand werden 20 Mastschweine im
Alter von 20 bis 24 Wochen beprobt. Insgesamt werden somit 1.060
Serumproben aus dem Jahr 2015 untersucht. In dieser Untersuchung
erweisen sich mittels real-time PCR 75,5% (40/53) der deutschen
Mastbestande als PCV3-positiv (FUX et al., 2018). Bei einer Untersuchung
zweier Schweinebestande der Provinzen Como und auch Mantova, in der
italienischen Poebene, stellen FACCINI et al. (2017) fest, dass die
Gewebeproben von abortierten und totgeborenen Feten ebenfalls PCV3-
positiv sind. Auch in der Wildschweinpopulation des Colli Euganei
Regional Park in Norditalien kann PCV3 mit einer Pravalenz von 30%
nachgewiesen werden (FRANZO et al., 2018b). Diese Wildschweine zeigen
jedoch keinerlei klinische Symptomatik (FRANZO et al., 2018b). Die
Arbeitsgruppe beschreibt hierbei eine niedrigere Infektionsrate der Tieren
junger als zwolf Monate (FRANZO et al., 2018b).

Auch deutsche Wildschweinpopulationen erweisen sich als PCV3 positiv
(PRINZ et al., 2019). Ebenso wie bei FUX et al. (2018) bestatigt sich hierbei

zudem das haufigere Vorkommen des Stamms PCV3b im Vergleich zu dem
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Stamm PCV3a (PRINZ et al., 2019). PRINZ et al. (2019) gelingt bei 50%
der beprobten Wildschweine im Raum Berlin und Brandenburg der
Nachweis von PCV3-DNA mittels real-time PCR. Als Probenmaterial
dienen hierfur Organproben der Milz. Diese Proben stammen aus den
Jahren 2011 bis 2015. Aufgrund genetischer Analysen, konnen PRINZ et
al. (2019) darauf schlieRen, dass die Wildschweinpopulationen sowohl
ostlich als auch westlich der Berliner Mauer schon bereits vor dem Bau,

sprich 1961, mit PCV3 infiziert sein mussen.

Daruber hinaus kann in England und Nordirland retrospektiv in Fakal- und
Gewebeproben von Schweinen unterschiedlichen Alters, die aus den
Jahren 2001 und 2002 stammen, PCV3-DNA detektiert werden (COLLINS
et al., 2017). Auch spanische Bestande erweisen sich als PCV3-positiv
(FRANZO et al., 2018a). Fir die Untersuchung werden Serumproben von
Absetzferkeln und Mastschweinen herangezogen (FRANZO et al., 2018a).
Zudem wird in Danemark PCV3-DNA in Gewebeproben von Sauen sowie
in Gewebe- und Serumproben von Schweinen unbekannten Alters
detektiert (FRANZO et al., 2018a). Eine retrospektive Studie zeigt die
Prasenz von PCV3 in schwedischen Schweinebestanden bereits seit dem
Jahr 1993 (YE et al., 2018).

3. Mit PCV3 assozierte Krankheitsbilder

3.1. PDNS

Der genaue Pathomechanismus von PDNS ist bis heute noch unklar. Durch
den aullerst frequenten Nachweis von PCV2-DNA im Zusammenhang mit
PDNS, lasst sich jedoch davon ausgehen, dass PCV2 ein atiologisches
Agens ist (CHOI & CHAE, 2001; WELLENBERG et al., 2004). Fur die
Auspragung der klinischen Symptomatik scheinen auch noch weitere
Erreger wie PRRSV oder Pasteurella multocida ein maRgeblicher Faktor zu
sein (CHOI & CHAE, 2001; LAINSON et al., 2002). PCV2 assoziierte
klinische Anzeichen wie PDNS oder auch PMWS, lassen sich bisher nur
mit einer Koinfektion mit PPV, PRRSV, TTSuV oder einer postnatalen
Injektion des Immunstimulators keyhole limpet hemocyanin (KLH)
hervorrufen (KRAKOWKA et al., 2001; HA et al., 2008; KRAKOWKA et al.,
2008).
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Hauptsachlich kann PDNS bei Absetzferkeln und Mastschweinen
beobachtet werden (DROLET et al., 1999). Diese Tiere fallen klinisch durch
Hautveranderungen in Form von petechialen bis flachenhaften Blutungen,
schlechtem Allgemeinbefinden, Fressunlust, Dyspnoe oder Tachypnoe,
Blidsse und subkutanen Odemen auf (WELLENBERG et al., 2004). Das
klinische Bild ist insbesondere durch Hautveranderungen an den
Gliedmalien, den Ohrrandern, sowie der Inguinal- und Perianalregion, den
angrenzenden Bereichen des Abdomens und Thorax gekennzeichnet
(THIBAULT et al., 1998). Zunachst bilden sich runde bis unregelmaRige,
rote bis violette Flecken und Papeln, die meist konfluieren und somit
grofRe, unregelmallige Erytheme und Plaques bilden (THIBAULT et al.,
1998). Typisch fur den Symptomkomplex PDNS sind hochgradige
leukozytoklastische Vaskulitiden in der Dermis und Subcutis gelegener
kleinkalibrigen Blutgefalle sowie akute segmentale Glomerulonephritiden
oder chronische Veranderungen mit Verodung einzelner Glomerula sowie
multifokale Synechien zwischen den Bowman’schen Kapseln und den
Glomerulumschlingen (MAJZOUB et al., 2005).

PALINSKI et al. (2017) berichten von einem Bestand mit einer erhohten
Mortalitatsrate, dessen Sauen ein  PDNS-ahnliches klinisches
Erscheinungsbild zeigen. Klinisch fallen diese Sauen durch Fressunlust,
multifokale Papeln, Makulae und superfizielle Dermatitis auf (PALINSKI et
al., 2017). Histologisch werden die Hautlasionen als akute nekrotisierende
Dermatitis und Epidermitis zusammen mit Iymphoplasmazytaren
perivaskularen Manschetten charakterisiert (PALINSKI et al., 2017). Die
Nieren zeigen dilatierte kortikale Tubuli sowie regeneriertes Endothel. In
einer retrospektiven Untersuchung weisen PALINSKI et al. (2017) in 45
von 48 (93,8%) als PCV2-negativ eingestuften PDNS-Fallen PCV3-DNA
nach. PCV3 wird zudem auch in Haut, Lunge, Niere und Lymphknoten der
Sauen mit PDNS Lasionen mittels PCR nachgewiesen (PALINSKI et al.,
2017). Bei drei von funf PCV3 positiven Fallen, gelingt zudem ein
Nachweis mittels Immunhistochemie (IHC) (PALINSKI et al., 2017). Die
Autoren gehen von relativ geringen Titern innerhalb des Gewebes aus, was
moglicherweise die unregelmallige Detektion erklart (PALINSKI et al.,
2017).
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Auch andere mdogliche Pathogene, wie das porcine reproductive and
respiratory syndrome Virus (PRRSV), Influenza A Virus (IAV) oder porcine
parvovirus (PPV) werden nicht detektiert (PALINSKI et al., 2017). Jedoch
wird bei allen PCV3-positiven Fallen auch das torge teno sus Virus 1
(TTSuV1) nachgewiesen (PALINSKI et al., 2017). Ein Virus, das weltweit
ubiquitar in Schweinebestanden vorkommt (MCKEOWN et al., 2004).
Wahrend TTSuV1 auch bei gesunden Tieren auftritt, gibt es jedoch auch
Berichte, dass das TTSuV1 bei einer Koinfektion die klinischen
Auspragung verstarken kann (PALINSKI et al., 2017). Aufgrund dieses
Ergebnisses wird vermutet, dass moglicherweise eine Verbindung
zwischen dem Nachweis von PCV3-DNA und dem Auftreten von PDNS
besteht (PALINSKI et al., 2017).

3.2 Reproduktionsstorungen

Wegen des vermehrten Nachweises von PCV3-DNA in Sauen mit
reproduktiven Stérungen sowie in deren Feten, assoziieren verschiedene
Autoren PCV3 mit reproduktiven Storungen (PALINSKI et al., 2017;
TOCHETTO et al., 2017).

Bei Sauen in North Carolina, USA, die neben charakteristischer PDNS
Symptomatik, einen Anstieg der Mortalitatsrate auf 10,2% sowie einen
Abfall der Konzeptionsrate um 0,6% zeigen, wird eine Zunahme um 1,19
mumifiziert geborenen Ferkel pro Wurf beobachtet (PALINSKI et al.,,
2017). Die Ferkel befinden sich in verschiedenen Gestationsstadien, wie es
auch bei PCV2 beschrieben ist (PALINSKI et al.,, 2017). PCV3 ist das
einzige Virus, das die Autoren in dem fetalen Gewebe nachweisen konnen
(PALINSKI et al., 2017). Der PCV3-DNA Nachweis gelingt den Autoren
mittels real-time PCR (PALINSKI et al., 2017). Die Ct-Werte befinden sich
mit 16,7 - 21,3 in einem deutlich positiven Bereich (Siehe Tabelle 3).
Andere mogliche Pathogene, wie das porcine reproductive and respiratory
syndrome Virus (PRRSV), Influenza A Virus, porcine parvovirus (PPV) und
PCV2 werden nicht detektiert (PALINSKI et al., 2017). Aufgrund der hohen
Menge an PCV3-DNA, die in den Geweben gefunden wird und der
klinischen Anzeichen, sehen die Autoren einen kausalen Zusammenhang
zwischen PCV3 und Reproduktionsstorungen (PALINSKI et al., 2017). In

der Poebene, einer der schweinedichtesten Regionen Italiens, gelingt der
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Nachweis von PCV3-Genom mittels PCR bei einer Poolprobe aus Lungen
von Totgeburten (FACCINI et al., 2017). Auch in Como kann in einem
kleinen Biobetrieb mit acht Sauen, PCV3 in Lunge, Thymus und Herz bei
abortierten Feten detektiert werden (FACCINI et al., 2017). Bei der
histopathologischen Untersuchung lassen sich in den
Lungengewebeproben keinerlei Lasionen darstellen (FACCINI et al.,
2017). Der Herkunftsbestand der Sauen verzeichnet Aborte in
verschiedenen Gestationsstadien (FACCINI et al.,, 2017). Aufgrund der
geringen Abortrate von 1,9% wird dies vom bestandsbetreuenden Tierarzt
nicht weiter untersucht (FACCINI et al., 2017). Bei weiteren Aborten aus
zwei Wirfen des Bestandes, wird kein PCV3 nachgewiesen (FACCINI et
al., 2017). Alle Proben werden negativ auf das porcine reproductive and
respiratory syndrome virus (PRRSV), PCV2, porcine parvo virus 1 (PPV1),
porcine parvovirus 2 (PPV2), porcine parvovirus 4 (PPV4) und
pseudorabies virus (PRV) gestestet (FACCINI et al., 2017).

In Brasilien finden TOCHETTO et al. (2017) bei zwei verschiedenen
Ferkelerzeugern, die zwischen ein bis vier Totgeburten pro Wurf
aufweisen, PCV3 in Serum von Sauen. Diese Tiere zeigen neben
reproduktiven Stdrungen auch schwere respiratorische Probleme,
allerdings lasst sich hier bei 20,71% (29/140) der Tiere auch eine
Koinfektion mit PRRSV nachweisen (TOCHETTO et al., 2017). Bei den
Kontrolltieren, ohne Totgeburten, wird kein PCV3 im Serum der Sauen
nachgewiesen. Auch hier vermuten die Autoren einen Zusammenhang
zwischen PCV3 und Totgeburten (TOCHETTO et al., 2017).

Z0U et al. (2018) sammeln zwischen 2015 und 2016 Serumproben bei 190
Sauen im Siden Chinas aus Betrieben mit langer bekannten
Reproduktionsstorungen. Von Sauen, die durch reproduktive Storungen
auffallen, werden 85 Serumproben genommen (ZOU et al., 2018). Bei den
verbleibenden 105 Sauen, handelt es sich um klinisch unauffallige Tiere
(ZOU et al., 2018). Die Sauen, die durch reproduktive Storungen auffallen,
erweisen sich signifikant haufiger als PCV3-positiv, als die Sauen ohne
klinische Anzeichen (ZOU et al., 2018). 45,9% (26,6/58) dieser Proben
stellen sich in der quantitativen real-time PCR (qPCR) als PCV3 positiv dar
(ZOU et al., 2018). Alle diese Sauen sind mehrfach gegen PCV2 geimpft,
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sowie mittels PCR negativ auf PRRSV, PRV, PEDV und TGEV getestet (ZOU
et al., 2018). Von 33 Aborten dieser Sauen erweisen sich 60,6 % in der
gPCR als PCV3 positiv (ZOU et al., 2018). Sechs dieser detektierten PCV3
Stamme im Sauenserum werden als Stamm PCV3a klassifiziert (ZOU et al.,
2018). Es wird vermutet, dass eine vertikale Transmission von der Mutter
auf die Ferkel stattfindet (ZOU et al., 2018). Auch im Osten Chinas
detektieren FAN et al. (2017) bei Gewebeproben (12/14) eines
Sauenbetriebes aus dem Jahr 2015 PCV3-Genom. Die Gewebeproben von
Gehirn, Lunge und Lymphknoten entstammen Sauen mit vorberichtlich
reproduktiven Storungen, welche negativ auf PCV2, PRRSV und aujeszky
disease virus (AD) getestet sind (FAN et al., 2017).

3.3. Kongenitaler Tremor

Es gibt funf verschiedene Faktoren, die laut KIRKWOOD et al. (2012) dem
kongenitalen Tremor des Schweines zugeordnet werden: als Erstes wird
das classical swine fever virus (CSF), welches durch eine Hypoplasie des
Kleinhirns zu neurologischen Ausfallen fuhrt, genannt (Typ Al
(KIRKWOOD et al., 2012). Mit dem Typ All wird das atypical porcine
pestivirus (APPV) in Verbindung gebracht, welches zu Hypomyelogenesis
des Ruckenmarks fuhrt (KIRKWOOD et al., 2012). Des Weiteren wird eine
geschlechtsassoziierte Genmutation, welche die mannlichen Ferkel der
Landrasse betrifft, mit kongenitalem Tremor (Typ Alll) in Verbindung
gebracht (KIRKWOOD et al., 2012). Ein autosomal rezessiv vererbtes Gen
des britischen Sattelschweines wird als Typ AlV beschrieben (KIRKWOOD
et al.,, 2012). Neben dem aujeszky disease virus (AD), werden solche
Symptome auch bei der Anwendung des Antiparasitikums Trichlorfon an
Muttersauen zugeordnet (KIRKWOOD et al., 2012).

