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l. EINLEITUNG

Mycoplasma (M.) hyopneumoniae ist das atiologische Agens der
Enzootischen Pneumonie (EP) der Schweine und ist maBgeblich an der
Entstehung des porcine respiratory disease complex (PRDC) beteiligt
(PIETERS & MAES, 2019). Der Erreger besiedelt und schadigt das
zilienbesetzte  respiratorische  Epithel der |luftleitenden  Wege
(BLANCHARD et al., 1992), moduliert das Immunsystem (SHEN et al.,
2017) und erleichtert somit sekundaren Erregern ein Eindringen und eine
Proliferation in der Lunge. Die EP zeichnet sich durch hohe Morbiditat,
geringe Mortalitat und ihren chronischen Charakter aus und fihrt zu
beachtlichen wirtschaftlichen EinbuBen (PIETERS & MAES, 2019).

Die Impfung gegen Mpycoplasma hyopneumoniae gilt neben der
Optimierung von Haltung und Management, als eine wichtige MalBnahme
zur Kontrolle der EP als Faktorenerkrankung (MAES et al., 2008). Wahrend
Impfungen der Sauen unter Feldbedingungen seltener angewandt werden
(GARZA-MORENO et al., 2018), wird die einmalige oder zweimalige
Impfung im Saugferkelalter haufig praktiziert (MAES et al., 2018). Ferkel
konnen sich schon in der ersten Lebenswoche mit
Mycoplasma hyopneumoniae infizieren (SIBILA et al., 2007b). Die
Ubertragung des Erregers findet hauptsichlich {ber direkten nasalen
Kontakt statt (PIETERS & MAES, 2019). Ferkel von Muttersauen, die
Mycoplasma hyopneumoniae  wahrend der Saugezeit auf ihre
Nachkommen ubertragen (CALSAMIGLIA & PIJOAN, 2000), gelten als
hauptsachliche Initiatoren fur die Weiterverbreitung des Erregers in
Aufzucht und Mast (FANO et al., 2007; NATHUES et al., 2013b).

Ziel dieser Untersuchung ist es, die Pravalenz von
Mycoplasma hyopneumoniae bei Saugferkeln im Alter von drei Wochen zu
bestimmen und mogliche Assoziationen zwischen dem Grad der
Besiedelung der Ferkel und der Muttersauen darzustellen. Des Weiteren
soll untersucht werden, ob Ruckschlisse von dem Grad der Besiedlung von
Sauen oder Ferkeln auf den Gesundheitsstatus von Mastschweinen und auf

die Nachweisrate von Mycoplasma hyopneumoniae in oral fluid samples in
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Aufzucht und Mast sowie auf Lungenlasionen am Schlachthof gezogen
werden konnen. Dafur wurden serologische und molekularbiologische
Untersuchungen durchgefuhrt sowie Hustenindices und EP-Indices am

Schlachthof erhoben.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Mycoplasma hyopneumoniae

1.1. Taxonomie

Mykoplasmen gehoren zu den zellwandlosen Bakterien und werden zum
Stamm der Tenericutes gerechnet (SELBITZ, 2015). Dort zahlen sie zur
Klasse der Mollicutes, die sich in vier Ordnungen unterteilt (SELBITZ,
2015). Die Gattung Mycoplasma ist der Familie der Mycoplasmataceae in
der Ordnung Mycoplasmatales zuzuordnen (VALENTIN-WEIGAND, 2015).
lhr gehoren die medizinisch wichtigsten Vertreter der zellwandlosen
Bakterien an, fur die eine ausgepragte Wirtsanpassung typisch ist
(SELBITZ, 2015; VALENTIN-WEIGAND, 2015). Neben Mycoplasma
hyopneumoniae (M. hyopneumoniae), welches von groBBer wirtschaftlicher
Bedeutung fur die Schweineindustrie ist, zahlen Mycoplasma hyorhinis,
Mycoplasma hyosynoviae und Mycoplasma suis zu den fur Schweine
pathogenen Mykoplasmen (THACKER & MINION, 2012).

1.2. Morphologie

Wegen ihrer geringen Grof3e von 400 bis 1200nm (TAJIMA & YAGIHASHI,
1982) sind Mykoplasmen in der Lage Bakterienfilter bis 450nm zu
passieren (DREXLER & UPHOFF, 2002). Aufgrund des kleinen Genoms
von nur 580-1350kBp haben Mykoplasmen eine eingeschrankte
Stoffwechselkapazitat, wodurch nur eine kommensale oder parasitare
Lebensweise moglich ist (SELBITZ, 2015). Mykoplasmen entbehren einer
Zellwand und sind deshalb unempfindlich gegenuber zellwandwirksamen
Antibiotika (MAES et al., 1996). Umgeben sind sie nur von einer
Zytoplasmamembran, die eine dreifache laminare Struktur besitzt
(SELBITZ, 2015). Bedingt durch das Fehlen einer starren Zellwand
besitzen sie ein pleomorphes Erscheinungsbild, das von kugel- und
birnenformigen, bis zu verzweigten oder helikalen Formen reicht
(SELBITZ, 2015). Auf der AuBenseite der Zytoplasmamembran finden sich
radiar angeordnet eine Vielzahl von Fibrillen, die eine Bindung an das
Wirtsepithel ermoglichen (TAJIMA & YAGIHASHI, 1982).
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1.3. Epidemiologie

Mycoplasma  hyopneumoniae ist weltweit ubiquitar in der
Hausschweinpopulation verbreitet (PIETERS & MAES, 2019). Nach
aerogener Infektion kolonisiert M. hyopneumoniae die Zelloberflachen der
bronchopulmonalen Atemwege und schadigt dabei die Zilien (SELBITZ,
2015). Es ist der Verursacher der Enzootischen Pneumonie (EP) und
steigert als Mitverursacher des porcine respiratory disease complex
(PRDC) die Auspragung von Atemwegserkrankungen, die primar von
viralen Pathogenen hervorgerufen werden (THACKER & MINION, 2012).

1.3.1. Herdenpravalenz

Mycoplasma hyopneumoniae ist in der deutschen Schweinepopulation
endemisch verbreitet (GROSSE BEILAGE et al., 2013). Der Anteil infizierter
Herden wird auf uber 90% geschatzt (GROSSE BEILAGE et al., 2013). In
einer Studie zur Seropravalenz in deutschen Sauenbestanden wurden
insgesamt 2578 Sauen aus 67 verschiedenen Betrieben in
Nordwestdeutschland untersucht. Dabei stellten sich insgesamt 65%
dieser Tiere mittels Enzyme-linked Immunsorbent Assay (ELISA) als
M. hyopneumoniae seropositiv dar, wobei in jedem Bestand mindestens
14% seropositive Sauen detektiert wurden (GROSSE BEILAGE et al.,
2009). In Untersuchungen, die Schweinebestande mit Husten im Aufzucht-
und Mastalter in ganz Europa miteinschlossen, wurden Saugferkel im Alter
von 21+3 Tagen mittels Nasentupfern beprobt (VILLARREAL et al., 2010).
In 68% der Bestande wurde mittels polymerase chain reaction (PCR)
mindestens eine M. hyopneumoniae positive Probe detektiert, in 32% der
Bestande wurde bei mindestens 10% der beprobten Tiere
M. hyopneumoniae mittels PCR im Nasentupfer nachgewiesen
(VILLARREAL et al., 2010). In einer Studie von NATHUES et al. (2013a)
wurden 125 Bestande randomisiert untersucht. Dabei konnten mittels PCR
aus Nasentupfern in 36,8% (46/125) der in Nordwestdeutschland
untersuchten Bestande M. hyopneumoniae positive Ferkel im Alter von 18
bis 24 Tagen detektiert werden (NATHUES et al., 2013a). Eine geringere
Pravalenz geben MOORKAMP et al. (2009) an. In 50 vorausgewahlten
Betrieben, mit chronisch respiratorischen Anzeichen, wurden hustende

Ferkel im Alter von 3-6 Wochen mittels Bronchoalvelolarer Lavage (BAL)
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untersucht. In 28% der Bestande war mindestens ein M. hyopneumoniae
positives Ferkel zu identifizieren (MOORKAMP et al., 2009). Bei
Untersuchungen zur Seropravalenz am Ende der Mast, wurden in 88% der
Betriebe  mittels ELISA  Antikorper gegen M. hyopneumoniae
nachgewiesen (MAES et al., 1999b).

1.3.2.  Pravalenz bei Saugferkeln

Klinische Anzeichen einer enzootischen Pneumonie treten meist erstin der
Mast auf (PIETERS & MAES, 2019), Infektionen mit M. hyopneumoniae
sind aber ab der ersten Lebenswoche moglich (SIBILA et al., 2007b). Die
Haufigkeit des Vorkommens von Besiedelungen mit dem Erreger vor dem

Absetzen wurde in verschiedenen Studien untersucht:

In einer retrospektiven Studie, die Lungengewebe post mortem (p.m.)
mittels PCR auf das Vorkommen von M. hyopneumoniae DNA untersuchte,
konnte eine Pravalenz von 2% bei Saugferkeln und 9,3% bei
Absetzferkeln ermittelt werden (NATHUES et al., 2010). Ahnliche
Pravalenzen von 3,6% (NATHUES et al., 2013b), bzw. 3,9% (NATHUES et
al.,, 2013a) konnten in anschlieBenden PCR Untersuchungen aus
Nasentupfern dargestellt werden. Diese Ergebnisse decken sich mit
SIBILA et al. (2007b), welche bei 1,5% der Ferkel am 7. LT sowie bei 3,8%
der Ferkel am 21. LT M. hyopneumoniae mittels PCR aus Nasentupfern

nachweisen konnen.

Zu hoheren Pravalenzen gelangten MOORKAMP et al. (2009) in Bestanden
mit endemischer Hustenproblematik: die gewonnene BAL-Flussigkeit von
Saug- und Absetzferkeln wurde mittels PCR auf das Vorkommen von
M. hyopneumoniae untersucht. Durchschnittlich waren 11,2% der Ferkel
im Alter von 3-6 Wochen und 12,3% der Saugferkel M. hyopneumoniae
positiv (MOORKAMP et al., 2009). Bei der Untersuchung der BALF von 54
Ferkeln zwischen 3 und 7,5 kg Lebendgewicht mittels PCR, stellten sich
13% als M. hyopneumoniae positiv dar (PALZER, 2006). In einem
Versuch, in dem Sauen gegen M. hyopneumoniae geimpft wurden, waren
bis zu 13,2% der Ferkel zum Zeitpunkt des Absetzens M. hyopneumoniae
positiv. (RUIZ et al.,, 2003). In einem Betrieb mit diagnostizierter

Mykoplasmenproblematik lag der Anteil M. hyopneumoniae positiver
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Ferkel bei 7,7% bis 9,6% (CALSAMIGLIA & PIJOAN, 2000). Dass
europaweit Infektionen im Saugferkelalter vorkommen, konnten
VILLARREAL et al. (2010) darstellen: Bei 10,7% der untersuchten Tiere
waren M. hyopneumoniae spezifische Genomfragmente mittels nested
PCR (nPCR) in Nasentupfern nachweisbar. Ergebnisse von FANO et al.
(2007) zur Pravalenz von M. hyopneumoniae in Nasentupfern von
Absetzferkeln stellten sich mittels nPCR als sehr variabel dar und

umfassten Werte von 0% bis 51,8%.