Von Dezember 2016 bis April 2017 wird in Sudchina, in den Provinzen
Guangdong und Guangxi, bei neonatalen Ferkeln kongenitaler Tremor
festgestellt (CHEN et al., 2017). Klinisch fallen diese Tiere mit starkem
Kopfschutteln sowie Schwierigkeiten beim Gehen und Stehen auf, was
letztendlich  zur Abmagerung der Tiere durch ungenugende
Futteraufnahme fuhrt (CHEN et al., 2017). CHEN et al. (2017) untersuchen
bis zu drei Tage alte Ferkel mit kongenitalem Tremor aus sieben

verschiedenen Bestanden. Es werden zwischen 2016 und 2017
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Gewebeproben von Gehirn, Herz, Niere, Leber, Lunge und Milz
entnommen, um einen moglichen Organtropismus zu untersuchen (CHEN
et al.,, 2017). Eine hohe PCV3 Viruslast lasst sich in Herz und Gehirn
nachweisen, jedoch ohne signifikanten Unterschied zu den anderen
Organproben (CHEN et al., 2017). Zusatzlich zu PCV3 lieRen sich noch
andere Erreger wie atypical porcine pestivirus (APPV), porcine
deltacoronavirus (PDCoV), porcine epidemic diarrheavirus (PEDV),
porcine kobuvirus (PKV), porcine reproductive and respiratory syndrome
virus (PRRSV), pseudorabies virus (PRV) und porcine sapelovirus (PSV)
detektieren (CHEN et al., 2017). Die Untersuchung auf classical swine
fever (CSF), foot and mouth disease Virus (FMDV), porcine boca virus
(PBoV), porcine circovirus type 2, porcine parvovirus (PPV), swine
influenza virus (S1V) und seneca virus A (SVA) verlaufen negativ (CHEN et
al., 2017). Bei einer Probe wird ausschlieBlich PCV3 nachgewiesen (CHEN
et al.,, 2017). Auch wenn es nicht eindeutig belegt ist (SCHWARZ et al.,
2017; YUAN et al., 2017), steht APPV im Verdacht kongenitalen Tremor zu
verursachen (DE GROOF et al., 2016; POSTEL et al., 2016). Da jedoch eine
Gewebeprobe im Gehirn ausschlieBlich PCV3 nachweist, vermuten die
Autoren einen Zusammenhang zwischen kongenitalem Tremor und PCV3
(CHEN et al., 2017). Auch in Minnesota, USA, wird 2016 bei einem neun
bis zehn Wochen alten Ferkel eine multifokale Encephalitis und Meningitis
des Cerebellums festgestellt (PHAN et al., 2016). Die Autoren konnen keine
bakteriellen Erreger isolieren und auch die Untersuchungen auf
Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma hyosynoviae, Erysipelothrix
rhusiopathiae, Influenza A Virus, PCV2, EMCV, PPV verlaufen negativ
(PHAN et al.,, 2016). Allerdings kann in den Gewebehomogenaten
hemaglutinating encephalomyelitis virus, sowie das porcine astrovirus 4
(PAstV 4) gefunden werden (PHAN et al., 2016).

3.4. PCV3 assoziierter Durchfall und respiratorische Probleme

2016 wird bei zwei Mastbetrieben in Sud- und Nordchina, deren
Mastlaufer am severe respiratory disease complex (SRD) erkrankt sind,
PCV3 im Serum detektiert (ZHAIl et al., 2017) . Die Schweine, die mit einem
positiven PCV3-DNA Nachweis, an SRD erkrankt sind, ist signifikant hoher

(63,75%, 51/80), als die Schweine, welche nur milde respiratorische
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Symptome zeigen (13,14%, 23/175), oder sich symptomlos darstellen
(1,85%, 4/216) (ZHAI et al., 2017). Bei den Schweinen mit SRD kann bei
29 von 140 eine Koinfektion mit PRRSV festgestellt werden (ZHAI et al.,
2017).

In den gleichen Betrieben der Regionen lJilin und Guangdong, kann bei
sechs bis sieben Wochen alten an Durchfall erkrankten Ferkeln signifikant
ofter PCV3 nachgewiesen werden (17,14%, 6/35), als bei der
Vergleichsgruppe ohne Durchfall (2,86%, 1/35) (ZHAI et al., 2017). Da
PCV3 hierbei auch in Faeces festgestellt werden kann, vermuten die

Autoren eine faecal-orale Infektion (ZHAI et al., 2017).

In Thailand wird bei an porcine respiratory disease complex (PRDC)
erkrankten Jungsauen PCV3 nachgewiesen. Die Pravalenz von PCV3
innerhalb der an PRDC erkrankten Schweine ist signifikant hoher (60%,
15/25), als derer die klinisch unauffallig erscheinen (28%, 7/25)
(KEDKOVID et al., 2018). Bei 100% der Schweine aus der Gruppe der 16
(n=5) und 18 Wochen (n=5) alten Schweine wurde PRRSV festgestellt. Bei
keinem der Schweine mit PRDC konnte PCV2 nachgewiesen werden
(KEDKOVID et al.,, 2018). In den Gewebeproben von Lunge und
Lymphknoten konnen im Vergleich zu Serumproben hohere PCV3 Titer
festgestellt werden (PALINSKI et al., 2017; KEDKOVID et al., 2018).

Bei einem 19 Tage alten Ferkel aus South Dakota, USA, mit vorberichtlich
starker Dyspnoe und neurologischen Symptomen, werden eine schwere
interstitielle Myokarditis, eine milde interstitielle Pneumonie, sowie eine
akute Bronchitis unbekannter Genese festgestellt (PHAN et al., 2016).
Bakteriologische Untersuchungen von Lunge und Gehirn, auch auf
Salmonella Subspezies, verlaufen negativ (PHAN et al., 2016). Daruber
hinaus kann weder Mpycoplasma  hyorhinis, PRRSV, PCV2,
Encephalomyokarditisvirus (EMCV), Influenza A noch das Senecavirus A
mittels PCR detektiert werden (PHAN et al., 2016). Im Myocard des
Schweines kann jedoch porcine astrovirus 4 sowie equine hepacivirus DNA
gefunden werden (PHAN et al., 2016).

4, Differentialdiagnosen zu Reproduktionsstérungen beim
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Schwein

Durch ein Zusammenspiel von endokrinen Faktoren bedingt durch
infektiose oder nicht infektiose Faktoren kann es zum Abort kommen
(KIRKWOOD et al.,, 2012). Um eine Trachtigkeit aufrecht zu erhalten,
produziert das Corpus luteum das benotigte Progesteron (KIRKWOOD et
al., 2012). Das bei Stress von Sauen oder Feten ausgeschuttete Cortisol
kann zur Prostaglandin Ausschuttung des Uterus fuhren (KIRKWOOD et
al., 2012). Diese Prostaglandin Ausschuttung |0st eine hormonelle Kaskade
aus, die zur Luteolyse fuhrt und somit zum Trachtigkeitsabbruch
(KIRKWOOD et al., 2012). Der weitere Verlauf ist abhangig von dem
Infektionszeitpunkt der Sau bzw. der Feten (KIRKWOOD et al., 2012).

Falls der Abort durch eine fetale Infektion bedingt ist, kann der Erreger im
Allgemeinen in fetalen Geweben und/oder in der Plazenta nachgewiesen
werden (NIELSEN et al., 1991). Typischerweise werden nur einzelne Feten
infiziert, daraufhin folgt eine in utero Infektion von Fetus zu Fetus
(NIELSEN et al., 1991).

In der Klinik wird haufig der Begriff des ,SMEDI”-Syndroms im
Zusammenhang mit Furchtbarkeitsstorungen gebraucht. Darunter wird
ein Symptomkomplex, der sich aus stillbirth (Totgeburt), mummification
(Mumifikation), embryonic death (Embryonaler Fruchttod) und infertility
(Unfruchtbarkeit) zusammensetzt. Als ein Erreger dieses
Symptomkomplexes gilt unter anderem das porcine parvovirus (PPV)
(FORMAN et al., 1977; MENGELING et al., 1991). Wird eine naive Sau
wahrend der Graviditat infiziert, so kommt es zu einer Viramie, die je nach
Virulenz des Erregers zu einer transplazentaren Infektion der Feten fuhrt
(MENGELING & CUTLIP, 1976). Funf bis sechs Tage nach der Infektion
der Sau setzt die Viramie ein, welche sodann vier bis funf Tage andauert
(BROWN et al., 1980). Nach einer transplazentaren Ubertragung von 10 -
14 Tagen von der Sau auf die Feten, kann sich das Virus von Fetus zu Fetus
im Uterushorn weiterverbreiten (MENGELING et al., 1980). Somit kommt
es durch unterschiedliche Zeitpunkte der Infektion, zu einem
charakteristischen Bild von unterschiedlich groBen toten Feten
(MENGELING et al., 2000).
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In fruheren Studien hat sich gezeigt, dass bei PCV2 der Nachweis von
hohen Virusmengen in Feten mit Reproduktionsstorungen, wie zum
Beispiel einem vermehrten Aufkommen von Mumien, korrelieren
(SEGALES, 2012). So lasst sich bei PCV2  assoziierten
Reproduktionsstorungen (PCV2-RD) nicht nur Abortgeschehen in spateren
Gestationsstadien beobachten, sondern auch vermehrtes Umrauschen
(SEGALES, 2012). Bei den Feten lasst sich eine fibrinose bis
nekrotisierende Entziindung des Myokards feststellen. Moderate bis hohe

Virusmengen lassen sich auch in diesem detektieren (SEGALES, 2012).

Ein weiterer Erreger, der weltweit eine Rolle bei Reproduktionsstorungen
beim Schwein spielen kann, ist das porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) (KIRKWOOD et al., 2012). Charakteristisch fiur
eine PRRSV Infektion ist das haufige Auftreten von Spataborten (THIEL et
al., 2011). Es kommt zur Zunahme von Totgeburten und mumifizierten
Ferkeln (DONE & PATON, 1995). Durch sinkende Nidationsraten bei den
Sauen kommt es auch zu geringeren Abferkelraten (DONE & PATON,
1995; KIRKWOOD et al., 2012).

Eine chronische Leptospireninfektion, beim Schwein am haufigsten durch
die Serovare L. pomona, L. tarassovi und L. bratislava bedingt
(STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK, 2011), kann bei Zuchtsauen
zu reduzierter Reproduktionsleistung, Infertilitat, sowie zur Geburt von
lebensschwachen Ferkeln, Totgeburten und Mumien fihren (NETO et al.,
1997). Diese chronische Form der Leptospirose, kommt vor allem bei einer
geschwachten Herdenimmunitat zum Vorschein (STRUTZBERG-MINDER
& KREIENBROCK, 2011).

Chlamydieninfektionen sind nicht nur dafur bekannt bei Schweinen
Polyarthritis, Polyserositis, Pneumonien, Konjunktivitis und Enteritis
hervorzurufen, sondern kdnnen auch zu Abortgeschehen bei Sauen fuhren
(SCHAUTTEET & VANROMPAY, 2011). CAMENISCH et al. (2004) stellen
mittels  serologischen Untersuchungen eine Seropravalenz von
Chlamydien von bis zu 61,7 % in Zuchtsauenherden fest. In
Schweinebestanden konnen vor allem vier Spezies (C. pecorum, C. psittaci,
C. abortus und C. suis) regelmaRig gefunden werden (SCHAUTTEET &
VANROMPAY, 2011). Vor allem Infektionen der Genitalien stellen eine
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Ursache fur Mumien, perinatale Mortalitat (DANIELS et al., 1994), Aborte
(THOMA et al., 1997) und wiederholtes Umrauschen dar (CAMENISCH et
al., 2004).
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Tabelle 1: Infektiose Ursachen beim Schwein fiir Aborte, Totgeburten
und Mumifikation der Ferkel nach (KIRKWOOD et al., 2012)

INFEKTIOSE URSACHEN
Erreger Totgeburten Aborte Mumien
African swine fever X X
virus
Border disease virus X X
Bovine viral diarrhea X X
virus
CSFV X X X
Encephalomyocarditis X X X
virus
-
§ Foot-and-mouth disease X
= Influenza A virus X X
PPV X X X
PCV2 X X X
Porcine
cytomegalievirus
PRRSV X X
Pseudorabies virus X X X
Teschovirus X X
=
2 o Toxoplasma gondii X X
& < PIERITIETE
<
o
Actinobacillus spp. X
Brucella suis X X
Chlamydia spp. X X X
Erysipelothrix X
rhusiopathiae
_
] Lawsonia intracellularis X
o
- Leptospira spp. X X X
Y
g Listeria monocytogenes X X
Mycoplasma suis X
Salmonella spp. X
Staphylococcus spp. X
Streptococcus spp. X
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5. Nachweis von PCV3

Die PCV3-Diagnostik basiert derzeit vor allem auf dem Nachweis PCV3-
spezifischer Genomfragmente. Hierfir werden neben der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (PARK et al., 2018; XU et al., 2018; ZOU et al., 2018)
auch isothermale Methoden zur Amplifikation, wie die recombinase
polymerase amplification (RPA) (ZOU et al.,, 2018), rolling circle
amplification (RCA) (PALINSKI et al., 2017) und loop-mediated isothermal
amplification  (LAMP) (PARK et al, 2018) genutzt. Die
sequenzunabhangigen Anreicherung von zirkularer DNA mittels RCA wird
weiterhin verwendet, um eine hohere Sensitivitat anschlieSender
Nachweismethoden oder bessere Erfolge bei der Sequenzierung zu
erzielen (PALINSKI et al., 2017).