In Tabelle 1 sind die bisher in Studien bestimmten Pravalenzen von

M. hyopneumoniae im Saugferkelalter im Vergleich dargestellt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber Studien zur Pravalenzbestimmung von
M. hyopneumoniae im Saugferkelalter mittels PCR

Alter der Anzahl | Stich-
A Nachweis : der | proben | Prava- Anmerkung/
utor Land Ferkel bei R . e
-methode Betrie- = lenz Einschlusskriterien
Beprobung be umfang
CALSAMIGLIA 77. Vorberichtliche
und PIJOAN USA NT @17. LT 1 255 9 éo/ M. hyopneumo-
(2000) '®7% | niae Problematik
2,6-
RUIZ et al. (2003) | USA NT 19. LT 1 296 13.2% Impfversuch
3-7,5kg o Patienten LMU
PALZER (2006) DEU BAL Léw k.A. 54 13% Klinik f. Schweine
Absetzalter
FANO et al. 0- SR
(2007) USA NT 18. LT 3 780 51.8% Kolonisation mehr
als 5%
SIBILA et al. o EP Problematik in
(2007b) ESP NT 3. LW 1 507 3,8% Endmast
Chronische
MOORKAMP et | e\ | gaL 3.LW | 50 | 500 |12,3% | Hustensympto-
al. (2009) ;
matik
M. hyopneumo-
VILLARREAL et EU NT 21.LT+ 52 1555 | 10,7% niae assoziierte
al. (2010) 3d
resp. Probleme
Lung- ) Auf
NATHUES et al. DEU enge- Saug k.A. 201 2,0% M. hyopneumo-
(2010) ferkel .
webe niae untersucht
Bestande mit
FABLET et al. unterschiedlich
(2012a) FRA TBS 4.LW 125 1250 | 14,1% hohen EP und
Pleuritis Befunden
NATHUES etal. | pey | NT [g21,8.LT| 125 | 2500 | 3,9% | keine Vorauswahl
(2013a)

NATHUES et al. o 3/20 Ferkel PCR
(2013b) DEU NT @24,8. LT 3 1127 3,6% positiv
VANGROENWEG | BEL/ ) o Kein Husten in den
HE et al. (2015) | NLD TBS 351w 176 3168 71% letzten 4 Monaten
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1.3.3.  Ubertragungswege und Infektionsquellen

M. hyopneumoniae kann sowohl aerogen (FANO et al., 2005), als auch
uber direkten Kontakt oder Tropfcheninfektion ubertragen werden (MAES
et al., 1996). Die Méglichkeit einer intrauterinen Ubertragung ist bis zum
heutigen Zeitpunkt nicht bekannt (PIETERS & MAES, 2019). Ferkel konnen
sich ab der ersten Lebenswoche infizieren (SIBILA et al., 2007b). Direkter
nasaler Kontakt zwischen den Tieren stellt den hauptsachlichen
Ubertragungsweg fiir M. hyopneumoniae dar (PIETERS & MAES, 2019)
und kann sowohl horizontal zwischen infizierten und naiven Tieren
(MORRIS et al., 1995a) als auch vertikal von der Muttersau auf ihre Ferkel
(MAES et al., 1996) stattfinden. Der enge nasale Kontakt zwischen Sau und
Ferkel erméglicht eine Ubertragung der Erreger auf die Nachkommen und
eine Aufrechterhaltung der Infektion im Bestand (CALSAMIGLIA &
PIJOAN, 2000). Vertikale Ubertragung von infizierten Sauen auf ihre
Nachkommen wurde als entscheidender Risikofaktor fur das Vorkommen
von M. hyopneumoniae Infektionen im Absetzalter identifiziert (PIETERS
et al.,, 2014). Dabei erhoht jeder zusatzliche Tag bei der Muttersau das
Risiko fur eine spatere EP-Erkrankung in der Mast signifikant (NATHUES
et al.,, 2012a). Werden die Eckzahne der Ferkel geschliffen, hohe
Temperaturen im Ferkelnest eingehalten sowie Eisen im Saugferkelalter
zweimal appliziert, konnen signifikant weniger M. hyopneumoniae
positive Ferkel zum Zeitpunkt des Absetzens festgestellt werden
(NATHUES et al., 2013b).

Infizierte Sauen konnen den Erreger an neueingegliederte naive
Jungsauen ubertragen (PIETERS et al., 2006). Insbesondere Jungsauen
bzw. Sauen mit niedrigen Paritaten haben niedrige Antikorpertiter und
scheiden vermehrt M. hyopneumoniae aus (MAES et al, 1996;
CALSAMIGLIA & PIJOAN, 2000). So ist die Wahrscheinlichkeit einer
Ubertragung von M. hyopneumoniae vom Muttertier auf die Ferkel bei
Jungsauen und Sauen niedriger Paritaten hoher (FANO et al., 2006). Eine
Studie aus Thailand zeigt ebenso eine Tendenz zur vermehrten
Ausscheidung  von M. hyopneumoniae  durch  Jungsauen  auf
(BOONSOONGNERN et al., 2012): es wurden bei Ferkeln von Sauen der

ersten Paritat hohere Pravalenzen von M. hyopneumoniae in Nasentupfern
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nachgewiesen, als bei Ferkeln von alteren Sauen. PIETERS et al. (2014)
stellen im Gegensatz dazu bei Untersuchungen in Sauenbestanden in den
USA keine Korrelation zwischen Paritat der Sau und Besiedelung der
Ferkel fest. In einer Studie von CALSAMIGLIA und PIJOAN (2000) sank
zwar der Anteil von Sauen, bei denen mittels nPCR M. hyopneumoniae in
Nasentupfern nachgewiesen wurde von 52% (1. Paritat) auf 35% (5.-8.
Paritat), dennoch mussen auch noch Sauen bis zur 7. Paritat als
Ausscheider und somit potentielle Quelle der Ubertragung auf die eigenen

Ferkel gesehen werden.

Der Zukauf von subklinisch infizierten oder seronegativen, aber mit
M. hyopneumoniae besiedelten Jungsauen oder Ebern kann zur
Einschleppung neuer M. hyopneumoniae Stamme und so zur
Destabilisierung der Herdenimmunitat fuhren (GROSSE BEILAGE et al.,
2009). Dementsprechend hoch ist der Stellenwert einer adaquaten
Akklimatisation der Jungsauen (MOORKAMP et al., 2009; NATHUES et al.,
2012a; NATHUES et al., 2013a; PIETERS et al., 2014). Hierbei zeigte sich,
dass neben der Impfung gegen alle wichtigen Erreger von
Atemwegserkrankungen, der direkte Kontakt zu lebenden Tieren des
Bestandes und nicht nur zu Fakalien und Nachgeburten als entscheidend
fur die Entwicklung einer Immunitat gegen M. hyopneumoniae anzusehen
ist (NATHUES et al., 2012a).

Eine horizontale Ubertragung findet vorwiegend unter Buchtengenossen,
sowie in kontinuierlichen Belegungssystemen von alteren auf jungere
Tiere, statt (SIBILA et al., 2009). Auch zeitlich begrenzter Kontakt von
wenigen Minuten bis Stunden zwischen Masttieren unterschiedlichen
Alters, zum Beispiel beim Umstallen, reicht zur horizontalen Ubertragung
von M. hyopneumoniae aus (NATHUES et al., 2012a).

Durch die Muttersau infizierte Ferkel konnen M. hyopneumoniae auf die
anderen Ferkel des Wurfes ubertragen und sind die hauptsachlichen
Initiatoren fur die Weiterverbreitung des Erregers wahrend Aufzucht und
Mast (FANO et al., 2007; THACKER & MINION, 2012; NATHUES et al.,
2013b). Grundsatzlich gilt der nasale Kontakt als langsamer
Ubertragungsweg (THACKER & MINION, 2012). Eine experimentelle
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Studie von MEYNS et al. (2004) zeigt, dass ein M. hyopneumoniae
infiziertes, abgesetztes Ferkel ca. sechs Wochen benotigt, um ein weiteres
Tier in der Aufzucht anstecken zu konnen (Reproduktionszahl R=1,16). In
einer zweiten experimentellen Studie wurden deutlich hohere
Reproduktionszahlen wahrend der 6-wochigen Aufzuchtphase festgestellt:
bei geimpften Tieren betrug R= 2,38, bei ungeimpften Tieren stellte sich
die Weiterverbereitung schneller dar (R= 3,51) (MEYNS et al., 2006). Im
Feldversuch von VILLARREAL et al. (2011) hingegen wurde
M. hyopneumoniae langsamer ubertragen (R= 0,71 bei geimpften Tieren

bzw. R= 0,56 bei ungeimpften Tieren).

FANO et al. (2005) stellten fest, dass auch eine indirekte Ubertragung von
M. hyopneumoniae innerhalb einer Population moglich ist: Tiere, die
keinen direkten Kontakt zu experimentell mit M. hyopneumoniae
infizierten Tieren hatten, zeigten, ebenso wie direkte Kontakttiere, eine
Serokonversion. Experimentell konnten CARDONA et al. (2005)
M. hyopneumoniae mittels nPCR aus Luftproben nachweisen, die 150m
vom Ort der Dispersion entfernt gewonnen wurden. Nach experimenteller
Infektion von Mastschweinen konnten OTAKE et al. (2010) in Luftproben
in einer Entfernung bis zu 9,2 km vom Versuchsbetrieb,

M. hyopneumoniae spezifische Genomfragmente mittels PCR nachweisen.

Infizierte Tiere konnen zu asymptomatischen Tragern werden und somit
uber einen langen Zeitraum ein Infektionsrisiko fur empfangliche Tiere
darstellen (PIETERS et al., 2009). Nach experimenteller Infektion konnte
der Erreger in Untersuchungen von FANO et al. (2005) noch 185 Tage post
infectionem (p.i.) mittels PCR in Bronchialtupfern am Schlachthof
nachgewiesen werden. Ergebnisse einer Infektionsstudie von PIETERS et
al. (2009) zeigen eine Persistenz von M. hyopneumoniae sogar uber 200
Tage p.i. und die Moglichkeit experimentell infizierter Tiere mit ihnen in
Kontakt stehende Sentineltiere sowohl 80 als auch 200 d.p.i. zu infizieren.
254 Tage p.i. war M. hyopneumoniae allerdings nicht mehr mittels nPCR
in Bronchialtupfern nachweisbar (PIETERS et al., 2009).
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1.4. Pathogenese

Die Pathogenese einer von M. hyopneumoniae verursachten Pneumonie
ist ein komplexes Zusammenspiel aus einer chronischen Besiedelung des
Atemwegsepithels, der  Stimulation des Immunsystems, der
Unterdruckung sowie Modulation des angeborenen und erworbenen
Immunsystems und der Interaktion mit anderen infektiosen Organismen
(PIETERS & MAES, 2019).

Hauptsachlich wird M. hyopneumoniae auf der mukosalen Oberflache der
Trachea, Bronchien und Bronchiolen gefunden (BLANCHARD et al., 1992).
Dort beginnt die Kolonisation mit der Anheftung der Bakterien an die
Zilien der Epithelzellen der Atemwege (BLANCHARD et al., 1992;
ZIELINSKI & ROSS, 1993; SARRADELL et al., 2003). Das Anheften fuhrt
zunachst zu einer Ziliostase sowie zur Verklumpung der Zilien und
schlieBlich zum Verlust der Zilien und des Epithels (BLANCHARD et al.,
1992; DEBEY & ROSS, 1994; SARRADELL et al., 2003). Es kommt zur
Bildung eines einschichtigen, flachen Ersatzepithels (DEBEY & ROSS,
1994) sowie zu Veranderung der Sekretzusammensetzung der
Becherzellen durch Beeintrachtigung ihrer Funktionstatigkeit (DEBEY et
al., 1992). Fur den Vorgang der Anheftung an die Zilien wird das Adhasin
P97 hauptsachlich verantwortlich gemacht (HSU & MINION, 1998).

Der Verlust der Zilien fuhrt zu einer verminderten Effektivitat der
mukoziliaren Clearance. SHEN et al. (2017) zeigen, dass eine
M. hyopneumoniae Infektion das adaptive zell-mediierte Immunsystem
schadigt und somit zu einer Modulation des Immunsystems fahig ist. Die
Anzahl der dendritischen antigenprasentierenden Zellen in der
Nasenhohle war 28 Tage nach einer experimentellen Infektion verringert
und in Folge dessen reduzierte sich auch die Einwanderung der T-Zellen
(SHEN et al., 2017). Zelltrummer und einwandernde Pathogene, meist
Kommensalen aus dem oberen Respirationstrakt, konnen nicht mehr
ausreichend durch das Flimmerepithel abtransportiert werden (PIETERS
& MAES, 2019). So konnen sekundar vor allem Bakterien wie P. multocida,
S. suis, H. parasuis und A. pleuropneumoniae ungehindert in die tieferen
Strukturen des Atmungsapparates eindringen und sich dort vermehren
und zur Bronchopneumonie fuhren (THACKER & MINION, 2012). Die
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Entwicklung einer Pneumonie und der Grad ihrer Schwere ist von der
Anzahl der Organismen, die den Respirationstrakt besiedeln, der Virulenz
des Stammes und den sich anheftenden Sekundarerregern abhangig
(PIETERS & MAES, 2019) sowie von bestehenden Umwelt- und
Haltungsbedingungen (STARK, 2000).

Das wirtseigene Immunsystem kann als hauptverantwortlich fur die
Entzindungsreaktion und die Veranderungen im Lungengewebe
angesehen werden (THACKER & MINION, 2012; MAES et al., 2018). Bei
einer Infektion mit M. hyopneumoniae werden vermehrt
proinflammatorische Zytokine im Lungengewebe oder in der
Bronchioalveolaren Lavage-Flussigkeit (BALF) gefunden; besondere
Bedeutung kommt der Aktivierung der Makrophagen durch
M. hyopneumoniae zu, die dann unter anderem vermehrt Interleukin (IL)1,
IL6, IL8 und Tumornekrosefaktor a produzieren (SYROVETS et al., 2001;
CHOI et al., 2006; LORENZO et al., 2006; AHN et al., 2009; REDONDO et
al., 2009).

Zusatzlich konnte ein Zusammenhang zwischen der Besiedelung der
Lunge mit M. hyopneumoniae, dem Vorkommen von
proinflammatorischen Zytokinen und dem Vorhandensein von aktivem
Plasmin dargestellt werden (WOOLLEY et al., 2013). Plasmin ist eine
Serinprotease und hat, neben vielen anderen Funktionen, eine wichtige
Rolle bei der Einwanderung von Entzundungszellen, insbesondere bei der
Makrophagenaktivierung (GONG et al., 2008). Des Weiteren nimmt es
Einfluss auf die Monozytenaktivierung (SYROVETS et al., 1997) und die
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen (SYROVETS et al., 2001;
LI et al., 2007). Deshalb kann man davon ausgehen, dass es eine
bedeutende Rolle in der Pathogenitat von M. hyopneumoniae spielt
(WOOLLEY et al., 2013).
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1.5. Klinisches Erscheinungsbild

Schweine aller Altersklassen sind empfanglich fur M. hyopneumoniae
Infektionen, vorrangig treten sie aber bei Laufer- und Mastschweinen
sowie jungen Zuchttieren auf (SIBILA et al., 2009; THACKER & MINION,
2012; GROSSE BEILAGE et al., 2013). Eine Monoinfektion mit Mycoplasma
hyopneumoniae hat in der Regel einen subklinischen Verlauf ohne oder
mit  nur leichten klinischen Anzeichen und wird als
Mykoplasmenpneumonie bezeichnet (THACKER & MINION, 2012). Die
Erkrankung zeichnet sich durch eine hohe Morbiditat und geringe
Mortalitat aus. Der Grad der Auspragung der klinischen Anzeichen ist
abhangig von der Virulenz des M. hyopneumoniae Stammes, dem
Infektionsdruck, der Beteiligung von Sekundarerregern sowie von
Umwelteinflissen (VICCA et al., 2003; SIBILA et al., 2009; THACKER &
MINION, 2012). Sind weitere bakterielle Organismen, wie Pasteurella
multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis oder
Streptococcus suis beteteiligt, spricht man von Enzootischer Pneumonie
(EP). Der Begriff des porcine respiratory disease complex (PRDC) umfasst
eine zusatzliche Besiedelung mit viralen Pathogenen, hauptsachlich
Porzines Circovirus Typ 2 (PCV2), Porzines reproduktives und
respiratorisches Syndrom Virus (PRRSV) und Influenza-A-Virus (IAV)
(THACKER & MINION, 2012). Erste klinische Anzeichen werden in
Feldstudien ab 14 Tagen nach der Infektion sichtbar, wahrend in
experimentellen Infektionsversuchen erste Krankheitsanzeichen schon 6-
9 Tage p.i. auftraten (SOGRENSEN et al., 1997; VICCA et al., 2003; FANO et
al., 2004; LE CARROU et al., 2006). Sie auRern sich in mildem, trockenem
und nicht produktivem Husten, der uber Wochen und Monate anhalten
kann und besonders nach dem Auftreiben der Tiere auftritt (SIBILA et al.,
2009; THACKER & MINION, 2012; SELBITZ, 2015). Husten tritt meist erst
bei wenigen Tieren auf, um sich anschlieBend langsam immer weiter
auszubreiten (SIBILA et al., 2009). AuBerdem werden reduzierte tagliche
Zunahmen und verminderte Futterverwertungsraten beobachtet (MAES et
al.,, 1996). Eine zusatzliche Infektion mit weiteren Pathogenen
verkompliziert den Krankheitsverlauf, die infizierten Tiere zeigen
produktiven Husten, hohes Fieber und Dyspnoe sowie eine erhohte
Mortalitat (MAES et al., 1996).



[l. Literaturtbersicht 13

Eine experimentelle Infektion mit M. hyopneumoniae und P. multocida
fuhrte bei den Studientieren zu einer hoheren Korpertemperatur,
schwererem Husten, starkerer Atemnot sowie groBeren exsudativen
Lungenlasionen, als bei Kontrolltieren, die allein mit M. hyopneumoniae
inokuliert wurden (CIPRIAN et al., 1988). Eine weitere Infektionsstudie
zeigte ebenfalls deutlich starkere klinische Krankheitsauspragungen und
eine hohere Mortalitat bei Tieren, auf deren M. hyopneumoniae
Inokulation vier Wochen spater eine Infektion mit APP folgte, als bei Tieren
mit Monoinfektionen (MAROIS et al., 2009). Die Interaktion zwischen
M. hyopneumoniae und viralen Pathogenen ist je nach Virus
unterschiedlich und fuhrt somit auch zu variablen Krankheitsverlaufen
(THACKER et al., 2001). So konnten THACKER et al. (1999) in einem
Infektionsversuch darstellen, dass PRRSV induzierte Pneumonien durch
eine gleichzeitige Besiedelung mit M. hyopneumoniae potenziert werden.
Bei einer Infektion mit 1AV und 21 Tage spater mit M. hyopneumoniae
zeigte sich zwar eine starker ausgepragte klinische Erkrankung, aber keine
signifikante Veranderung der IAV-Erkrankung durch Interaktion mit
M. hyopneumoniae (THACKER et al., 2001). Bei einer zeitgleichen
Infektion mit M. hyopneumoniae und PCV2 scheint es keine Interaktionen
zwischen den beiden Erregern zu geben (SIBILA et al., 2012). Jedoch
zeigte eine Untersuchung von OPRIESSNIG et al. (2004), in der die
M. hyopneumoniae Infektion zwei Wochen vor der PCV2 Infektion
stattfand, dass eine duale Infektion mit M. hyopneumoniae die PCV2
assoziierten Lasionen in Lungen- und lymphoiden Gewebe potenziert, die
Menge von PCV2 Antigenen erhoht, die Infektionsdauer verlangert sowie
das Auftreten des post-weaning multisystemic wasting Syndroms (PMWS)

begunstigt.

Unter Miteinbeziehung von Umweltfaktoren, die das Krankheitsgeschehen
beeinflussen, wird von Mycoplasma induced Respiratory Disease (MIRD)
gesprochen (SELBITZ, 2015). In einem Review von STARK (2000) sind
Untersuchungen und Ergebnisse zum Einfluss von Umweltfaktoren auf
respiratorische Erkrankungen zusammengefasst. Hierzu gehoren Zukauf,

HerdengroRe, Besatzdichte, Stallbau, Hygienemanagement, Beluftung,
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Herdengesundheit und viele andere Faktoren, deren einzelner Einfluss auf
das Krankheitsgeschehen meist noch unklar ist (STARK, 2000).

1.6. Pathologische Veranderungen des Lungengewebes

Im akuten Fall einer Mykoplasmose liegt eine diffuse interstitielle
Pneumonie vor (WEISS & ROLAND, 2007). Makroskopisch lassen sich
cranio-ventrale oder diffuse Veranderungen an der Lunge erkennen. In
den betroffenen Lungenarealen ist das Lungengewebe verdichtet und
verliert die Fahigkeit zur Retraktion. Zusatzlich ist ein Lungenodem
erkennbar (THACKER & MINION, 2012). Bei chronischen Formen, die in
der Regel mit Sekundarerregern infiziert sind (EP), finden sich
herdformige Bronchopneumonien mit multilobularen Atelektasen und
Emphysemen (WEISS & ROLAND, 2007). Typisch fur eine EP sind lila-grau
konsolidierte Bereiche, die vor allem im cranio-ventralen Teil der Lunge
mit lobularer Zeichnung auftreten (THACKER & MINION, 2012).

Betroffen konnen einzelne Lappchen im Spitzenlappen sein, eine flachige
Ausbreitung auf Spitzen-, Mittel- und Hauptlappen ist aber auch moglich
(GROSSE BEILAGE et al., 2013). Handelt es sich um eine unkomplizierte
Infektion, sind nur geringe Teile der Lunge betroffen, das
Lungenparenchym ist farblich homogen und katarrhalisches Exsudat tritt,
nach Anschneiden der Lungenoberflache, bei Druck auf das Gewebe aus
den Luftwegen aus (THACKER & MINION, 2012). Bei Beteiligung von
bakteriellen Sekundarerregern sind vermehrte Anteile der Lunge
betroffen, die Alveolen sind geweitet und mit Exsudat angefullt, wodurch
sich das Lungengewicht erhoht (THACKER & MINION, 2012). Liegen
konsolidierte dunklere Lappchen, direkt neben hellrosa, emphysematosen
Lappchen, erhalt die Lunge eine schachbrettartige Musterung (GROSSE
BEILAGE et al., 2013). Auch nach Abklingen der Krankheitssymptome,
sind abgeheilte Lasionen im Lungengewebe bis zu 4 Monate nach
Infektion erkennbar (KOBISCH et al., 1993), insbesondere stellen sich das
interlobulare Gewebe verdickt sowie die Lungenlyphknoten vergroRert
und derb dar (THACKER & MINION, 2012).