Die RPA ist eine Methode der isothermalen DNA-Amplifikation, die einen
einfachen und schnellen Nukleinsaurenachweis ermaoglicht (PIEPENBURG
et al.,, 2006). WANG et al. (2017) gelingt mittels der RPA der schnelle

Nachweis von PCV3-DNA in Gewebe- sowie in Serumproben.

Die LAMP ist ebenfalls eine ausreichend sensitive Amplifikationsmethode
von DNA (NOTOMI et al., 2000). Mithilfe der LAMP gelingt es, das Genom
des PCV3-Kapsidproteins bei Schweinen zu detektieren (PARK et al.,
2018).

Ein In-situ-Nachweis von PCV3 in Geweben gelingt mittels der
In-situ-Hybridisierung (PHAN et al., 2016) oder durch Immunhistochemie
(PALINSKI et al, 2017). Ebenso wird ein serologischer
Antikorpernachweis mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
beschrieben (DENG et al., 2018).

5.1. Genomnachweis mittels real-time PCR

In den bisherigen Studien wird meist das quantitative real-time PCR-
Verfahren fur den Nachweis von PCV3-DNA durchgefuhrt (PHAN et al.,
2016; PALINSKI et al., 2017). In der Molekulardiagnostik dient die PCR als
Goldstandard fur den Nukleinsaurennachweis (MACKAY et al., 2002).
Unter den PCR-Methoden wird aufgrund ihrer Schnelligkeit sowie der
Maoglichkeit einen quantitativen Nachweis zu erhalten und ihres geringen

Risikos von Kreuzreaktionen mit anderen Erregern, haufig die real-time
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PCR verwendet (MACKAY et al.,, 2002). Auch bei einem gewissen
Autolysegrad ist die PCR immer noch sensitiv (KIRKWOOD et al., 2012).
Bisher gelingt der PCV3-DNA Nachweis in vielen verschiedenen
Gewebeproben, wie z.B. dem Herzen (PHAN et al., 2016), der Lunge (FU
et al., 2017), den Nieren und der Leber (ZHENG et al., 2017; XU et al.,
2018). Zudem wird PCV3-DNA in Gehirn und Thymus (ZHAI et al., 2017)
sowie in der Milz, Lymphknoten, den Tonsillen und in Nabelschniren
(COLLINS et al.,, 2017; ZHENG et al., 2017) detektiert. PALINSKI et al.
(2017) gelingt der PCV3 Genomnachweis auch in der Haut PDNS-
ahnlicher Lasionen. AuBerdem dienen Speichel- und Kotproben (ZHAI et
al., 2017) sowie Serum- (STADEJEK et al., 2017) und Spermaproben (KU
etal., 2017) dem Nachweis von PCV3-DNA. CHEN et al. (2017); PALINSKI
et al. (2017) beschreiben verschiedene Optionen fur den PCV3
Genomnachweis: Zum einen kann PCV3-DNA unter Verwendung von
sequenzspezifischen Sonden (z.B. TagMan) mittels real-time PCR
nachgewiesen werden (PALINSKI et al., 2017), zum anderen gelingt XU et
al. (2018) der Nachweis von PCV3-DNA mithilfe der SYBR green-based
real-time PCR. Wenn PCV3-DNA im Probenmaterial enthalten ist, werden
durch die Anreicherung des SYBR Green-Farbstoffes Floureszenzsignale
sichtbar (XU et al., 2018). Unter Anwendung einer multiplex real-time PCR
gelingt in einem einzigen Verfahren der differenzierte Nachweis von
PCV2- und PCV3-DNA (KIM et al., 2017). Zur Unterscheidung von PCV2-
und PCV3-DNA werden hierbei die Enden der PCV2- bzw. PCV3-
spezifischen Sonden mit Farbstoffen markiert, die in unterschiedlichen
Farben fluoreszieren (KIM et al., 2017). Die verwendeten Primer sind
ebenfalls PCV2- bzw. PCV3-spezifisch (KIM et al., 2017)

5.2 Nachweis von PCV3 Antikorpern mittels ELISA

Im Vergleich zu zahlreichen Studien, die den Nachweis von PCV3 mittels
PCR zeigen, gibt es nur wenig Informationen Uber den Nachweis von PCV3
Serumantikorpern (FU et al., 2017; PALINSKI et al., 2017). Die Feststellung
von Serumantikorpern gelingt den Arbeitsgruppen mittels eines
rekombinanten PCV3 Cap Proteins als Antigen (FU et al., 2017; PALINSKI
etal., 2017). DENG et al. (2018) sehen diese Methode als sensitiv und ohne

Risiko von Kreuzreaktionen mit anderen Erregern wie PCV1 oder PCV2.
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5.3. Histopathologische Untersuchungen

Bisher liegen nur vereinzelte Studien Uber histopathologische
Untersuchungen von PCV3 vor (PALINSKI et al., 2017). Bei einem drei
Wochen alten Ferkel stellen PHAN et al. (2016) Entziindungen des
Myokards fest. Mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung, lasst sich in den
histologischen Untersuchungen eine nicht eiterige Entzindung des
Mykokards und der Arteriolen feststellen (PHAN et al., 2016). Zudem sind
in der tunica adventitia und media der kardialen Arteriole Lymphozyten
und Histiozyten erkennbar (PHAN et al., 2016). Bei einer Sau mit PDNS
ahnlichen Lasionen stellen PALINSKI et al. (2017) eine Dermatitis mit
multifokalen Papeln und Maculae fest. Mikroskopisch ist eine akute,
nekrotisierende  Dermatitis und Epidermitis mit perivaskularer
Ansammlung von Lymphozyten zu sehen (PALINSKI et al., 2017). Eine
Dilatation der kortikalen Tubuli der Nieren, sowie eine Infiltration des
kortikalen Interstitiums und der Glomeruli mit Lymphozyten und
Makrophagen ist erkennbar (PALINSKI et al., 2017).

Mittels immunhistochemischer Untersuchung gelingt PALINSKI et al.
(2017) der PCV3-Antigen-Nachweis mit Hilfe von monoklonalen
Antikorpern (MAb 14). Als Probenmaterial werden Gewebeproben aus der
Haut, Niere, Lunge und den Lymphknoten von Sauen mit PDNS-ahnlichen
Lasionen verwendet (PALINSKI et al., 2017). Die MAb 14, welche durch
Immunisierung von Mausen gewonnen werden, detektieren das PCV3-
Antigen innerhalb der histologisch typischen PDNS-Lasionen und senden
Fluoreszenzsignale aus (PALINSKI et al., 2017).

Mithilfe In-situ-Hybridisierung wird PCV3-mRNA in kardialen Lasionen
nachgewiesen (PHAN et al.,, 2016). Durch spezifische PCV3-Sonden
konnen innerhalb von Zellen rote Hybridisierungssignale sichtbar gemacht
werden (PHAN et al., 2016). Mit der Darstellung von PCV3-mRNA in den
kardialen Zellen wird die Replikation von PCV3 im Bereich der

Herzlasionen vermutet (PHAN et al., 2016).
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ll. MATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchung von Schweinen mit PDNS

Aus den Jahren 2003 bis 2013 konnte retrospektiv bei 43 Schweinen mit
diagnostizierten porcine dermatitis and nephropathy syndrome ein
moglicher Zusammenhang mit PCV3 naher betrachtet werden. Bei den
vorliegenden Serumproben wurde im Rahmen der Routinediagnostik
PDNS anhand pathologisch-anatomischer sowie histopathologischer
Untersuchungen von dem Institut fir Tierpathologie der LMU Minchen

festgestellt.

Ebenso wurde bereits im Rahmen von Untersuchungen aus den Jahren
2003 bis 2013 PCV2-DNA detektiert (siehe Abbildung 1). In der
vorliegenden Untersuchung wurden diese Proben mittels quantitativer
real-time PCR auf PCV3 und erneut auf PCV2-DNA untersucht.

Die Verteilung der Proben auf die jeweiligen Jahre ist Abbildung 1 zu
entnehmen. Bis zur Untersuchung im Rahmen der vorliegenden Studie
wurden die Proben bei -20° Celsius in der Klinik fur Schweine der LMU

Munchen tiefgefroren gelagert.

2. Untersuchung von  totgeborenen, abortierten oder

mumifizierten Ferkeln

Die im Folgenden ausgewerteten Organ- und Blutproben wurden zu
routinediagnostischen Zwecken von den bestandsbetreuenden Tierarzten
gewonnen und im Rahmen der vorliegenden Untersuchung retrospektiv
molekularbiologisch auf das Vorhandensein von PCV3-DNA untersucht.
Somit lagen 949 Organproben aus den Jahren 2017 bis 2018 vor. Daruber
hinaus lagen aus den Jahren 2017 und 2018 ebenfalls zur
Routineuntersuchung eingesandte abortierte (n=45), totgeborene (n=35)
und mumifizierte (n=10) Ferkel von 20 Bestanden vor, die auf PCV3-DNA
untersucht wurden (nges=90). Es konnten Ferkel aus den Bundeslandern
Baden-Wurttemberg  (BW), Bayern (BY), Brandenburg (BB),
Niedersachsen (NI) und Nordrhein-Westfalen (NRW) beprobt werden. Von

allen eingesandten Ferkeln, wurden je zwdlf Organproben (nges= 949)
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entnommen.

Den 90 eingesandten totgeborenen, abortierten oder mumifizierten
Ferkeln konnten insgesamt 26 Serumproben zugehoriger Muttersauen
zugeordnet werden, die zusammen mit dem Abortmaterial eingesandt

wurden.

3. Quantitative real-time PCR von Serumproben

Der PCV3-Genomnachweis erfolgte am Institut flr Infektionsmedizin und
Zoonosen der Tierarztlichen Fakultat der LMU Mdunchen mittels einer
quantitativen real-time PCR nach dem Protokoll von PALINSKI et al.
(2017). Die dafur notige Extraktion der Virus-DNA aus den Serumproben

erfolgte manuell. Folgendes Protokoll des Herstellers fand Anwendung:

Vorbereitung durch Versetzung der Puffer AW1 und AW2 mit angegebener
Menge Ethanol (96%). Als Reaktionsgefae dienten Biosphere® SafeSeal
Tube 1,5ml (SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland). Als
Pipettenspitzen dienten Biosphere® Filter Tips (20ul, 100ul, 1000ul)
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Den ReaktionsgefaRen
wurden 20 pl Proteinase K vorgelegt. Dazu wurden 200 pl der Serumprobe
hinzugefugt, bevor 200 pl des AL Puffers zugegeben werden. Im Anschluss
wurden die Proben 15 Sekunden impuls-vorgetextet und danach 10
Minuten bei 56°C in einem Thermomixer comfort® (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) inkubiert. Daraufhin wurden die Serumproben
kurz mittels der Eppendorf Zentrifuge 5417R (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) zentrifugiert, um kondensierte Tropfen von der GefaBwand
zu entfernen. Bevor das Reaktionsgefal wieder fuir 15 Sekunden
vorgetextet wurde, mussten 200 pl Ethanol 96%) zugefligt werden. Dieses
Gemisch wurde auf eine Sdule uberfuhrt und fur 30 Sekunden bei 11.000
rom zentrifugiert. Der Durchfluss konnte mitsamt dem Auffanggefal3
verworfen und ein neues Auffanggefall verwendet werden. Hierzu wurden
500pl des Puffers AW1 gegeben und wieder 30 sec bei 11.000 rpm
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde danach nochmals mit der AW2
Pufferlosung wiederholt. Der Rickstand wurde bei 14.000 rpm fur eine
Minute ein weiteres Mal zentrifugiert. Dem Zentrifugat wurde wieder 100

pl des AE Puffers zugegeben und eine Minute inkubiert und als letztes 30
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Sekunden bei 11.000 rpm zentrifugiert.

Als Proben- und Elutionsvolumen wurden jeweils 200 pl verwendet. Fur
die real-time PCR wurde das QlAamp DNA Mini Kit® (Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) verwendet. In Tabelle 2 sind die Sequenzen und
Konzentrationen der verwendeten Primer sowie der TagMan Sonde
dargestellt.

Tabelle 2: Darstellung der Sequenzen und Konzentrationen der
Oligonukleotid-Primer und der TagMan Sonde (PALINSKI et al., 2017)

Name Konzentration Sequenz
Primer PCV3-for 800 nM 5' AGT GCT CCC CAT TGA ACG
Primer PCV3-rev 800 nM 5' ACA CAG CCG TTA CTT CAC

5'FAM ACC CCATGG CTC AAC

TagMan Sonde PCV3 200 nM ACA TAT GAC C BHQ1

Je Reaktion wurden 5 pl der eluierten DNA zu 20 pl Reaktionsmix (12,5 pl
PCR Mastermix, 5,5 pyl RNase-freies Wasser und 2 pl Primer-Sonden-Mix)
hinzugefuigt. Die Reaktionsansatze wurden gemeinsam mit einer Positiv-
und einer Negativkontrolle (non-template) in den PCR-Cycler (Stratagene
Mx 3000P, Agilent Technologies Deutschland GmbH & Co. KG,
Waldbronn, Deutschland) gegeben. Als ReaktionsgefaRe dienten 0,2 ml
Thin—walled 8 Tube Strips (Thermo Fisher Scienfific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA) Folgendes Temperaturprotokoll fand Anwendung:
Einmalige Polymeraseaktivierung bei 94°C fur 15 Minuten, anschlieRend
42 Zyklen mit Denaturierung (94°C fur 15 Sekunden) und
Annealing/Extension (60°C fur 60 Sekunden).

Tabelle 3: Einteilung der Ergebnisse der real-time PCR
Kategorie | Ct-Wert PCV3

I > 40 negativ
Il 35-39,9 schwach positiv
I 30-34,9 positiv

v <30 stark positiv
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4. Quantitative real-time PCR von Gewebeproben

Der PCV3-Genomnachweis erfolgte am Institut fur Infektionsmedizin und
Zoonosen der Tierarztlichen Fakultat der LMU Munchen mittels einer
quantitativen real-time PCR nach dem Protokoll von PALINSKI et al.
(2017). Zunachst wurde das Organmaterial steril in ein 2,0 ml Biosphere®
SafeSeal Tube Reaktionsgefal (SARSTEDT AG & Co. KG, Deutschland)
uberfuhrt. Danach wurden 100ul PBS und eine Stahlkugel hinzugefiigt und
1T min bei 25 Hz in der Laborschwingmuhle (Schwingmihle MM300,
Retsch® GmbH, Haan, Deutschland) homogenisiert. Die anschlieBende
Extraktion der Virus-DNA aus den Organproben erfolgte manuell nach

folgenden Protokoll:

Zunachst wurden die Puffer AW1 und AW2 mit angegebener Menge
Ethanol versetzt (96%) und wahrenddessen der Thermomixer comfort®
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) auf 56°C gebracht. Als Proben-
und Elutionsvolumen wurden jeweils 25 mg bendotigt. Nach einer kurzen
Zentrifugation wurde 125 pl ATL Puffer und 25 pl Proteinase K zugegeben.
Danach erfolgte eine Inkubation von 30 Minuten bei 56°C mit 450 rpm. Um
kondensierte Tropfen an der Wand des Gefales zu Iosen wurden die
Proben kurz zentrifugiert. Als nachster Schritt wurden 250 pl des AL
Puffers zugegeben und fir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Darauf wurde
die Probe wieder zentrifugiert und der 400 pl Uberstand in ein neues 1,5
ml Biosphere® SafeSeal Tube ReaktionsgefaR (SARSTEDT AG & Co. KG,
Deutschland) {iberfiihrt. Diesem Uberstand wurden 200 pl Ethanol (96%)
hinzugefugt und mit der Pipette durchmischt. Nach der Verwerfung des
Durchflusses und der Verwendung eines neuen Auffanggefalles, wurde
dieses Gemisch auf eine Saule Uberfuhrt und 30 Sekunden mit 11.000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss davon konnte mitsamt dem Gefals verworfen
werden. Dem Ruckstand wurden 500 pl des AW1 Puffers zugefugt, bevor
er bei 11.000 rpm fur 30 Sekunden zentrifugiert wurde. Das Ganze wurde
nochmals unter Zugabe des AW2 Puffers wiederholt und im Anschluss 1
min bei 14.000 rpm zentrifugiert und auf ein 1,5 ml Biosphere® SafeSeal
Tube Reaktionsgefall (SARSTEDT AG & Co. KG, Deutschland) uberfuhrt.
Als letzten Schritt der Isolierung wurde 100 pl AE Puffer auf die Saule
gegeben und nach einer Minute Inkubation 30 Sekunden bei 11.000 rpm
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zentrifugiert. Fur die real-time PCR wurde das QlAamp DNA Mini Kit®
(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) verwendet. In Tabelle 2 sind die
Sequenzen und Konzentrationen der verwendeten Primer sowie der

TagMan Sonde dargestellt.

5. Untersuchung der Gewebeproben abortierter, mumifizierter

oder totgeborener Ferkel

Bevor die Ferkel am Institut fur Tierpathologie der LMU Miinchen einer
Sektion unterzogen werden konnten, wurden sie zwischenzeitlich bei -
20°C eingefroren gelagert. Eine Beschreibung der eingesendeten Proben
wurde bereits unter 111.1 dargestellt. Eine Ubersicht iiber die Anzahl und
Verteilung der Wiirfe innerhalb Deutschlands wird in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Aufteilung der Ferkel (nges=90), Wiirfe (nges=34) und
untersuchte Bestande (nges=20) der fiinf deutschen Bundeslander

BY BW NI NRW BB
Anzahl

Ferkel 34 9 U 38 2
(nges= 90)

Prozent 37.8% 10% 7,8% 42,2% 2,2%
der Ferkel

Anzahl

Wiirfe 13 4 2 16 L
(nges= 34)

Prozerlt 38,2% 11,8% 5,9% 47,0% 2,9%
der Wiirfe

Bestinde

(nges= 20) 8 ’ ? ’ 1
Prozent

der 40,0% 10,0% 10,0% 35,0% 5,0%
Bestande

Jedes Ferkel bzw. jeder Fetus wurde gewogen und die Scheitel-Steifs
Lange gemessen. Um zu verifizieren, dass es sich nicht um lebend
geborene Tiere handelte, wurde eine Lungenschwimmprobe
durchgefuhrt. Bei der Entnahme der einzelnen Organproben, wurde das
Sektionsbesteck nach jeder Entnahme in Ethanol (95 %) getaucht und mit

einem Bunsenbrenner abgeflammt.
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Folgende Organproben wurden von jedem Ferkel entnommen:
1) Milz
2) Leber
3) Dinndarm
4) Magen
5) Niere
6) Lunge
7) Herz
8) Inguinallymphknoten
9) Thymus
10) Tonsille
11) Gehirn
12) Knochenmark

Da es sich teilweise um retrospektiv untersuchte Gewebeproben handelte,
konnten nicht von allen 90 Tieren zwolf Organproben Sets gewonnen
werden. Von diesen Tieren wurden die Organproben als Poolproben

ausgewertet.

6. Untersuchung von Serumproben der Sauen mit abortierten,

totgeborenen oder mumifizierten Ferkeln

Nach Erhalt der eingesandten Serumproben, wurden diese bis zur
weiteren Verarbeitung bei -20°C in der Klinik fur Schweine tiefgefroren.
Die Untersuchung der Proben auf PCV3-DNA mittels real-time PCR fand
am Institut fur Infektionskrankheiten und Zoonosen der Tierarztlichen

Fakultat der LMU Minchen statt.

Es lag Probenmaterial von 14 Betrieben innerhalb Deutschlands vor.
28,6% (4/14) der Betriebe lagen in Bayern, 14,3% (2/14) in Baden-
Warttemberg, 21,4% (3/14) in Niedersachsen, sowie 35,7% (5/14) in

Nordrhein-Westfalen. Insgesamt kamen 19,2% (5/26) der Serumproben
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aus Bayern, 38,5% (10/26) aus Nordrhein-Westfalen, 26,9% (7/26) aus
Niedersachsen und 15,4 % (4/26) aus Baden-Wirttemberg. Aus den
anderen Betrieben (nges=20) lagen keine Serumproben vor. 42,3% (11/26)
der Serumproben stammten von Sauen mit Aborten, 50% (13/26) mit
Totgeburten und zu 7,6 % (2/26) mit Mumien. Die Aufteilung der

untersuchten Sauenseren pro Bundesland wird in Abbildung 2 ersichtlich.

7. Statistische Auswertung

Die vorliegende Untersuchung wurde als Querschnittsuntersuchung
durchgefuhrt, wobei ermittelt werden sollte, ob und in welchem AusmaR
PCV3-DNA in abortierten, totgeborenen oder mumifizierten Ferkeln und,
wenn vorhanden, zugehorigen Seren von Muttersauen nachweisbar ist.
Des Weiteren sollte untersucht werden, in wieweit der Infektionsstatus der
Muttersauen mit dem Infektionsstatus der Feten / Mumien assoziiert ist.
Als unabhangige Faktoren wurden Scheitel-SteiR-Lange und Gewicht der
Ferkel und Paritat der zugehorigen Sauen ausgewahlt. Als unabhangiger
Faktor galt der Nachweis von PCV3-DNA.

Die Daten wurden mittels Microsoft Excel® 2010 (Fa. Microsoft, Redmond,
USA), IBM SPSS® Statistics Version 24.0 (Fa. IBM Corp. Armonk, USA)
erfasst und ausgewertet. Jede Sau galt als statistische Einheit. Metrische
Variablen wie die Scheitel-Stei3-Lange, Gewicht der Ferkel und Paritat der
Sauen wurden mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung
getestet. Wurde dieser abgelehnt, fand der Mann-Whitney-U-test zur
Auswertung der Unterschiede zwischen positiven und negativen Sauen
bzw. Ferkeln Anwendung. Bei Normalverteilung der Parameter, wurde ein
ungepaarter t-Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05

festgelegt. Das Konfidenzintervall betrug 95%.

Die Probenanzahl von 90 totgeborenen, abortierten oder mumifizierten
Ferkeln wurde so ausgewahlt, dass sich bei einer Pravalenz von 17,7% bei
einem 95% Konfidenzintervall von 10,5 — 27,3% ergibt. Somit kann die

Pravalenz mit einer Genauigkeit von etwa +/- 10% angegeben werden.
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V. ERGEBNISSE

1. Ergebnisse der Untersuchung von Serumproben von
Schweinen mit PDNS

Aus den Jahren 2003 bis 2013 wurden 43 Serumproben von PDNS Fallen
molekularbiologisch retrospektiv auf PCV3- und PCV2-DNA untersucht.
Die molekularbiologische Untersuchung mittels real-time PCR, fand am
Institut fur Infektionskrankheiten und Zoonosen der Tierarztlichen Fakultat
der LMU Munchen statt. Bei insgesamt 7% (3/43) der Serumproben
gelang der PCV3 Genomnachweis. PCV2-DNA konnte in 95,4% (41/43)
der Falle detektiert werden. Alle PCV3 positiven Proben (3/13) stammten
aus dem Jahr 2007. Insgesamt erwiesen sich 23,1% (3/13) der Proben aus
dem Jahr 2007 als PCV3-positiv. Aus dem Probenmaterial aus den anderen
Jahren gelang kein Nachweis von PCV3-DNA. Die Anzahl sowie der Anteil
PCV3- oder PCV2-positiver Serumproben in den jeweiligen Jahren sind in
Abbildung 1 aufgefuhrt. Die Ct-Werte der PCV3 positiven Seren befanden
sich mit 31,9, 35,5 sowie 36,4 im positiven bis schwach positiven Bereich.
Alle drei Proben erwiesen sich auch als PCV2-positiv. Bei der Probe mit
einem PCV3 Ct-Wert von 31,9, wies das Tier zudem einen stark positiven
PCV2 Ct-Wert von 14,9 auf.
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Serumproben von klinisch an PDNS erkrankten Tieren
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Abbildung 1: PCV2 und PCV3 positive Proben von Schweinen mit PDNS
aus den Jahren 2003 bis 2013 (nges=43)

2. Ergebnisse der Untersuchung von Gewebeproben abortierter,

mumifizierter oder totgeborener Ferkel

Im Rahmen dieser Studie standen 90 totgeborene, abortierte oder
mumifizierte Ferkel aus 20 Bestanden innerhalb Deutschlands (BW, BY,
BB, NRW, NI) zur Verfugung. Bei insgesamt 17,7% (16/90) der
eingesandten Tiere, gelang der PCV3-DNA Nachweis. Eine Ubersicht iiber
die PCV3-positiv getesteten Ferkel fur die jeweilige Kategorie, lasst sich
Tabelle 5 entnehmen.

Tabelle 5: Ubersicht der PCV3 Genomnachweise in abortierten,
totgeborenen oder als Mumien geborenen Ferkeln

PCV3-DNA Nachweisrate (nges=90)

Anzahl

Kategorie PCV3 positive Tiere in % P(.:\./3
positiver

Tiere

Totgeburt (n=45) 20,0% (9/45)

Abort (n=35) 17,4% (6/35)

Mumie (n=10) 10,0% (1/10)

Gesamt (n=90) 17,7% (16/90)
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2.1. PCV3 Genomnachweis in Gewebeproben totgeborener Ferkel
In der vorliegenden Studie wurden 50,0% (45/90) der insgesamt
untersuchten Ferkel als Totgeburten definiert. Die Totgeburten stammten
von 13 verschiedenen Wiurfen aus funf deutschen Bundeslandern. Zu
23,1% (3/13) stammten die beprobten Wirfe aus Baden-Wurttemberg, zu
38,5% (5/13) aus Bayern, 30,8% (4/13) aus Nordrhein-Westfalen und zu
7,7 % (1/13) aus Brandenburg. Aus diesen Wirfen lagen insgesamt neun
Ferkel aus Baden-Wiurttemberg, 14 aus Bayern, 17 aus Nordrhein-
Westfalen, drei aus Niedersachsen und zwei aus Brandenburg totgeborene

Ferkel vor.

Wie in Tabelle 5 ersichtlich, gelang bei 20% (9/45) der totgeborenen

Ferkel ein PCV3 Genomnachweis.

Die Ct-Werte der insgesamt neun PCV3-positiv getesteten Totgeburten
lagen mit einem Ct-Wert zwischen 19 (stark positiv) und 36 (schwach

positiv).

Der Mittelwert der Scheitel-Stei-Lange (SSL) der PCV3 negativ getesteten
Totgeburten betrug 22,7 cm, mit einer Standardabweichung von = 4,0 und
einem Minimum (Min) von 14 cm und Maximum (Max) von 30 cm. Der
Mittelwert (MW) des Gewichts der PCV3 negativen Ferkel betrug 1102 g
(Min: 360, Max: 1980) bei einer Standardabweichung von + 405,7. Der
Mittelwert der Paritat der Sauen von PCV3-negativen Totgeburten betragt
4,4 (Min: 1; Max: 8) bei einer Standardabweichung von + 2,1.

Zwei Scheitel-SteiR-Langen und Gewichtsmessungen der PCV3-positiv
getesteten Totgeburten, lagen mit 14 und 15 cm sowie 360 und 400 g vor.
Die Paritaten der zugehorigen Sauen der PCV3 positiven Ferkel lagen bei
drei (2/9), vier (2/9), funf (2/9) und sechs (3/9).

2.2, PCV3 Genomnachweis in den Organproben abortierter Ferkel
Bei 38,9% (35/90) der beprobten Ferkel handelte es sich um Tiere, die bis
zu vier Wochen vor dem errechneten Geburtstermin abortiert wurden. Wie
in Tabelle 5 ersichtlich, gelang bei der hier vorliegenden Studie der PCV3-
DNA Nachweis in 17,4% (6/35) dieser abortierten Ferkel. Eine Ubersicht
der untersuchten abortierten Ferkel pro Wurf und Bundesland mit den

jeweiligen Ct-Werten ist Tabelle 6 zu entnehmen. Die Ct-Werte der
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abortierten Ferkel, die sich als PCV3-positiv erwiesen, befanden sich nach

Tabelle 3 im schwach positiven Bereich.