Mikroskopisch ~ fallen  nur  bei  subakuten bis  chronischen
M. hyopneumoniae Infektionen Veranderungen auf (THACKER & MINION,
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2012). Eine M. hyopneumoniae Infektion fuhrt, bei Verkomplizierung
durch Sekundarerreger zu einer katarrhalisch- (eitrigen-) interstitiellen
Bronchopneumonie (SARRADELL et al., 2003). Zentraler histologischer
Befund ist hierbei die Hyperplasie des bronchusassoziierten
lymphatischen Gewebes (BALT). Dort finden sich Uuberwiegend
Makrophagen, aber auch B- und T-Lymphozyten sowie dendritische Zellen
und Plasmazellen (SARRADELL et al., 2003; VRANCKX et al., 2012). Bei
einer schwerwiegenden EP werden massive Ansammlungen lymphoider
Zellen um die Bronchien, die Bronchiolen und auch die BlutgefalRe
festgestellt, verdickte Alveolarsepten mit Lymphozyteneinlagerungen,
vermehrte Sekretion der Becherzellen, Obliteration der Bronchienlumina
und teilweise atelektatische Alveolen werden beschrieben (BASKERVILLE,
1972; SARRADELL et al.,, 2003; THACKER, 2004). Im Lumen der
luftleitenden Wege und der Alveolen findet sich Sekret, neutrophile
Granulozyten und mononukleare Zellen. Lymphoide Ansammlungen
konnen die Lumina von aufRen verengen (REDONDO et al.,, 2009).
Abheilende Lasionen zeichnen sich durch kollabierte und emphysematose
Alveolen, lymphoide Knotchen und Fibrose in peribronchialen Regionen
aus (THACKER & MINION, 2012).

Sowohl die makroskopischen als auch die mikroskopischen
Veranderungen konnen die Verdachtsdiagnose einer Mycoplasma
hyopneumoniae Infektion bzw. EP stutzen, sind aber zu unspezifisch zur
Stellung einer eindeutigen Diagnose, da sich durch andere Pathogene
verursachte Pneumonien ahnlich darstellen konnen (THACKER & MINION,
2012). Deshalb mussen andere respiratorische Pathogene, sowohl
bakterielle, aber auch virale, wie AV, ausgeschlossen werden (THACKER,
2004).
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1.7. Diagnostik von M. hyopneumoniae assoziierten
Krankheitsbildern

Klinische Anzeichen, typische Herdenepidemiologie und Lungenlasionen
konnen zu einer ersten Verdachtsdiagnose fuhren, jedoch ist eine
abschlieBende Diagnose nur mit Hilfe von Laboruntersuchungen moglich
(THACKER & MINION, 2012; MAES et al., 2018). Eine akkurate und
grundliche Diagnose der enzootischen Pneumonie sollte auf der
Kombination verschiedener diagnostischer Methoden beruhen (NATHUES
et al., 2012a; HILLEN et al., 2014).

1.7.1. Hustenindex

Trockener, abgehackter Husten vor allem beim Auftreiben kann zu einer
ersten Verdachtsdiagnose fuhren, ist aber nicht spezifisch fur eine
M. hyopneumoniae Infektion und kann ebenso bei anderen Erregern, die
den Atemtrakt besiedeln, auftreten (THACKER & MINION, 2012). Die
Bestimmung eines Hustenindex wurde schon in verschiedensten Studien
zu Mycoplasma hyopneumoniae genutzt (MAES et al., 1999a; THACKER et
al., 2001; VICCA et al., 2003; MAROIS et al., 2007; NATHUES et al., 2012b;
GASPARINI BARALDI et al., 2017).

In einer Studie von MORRIS et al. (1995b) wurden die Studientiere einmal
pro Woche fur 30 Sekunden in Bewegung gehalten und anschlieBend das
Auftreten von Husten dokumentiert. Es wurden signifikant hohere
Lungenscores am Schlachthof erhoben, wenn das erste Auftreten von
Husten nicht langer als 30 Tage vor Schlachtung stattfand, als bei
Schweinen mit einer langeren Zeitspanne zwischen Beginn des Hustens
und dem Schlachttermin (MORRIS et al, 1995b). Bei
seroepidemiologischen  Untersuchungen zum  Vorkommen von
M. hyopneumoniae in geschlossenen Bestanden, zeigte sich ein
zeitgleiches Auftreten von ersten hustenden und ersten serokonvertierten
Tieren und anschlieBend ein zeitgleicher proportionaler Anstieg von
Husten und dem Anteil serokonvertierter Schweine (LEON et al., 2001).
Fur die Beurteilung des Infektionsstatus einer Tiergruppe in Bezug auf
M. hyopneumoniae erscheint LEON et al. (2001) der Hustenindex somit als

guter Indikator.
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In einer Studie von NATHUES et al. (2012b) wurde evaluiert, ob ein
Zusammenhang zwischen Hustenindex und M. hyopneumoniae Nachweis
aus BAL Flussigkeit mittels PCR bzw. Serologie besteht. Bei einem
Hustenindex von uber 2,5 bei Masttieren eines Bestandes, war die
Nachweisrate von M. hyopneumoniae im Bestand sowohl mittels PCR, als
auch mittels ELISA Uber 50% erhoht (NATHUES et al., 2012b). Auch in
Untersuchungen von LUEHRS et al. (2017) konnte ein Zusammenhang
zwischen der M. hyopneumoniae Pravalenz bei Masttieren und einem
Hustenscore dargestellt werden. In 20 deutschen schweinehaltenden
Bestanden wurde ein durchschnittlicher Hustenscore von 2,9 und eine
durchschnittliche Pravalenz von 78,3% von M. hyopneumoniae im
Lungengewebe mittels PCR erhoben, wahrend in 10 Schweizer Bestanden
der durchschnittlicher Hustenscore bei 0,9 und die Pravalenz bei 0% lag
(LUEHRS et al., 2017). Somit stellt sich die quantitative Erfassung des
Vorkommens von Husten in Kombination mit anderen diagnostischen
Moglichkeiten als eine nutzliche Erweiterung der EP-Diagnostik auf
Herdenebene dar (NATHUES et al., 2012b).

1.7.2. Lungenlasionen am Schlachthof

Pneumonien gehoren zu den haufigsten Lungenveranderungen, die an
Schlachthofen festgestellt werden (FABLET et al.,, 2012a). Bei
Untersuchungen von mehr als 10.000 Lungen an Schlachthofen in
Spanien, konnten bei 56% cranioventrale Konsolidierungen der Lunge
(EP-assoziierter Lasionen) festgestellt werden (FRAILE et al., 2010).
Mittlerweile wurden viele verschiedene Scores zur Beurteilung der
Lungenlasionen entwickelt (HANNAN et al., 1982; MADEC & KOBISCH,
1982; MORRISON et al., 1985; STRAW et al., 1986). In einer Studie, welche
die verschiedenen Scoring Systeme im Hinblick auf die Erfassung
M. hyopneumoniae relevanter Lasionen vergleicht, konnte eine hohe
Korrelation bei der Erfassung der Lungenlasionen wund ihrer
Quantifizierung mit den verschiedenen Scoring- Systemen festgestellt
werden (GARCIA-MORANTE et al., 2016a).

Um sich ein genaues Bild uber das Vorkommen von Pneumonien im
Bestand machen zu konnen muss eine adaquate Anzahl von Lungen in die

Untersuchungen miteinbezogen werden. DAVIES et al. (1995) empfehlen
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eine Untersuchung von mindestens 30 Lungen, um verlassliche
Pravalenzen zu erhalten.

Ein Nachteil bei der Beurteilung der Schlachtlungen besteht darin, dass
keine retrospektiven Aussagen getroffen werden konnen, da das Verfahren
auf die Beurteilung von chronischen Lungenlasionen am Ende der
Produktionsperiode limitiert ist und keine Informationen uber das Ausmal3
an Lungenveranderungen weder in der Aufzucht, noch in einem GroRteil
der Mast liefern kann (NOYES et al., 1990). Lungenlasionen konnen also
wieder abgeheilt sein, bis es zu einer Untersuchung am Schlachthof
kommt (WALLGREN et al., 1994). In Ubereinstimmung damit wurden in
einer Studie bei Tieren, die innerhalb von 30 Tagen vor dem
Schlachttermin anfingen zu husten, signifikant hohere Lungenscores
erfasst, als bei Tieren, bei denen die Zeitspanne zwischen Auftreten des
Hustens und Schlachttermin langer war (MORRIS et al., 1995b).

Des Weiteren sind EP-ahnliche Lasionen nicht pathognomonisch fur
M. hyopneumoniae und konnen auch durch andere Erreger wie |AV
verursacht werden (THACKER et al., 2001). Dennoch konnte eine positive
Assoziation zwischen Lungen mit cranioventral konsolidierten Arealen und
sowohl der Seropravalenz von M. hyopneumoniae (MERIALDI et al., 2012),
als auch dem direkten Nachweis des Erregers aus der Lunge dargestellt
werden (MOORKAMP et al., 2008).

Trotzdem limitieren die geringe Spezifitat der Lasionen und die hohe
Subjektivitat bei der Beurteilung das Lungenscoring am Schlachthof in
seiner Aussagekraftigkeit, sodass weitere diagnostische Moglichkeiten

ausgeschopft werden mussen (SIBILA et al., 2009).
1.7.3. Labordiagnostische Untersuchungsmethoden

1.7.3.1. Kultureller Nachweis von M. hyopneumoniae

Der kulturelle Nachweis von M. hyopneumoniae im Lungengewebe gilt
noch immer als Goldstandard, obwohl er nicht standardmalig zur
Diagnostik verwendet wird (PIETERS & MAES, 2019). Die Isolation und die
Anzucht des Erregers ist schwierig und zeitaufwandig, da spezielle
Kulturmedien notwendig sind (THACKER, 2004) und fur das Wachstum

von M. hyopneumoniae 4-8 Wochen veranschlagt werden mussen (FRIIS,



[l. Literaturtbersicht 19

1975). Zusatzlich besteht das Risiko, dass schneller wachsende
Mykoplasmen, wie M. hyorhinis oder M. flocculare, oder andere Bakterien
M. hyopneumoniae bei der Kultivierung uberwuchern (MAES et al., 1996;
THACKER, 2004). Es gibt allerdings Bemuhungen, den Nachweis mittels
Kultur zu verbessern; Erfolge erzielten dabei unter anderen COOK et al.
(2016), die das Wachstum von M. hyorhinis verhindern konnten, indem
dem Nahrmedium das Antibiotikum Kanamycin zugesetzt wurde, gegen

welches M. hyopneumoniae Resistenzen aufweist.

1.7.3.2. Immunhistochemie (IHC), Immunofluoreszenz (IF) und In-situ-
Hybridisierung (ISH)

IHC und IF stellen Methoden des direkten Nachweises von Antigen, ISH
von Nukleinsauren aus dem Epithel der luftleitenden Wege oder dem
Lungengewebe selbst dar (PIETERS & MAES, 2019). Diese Methoden
haben aber den Nachteil, dass sie nur am toten Tier durchfuhrbar sind
(SIBILA et al., 2009). Sowohl die IHC als auch die IF detektieren mit Hilfe
von Anti-M. hyopneumoniae Antikorpern das Antigen des Erregers auf der
Oberflache des respiratorischen Epithels in gefrorenen oder fixierten
Gewebeschnitten des Untersuchungsmaterials, die ISH weist spezifische
Nukleinsauren in fixierten Gewebeschnitten nach (PIETERS & MAES,
2019). Alle drei Methoden benotigen intaktes Flimmerepithel, jedoch
konnen sowohl postmortale Degeneration von Zellen, als auch der
Bruhvorgang beim Schlachten, das Flimmerepithel schadigen und so zu
falsch negativen Ergebnissen fuhren (PIETERS & MAES, 2019). Ebenso
besteht durch die Verwendung sehr kleiner Gewebeproben die Gefahr von
Probenmaterial ohne Flimmerepithel und somit weiteren falsch negativen
Ergebnissen (THACKER, 2004; CAl et al., 2007).