Tabelle 6: Anzahl Ferkel (nges=35) und Wiirfe (nges=15) mit Ct-Werten
der untersuchten Aborte pro Bundesland

Niedersachsen Bayern Nordrhein-Westfalen
Ct Ct Ct
- Ferkel 1 36 - Ferkel 1 n.d. - Ferkel 1 36
T Ferkel 2 34 t Ferkel2  nd. § Ferkel 2 36
3 Ferkel 3 n.d.* = Ferkel 3 n.d. = Ferkel 3 36
N
S Ferkel 4 34 Ferkel 4 n.d. Ferkel 4 n.d.
; N
t
=]
~ 3
o t
E Ferkel 5 n.d. ; Ferkel 5 n.d. Ferkel 5 n.d.
2
Ferkel 6 n.d. @ Ferkel 6 n.d.
Ferkel 7 n.d. E Ferkel 7 n.d.
Ferkel 8 n.d. = Ferkel 8 n.d.
™
E Ferkel 9 n.d. il Ferkel 9 n.d.
2 e
=
< Ferkel 10 n.d. Ferkel 10 n.d.
5
= Ferkel 11 n.d. Ferkel 11 n.d.
n
%) t
5 Ferkel 12 n.d. g Ferkel 12 n.d.
3
© Ferkel 13 n.d. Ferkel 13 n.d.
T Ferkel14 nd. Ferkel 14 n.d.
= Ferkel 15 nd. & Ferkel 15 n.d.
=

Ferkel 16 n.d.
n.d.* = nicht detetkierbar

Wie in Tabelle 8 ersichtlich, erwies sich in Bayern der Abort einer PCV3-
positiven Sau, als PCV3-negativ. Bei zwei Wirfen aus Niedersachsen
(siehe Tabelle 7) gelang der PCV3 Genomnachweis sowochl bei den

abortierten Feten, als auch bei den beiden zugehodrigen Zuchtsauen.
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Tabelle 7: PCV3 positive abortierte Wiirfe aus Niedersachsen (n=2)

Ct-Wert SsL Gewicht  Paritit Sau Ct's\;"ue"
Ferkel 1 36 T4cm 360g 3 35
-
t Ferkel 2 34 15cm 4009 3 35
>
= | Ferkel 3 n.d. 13cm 480g 3 35
(o)}
= Ferkel 4 34 16cm 5309 2 35
=]
3

Tabelle 8: PCV3-negativer Abort aus Bayern einer PCV3-positiven Sau
(n=5)

. . -W
Ct-Wert ssL Gewicht Paritit Sau CtSaj"

Ferkel 1 n.d. 17cm 280g 2 25
Ferkel 2 n.d. T6cm 3009 2 25

l—
ﬂo‘ Ferkel 3 n.d. 14cm 290g 2 25
2 | Ferkel 4 n.d. 16cm 280g 2 25
Ferkel 5 n.d. T4cm 5609 2 25

Die Gewichtsverteilung der PCV3-negativ getesteten Aborte lag im Median
bei 610 g (Min: 106; Max: 1400) mit einem 1. Quartil (Q2s) von 297,5 und
einem 3. Quartil (Q7s) von 1125. Die Scheitel-Stei3-Lange dieser Tiere lag
bei einem Median von 18,5 cm (Min: 10; Max: 27) mit einem Q25 von 12,7
und Qzs von 25,0. Die Gewichtsverteilung sowie Scheitel-SteiR-Lange der

positiv getesteten Tiere wird in Tabelle 7 ersichtlich.

2.3. PCV3 Genomnachweis in den Organproben mumifizierter
Ferkel
Im Rahmen dieser Studie lagen zehn Mumien zur Untersuchung auf PCV3-
DNA vor. Insgesamt erwiesen sich 10% (1/10) der Mumien als PCV3
positiv. Da es sich bei der PCV3-positiven Mumie um ein stark
mumifiziertes Tier handelte, wurden die Gewebeproben der Mumie
gepoolt untersucht. Aus Bayern wurden funf Mumien aus funf
verschiedenen Wurfen eingesandt. Bei einer dieser Mumien gelang mit
einem Ct-Wert von 33 der PCV3 Genomnachweis mittels qPCR. Die

dazugehorigen Muttersauen der Mumien befanden sich jeweils in der
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dritten oder sechsten Paritat. Die PCV3-negativ detektierten Mumien

zeigten einen Mittelwert der SSL von 13,3 cm (Min: 8; Max: 21) und einer

Standardabweichung von + 4. Das Gewicht der Mumien betrug im Median
120 g (Min: 25; Max: 805). Das 1. Quartil betrug 65 und das 3. Quartil 190.

Eine Auflistung der untersuchten Mumien ist unter Tabelle 9 einzusehen.

Tabelle 9: Auf PCV3 untersuchte Mumien aus den Jahren 2017 und 2018

(Nges=10)
Bundesland  Ct-Wert >st Gewicht Paritdit Sau  Ct Sau
(cm) (9)

Mumie 1 BY 33,0 10 180 5 n.d
Mumie 2 BY n.d.* 11 120 3 n.d.
Mumie 3 BY n.d. 17 220 6 n.d.
Mumie 4 BY n.d. 9 80 6 n.d.
Mumie 5 BY n.d. 8 75 6 n.d.
Mumie 6 NRW n.d. 21 805 6 n.d.
Mumie 7 NRW n.d. 15 160 1 n.d.
Mumie 8 NRW n.d. 14 120 5 n.d.
Mumie 9 NRW n.d. 13 100 5 n.d.
Mumie 10 NRW n.d. 12 110 5 n.d.

*n.d. = nicht detetktiert

24. Ergebnisse der Untersuchungen auf PCV3 in einzelnen

Organen

Bei funf Aborten aus zwei Betrieben in Baden-Wurttemberg lieRen sich aus

den Organproben PCV3 Ct-Werte zuordnen. Die einzelnen Ct-Werte sind

Tabelle 10 zu entnehmen.
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Tabelle 10: Ct-Werte in einzelnen Organen von abortierten Ferkeln
zweier Bestiande in Baden-Wiirttemberg aus dem Jahr 2017 (n=5)

Bestand 1 Bestand 2
Ct-Werte der Gewebe
@ Ct- | nCt-
Gewebe Ferkel 1 Ferkel 2 Ferkel 3 | Ferkel 4 Ferkel5 | Wert | Werte
pro pro
Organ | Organ
Lunge 18,8 17,7 32,0 n.d. n.d. 22,8 3
Milz 20,1 17,4 35,3 n.d. n.d. 24,3 3
Leber 17,9 17,9 38,4 n.d. n.d. 24,7 3
Niere 23,9 18,5 35,0 n.d. n.d. 25,8 3
Magen 23,3 18,4 n.d. 37,2 n.d. 26,3 3
Dinn-/
20,2 16,1 35,0 n.d. 37,7 27,3 4
Dickdarm
Gehirn 20,0 16,8 34,0 35,1 33,3 27,8 5
Inguinal-
23,2 15,9 37,0 38,2 34,7 29,8 5
lymphknoten
Knochenmark 24,8 21,8 34,6 33,0 39,8 30,8 5
Thymus 30,1 32,5 n.d. n.d. 36,3 32,9 3
n Ct-Werte
10 10 8 4 5 10
pro Ferkel
@ Ct-Wert pro
22,2 19,3 35,2 35,9 36,4
Ferkel
stark stark schwach | schwach schwach
positiv positiv positiv positiv positiv
*n.d. = nicht detetktiert
3. Ergebnisse der Untersuchung von Serumproben der Sauen mit

abortierten, totgeborenen oder mumifizierten Ferkeln

Insgesamt lagen 26 Serumproben von Sauen mit Reproduktionsstorungen
zur Detektion von PCV3-DNA vor. Die in der vorliegenden Studie
untersuchten Proben wurden jenen Sauen zugeordnet, von denen auch die
untersuchten Aborte, Totgeburten und Mumien stammten. Einen
Uberblick iiber die zur Diagnostik eingesandten Serumproben bietet
Abbildung 2.
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Serumproben der Sauen pro Bundesland
(nges=26)

Anzahl Serumproben
O B, N W B 1O N

EEN III II
BY NRW

NI BW

mAborte mTotgeburten m Mumien

Abbildung 2: Verteilung der untersuchten Serumproben der Sauen
beziiglich der abortierten, mumifizierten oder totgeborenen Ferkel pro
Bundesland (NI, BY, NRW, BW). Doppelnennung ist moglich, wenn pro
Sau sowohl Mumien, als auch Totgeburt und/oder Abort auftraten

Mittels real-time PCR lieR sich bei 34,6% (9/26) der eingesandten
Serumproben PCV3-DNA detektieren. Bei 57,1% (4/7) der untersuchten
Proben aus Niedersachsen gelang ein positiver PCV3-DNA Nachweis. Drei
dieser Proben lagen mit Ct-Werten zwischen 35 und 36 im schwach
positiven Bereich. Bei den dazugehodrigen abortierten Feten der beiden
Zuchtsauen aus Niedersachsen konnte PCV3-DNA mit Ct-Werten zwischen
34 und 36 nachgewiesen werden. Eine der Serumproben wies einen Ct-
Wert von 31 (positiv) auf. Bei den ubrigen beiden Proben war kein PCV3
Genomnachweis moglich. Ebenso wurde bei den jeweiligen Totgeburten
dieser Sauen keine PCV3-DNA detektiert. Bei 20% (2/10). der
Serumproben aus Nordrhein-Westfalen gelang mit Ct-Werten von 33
(positiv) und 38 (schwach positiv) der PCV3-DNA Nachweis Bei keinem
der dazugehorigen Ferkel konnte PCV3 bestdtigt werden. In Bayern
wurden bei 60% (3/5). der eingesandten Serumproben PCV3-DNA
detektiert. Die Ct-Werte der drei Zuchtsauen lagen in den Bereichen von
25 (stark positiv) bis 38 (schwach positiv). Die vier Wochen vor dem
errechneten Geburtstermin abortierten Feten der Zuchtsau mit einer

hohen Viruslast erwiesen sich als PCV3-negativ.

Bei den drei Sauen mit Abortgeschehen aus Baden-Wurttemberg gelang
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kein Nachweis von PCV3-DNA in den Serumproben. Bei drei der vier
dazugehorigen Wurfe dieser Sauen gelang ein PCV3 Genomnachweis. Die
Ct-Werte dieser PCV3-positiven Gewebeproben betrugen zwischen 19 und
36. Das Verhaltnis zwischen einem PCV3-positiven Nachweis bei
Muttersauen und deren Wdrfen ist Tabelle 11 zu entnehmen. Ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Infektionsstratus
der Sau zum Zeitpunkt der Geburt und den Ergebnissen der Wirfe bestand
nicht (p=0,3)

Tabelle 11: Anzahl PCV3-positiver (n=5) oder negativer (n=21) Wiirfe
pro PCV3 positiver (n=17) oder negativer Sau (n=9)

Wurf positiv Wurf negativ Gesamt
Sau positiv 3(11,5%) 6 (23,1%) 9 (34,6%)
Sau negativ 2(7,7%) 15 (57,7%) 17 (65,4%)
Gesamt 5(19,2%) 21 (80,8%) 26 (100%)
3.1. Auswertung des PCV3 Genomnachweises bei Sauen in

Assoziation der Scheitel-SteiB-Lange und Gewicht der Ferkel
(Status Sau)
Das Gewicht sowie die Scheitel-Stei3-Lange der Ferkel von PCV3-positiven
Sauen konnte als normal verteilt angesehen werden. Ebenso wiesen die
PCV3-positiv getesteten Sauen bezlglich der Paritat eine normale

Verteilung auf.

Die PCV3-negativ getesteten Sauen wiesen eine normale Verteilung
bezuglich der Scheitel-Stei3-Lange und des Gewichts der Ferkel auf. Die
Paritaten der PCV3-negativen Sauen, erwiesen sich als nicht normal
verteilt (siehe Tabelle 14). Der Vergleich der SSL von Ferkeln die von
PCV3-positiv getesteten Sauen stammten ergab, dass diese eine signifikant
geringere SSL aufwiesen, als die, welche von PCV3-negativ getesteten
Sauen stammten (p < 0,05) (siehe Tabelle 12). Hinsichtlich des mittleren
Gewichtes von Ferkeln PCV3-positiver oder negativer Sauen, konnte kein

signifikanter Unterschied ermittelt werden (p > 0,05) (siehe Tabelle 13).
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Tabelle 12: Mittlere SSL (cm) der Ferkel von PCV3-positiven (n=9) oder
negativen Sauen (n=17)

PCV3-positive Sau PCV3-negative Sau
. MW 14,62 21,6
PR
= SD +3,8 +5,7
Sh 9
& (Min ; Max) (8;22) (11 ; 26)
ab: p=0,04

Tabelle 13: Gewicht (g) der Ferkel von PCV3-positiven (n=9) oder
negativen Sauen (n=17)

PCV3-positive Sau PCV3-negative Sau
£ MW 379,4 785,0
3 sD +£320,7 +£462,5
o (Min ; Max) (25:1110) (110 ; 1400)

Tabelle 14: Paritat von PCV3-positiv (n=9) und negativ getesteter Sauen
(n=17)

PCV3-positive Sauen PCV3-negative Sauen
- Median
fg Paritat 3 3
o (Q2s ; Qys) (2,5;4) (1;3)
(Min ; Max) (1; 6) (1;8)
3.2. Auswertung des PCV3 Genomnachweises bei Ferkeln in

Assoziation der Scheitel-SteiR-Lange und deren Gewicht
(Status Ferkel)
Die Verteilung der SSL und des Gewichts der PCV3-positiven Ferkel erwies
bezluglich eine normale Verteilung. Die Paritaten der zugehorigen

Muttersauen waren nicht normal verteilt.

Die gemessene SSL der PCV3-negativ getesteten Ferkel wies eine normale
Verteilung auf. Keine normale Verteilung zeigte sich bezuglich des

Gewichts der Ferkel sowie der Paritat der Muttertiere von positiven

Ferkeln.

Die PCV3-negativen Ferkel zeigten im Median ein Gewicht von 702,5 g
(Min: 25; Max: 1400) und mit einem 1. Quartil (Q25) von 130 sowie einem

3. Quartil (Q75) von 1060. Das Gewicht der drei PCV3-positiven Ferkel
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denen eine Serumprobe der Muttersau zugeordnet werden konnte, betrug
360 g, 400 g und 530 g mit Scheitel-Stei3-Langen von 14 cm, 15 cm und

16 cm.

Mithilfe des t-Tests, konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
PCV3 positiven bzw. negativen Ferkeln und deren Scheitel-SteiR-Lange (p

< 0,05) nachgewiesen werden.

Mittelwert der Scheitel-SteiR-Lange der Ferkel

(Nges=23)
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PCV3 positiv PCV3 negativ
ab: p<0,05

Abbildung 3: Mittelwerte der Scheitel-SteiB-Lange von PCV3 positiv
oder negativ getesteten Ferkeln. Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied (p < 0,05) beziiglich der mittleren Scheitel-SteiB-Lange
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V. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde retrospektiv die Pravalenz von PCV3 bei
Schweinen aus Deutschland, die klinische Anzeichen von PDNS zeigten,
untersucht. Hierfur lagen 43 Serumproben aus den Jahren 2003 bis 2013
vor, bei denen anhand  von pathomorphologischen und
histopathologischen Untersuchungen das porcine dermatitis and
nephropathy syndrome vom Institut fur Tierpathologie der LMU Minchen
diagnostiziert wurde. Mithilfe einer real-time PCR wurden diese Schweine
auf PCV3- und PCV2-DNA untersucht. Bezlglich des PCV2
Infektionsstatus dieser Tiere lagen bereits Ergebnisse vor. So wurde bei
allen untersuchten Tieren PCV2 mithilfe einer PCR oder ISH detektiert.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung
moglicher Zusammenhange von PCV3 Infektionen und
Reproduktionsstorungen. Dafur wurden 949 Organproben von
totgeborenen, abortierten oder mumifizierten Ferkeln mittels real-time
PCR auf das Vorkommen von PCV3-DNA untersucht. Diese Ferkel
stammten aus insgesamt 34 verschiedenen Wirfen aus funf deutschen
Bundeslandern. Zusatzlich standen auch 26 Serumproben der
zugehorigen Muttersauen fur eine Untersuchung auf PCV3-DNA zur
Verfugung. Die Gewebe- und Serumproben wurden im Rahmen der
Routinediagnostik von den bestandsbetreuenden Tierarzten an die Klinik

fur Schweine der LMU Minchen gesandt.

Daruber hinaus war es Ziel dieser Studie, mithilfe moglicher PCV3
Nachweise in den zwolf entnommenen Organproben pro totgeborenen,
abortierten  oder mumifizierten Ferkel festzustellen, ob ein
Genomnachweis in bestimmten Organen haufiger gelingt und somit in

Zukunft eine gezieltere PCV3 Diagnostik moglich ist.

1. PCV3 in Zusammenhang mit klinischen Anzeichen von PDNS

Zum aktuellen Zeitpunkt ist es schwer PCV3 mit einem Krankheitsbild in
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Verbindung zu bringen, da hierfur ein Infektionsversuch notwendig ware,
jedoch bis zum heutigen Tag noch kein Virus isoliert werden konnte
(PHAN et al., 2016; CHEN et al., 2017; TOCHETTO et al., 2017). In einem
Versuch zur Virusisolation wurden porzine Hoden- und Nierenzellen mit
fetalen Gewebeproben beimpft (PALINSKI et al., 2017). Dabei stellten die
Autoren weder einen zytopathischen Effekt noch Fluoreszenzsignale, die
auf das Vorkommen von PCV3 hindeuten, mittels MAb 14 fest (PALINSKI
et al., 2017).

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung lagen 43 Serumproben von
PDNS Fallen aus den Jahren 2003 bis 2013 vor. Diese Tiere erwiesen sich
bereits zu 100% zum Zeitpunkt der Diagnosestellung als PCV2-positiv. Mit
43 Tieren war die Probenanzahl in der vorliegenden Studie vergleichbar
mit der Anzahl der Proben in der Untersuchung von PALINSKI et al.
(2017), die 48 Schweine mit PDNS auf PCV3-DNA mittels IHC und gqPCR
untersuchten. In der Arbeit von PALINSKI et al. (2017) konnte bei 45 von
48 Schweinen PCV3-DNA mittels qPCR detektiert werden (PALINSKI et al.,
2017). In der vorliegenden Studie gelang lediglich bei insgesamt 7%
(3/43) der PDNS Falle der PCV3-DNA Nachweis mittels real-time PCR in
den Serumproben. Zweifelsfrei unterscheiden sich die oben
beschriebenen Ergebnisse von PALINSKI et al. (2017) hinsichtlich des
Nachweises von PCV3-DNA im Zusammenhang mit PDNS, deutlich von

den Ergebnissen dieser Studie.

Eine mdgliche Ursache fur diese stark unterschiedliche Nachweisrate bei
Schweinen mit klinischen Anzeichen von PDNS, konnte die
unterschiedliche Vorselektion der beprobten Tiere sein. So wahlten
PALINSKI et al. (2017) fir ihre Untersuchungen nur Tiere aus, die bereits
negativ auf PCV2-DNA getestet wurden. Bei der vorliegenden Arbeit
handelte es sich im Gegensatz zu der Studie von PALINSKI et al. (2017),
um PDNS Falle die vorberichtlich zu 100% PCV2-positiv getestet wurden.
Die Bedeutung von PCV3 fur die Entstehung von PDNS kann auf Basis der
vorliegenden Ergebnisse nicht eindeutig geklart werden. Da PCV3 bei den
Tieren mit PDNS lediglich zu 7% nachgewiesen werden konnte, lasst sich
in diesen Fallen nicht auf eine Kausalitat von PCV3 fur klinische Anzeichen

von PDNS schlieBen. PCV2 assoziierte Symptome wie PDNS oder auch
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PMWS lieBen sich bisher nur mit einer Koinfektion mit PPV, PRRSV,
TTSuV oder einer postnatalen Injektion des Immunstimulators keyhole
limpet hemocyanin (KLH) experimentell hervorrufen (KRAKOWKA et al.,
2001; HA et al.,, 2008; KRAKOWKA et al., 2008). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnten allerdings keine weiteren maoglichen
infektiosen Faktoren, die fur das Auftreten von PDNS verantwortlich
gemacht werden und somit auch nicht als ursachlich ausgeschlossen
werden. Infolgedessen ist es im Rahmen der vorliegenden Arbeit als
fraglich anzusehen, ob Symptome wie PDNS durch eine reine PCV3

Infektion ausgelost werden konnen.

Basierend auf retrospektiven PCV3-DNA Nachweisen aus den Jahren 1993
in Schweden (YE et al., 2018) sowie 2001 und 2002 im Vereinigten
Konigreich (COLLINS et al., 2017), schien bei sachgemaler Lagerung der
Serumproben auch nach vielen Jahren, ein Genomnachweis noch mdglich
zu sein. PCV2-DNA konnte bei der erneuten Untersuchung zu 95,4%
(41/43) detektiert werden. Die Ct-Werte der real-time PCR zur
Untersuchung auf PCV2 aus den Jahren 2003 bis 2013 lagen nicht vor.
Somit ist die Moglichkeit in Betracht zu ziehen, dass die zwei in der
Nachuntersuchung negativ getesteten Proben schon in der ersten
zuruckliegenden Untersuchung einen sehr hohen Ct-Wert, sprich eine
niedrige Viruslast, aufwiesen und bei der wiederholten Untersuchung im
Rahmen dieser Studie einige Jahre spater nicht mehr als PCV2-positiv

detektiert werden konnten.

Z0OU et al. (2018) vermuteten aufgrund ihrer phylogenetischen
Berechnungen, dass PCV3 schon seit 1966 innerhalb der
Schweinebestande zirkuliert und es sich dabei um kein erst kirzlich
aufgetretenes Virus handelt. Ebenso lie sich bei der vorliegenden
Untersuchung, der friheste Nachweis von PCV3-DNA in deutschen
Hausschweinbestanden bereits auf das Jahr 2007 datieren. Darauf
begrindet, kann angenommen werden, dass PCV3 schon seit mindestens
2007 in deutschen Hausschweinebestanden =zirkuliert. Aufgrund
genetischer Analysen vermuten PRINZ et al. (2019) ebenso, dass bereits
seit vor dem Bau der Berliner Mauer im Jahr 1961 und damit der

geographischen Trennung diverser Wildschweinfamilien, PCV3 in der
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untersuchten  Wildschweinpopulation  zirkuliert. Auch in Italien
verzeichnete die Wildschweinpopulation des Colli Euganei Regional Park
eine Pravalenz von 30%. Diese Wildschweine zeigten keinerlei klinische
Anzeichen (FRANZO et al., 2018b). Somit bleibt auch nachhaltig die Frage
offen, ob Wildschweinpopulationen als PCV3 Reservoir fir die deutschen
Hausschweinbestande angesehen werden konnten (PRINZ et al., 2019)
oder PCV3 durch speziesiibergreifende Ubertragung von Circoviren
entstanden sein konnte (PALINSKI et al., 2017). Begrindet durch die
Sequenzahnlichkeiten zu bestimmten Fledermaus-Circoviren vermuten
Z0U et al. (2018), dass der Ursprung der Verbreitung von PCV3 in
Wirtstieren der Ordnung Chiroptera (Fledertiere) zu suchen ist. PCV3
konnte aber auch aus der Rekombination von unbekannten Circoviren
hervorgegangen sein (PALINSKI et al.,, 2017). Die in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse bestatigen zumindest, dass PCV3 auch in der
deutschen Hausschweinpopulation mindestens seit 2007 zirkuliert und der

Nachweis in klinisch auffalligen Tieren erst kurzlich gelungen ist.

Wie aus Tabelle 3 zu entnehmen, wiesen die auf PCV3-DNA positiv
getesteten Schweine alle mit Werten uber 30 eine niedrige Viruslast auf.
In allen drei PCV3-positiven Proben konnte auch PCV2-DNA
nachgewiesen werden: So wurde in der Probe mit einem PCV3 Ct-Wert
von 31,8 ein stark positiver PCV2 Ct-Wert von 14,8 detektiert, bei den
Tieren mit PCV3 Ct-Werten von 35,6 und 36,4 beliefen sich die PCV2 Ct-
Werte auf 27,3 und 29,6. Da die fur die Untersuchung auf PCV3
angewandte qPCR jedoch als spezifisch fur PCV3 gilt, kann nicht von einer
Kreuzreaktion zwischen PCV2 und PCV3 ausgegangen werden (LI et al.,
2018). Alle weiteren Proben (40/43) aus den Jahren 2003 bis 2013

erwiesen sich als PCV3-negativ.

Mehrere Autoren konnten PCV3 bei Tieren ohne jegliche klinische
Anzeichen nachweisen (COLLINS et al., 2017; KWON et al., 2017;
STADEJEK et al., 2017; FRANZO et al., 2018a). So zeigten STADEJEK et
al. (2017) in ihrer Studie, dass neben den Serumproben von Sauen mit
klinischen Anzeichen von PDNS oder Reproduktionsstorungen, auch die
Seren klinisch unauffalliger Schweine PCV3-positiv waren. Die PCV3

Pravalenz der Tiere mit Anzeichen von PDNS betrug in jenem Bestand
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20% (STADEJEK et al., 2017). Da PDNS jedoch nur bei einigen wenigen
Tieren auftrat, fand keine weitere Diagnostik statt (STADEJEK et al., 2017).

ZHAI et al. (2017) beobachteten in ihren Untersuchungen zu PCV3, dass
niedrige Ct-Werte unter 25 nur in den Serumproben nachgewiesen
wurden, die von Schweinen mit respiratorischen Anzeichen stammten.
Daher vermuteten ZHAI et al. (2017), dass ahnlich zu PCV2 (BRUNBORG
et al.,, 2007; HARDING et al, 2008) hohe PCV3 Mengen klinische
Erscheinungsbilder hervorrufen konnten (ZHAI et al., 2017). Die in der
vorliegenden Studie detektierten PCV3 Ct-Werte lagen eher in positiv bis
schwach positiven Bereichen, somit bleibt fraglich, ob eine sehr viel
hohere PCV3 Viruslast eher fur eine Kausalitat einer PCV3 Infektion bei
klinischen Anzeichen von PDNS sprechen konnte. Die oben gestellte
Arbeitshypothese eines Zusammenhangs von PCV3 mit PDNS, konnte im

Rahmen dieser Untersuchungen nicht bestatigt werden.

2, PCV3 bei reproduktiven Storungen

Aufgrund vorhergehender internationaler Berichte, die PCV3-DNA in
fetalen Gewebeproben nachweisen konnten, wird eine magliche vertikale
Ubertragung von PCV3 von der Sau auf die Feten, sowie eine Rolle bei
Abortgeschehen, diskutiert (FACCINI et al., 2017; FAN et al., 2017; KU et
al., 2017; PALINSKI et al., 2017; TOCHETTO etal., 2017; ZOU et al., 2018).