MOORKAMP et al. (2010) untersuchten die Eignung der IHC als Alternative
bzw. Erganzung zu anderen Tests. Die IHC mit monoklonalen Antikorpern
stellte sich hierbei als gute zusatzliche Untersuchungsmethode dar, jedoch
nicht als Alternative zur PCR, da in 17 mittels nested PCR (nPCR) positive

Proben bei Untersuchung mittels IHC als negativ galten.
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1.7.3.3. PCR

Die PCR stellt eine Methode des direkten Erregernachweises dar, bei der
Nukleinsauresequenzen vervielfaltigt und anschlieRend die
Amplifikationsprodukte sichtbar gemacht werden (AMTSBERG et al.,
2015). Der direkte Nachweis von M. hyopneumoniae mittels PCR erweist
sich in experimentellen Studien sowie im Feldversuch als sensitive und
spezifische Nachweismethode (BLANCHARD et al., 1996; BAUMEISTER
et al.,, 1998). Die genetische Heterogenitat von M. hyopneumoniae kann
allerdings zu falsch negativen Ergebnissen in der PCR fuhren
(STAKENBORG et al., 2005; MAYOR et al., 2007).

Eine hohere Sensitivitat, um auch eine sehr geringe Anzahl von
Organismen zu detektieren, bietet die nested PCR (nPCR) (CALSAMIGLIA
et al., 1999; KURTH et al., 2002). Statt wie bei der PCR ein Primer-Set zu
verwenden, kommen bei der nPCR zwei verschiedene Primer-Sets
hintereinander zum Einsatz (BEJ et al., 1991). Somit konnen
Kreuzreaktionen mit anderen Mykoplasmenspezies vermieden werden
(CALSAMIGLIA et al., 1999), allerdings birgt die hohe Empfindlichkeit des
Testverfahrens die Gefahr von falsch positiven Proben durch
Umweltkontamination, sowohl wahrend der Probenentnahme, als auch bei
der Verarbeitung im Labor (CALSAMIGLIA et al.,, 1999; KURTH et al.,
2002). Bestatigt wird die hohe Sensitivitat durch Untersuchungen von
STARK et al. (1998), welche mittels nPCR M. hyopneumoniae in

Luftproben nachweisen konnten.

Als Weiterentwicklung der konventionellen PCR, ist die real-time PCR in
der Lage zeitgleich zur Amplifizierung, die vervielfaltigten
Nukelinsauresequenzen auch zu quantifizieren und mittels Fluoreszenz
sichtbar zu machen (AMTSBERG et al., 2015). Das hat zum Vorteil, dass
schneller quantitative Ergebnisse verfugbar sind und sich die Gefahr der
Kreuzkontamination im Labor verringert, da die Proben nach der PCR
nicht noch einmal bearbeitet werden mussen (VALASEK & REPA, 2005).
Es wurden verschiedene real-time PCRs fur den M. hyopneumoniae
Nachweis entwickelt, die alle eine hohe Spezifitat besitzen (DUBOSSON et
al.,, 2004; STRAIT et al., 2008). Aufgrund der Variabilitat des
M. hyopneumoniae Genoms (VICCA et al., 2003; STAKENBORG et al.,
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2005), kann es durch die Verwendung von nur einer Zielsequenz zu falsch
negativen Ergebnissen kommen (MAROIS et al., 2010). Mit einer multiplex
real-time PCR, die drei Primer-Sets gleichzeitig einsetzt, sollen
Kreuzreaktionen mit anderen Mykoplasemenspezies und falsch negative
Ergebnisse aufgrund der Variabilitat des Erregers vermieden werden
(MAROIS et al., 2010).

Mittels PCR konnen eine Vielzahl an verschieden Probenmaterialien auf
M. hyopneumoniae untersucht werden: dazu gehoren Nasentupfer (NT),
Tonsillentupfer, Larynxtupfer (LaT), oral fluids (OF),
Tracheobronchialtupfer (TBS) sowie bronchioalveolare Lavageflussigkeit
(BALF). Post mortem gibt es zusatzlich die Moglichkeit Lungengewebe zu
untersuchen (BLANCHARD et al., 1996; BAUMEISTER et al.,, 1998;
CALSAMIGLIA et al., 1999; MAROIS et al., 2007; MOORKAMP et al., 2008;
HERNANDEZ-GARCIA et al., 2017; PIETERS et al., 2017). Die
verschiedenen Probenmaterialien wurden in zahlreichen Studien
hinsichtlich der Verlasslichkeit des Nachweises von M. hyopneumoniae
mittels PCR verglichen: Grundsatzlich waren sowohl in experimentellen,
als auch in Feldstudien Proben, die aus tieferen Regionen des Atemtraktes
stammten, wie BAL und TBS, den Untersuchungen des Materials aus
Nasentupfern oder Maulhohle deutlich uberlegen (KURTH et al., 2002;
MAROIS et al., 2007; FABLET et al., 2010; MAROIS et al., 2010; RAWAL et
al.,, 2018). Im Infektionsversuch erwiesen sich TBS und tracheobronchiale
Lavageflussigkeit (TBLF) als sehr viel geeigneter zur Detektion von
M. hyopneumoniae mittels PCR als NT oder Tonsillentupfer (MAROIS et
al., 2007). So konnte in NT von 14% und in Tonsillentupfern von 37% der
untersuchten Schweine M. hyopneumoniae spezifische DNA-Fragmente
nachgewiesen werden; dagegen wurde in 63% bzw. 76% der TBS bzw.
TBLF der Erreger molekularbiologisch nachgewiesen (MAROIS et al.,
2007). Auch unter Feldbedingungen stellte sich 60,0% der
Tracheobronchialtupfer untersuchter Tiere mittels PCR
M. hyopneumoniae positiv dar, wahrend in NT derselben Tiere zu 13,3%
der Erreger nachgewiesen werden konnte (FABLET et al., 2010).

In aktuelleren Untersuchungen stellte sich auch der Larynxtupfer als

geeignetes Probenmaterial zur Detektion von M. hyopneumoniae mittels



[l. Literaturtbersicht 22

PCR dar (PIETERS et al., 2017). Insbesondere scheinen Larynxtupfer bei
der Detektion von fruhen Infektionsstadien anderen Probenmaterialien
uberlegen zu sein: in einem Infektionsversuch konnten durch Larynxtupfer
schon funf Tage p.i. bei signifikant mehr Tieren M. hyopneumoniae
Antigen nachgewiesen werden als bei einer Probenentnahme mittels NT
und TBLF (PIETERS et al.,, 2017). In Untersuchungen von GARCIA-
MORANTE et al. (2016b), denen ebenfalls ein Infektionsversuch zugrunde
liegt, konnte eine 77%ige Ubereinstimmung zwischen der
Untersuchungen der LaT ante mortem und des Lungengewebes post

mortem mittels PCR ermittelt werden.

Die diagnostische Nutzung von oral fluids stellt eine nicht invasive und
somit auch tierfreundliche Moglichkeit der Probengewinnung dar
(PRICKETT & ZIMMERMAN, 2010) und wird immer haufiger genutzt.
Allein in drei diagnostischen Veterinarlaboren in den USA stieg die Zahl
der eingesendeten OFs von 21.000 im Jahr 2010 auf 370.000 im Jahr 2016
(BJUSTROM-KRAFT et al., 2018). Oral fluids sind definiert als die
Flussigkeit, die durch Verwendung von absorptiven Materialien in der
Mundhohle gesammelt werden konnen (ATKINSON et al., 1993). Sie
stellen eine einfache Methode zur Beprobung sowohl von Einzeltieren als
auch von Tiergruppen mittels Sammelspeichelprobe dar. Der dabei
gesammelte Speichel setzt sich hauptsachlich aus der Flussigkeit der
Speicheldrusen, aber auch aus gingivaler Sulcusflussigkeit, mucosalen
Transsudaten, bronchialen und nasalen Sekreten, Serum- und
Blutbestandteilen von oralen Wunden, Bakterien, Viren und
Nahrungsbestandteilen zusammen (GREABU et al.,, 2009). Bei
Untersuchungen auf das Vorkommen von Erregern, die am PRDC beteiligt
sind, erwiesen sich OFs im Hinblick sowohl auf PCV2 als auch PRRSV und
IAV in mehreren Studien als zuverlassig (PRICKETT et al., 2011; RAMIREZ
et al., 2012; HERNANDEZ-GARCIA et al., 2017). Allerdings war der
Nachweis von M. hyopneumoniae in oral fluids in einem Infektionsversuch
von ROOS et al. (2016) nur an einem von funf Beprobungszeitpunkten
moglich, wohingegen der Erreger mittels Larynxtupfer zu vier der funf
Zeitpunkten mittels PCR nachgewiesen werden konnte. Im Feldversuch

stellte sich die Gewinnung von OFs zur Bestatigung des Vorkommens von
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M. hyopneumoniae im Bestand als nutzlich dar, allerdings deuteten
Tiergruppen, deren OFs bei fruhen Untersuchungszeitpunkten einen
positiven Erregernachweis und in spateren einen Negativen erhielten, auf
eine geringe Sensitivitat des Testverfahrens hin (HERNANDEZ-GARCIA et
al.,, 2017). Auch in Untersuchungen von PIETERS et al. (2017) und
ARSENAKIS et al. (2019) stellte sich der Nachweis von M. hyopneumoniae

mittels OFs als weniger sensitiv dar.

1.7.3.4. Serologische Untersuchung

Der Enzyme-linked Immunsorbent Assay (ELISA) ist das gebrauchlichste
Nachweisverfahren fur die Detektion von Antikorpern (AMTSBERG et al.,
2015). Der ELISA gilt als einfache, schnelle, automatisierte und somit
kostengunstige Methode, die nutzliche Informationen Uber das
Vorhandensein von maternalen oder erworbenen Antikorpern (AK) liefert,
sowie Uber die Zeitspanne, die das Tier zur Serokonversion benotigt
(SIBILA et al., 2009). Allerdings ist es bis jetzt nicht moglich mittels ELISA
zwischen Impfantikorpern, maternal oder nach einer initialen Infektion

erworbenen Antikorpern zu unterscheiden (MAES et al., 2018).

In den USA werden zurzeit vor allem drei ELISA-Testsysteme zur
Diagnostik eingesetzt: zwei indirekte sowie ein blocking-ELISA (SIBILA et
al., 2009). Die vorhandenen ELISAs zeichnen sich durch eine hohe
Spezifitat aus (ERLANDSON et al.,, 2005). Bei der Sensitivitat wurden
Unterschiede zwischen den verschiedenen ELISAs dargestellt (AMERI-
MAHABADI et al., 2005; ERLANDSON et al., 2005). Bei ERLANDSON et
al. (2005) wurden zwei indirekte und ein blocking-ELISA verglichen.
Insgesamt wurden nur zwischen 35% und 49% der experimentell
infizierten Tiere als seropositiv erkannt und somit die Sensitivitat aller
untersuchten Testsysteme als niedrig eingestuft, wobei der blocking-
ELISA noch die meisten infizierten Tiere als seropositiv detektierte
(ERLANDSON et al., 2005). In neueren Untersuchungen, die ebenfalls zwei
indirekte  und einen blocking-ELISA vergleichen, konnten keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Detektion von IgG-Antikorpern
festgestellt werden (PIETERS et al., 2017). Allerdings besaBen alle drei
Testsysteme insbesondere in der fruhen Infektionsphase eine geringe

Sensitivitat, sodass die Serologie als diagnostisches Mittel bevorzugt in
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spateren Infektionsstadien bzw. in Kombination mit anderen
Untersuchungsmethoden angewendet werden sollte (PIETERS et al.,
2017).