Aufgrund ihrer Ergebnisse vermuten ZOU et al. (2018), dass eine vertikale
Transmission von PCV3 durch die Muttersau auf die Feten stattfinden
konnte. Ebenso beschrieben SUKMAK et al. (2018) eine vertikale
Ubertragung von Muttertieren auf die Feten indem sie PCV3-DNA bei
einen Tag alten Ferkeln nachwiesen. Dieser Weg der vertikalen
Ubertragung konnte auch in der vorliegenden Studie bestitigt werden.
Z0U et al. (2018) sammelten zwischen 2015 und 2016 Serumproben von
190 Sauen im Suden Chinas aus Betrieben mit langer bekannten
Reproduktionsstorungen. Von Sauen, die klinisch durch
Reproduktionsstorungen auffielen, wurden 85 Serumproben entnommen
(ZOU et al., 2018). Bei den verbleibenden 105 Sauen, handelte es sich um
klinisch unauffallige Tiere (ZOU et al., 2018). 45,9% der von ZOU et al.
(2018) untersuchten Serumproben, stellten sich in der gPCR als PCV3-
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positiv dar. Im Gegensatz zu den Tieren innerhalb dieser Arbeit wurde von
der Arbeitsgruppe eine umfangreiche Ausschlussdiagnostik betrieben. So
waren alle diese Sauen mehrfach gegen PCV2 geimpft, sowie mittels PCR
negativ auf PRRSV, PRV, PEDV und TGEV getestet (ZOU et al., 2018). Von
33 Aborten, darunter sechs Mumien, dieser Sauen erwiesen sich 60,6% in
der qPCR als PCV3-positiv (ZOU et al., 2018). In der hier vorliegenden
Studie wurden insgesamt 17,7% (16/90) totgeborene, abortierte oder
mumifizierte Ferkel positiv auf PCV3 getestet. Somit ist der der Umfang
der untersuchten Ferkel wesentlich groBer angesetzt, als in der Studie von
Z0U et al. (2018). Die Nachweisrate von PCV3-DNA innerhalb der Ferkel
im Rahmen der vorliegenden Arbeit unterscheidet sich jedoch erheblich
von den Ergebnissen von ZOU et al. (2018). Auch die Zusammensetzung
der beprobten Ferkel unterschied sich insoweit, dass in der vorliegenden
Arbeit auch totgeborene Ferkel auf PCV3-DNA untersucht wurden. Ob
diese unterschiedliche Zusammensetzung der beprobten Tiere die PCV3
Nachweisrate beeinflussen konnte, lasst sich zum heutigen Tag noch nicht
beantworten. Bei den Aborten der Studie von ZOU et al. (2018) handelte
es sich um Tiere, die im mittleren bis Endstadium der Trachtigkeit geboren
wurden. Sechs dieser detektierten PCV3 Stamme im Sauenserum wurden
als Stamm PCV3a klassifiziert (ZOU et al., 2018). Es wird sich auch in
zuklnftigen Untersuchungen die Frage stellen, ob verschiedene PCV3

Stamme ein unterschiedlich pathogenes Potential bergen konnten.

Interessanterweise konnte bei einer fieberhaften Sau aus Bayern, die einen
PCV3 Ct-Wert von 25,0 aufwies und vier Wochen vor Geburtstermin den
gesamten Wurf abortiert hatte, in keinem der abortierten Feten PCV3-DNA
nachgewiesen werden. Aufgrund der fehlenden Virusdetektion, ist nicht
von einem durch PCV3 verursachten Abortgeschehen auszugehen, obwohl
der Nachweis von PCV3-DNA in Gewebeproben der Sau mit einem Ct-Wert
von 25,0 als stark positiv galt. Nicht ausgeschlossen werden kann eine
akute PCV3 Viramie der Zuchtsau, die gegebenenfalls zu einem PCV3
bedingten Abort gefuahrt haben konnte. Auch von PCV2 sind
Reproduktionsstorungen bei Sauen die zu Spataborten fuhren konnen,
beschrieben (SEGALES, 2012).

Im Rahmen dieser Studie konnte keine Assoziation zwischen einem
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positiven PCV3 Infektionsstatus von Muttersauen und dem Infektionsstatus
der zugehorigen Ferkel bzw. Wurfe festgestellt werden (p=0,30). Jedoch
lieR sich ein signifikanter Zusammenhang (p<0,05) sowohl zwischen
PCV3-positiven Sauen, als auch PCV3-positiven Wirfen bezuglich einer
kirzeren Scheitel-SteiR-Lange der Ferkel erkennen. Das Gewicht der
abortierten, mumifizierten oder totgeborenen Ferkel lief keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang zu einer vorhandenen PCV3 Infektion bei
Sauen oder auch Ferkeln erkennen. Dies konnte jedoch auch mit dem
teilweise unterschiedlichen Autolysegrad der Ferkel einhergehen (ZHOU
& BYARD, 2015). Basierend auf dieser Datenlage, kann davon
ausgegangen werden, dass eine vertikale Ubertragung von der Zuchtsau
auf die Feten stattfinden kann. Jedoch kann basierend auf diesen
Ergebnissen nicht auf eine Kausalitat von PCV3 als moglicher Aborterreger
geschlossen werden. So wurden in der vorliegenden Untersuchung keine
weitere Diagnostik auf andere mogliche Aborterreger durchgefuhrt.
Insgesamt konnte nur bei drei PCV3-positiv getesteten Sauen auch im
Abortmaterial PCV3-DNA detektiert werden. Auch die Paritat der
Zuchtsauen lies keine Aussage daruber zu, ob ein Wurf der Sau potentiell
eher PCV3-DNA aufweisen konnte. Somit war im Rahmen dieser Arbeit
kein Zusammenhang zu erkennen, ob bei Altsauen eher PCV3-DNA
detektiert werden kann als bei Jungsauen. Die Arbeitshypothese, dass
PCV3 bei Zuchtsauen in Deutschland detektiert werden kann, bestatigte

sich im Rahmen dieser Studie.

Betrachtet man die SSL der vorliegenden PCV3-positiven Ferkel mit einer
durchschnittlichen SSL von 14,5cm so wurden diese sich in einem Alter
von etwa 60 bis 70 Tagen zum Zeitpunkt der sistierenden
Weiterentwicklung innerhalb des Uterus befinden (vergleichen mit Tabelle
15) (EVANS & SACK, 1973). Die hier untersuchten PCV3-negativen Ferkel
wirden laut EVANS und SACK (1973) mit einem Mittelwert von 21,5cm
einem Alter von 80 bis 90 Tagen post conceptionem (p.c.) zugeordnet

werden.
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Tabelle 15: Korrelation des Alters der Feten mit der Scheitel-SteiR3-
Lange nach EVANS und SACK (1973)

Alter der Feten in Tagen SSL in mm
20 12
c 25 20
&
W 30 25
] 35 30
=]
3 40 50
< 45 65
R
g 50 85
n
n 55 106
=
2 60 125
&
g 70 160
S 80 210
90 240
100 270

Demnach kann vermutet werden, dass PCV3 schon in fruhen
Trachtigkeitsstadien von der Muttersau auf die Feten Ubertragen wird.
Falls PCV3 Infektionen bei Reproduktionsstorungen, wie Aborten oder
totgeborenen Ferkeln, eine Rolle spielen wirden (PALINSKI et al., 2017;
TOCHETTO et al., 2017), konnte aufgrund der Daten in der vorliegenden
Arbeit in Betracht gezogen werden, dass PCV3 Infektion im
Anfangsstadium der Trachtigkeit einen Einfluss auf die Sau oder deren
Feten hat. Dem vorausgesetzt, waren fur eine gezielte Diagnostik von
PCV3, eher die Aborte oder Totgeburten mit einer kirzeren SSL

heranzuziehen.

3. Ct-Werte einzelner Organe

Im einer retrospektiven Studie aus Schweden wurden 49
Lymphknotengewebeproben von Schweinen aus den Jahren 1993 bis 2004
zur Untersuchung von PCV3-DNA verwendet (YE et al., 2018). Von den 49
beprobten Lymphknotengeweben gelang der Genomnachweis von PCV3
bei zehn Proben (20,4%) (YE et al., 2018). Ein GroRteil dieser Tiere wies
keinerlei klinische Anzeichen auf (9/10) (YE et al., 2018). Lediglich eines

der PCV3-positiven Schweine stammte aus einem Betrieb mit
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vorberichtlicher PMWS Problematik (YE et al., 2018). Bei 70% der PCV3-
positiven Tiere konnten Koinfektionen wie TTSuv 1, TTSuV 2 sowie zu
50% PBoCV detektiert werden (YE et al., 2018). In der vorliegenden
Arbeit, wie in Tabelle 10 ersichtlich, gelang ein PCV3-DNA Nachweis aus
Inguinallymphknoten von abortierten Feten in einer vergleichbar hohen
Anzahl (n=5).

YUZHAKOV et al. (2018) untersuchten zwei Sauenbestinde an
unterschiedlichen Orten Russlands. Bei einem Betrieb in West Sibiriens
fielen Sauen durch klinische Anzeichen von PDNS, sowie abortierte und
totgeborene Ferkel auf (YUZHAKOV et al.,, 2018). In einem zweiten
Bestand in Smolensk konnten ebenso vermehrt Aborte und totgeborene
Ferkel, sowie multisystemische Entziindungen bei Sauen beobachtet
werden (YUZHAKOV et al., 2018). Alle entnommenen Proben (Serum,
Korperhohlenflussigkeit, Nierengewebeproben von Absetzern,
Milzgewebeproben von Mastschweinen) erweisen sich als PCV2-negativ
(n=77) (YUZHAKOV et al., 2018). Bei 10% der entnommenen
Serumproben der Sauen konnte PCV3-DNA nachgewiesen werden. Die
Arbeitsgruppe detektierte PCV3-DNA  zu 100% in der
Korperhohlenflussigkeit und zu 75% in der Milz totgeborener Ferkel
(YUZHAKOQV et al., 2018). Allerdings wurden in dieser Studie weder Ct-
Werte noch eine Aufstellung der Anzahl der einzelnen Proben angegeben.
Um eine Aussage daruber treffen zu konnen, weshalb der Arbeitsgruppe
ein haufigerer Genomnachweis in Korperhohlenflussigkeiten, als in

Gewebeproben gelang, wiirden weitere Studien benotigt werden.

Auch in Japan versuchten HAYASHI et al. (2018), einen Zusammenhang
zwischen der Nachweisrate von PCV3-DNA und bestimmten Organproben
festzustellen. HAYASHI et al. (2018) sammelten von 73 Schweinen aus 27
japanischen Bestanden Gewebeproben von Feten, Saugferkeln,
abgesetzten Ferkeln und Mastschweinen. Die Tiere wurden aufgrund
verstarkter abdominaler Atmung, plotzlichem Verenden, reduziertem
Allgemeinbefinden, neurologischen Symptomen oder reproduktiven
Storungen ausgewahlt und auf PCV3-DNA mittels qPCR untersucht
(HAYASHI et al., 2018). Die Nachweisraten von PCV3-DNA der jeweiligen
Gruppen lag hier bei 6,7% (1/15) der Feten, 13,3% (2/15) der Saugferkel,
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9,0% (1/11) der abgesetzten Ferkel und 9,4% (3/32) der Mastschweine
(HAYASHI et al., 2018). Die Positivrate der Organe lag bei 1,8% der fetalen
Organe (1/55), 6,4% in Lungenproben (3/47), 8,0% in der Leber (1/32),
8,0% in Pulmonallymphknoten (2/25), 4,3% in der Milz (1/23), 11,8% in
Darmen, 28,6% in der Niere (4/14), 8,3% im Gehirn (1/12), 0% in
Tonsillen (0/11), 25% in Mesenteriallymphknoten (1/4), 33,3% in
Mandibularlymphknoten (1/3), 0% in Inguinallymphknoten (0/2) und zu
0% in der Placenta (0/2) (HAYASHI et al., 2018). AuBerdem konnten bei
diesen Tieren auch Koinfektionen mit PPV, PRRSV, Staphylococcus
haemolyticus, Streptococcus suis und Escherichia coli detektiert werden
(HAYASHI et al., 2018). Prozentual gesehen, gelang HAYASHI et al. (2018)
somit der frequenteste PCV3-DNA Nachweis in Mesenterial- und
Mandibularlymphknoten. Der Nachweis von  PCV3-DNA in
Inguinallymphknoten fiel, im Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit,
negativ aus. Jedoch ist die Datenlage noch als insgesamt zu gering zu
betrachten, um eine valide Aussage treffen zu konnen in welchem Organ
bei einer bestehenden PCV3 Infektion ein Genomnachweis am
wahrscheinlichsten ware. Die haufige Detektion von PCV3-DNA im
Nierengewebe wie HAYASHI et al. (2018) sie beschreiben, konnte in der
hier vorliegenden Studie nicht bestatigt werden (siehe Tabelle 10). Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen auch KU et al. (2017), die zwar in
verschiedenen Organen PCV3-DNA nachwiesen, PCV3 jedoch keinen
eindeutigen Organtropismus zuordnen konnten (HAYASHI et al., 2018).
Zwar wird das Virusgenom in diversen Untersuchungen (PHAN et al.,,
2016; POSTEL et al., 2016; PALINSKI et al., 2017; KEDKOVID et al., 2018)
bei einigen klinisch erkrankten Tieren nachgewiesen, jedoch konnten in
vielen Fallen auch verschiedene Koinfektionen nachgewiesen werden.
PHAN et al. (2016) beschreiben PCV3 im Zusammenhang mit kardialen
und multisystemischen Entziindungen und wiesen PCV3 vor allem im
Herzen der Tiere nach. Jedoch wurden hier auch andere Erreger wie das
porcine astrovirus 4, Rotavirus A, porcine cytomegalievirus oder das
porcine hemaglutinating encephalomyelititsvirus detektiert (PHAN et al.,
2016). Letzteres steht in dem Verdacht, genauso wie die nachgewiesenen
bovine Astroviren, zu neurologischen Symptomen bei Schweinen zu
fuhren (BOUZALAS et al., 2016; Ll et al., 2016).
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Im Rahmen der hier vorliegenden Studie war es das Ziel den
Zusammenhang zwischen dem Nachweis von PCV3-DNA und dem
Vorkommen in verschiedenen Organe zu untersuchen. Bisher wurde nur
geringere  Anzahlen von abortierten Feten oder Totgeburten
herangezogen. Der PCV3-DNA Nachweis bei abortierten Ferkeln oder
Totgeburten gelang nur in einem so kleinen Rahmen, dass keine valide
Aussage daruber getroffen werden konnte, in welchen Organen besonders
haufig PCV3 nachgewiesen werden kann. Aufgrund der geringen
Datenlage, gibt es bisher auch keinen eindeutigen Hinweis dafur, in
welchem Organ bei einer vorhandenen PCV3 Infektion eine hohe Viruslast
zu erwarten ist. Nur bei funf abortierten Feten aus zwei Betrieben in
Baden-Wurttemberg war es moglich, PCV3-DNA zu detektieren und die
einzelnen Organe mithilfe einer real-time PCR zu untersuchen. Zwei der
untersuchten abortierten Feten stellten sich in der qPCR als PCV3 stark
positiv heraus. Wie in Tabelle 10 ersichtlich, lieR sich die hochste Viruslast
in Lunge, Milz, Leber und Niere bei stark positiven Tieren nachweisen.
Hier fiel auf, dass in vielen Organen kein PCV3 Genomnachweis gelang.
Lediglich in Gehirn, Lymphknotengewebe und im Knochenmark gelang
bei funf von funf Organproben der PCV3 Nachweis. Die in Tabelle 10
angegebenen Ct-Werte der jeweiligen Organe lassen jedoch aufgrund der
geringen Probenanzahl keine Aussage daruber treffen, ob eine gezielte
Probenentnahme von speziellen Organen bei PCV3 klnftig als zielfihrend

zu erachten ist.

Bei PCV2 ist ein Zusammenhang zwischen hoher Viruslast in Geweben und
virusbedingten histopathologischen Lasionen laut SEGALES (2012)
anzunehmen. SEGALES (2012) empfiehlt zum quantitativen Nachweis von
PCV2 eine Kombination aus histopathologischer Untersuchung und qPCR
von den betroffenen Organen und des lymphatischen Gewebes. Angesichts
der hohen Pravalenz von PCV3 und der im Allgemeinen nicht sehr starken
Viruslast in Geweben, stellt sich nachhaltig die Frage, ob dieses Prinzip
auch fur PCV3 anwendbar ist (FUX et al., 2018). Bisher liegen nur
vereinzelte Studien Uber histopathologische Untersuchungen von PCV3
vor (PALINSKI et al., 2017). Aufgrund der haufig niedrigen Viruslast der
Proben und moderaten Sensitivitat der PCR, nutzten FUX et al. (2018) eine
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RCA um groBere Fragmente des PCV3-Genoms zu amplifizieren, um
daraus vollstandige Genomsequenzen zu erhalten. Somit werden auch im

Bereich der Nachweisverfahren von PCV3-DNA weitere Studien notig sein.

Um uber die Wahrscheinlichkeit des Nachweises von PCV3 in bestimmten
Organen eine Aussage treffen zu konnen kann aufgrund der geringen
Datenlage noch keine abschlieRende Aussage gemacht werden. Zudem gilt
nach wie vor als fraglich, inwieweit PCV3 als neu entdecktes Virus ein
pathogenes Potential fur die weltweite Hausschweinpopulation birgt. Bis
heute liegt noch kein Virusisolat von PCV3 fur einen moglichen
Infektionsversuch bei Schweinen vor (PHAN et al., 2016; CHEN et al.,
2017; TOCHETTO et al, 2017). Um eine valide Aussage uber ein
potentielles Risiko von PCV3 fir die Hausschweinpopulation treffen zu
konnen, ware um die Henle-Koch-Postulate zu erfullen, ein

Infektionsversuch notwendig.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Im Jahr 2016 wurde porcine circo virus type 3 (PCV3) DNA erstmals in
nordamerikanischen Hausschweinebestanden detektiert. Im weiteren
Verlauf bestatigten sich Infektionen der Haus- und
Wildschweinpopulationen in verschiedenen Regionen der Welt. Seit der
ersten Entdeckung wurde PCV3 mit der Prasenz von verschiedenen
klinischen Anzeichen wie z.B. porcine dermatitis and nephropathy
syndrome (PDNS), Reproduktionsstorungen, Myokarditis oder auch ohne

klinische Anzeichen festgestellt.

Basierend auf diesen Studien wurden aus den Jahren 2017 bis 2018 949
Organproben von totgeborenen, abortierten oder mumifizierten Ferkeln
mittels real-time PCR auf PCV3-DNA untersucht. Diese Ferkel stammten
von insgesamt 34 verschiedenen Wirfen aus funf deutschen
Bundeslandern. Dazu wurden auch 26 Serumproben der zugehorigen
Sauen untersucht. Die Ferkel und Serumproben der Sauen lagen als
routinediagnostische Proben in der Klinik fir Schweine der LMU Munchen
vor. In der vorliegenden Untersuchung, konnte bei 17,8% (16/90) der
Gewebeproben der Ferkel PCV3-DNA nachgewiesen werden. Bei 34,6%
(9/26) der Serumproben von Sauen mit Reproduktionsstorungen konnte
ebenfalls PCV3 detektiert werden. Hierbei fiel auf, dass kein
Zusammenhang zwischen einer PCV3 Infektion bei Sauen und einem
positiven PCV3-DNA Nachweis von deren totgeborenen, abortierten oder
mumifizierten Ferkeln festgestellt werden konnte. Das Gewicht der Ferkel
stand in keinem signifikanten Zusammenhang zu einer moglichen PCV3
Infektion der Sauen und Ferkel. Auch die Paritat der Sau schien kein
Indikator daflir zu sein, ob eine PCV3 Infektion sowohl bei der Sau als auch
bei deren Ferkel wahrscheinlicher ist. Im Rahmen dieser Untersuchungen,
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen PCV3-positiven Ferkeln
und einer kurzeren Scheitel-SteiS Lange der abortierten, mumifizierten
oder totgeborenen Ferkel nachgewiesen werden. Dies wurde ebenso bei
PCV3-positiven Sauen festgestellt deren Ferkel ebenso eine kirzere

Scheitel-Stei-Lange aufwiesen.
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Um eine Aussage uber die Haufigkeit des Auftretens von PCV3-DNA in
speziellen Gewebeproben machen zu kénnen, wurden von den 90 Ferkeln
Organproben entnommen und diese einzeln auf PCV3 untersucht. Aus
jedem der 20 Bestande wurden durchschnittlich vier Ferkel beprobt. PCV3
konnte, im Rahmen dieser Studie, kein valider Organtropismus zugeordnet

werden.

Weiterhin war es auch Ziel den Zusammenhang zwischen einer PCV3
Infektion und dem porcine dermatitis and nephropathie syndrome (PDNS)
zu untersuchen. Dafur standen aus den Jahren 2003 bis 2013 insgesamt
43 Serumproben von Schweinen mit klinischen Anzeichen von PDNS zur
Verfugung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Serumproben der PDNS
Falle nochmals auf PCV2 und PCV3 mittels real-time PCR untersucht.
95,4% (41/43) erwiesen sich als PCV2 positiv. Der Nachweis der PCV3-
DNA gelang bei 7% (3/43) der Proben. Somit kann im Rahmen dieser
Arbeit kein Zusammenhang zwischen PDNS und einer PCV3 Infektion

bestatigt werden.
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VIl. SUMMARY

Retrospective study of the occurence of the porcine circovirus type 3
in aborted or stillborn piglets and swine with the porcine dermatitis

and nephropathy syndrome

For the first time porcine circo virus type 3 (PCV3) DNA was detected in
North American livestocks in 2016. Subsequently the infections in
populations of domestic swines and wild boars were confirmed in various
regions of the world. Since the first detection PCV3 has been found in the
presence of various clinical symptoms like porcine dermatitis and
nephropathy syndrome (PDNS), reproductive failure, myocarditis — or even

without any symptoms.

Based on these studies 949 organ samples of stillborn, aborted or
mummified piglets from the years 2017 to 2018 were examined for PCV3-
DNA by means of real-time PCR. These piglets originated from a total of
34 different litters from five German states. In addition 26 serum samples
of the pertinent sows were examined. The piglets and serum samples from
the sows were present as routine diagnostic samples at the Clinic for Swine
of the Ludwig-Maximilians-University, Munich. The results of the
examination through real-time PCR was that 17.8% (16/90) of the organ
samples of the piglets could be tested positvely for PCV3-DNA in tissue
samples of the piglets. In 34.6% (9/26) of the sera from sows with
reproductive failure PCV3 was also detected. It was noticed that there was
no correlation between a PCV3 infection in sows and a PCV3-positive result
of their stillborn, aborted or mummified piglets. The bodyweight of the
piglets was not in a significant correlation to a possible PCV3 infection of
the sows and their piglets. Moreover the parity of the sows did not seem to
be an indicator whether a PCV3 infection is more presumable in sows as
well as in their piglets. In the context of these studies a significant
correlation could be established between PCV3-positive piglets and a
shorter crown-rump-length of the aborted, mummified or stillborn piglets.

This could also be verified in piglets of PCV3-positive sows.

To be able to make a statement as to the frequency of finding PCV3-DNA
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in specific tissue samples, organ samples were taken from 90 piglets and
each of them was examined for PCV3. An average of four piglets was
sampled from each of the twenty livestocks. Within the scope of this study

no valid organ tropism could be associated for an PCV3.

Apart from the study regarding the reproductive failure of the sows was
another objective to examine the association between PCV3 and the
porcine dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS). For this 43 serum
samples from swines with clinical signs from the years 2003 to 2013 were
available. In this study the serum samples of the PDNS cases were
examined again for PCV2 and PCV3 via real-time PCR. 95.4% (41/43)
turned out to be PCV2 positive. PCV3-DNA was successfully found in 7%
(3/43) of the serum samples. In the scope of this work there could not be

made an association between PDNS an PCV3.
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XIl. ANHANG

Tabelle 16: Auflistung der Proben von abortierten, totgeborenen und
mumifizierten Ferkeln 1= totgeboren, 2= abortiert, 3= mumifiziert), Ct-
Werte Ferkel, PCV3 pos ja/nein( = 1/0), SS-Lange, Gewicht, Ct-Werte
Sau, Paritat Sau, Bundesland, Bestandsnr.

. =t € pcvs  ss- Gewicht Pe paritat
Anzahl | Patientennr. ;::; ;I\(I:e\;; 10 Linge ing Wurf Wert Sau Bundesland
Sau
1 5.2.2. 1 0 0 1 3 BW
2 5.3.1. 1 28 1 2 5 BW
3 5.3.2. 1 19 1 2 5 BW
4 6.1.1. 1 33 1 3 3 BW
5 6.1.2. 1 0 0 3 3 BW
6 6.1.3. 1 34 1 3 3 BW
7 6.2.1. 1 36 1 4 4 BW
8 6.2.2. 1 0 0 4 4 BW
9 6.2.3. 1 33 1 4 4 BW
10 950/2017 1 0 0 5 6 BY
11 951/2017 1 0 0 5 6 BY
12 952/2017 1 0 0 5 6 BY
13 953/2017 1 34 1 5 6 BY
14 954/2017 1 34 1 5 6 BY
15 955/2017 1 33 1 5 6 BY
16 956/2017 3 33 1 180 5 6 BY
17 S8/2018 2 36 1 14 360 6 35 3 NS
18 S59/2018 2 34 1 15 400 6 35 3 NS
19 $10/2018 2 0 0 13 480 6 35 3 NS
20 E10/2018 2 34 1 16 530 7 35 2 NS
21 A?/2018 2 36 1 8 2 NRW
22 A?/2018 2 36 1 8 2 NRW
23 A?/2018 2 36 1 8 2 NRW
24 A018/2018 2 0 0 9 4 BY
25 A018/2018 2 0 0 9 4 BY
26 A018/2018 2 0 0 9 4 BY
27 P79/18 2 0 0 17 280 10 25 2 BY
28 P80/2018 2 0 0 16 300 10 25 2 BY
29 P81/2018 2 0 0 16 280 10 25 2 BY
30 P82/2018 2 0 0 14 290 10 25 2 BY
31 P83/2018 2 0 0 14 560 10 25 2 BY
32 A32/18 3 0 0 11 120 11 3 BY
33 A32/18 2 0 0 15 300 11 3 BY
34 P137/2018 2 0 0 26 1300 12 0 8 BY
35 P138/2018 2 0 0 24 1300 12 0 8 BY
36 P155/2018 3 0 0 17 220 12 0 6 BY
37 P156/2018 2 0 0 25 900 13 0 6 BY
38 A41/2018 1 0 0 23 890 14 6 NRW
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87 A67/2018 3 0 0 8 25 88 6 BY
88 A83/2018 1 0 0 22 1100 34 BY
89 A83/2018 1 0 0 19 980 34 BY
90 A83/2018 1 0 0 21 1000 34 BY

Tabelle 17: PDNS Serumproben aus den Jahren 2003 bis 2013

Kliniknummer Jahr PC(\)I/Z:lCt Ct PCV3 Ct 0/1 Ct
1| 612/03 2003 1 33,93 0
2 | 014/04 2004 1 33,66 0
3 | 150/04 2004 1 33,78 0
4 | 506/04 2004 1 39,81 0
5 | 508/04 2004 1 37,43 0
6 | 509/04 2004 1 38,12 0
7 | 511/04 2004 1 33,91 0
8 | 686/04 2004 1 33,07 0
9 | 687/04 2004 1 35,50 0
10 | 695/04 2004 1 35,86 0
11 | 701/04 2004 0 0 0
12 | 741/04 2004 1 31,57 0
13 | 743/04 2004 1 31,43 0
14 | 749/04 2004 1 24,51 0
15 | 753/04 2004 1 35,32 0
16 | 755/04 2004 1 32,97 0
17 | 857/04 2004 1 36,46 0
18 | 866/04 2004 1 33,96 0
19 | 873/04 2004 1 33,23 0
20 | 875/04 2004 1 31,73 0
21 | 970/04 2007 1 29,93 0
22 | 292/07 2007 1 29,59 1 36,43
23 | 293/07 2007 1 27,33 1 35,63
24 | 390/07 2007 1 24,66 0
25 | 391/07 2007 1 31,75 0
26 | 437/07 2007 1 33,56 0
27 | 443/07 2007 1 25,09 0
28 | 464/07 2007 1 33,22 0
29 | 465/07 2007 1 35,85 0
30 | 521/07 2007 1 30,59 0
31 | 529/07 2007 1 33,15 0
32 | 600/07 2007 1 25,58 0
33 | 602/07 2007 1 14,86 1 31,88
34 | 57/08 2008 1 27,83 0
35 | 75/08 2008 1 37,13 0
36 | 87/08 2008 1 36,41 0
37 | 178/08 2008 1 38,27 0
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38 | 183/08 2008 1 27,38 0
39 | 398/08 2008 0 0 0
40 | 451/08 2008 1 30,04 0
41 | 758/08 2008 1 32,37 0
42 | 160/11 2011 1 27,89 0
43 | 55/13 2013 1 38,21 0
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