Die Interpretation der serologischen Ergebnisse wird aufgrund der
zeitlichen Variabilitat des Auftretens von M. hyopneumoniae Antikorpern
erschwert (THACKER, 2004). In einer experimentellen Studie von
SORENSEN et al. (1997) wurde eine Serokonversion acht Tage p.i. bei
ersten Tieren festgestellt, in weiteren Infektionsversuchen waren AK-Titer
nach zehn Tagen (SHELDRAKE et al.,, 1990) bzw. 2-4 Wochen p.i.
nachzuweisen (KOBISCH et al., 1993; MAROIS et al.,, 2007). Unter
naturlichen Bedingungen findet die Serokonversion spater statt: MORRIS
et al. (1995a) detektierten im Feldversuch einzelne Tiere mit
M. hyopneumoniae-AK 21 Tage post expositionem (p.e.), der GrofRteil
serokonvertierte aber erst nach 11 Wochen. Auch ANDREASEN et al.
(2000) und VICCA et al. (2002) zeigten in Feldstudien, dass die
Serokonversion vor allem zwischen Ende der Aufzucht und Anfang der
Mast stattfindet. SIBILA et al. (2009) fuhren die verzogerte Serokonversion
auf die Tatsache zuruck, dass M. hyopneumoniae die Zilien im oberen
Respirationstrakt befallt und somit moglicherweise die
Antigenprasentation und somit auch die Serokonversion deutlich
langsamer verlauft, als bei invasiven Erregern. Somit ist eine
Einzeltierdiagnostik mittels ELISA nicht aussagekraftig, auf Herdenebene
konnen serologische Untersuchungen allerdings als Screening infizierter
Herden oder zur Uberpriifung einer Impfantwort niitzlich sein (MAES et
al., 1996). Die Antikorpertiter im Serum korrelieren nicht mit dem Grad der
klinischen Protektion, sodass sie keinen nutzlichen prognostischen
Indikator fur den Grad der Protektion darstellen (DJORDIJEVIC et al., 1997;
MAES et al., 1998).

Um eine genauere Aussage uber den M. hyopneumoniae Infektionsstatus
der Herde zu erlangen, kann die Verwendung mehrerer ELISA Essays zu
einer hoheren Sensitivitat fuhren (ERLANDSON et al.,, 2005) oder die
Durfuhrung eines Westernblot Immunoassays zur Bestatigung
herangezogen werden (AMERI-MAHABADI et al., 2006).
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1.8. Therapie

Da M. hyopneumoniae keine Zellwand besitzt, konnen keine Antibiotika,
deren Wirkung auf der Beeinflussung der Zellwandsynthese basieren (wie
B-Laktam-Antibiotika, Polymixin, Erythromycin, Trimethoprim, etc.), zur
Therapie verwendet werden (PIETERS & MAES, 2019). Am haufigsten
werden zur Therapie von M. hyopneumoniae Infektionen Tetrazykline oder
Makrolide eingesetzt, aber auch Lincosamide, Pleuromutiline,
Fluorochinolone, Florfenicole und Aminoglycoside werden angewandt
(MAES et al., 2008; PIETERS & MAES, 2019). Da eine M. hyopneumoniae
Infektion nahezu immer durch Sekundarerreger verkompliziert wird,
mussen Antibiotika oder Kombinationen von Antibiotika, die auch gegen

sekundare Bakterien wirken, eingesetzt werden (MAES et al., 2008).

In vitro wurde die Wirksamkeit vieler Antibiotika gegen
M. hyopneumoniae nachgewiesen (YAMAMOTO et al., 1986; HANNAN et
al., 1989; HANNAN et al.,, 1997a; HANNAN et al., 1997b). Allerdings ist
die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von in vitro Studien auf Bedingungen
im Feld fraglich, denn um effektiv gegen den Erreger vorgehen zu konnen
muss das verwendet Antibiotikum signifikante Konzentrationen im Mukus
und den Sekreten des Respirationstrakts erreichen (THACKER & MINION,
2012).

In einem Infektionsversuch wurde Schweinen nach dem ersten Auftreten
von klinischen Anzeichen ab Tag 12 p.i. uber 21 Tage Tylosin oral
verabreicht (VICCA et al., 2005). Dies fuhrte zu einer geringeren klinischen
Auspragung sowie zu einem geringeren Ausmald der Lasionen in den
Lungen. Die Pravalenz von M. hyopneumoniae konnte aber nicht reduziert
werden (VICCA et al., 2005). THACKER et al. (2006) untersuchten die
Wirksamkeit von Chlortetrazyklin ab dem Auftreten klinischer Anzeichen
nach experimenteller Infektion. Sowohl die Schwere der Pneumonie, als
auch die Anzahl der M. hyopneumoniae Organismen konnte bei einer
Medikation uber 14 Tage verringert werden (THACKER et al., 2006). Unter
Feldbedingungen konnte eine orale Verabreichung von Chlortetrazyklin
uber 14 Tage mit einer einwochigen Therapiepause zwischen den beiden
Wochen das Vorkommen von Lungenlasionen deutlicher reduzieren als
eine dreiwdchige Gabe von Tylosin p.o. (DEL POZO SACRISTAN et al.,
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2012b). In weiteren Untersuchungen von DEL POZO SACRISTAN et al.
(2012a) wurden experimentell infizierte Versuchstiere 14 Tage p.i. bei
Auftreten erster klinischer Anzeichen mit einmaliger Gabe von Florfenicol
intramuskular (i.m.) behandelt. Die einmalige Behandlung konnte die
klinische Auspragung jedoch nur fur wenige Tage reduzieren und hatte
keinen signifikant positiven Einfluss auf das Vorkommen von
Lungenlasionen (DEL POZO SACRISTAN et al., 2012a). Eine Gabe von
Marbofloxacin i.m. an drei aufeinander folgenden Tagen reduzierte zwar
die Lungenlasionen, jedoch nicht die klinischen Anzeichen einer
M. hyopneumoniae Infektion (LE CARROU etal., 2006). Antibiotika konnen
also bei einer Infektion mit M. hyopneumoniae helfen die Erkrankung zu
kontrollieren und die klinische Auspragung abzuschwachen, aber es wird
weder eine Eliminierung des Erregers aus dem Atemtrakt erreicht, noch
werden bestehende Lasionen dadurch geheilt (MAES et al., 1996). Zudem
kommt es haufig zum wiederholten Auftreten klinischer Anzeichen einer
Infektion nach Beendigung der Medikation (MAES et al., 2008).

Neben der naturlichen Resistenz gegen Antibiotika, die Einfluss auf die
Zellwandsynthese nehmen, gibt es Berichte von erworbenen Resistenzen.
INAMOTO et al. (1994) stellten eine Abnahme der Empfindlichkeit von
Mykoplasmen gegenuber Chlortetrazyklinen fest. Bei der Untersuchung
von 21 Feldisolaten wurden in vitro Resistenzen gegenuber
Fluorochinolonen bei funf Isolaten sowie gegenuber Makroliden und
Lincosamiden bei einem weiteren Isolat festgestellt (VICCA et al., 2004).
Auch in neueren Untersuchungen von Feldisolaten deuteten erhohte
minimale Hemmstoff-Konzentrations-(MIC) Werte fur Tylosin und
Spiramycin bei in Spanien isolierten Stammen auf eine erhohte
Resistenzlage hin (TAVIO et al., 2014). Bei thailindischen Feldisolaten
wurden Resistenzen gegen Enrofloxacin, Makrolide und Lincosamin
ermittelt sowie eine verminderte  Empfindlichkeit gegenuber
Chlortetrazyklinen festgestellt (THONGKAMKOON et al., 2013). In einer in
vitro Studie von KLEIN et al. (2017) wurden 50 M. hyopneumoniae
Feldisolate aus Europa auf Resistenzen gegenuber verschiedener
Antibiotika getestet; die bestimmten MIC Werte bewegten sich alle in einer

Range unter 2mg/L (KLEIN et al.,, 2017). Somit scheinen erworbene
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Resistenzen gegen M. hyopneumoniae gegenwartig kein groRBeres
Problem bei der Behandlung von Mykoplasmeninfektionen darzustellen
(PIETERS & MAES, 2019).

2. Pravention und Kontrolle

Die Kontrolle von Mycoplasma hyopneumoniae Infektionen kann durch
eine Optimierung von Managementfaktoren und Haltungsbedingungen,
den Einsatz von antimikrobiellen Wirksoffen und nicht zuletzt durch

Impfungen erreicht werden (MAES et al., 2008).

2.1. Vakzination

Kommerziell erhaltliche Vakzine bestehen meist aus inaktivierten,
adjuvans-basierten Praparaten aus ganzen Zellen, die den Tieren
intramuskular verabreicht werden (MAES et al., 2008; PAUL-EHRLICH-
INSTITUT, 2019). Verschiedene Vakzinationsstrategien, abhangig von der
Betriebsart, dem  Produktionssystem, dem  Management, den
Infektionsmustern und der Umsetzbarkeit durch den Landwirt, werden
aktuell angewandt (MAES et al, 2018). Da Infektionen mit
M. hyopneumoniae schon in den ersten Lebenswochen auftreten konnen
(VICCA et al., 2002; SIBILA et al.,, 2007b), wird am haufigsten eine
einmalige bzw. zweimalige Impfung im Saugferkelalter praktiziert (MAES
et al., 2018). Sowohl one-shot, als auch two-shot Impfungen im
Saugferkelalter haben sich in zahlreichen Studien als wirksam erwiesen
(MAES et al., 1998; THACKER et al., 1998; MAES et al., 1999a; POMMIER
et al., 2000; DAWSON et al., 2002; BACCARO et al., 2006; SIBILA et al.,
2007a; VILLARREAL et al., 2011; WILSON et al., 2012; BEFFORT et al.,
2017; MICHIELS et al., 2017).

Allerdings sind Impfstoffe nur teilweise in der Lage eine Protektion gegen
M. hyopneumoniae zu vermitteln (THACKER et al., 1998) und schutzen das
Einzeltier nicht vor einer Infektion (MAES et al., 1999a; PIETERS et al.,
2010; VILLARREAL et al., 2011). Die Elimination des Pathogens aus dem
Respirationstrakt ist durch die Impfung nicht moglich (MEYNS et al., 2006;
REYNOLDS et al.,, 2009) und es kann keine signifikante Reduktion der
Erregerubertragung durch Vakzination erreicht werden (MEYNS et al.,
2006; PIETERS et al., 2010; VILLARREAL et al., 2011).
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Die positiven Effekte der Impfung sind somit weniger im vollstandigen
Schutz vor der Infektion mit M. hyopneumoniae, sondern vor allem in der
Reduzierung von Lungenlasionen, Verbesserung der taglichen Zunahmen
zusammen mit einer gunstigeren Futterverwertung und verringertem
klinischen Erscheinungsbild zu sehen (MAES et al., 1998; THACKER et al.,
1998; BACCARO et al., 2006; SIBILA et al., 2007b; DEL POZO SACRISTAN
et al., 2014). Zusatzlich konnte in einer Studie von MICHIELS et al. (2017),
welche die Effektivitat einer one-shot Vakzine untersuchten, bei geimpften
Tieren eine signifikant geringere Menge an M. hyopneumoniae DNA als
bei den ungeimpften Kontrolltieren in der BAL-Flussigkeit mittels qPCR
nachgewiesen werden. Eine Reduzierung der Erregermenge im
Respirationstrakt durch Einsatz von Vakzinen wurde auch in
Untersuchungen von VRANCKX et al. (2012) und WOOLLEY et al. (2014)
dargestellt. Des Weiteren wurde bei histologischen Untersuchungen im
BALT geimpfter Tieren eine reduzierte Makrophageninfiltration
festgestellt (VRANCKX et al., 2012).

Besondere Bedeutung kommt auch der Terminierung der Impfung zu, da
spatestens zwei Wochen vor dem geschatzten Infektionszeitpunkt eine
Immunisierung stattfinden sollte (ROOF et al., 2001). Aufgrund der schon
fruh auftretenden Infektionen wird am haufigsten eine Impfung wahrend
der Saugezeit praktiziert, obwohl der Einfluss von maternalen Antikorpern
auf die Bildung von Impf-Antikorpern als Antwort auf eine Impfung noch
nicht definitiv geklart ist und Wechselwirkungen nicht ausgeschlossen
werden konnen (MAES et al., 2008). In Anwesenheit von hohen maternalen
Antikorpertitern scheint eine reduzierte Antikorperbildung nach
Vakzination stattzufinden (HODGINS et al., 2004; BANDRICK et al., 2014),
die Ausbildung einer zell-mediierten Immunantwort in Folge der Impfung
wird durch maternale Antikorper aber nicht negativ beeinflusst
(BANDRICK et al., 2014). Bei Untersuchungen von MARTELLI et al. (2006)
waren keine Unterschiede in der Immunantwort nach Vakkzination
zwischen Tieren, die in An- bzw. Abwesenheit maternaler Antikorper
geimpft wurden, feststellbar. Auch REYNOLDS et al. (2009) konnen
unabhangig davon, ob Tiere in der ersten Lebenswoche in An- bzw.

Abwesenheit von maternalen Antikorpern geimpft wurden, in beiden
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Untersuchungsgruppen eine signifikante Reduktion der Ausbreitung von

Lungenlasionen darstellen.

Aufgrund des reduzierten Arbeitsaufwandes, werden Ferkel haufig zum
Zeitpunkt des Absetzens geimpft, dies wird allerdings nicht empfohlen: die
erhohte Stresssituation durch die Doppelbelastung aus Absetzen und
Impfung, kann zu einer Immunsuppression fuhren und somit Einfluss auf
den Impferfolg nehmen (CHASE & LUNNEY, 2019). In Ubereinstimmung
damit konnten im Vergleich mit Ferkeln, die zum Zeitpunkt des Absetzens
geimpft wurden, tendenziell weniger makroskopische Lungenlasionen und
eine geringere Anzahl M. hyopneumoniae Genomfragmente in der BAL
nachgewiesen werden sowie hohere tagliche Zunahmen verzeichnet
werden, wenn die Ferkelimpfung vor dem Absetzen stattfand (ARSENAKIS
et al., 2016; ARSENAKIS et al., 2017).

Eine gleichzeitige Impfung gegen M. hyopneumoniae und PRRSV erzielt
ahnliche Ergebnisse wie Einzelimpfungen (DREXLER et al., 2010). In
Untersuchungen von BOURRY et al. (2015) wurde der simultanen Impfung
von PRRSV und M. hyopneumoniae sogar eine hohere Effektivitat als den
Einzelimpfungen zugesprochen. Auch eine simultane Impfung von
M. hyopneumoniae mit PCV2 erziele gute Ergebnisse, vermeidet
Stresssituationen fur die Ferkel und erspart dem Landwirt zusatzliche
Arbeitsschritte (HERBICH et al., 2013; KAALBERG et al., 2017). In neueren
Untersuchungen fuhrten Kombinationsimpfung von M. hyopneumoniae
und PCV2 zu deutlich hoheren Tageszunahmen, verringerter Mastdauer
und weniger Lungenlasionen (TZIKA et al., 2015; TASSIS et al., 2017;
DUIVON et al., 2018).

Obwohl auch in einer Studie von PIETERS et al. (2014) das Ausscheiden
von M. hyopneumoniae durch das Muttertier als signifikanter Risikofaktor
fur die Wahrscheinlichkeit der Besiedelung der Ferkel zum Zeitpunkt des
Absetzens dargestellt wird, wird bis heute eine Impfung der Sauen gegen
M. hyopneumoniae vor der Abferkelung sehr wenig praktiziert (PIETERS
& MAES, 2019). Im Gegensatz zu der Vielzahl an Studien, die sich mit der
Effektivitat und Sicherheit der Ferkelimpfung gegen M. hyopneumoniae
befassen, gibt es nur wenige Untersuchung zur Vakzination von Sauen.

Eine Impfung der Sauen zum Ende der Tragezeit hat zum Ziel, sowohl die
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Ubertragung von M. hyopneumoniae vom Muttertier auf ihren Nachwuchs
zu minimieren, als auch die Ferkel durch maternale Antikorper vor einer
Infektion moglichst gut zu schutzen (MAES et al, 2008). Eine
Sauenimpfung funf und drei Wochen vor dem Abferkeln fuhrte zu
signifikant weniger positiven Nasentupfern bei den Ferkeln zum Zeitpunkt
des Absetzens (RUIZ et al., 2003). Eine signifikante Verringerung der
Besiedelung der Ferkel geimpfter Sauen konnte in Untersuchungen von
SIBILA et al. (2008) zwar nicht beobachtet werden, allerdings war der
Anteil seropositiver Tiere in der Impfgruppe deutlich hoher als in der
Kontrollgruppe. Zudem waren signifikant weniger EP Lasionen am
Schlachthof zu erkennen. Aktuelle Untersuchungen von ARSENAKIS et al.
(2019) konnten signifikant weniger seropositive Ferkel zum Zeitpunkt des
Absetzens bei ungeimpften Sauen nachweisen, als bei den Ferkeln
geimpfter Sauen. Zusatzlich stellten sich Tiere aus einem der beiden
Studienbestande, die zum Zeitpunkt des Absetzens seronegativ waren,
signifikant haufiger mittels nPCR aus Larynxtupfern positiv dar und
zeigten deutlichere EP-Lasionen an Schlachthof als seropositive Tiere
(ARSENAKIS et al, 2019). PIETERS et al. (2014) sehen
Kontrollmechanismen zur Verringerung der Pravalenz bei Sauen, wie eine
sachgemalle Eingliederung von Jungsauen sowie Sauen-Medikation und
Sauen-Impfungen als Basis fur eine erfolgreiche Kontrolle von

Mycoplasma hyopneumoniae im gesamten Bestand.

2.2 Einfluss von Management und Haltungsbedingungen
Grundlagen einer effektiven Pravention und Kontrolle von
M. hyopneumoniae und, damit verbunden, von Enzootischer Pneumonie
und PRDC, sind die Schaffung und Einhaltung von optimalen
Umweltbedingungen (THACKER & MINION, 2012). Dazu zahlen unter
anderem die Sicherung von Luftqualitat, Beluftung und angemessenen
Temperaturen im Stall sowie die Vermeidung von Uberbelegung (MAES et
al., 2008).

Haufiger Zukauf ist ein Risikofaktor fur das Auftreten von Pneumonien
(MEYNS et al.,, 2011). So haben geschlossene Betriebe ein deutlich
geringeres Risiko fur den Eintrag von Atemwegserkrankungen, als reine

Mastbetriebe, die Tiere von eventuell mehreren Ferkelerzeugern beziehen
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(STARK, 2000). Aber auch der Zukauf von naiven oder subklinisch
infizierten Jungsauen bzw. von Ebern kann zu einer Destabilisation der
Herdenimmunitat bzw. zu einer vermehrten Pravalenz von
M. hyopneumoniae Infektionen fuhren (GROSSE BEILAGE et al., 2009;
NATHUES et al., 2012a). Dementsprechend hoch ist der Stellenwert einer
adaquaten Akklimatisation, die auch den Kontakt zu lebenden Tieren des
Bestandes miteinschlielt (NATHUES et al., 2012a), denn bei Sauen konnte
der Erreger auch uber 200 Tage nach Infektion noch im Respirationstrakt
nachgewiesen werden (PIETERS et al., 2009).

Allgemein als eine der wichtigsten innerbetrieblichen
PraventionsmaBnahmen anerkannt, ist die Einhaltung eines All-in, All-out
(AIAO) Prinzips (MAES et al., 2008; GROSSE BEILAGE et al., 2009). Durch
die strikte Einhaltung konnen alle Abteile vor der Neubelegung gereinigt
und so der Ubertragungszyklus von alteren auf jiingere Tiere unterbrochen
werden (MAES et al., 2008). Eine inkonsequente Durchfuhrung des AIAO
birgt ein hohes Risiko, denn auch nur kurze Kontakte von wenigen Minuten
bis Stunden zwischen Masttieren unterschiedlichen Alters wahrend des
Umstallens sind als Risiko anzusehen (NATHUES et al., 2012a). Auch bei
Untersuchungen in 67 Bestanden in Nord-Westdeutschland zur
Identifikation von Risikofaktoren stellte sich ein AIAO System als gute
PraventionsmalBnahme dar (GROSSE BEILAGE et al.,, 2009). Ebenfalls
wirken sich ein einwochiger oder dreiwochiger Produktionsrythmus im
Vergleich zu Abferkelungen alle 2 Wochen, gunstig im Hinblick auf die
Pravalenz bei Zuchtsauen aus (GROSSE BEILAGE et al., 2009).

Praventive MaBknahmen bei Saugferkeln stellten das Schleifen der
Eckzahne sowie die zwei- statt einmalige Injektion von Eisen im Ferkelalter
dar (NATHUES et al., 2013b).

2.3. Eradikation

Eradikationsprogramme wurden vor allem in Danemark, Finnland und in
der Schweiz angewandt (MAES et al., 2008), aber auch in den USA nehmen
die Bemuhungen, M. hyopneumoniae aus den Bestanden zu eliminieren,
zu (MAES et al., 2018).

Verschiedenste Eradikationsprogramme wurden beschrieben und in
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einem Review von HOLST et al. (2015) zusammengefasst. Als
konsequenteste Methode ist die vollstandige Depopulation und
Repopulation zu sehen, bei der die Herde neu mit M. hyopneumoniae
freien Tieren aufgebaut wird und somit die Maoglichkeit besteht, auch
weitere Erreger vollstandig zu eliminieren (YESKE, 2007). Eine Eradikation
istallerdings auch ohne vollstandige Depopulation moglich: In der Schweiz
wurde erfolgreich ein Programm, welches eine partielle Depopulation im
Sinne eines 10 Monate langen Zeitraumes ohne Ferkel und Jungsauen
umfasst und einer 14- tagigen antibiotischen Behandlung der restlichen
Tiere miteinschlieBt, angewandt (ZIMMERMANN et al., 1989). Die
Durchfuhrung entweder einer totalen oder der beschriebenen partiellen
Depopulation, je nach Bestand, konnte in der Schweiz im Zeitraum von
1996 bis 2004 die Inzidenz fur EP Lasionen von 3,3% auf 0,5% reduzieren
und es traten im Jahr 2005 insgesamt nur noch 22 Fille von EP auf (STARK
etal., 2007). Weitere Eradikationsstrategien, wie HerdenschlieBungen und
Medikationsprogramme, wurden von diesem Schweizer System abgeleitet
(HOLST et al., 2015). In einem reinen Mastbetrieb war es moglich, durch
die Einstallung ausschlieBlich M. hyopneumoniae freier, geimpfter Tiere
bei gleichzeitiger antibiotischer Behandlung, der schon vorhandenen
Tiere, und der Durchfuhrung eines strikten Rein-Raus-Verfahrens mit
voneinander getrennten Luftungen in den verschiedenen Abteilen,

M. hyopneumoniae erfolgreich zu tilgen (HEINONEN et al., 2011).

Eine Methode, die vor allem in den USA angewandt wurde, stellt das
medicated early weaning (MEW) dar (ALEXANDER et al., 1980). Hierbei
wurden den Sauen wahrend der spaten Trachtigkeit und der gesamten
Saugephase hohe Dosen Tiamulin und Trimethoprim verabreicht, die
Ferkel am 5. LT abgesetzt, in gesonderte Aufzuchtbuchten verbracht und
ab dem 10. LT ebenfalls antibiotisch behandelt (ALEXANDER et al., 1980).
Ein erfolgreiches MEW wurde auch von DEE (1994) beschrieben. Hierbei
wurden die Ferkel vom ersten LT bis zum Absetzen am 14. LT mit
Oxytetrazyklin behandelt und erhielten bis sieben Tage nach dem
Absetzen Trimethoprim uber das Trinkwasser. Die Sauen wurden nicht in
die Behandlung miteinbezogen (DEE, 1994).

Trotz einiger unternommener Bemuhungen Mycoplasma hyopneumoniae
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aus Bestanden zu eliminieren, ist die Gefahr der Reinfektion hoch
(THACKER & MINION, 2012). Von 3983 Bestanden, die am Schweizer
Eradiaktionsprogramm von 1996 bis 1999 teilnahmen, waren im Jahr 2000
107 (2,6%), reinfiziert (HEGE et al., 2002). Auch MAES et al. (2008)
beschreiben jahrliche Reinfektionsraten bis 10%. Als Risikofaktoren
wurden in der Schweiz gemeinsame Aufzucht- und Mastbetriebe, die Nahe
zu anderen infizierten Bestanden und zu Parklatzen, an denen

Tiertransporte Aufenthalte haben, eingestuft (HEGE et al., 2002).
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Il. MATERIAL UND METHODEN

Die Studie wurde in insgesamt zehn schweinehaltenden Betrieben, in funf
Bundeslandern durchgefuhrt. Die Probenentnahme an diesen Betrieben
fand im Zeitraum vom Juli bis November 2018 statt. Es handelte sich
jeweils um einen einmaligen Bestandsbesuch mit der Entnahme von
Proben. Das Tierversuchsvorhaben wurde in jedem beteiligten Bundesland
eigens sind tabellarisch alle gestellten

angezeigt. Nachfolgend

Tierversuchsanzeigen zusammengefasst.

Tabelle 2: Auflistung aller beteiligten Bundeslander und Aktenzeichen

der Tierversuchsanzeigen sowie Genehmigungsdatum

Bundesland Zustandige Behorde Aktenzeichen Datum.der
Genehmigung
Regierung von ROB-55.2-
gierung 2532.Vet 03- | 05.06.20118
Bayern Oberbayern
18-43
Regierung von RUF-55.2.2-
Unterfranken 2532-2-742-4 26.06.2018
Regierungsprasidium | 35,9185 854 | 03.07.2018
Baden- Tubingen
Wirttemberg Regierungsprasidium 35-
Stuttgart 9185.82/0352 | 26:06.2018
. Landesamt fur Natur
Nordrhein- ! 81-
Westfalen Umwelt und 02.05.40.18.056 | 07-06:2018
Verbraucherschutz
Niedersachsisches
. Landesamt fur 33.19-42502-
Niedersachsen | \/o praucherschutz und | 05-18A303 28.05.2018
Lebensmittelsicherheit
Ministerium fur
- Energiewende, )
Schleswig Landwirtschaft, V244 11.05.2018
Holstein 23216/2018
Umwelt, Natur und
Digitalisierung
1. Ziel der Untersuchung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in vorausgewahlten Bestanden mit
mittleren und hohen EP-Scores am Schlachthof das Vorkommen von
Wochen zu

M. hyopneumoniae bei Saugferkeln im Alter von drei

untersuchen und dabei folgende Hypothesen zu uberprufen:
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- Anhand von Literaturdaten wird davon ausgegangen, dass fruhe
Infektionen mit M. hyopneumoniae im Saugferkelalter in deutschen

schweinehaltenden Bestanden haufig auftreten.

- Basierend auf der Annahme, dass die Impfung von bereits infizierten
Ferkeln zu einem reduzierten Impferfolg fuhrt, sind in Bestanden, in
denen bei noch nicht gegen M. hyopneumoniae geimpften Ferkeln in
der 3. Lebenswoche M. hyopneumoniae DNA nachgewiesen wird,
hohere Hustenindices in der Mast sowie am Schlachthof hohere
Lungenscores zu erwarten, als bei Bestanden mit M. hyopneumoniae

negativen Ferkeln.

2. Versuchsbetriebe

Die Studie sollte als Querschnittsstudie einen Eindruck Uuber das
Vorkommen fruher Infektionen mit M. hyopneumoniae in betroffenen
Bestanden in Deutschland schaffen. Auf Grundlage der Viehzahlen des
statistischen Bundesamtes wurden Betriebe in den funf Bundeslandern mit
den meisten schweinehaltenden Betrieben in Deutschland in die
Untersuchungen miteinbezogen (STATISTISCHES BUNDESAMT, 2017).
Die zu untersuchenden Betriebe verteilten sich auf die Bundeslander
Bayern, Baden-Wurttemberg, Nordrhein-Westfalen, Niedersachsen und

Schleswig-Holstein.

2.1. Einschlusskriterien

Eine Vorauswahl an Betrieben wurde durch die Erfullung von
Einschlusskriterien getroffen. Das Auftreten von Husten im Bestand oder
schon  bestehende M. hyopneumoniae = Nachweise galten als
Voraussetzung. Um die Verbreitung des Erregers auch in der Aufzucht und
Mast weiterverfolgen zu konnen, wurden nur geschlossene Bestande,
Bestande mit Teilmast, bzw. Ferkelerzeuger und Master mit bestehender
1:1 Anbindung in die Vorauswahl miteinbezogen. Eine Impfung gegen
M. hyopneumoniae durfte nur als one-shot Praparat eingesetzt werden
und die Impfung selbst auch nicht vor dem 21. LT durchgefuhrt werden.
Abferkelgruppen von mindestens zehn Sauen wurden in die

Einschlusskriterien mitaufgenommen, um den gewunschten
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Probenumfang in einem Bestandsbesuch abdecken zu konnen. Der Einsatz
von Mykoplasmen-wirksamen Antibiotika in der Abferkelung fuhrte zum

Ausschluss von der Studie.

2.2. Lungenuntersuchungen am Schlachthof

Schlachtpartien der vorausgewahlten, potentiellen Studienbetriebe
wurden von Mitarbeitern der Firma CEVA Tiergesundheit an
Schlachthofen auf das Vorkommen von Bronchopneumonien untersucht.
Dies erfolgte wahrend des laufenden Schlachtvorgangs. Es wurden pro
Betrieb mindestens 49 Lungen in Hinblick auf das Vorkommen EP-
assoziierter Lasionen bewertet. Die Klassifikation EP-assoziierter Lasionen
basiert dabei auf der Methode von MADEC und KOBISCH (1982). Hierbei
werden pro Lungenlappen Scores von 0-4 fur die Veranderungen
vergeben, wobei somit jede Lunge einen EP-Wert zwischen 0 und 28
erreichen kann. Die Vorgehensweise bei der Untersuchung der
Lungenl3sionen ist bei CVJETKOVIC et al. (2018) beschrieben. Die
Befundung wurde mit Hilfe des Softwaretools Ceva Lung Program® (Ceva
Santé Animale, Libourne, Frankreich) aufgezeichnet.

Tabelle 3: Beurteilung der Veranderungen je Lungenlappen nach
MADEC und KOBISCH (1982)

Score (Punkte) Prozentual veranderter Anteil
0 Keine Veranderungen
1 1-25%
2 26-50%
3 51-75%
4 76-100%

Der EP-Index des Bestandes kann aus den EP-Werten der einzelnen

Lungen wie folgt errechnet werden:

Y. EP Werte aller gescorten Lungen
EP-Index=

Y. gescorte Lungen

Dieser galt als Basis fur die anschlieBende Betriebsauswahl. Es sollten 5
Betriebe mit mittleren EP-Indices zwischen 2,5 und 4,5 eingeschlossen

werden sowie 5 Betriebe mit hohen EP-Indices uber 5.
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Insgesamt wurden Lungen von Tieren aus 18 verschieden Bestanden
untersucht und mittels EP-Indices klassifiziert. Dabei erhielt man Werte
zwischen 0,05 und 3,43. Aufgrund der wenigen hohen EP-Indices wurden
auch Betriebe mit niedrigeren Werten eingeschlossen. Eine Ubersicht {iber
die an der Studie teilnehmenden Betriebe ist in Tabelle 4 dargestellt.
Tabelle 4: In die Studie eingeschlossene Betriebe, mit Verteilung auf

Bundeslander, Betriebsart, Groe des Betriebes, M. hyopneumoniae
Impfung bei Sauen und Produktionsrhythmus

S _ | Impfung Sau .
Betrieb Bundesland Betriebs- | Sauen M. hyopneu- Produktions
art anzahl : -rhythmus
moniae
1 Bayern 2 200 nein 4 Wochen
2 Bayern 1 200 nein 5 Wochen
Nordrhein- .
3 Westfalen 3 500 IE] 3 Wochen
4 Niedersachsen 3 350 nein 2 Wochen
Baden- .
5 Wiirttemberg 2 360 nein 1 Woche
Schleswig- .
6 Holstein 1 160 Ja 1 Woche
7 Niedersachsen 1 180 nein 3 Wochen
Baden- .
8 Wiirttemberg 2 120 nein 3 Wochen
Nordrhein- .
9 Westfalen 1 350 nein 2 Wochen
10 Bayern 2 250 nein 1 Woche

Betriebsart: 1=geschlossen, 2=Teilmast, 3=1:1 Anbindung

3. Versuchstiere

Insgesamt wurden auf 10 deutschen schweinehaltenden Betrieben 100
Sauen und 500 Ferkel untersucht. Pro Betrieb wurden 10 Sauen
unterschiedlicher Paritaten in der Abferkelung in die Studie
miteinbezogen. Darunter sollten sich, wenn moglich, 5 Tiere der ersten
Paritat befinden. Die Auswahl der Sauen erfolgte zufallig. Um dies zu
gewahrleisten, wurde beim Betreten der Abferkelabteile immer bei der
ersten Abferkelbucht auf der rechten Seite mit der Beprobung begonnen
und anschlieBend gegen den Uhrzeigersinn mit der darauffolgenden Bucht

fortgefahren.
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Je funf Ferkel der untersuchten Sauen wurden ebenfalls in die Studie
miteingeschlossen. Die Auswahl dieser erfolgte, unabhangig vom
Geschlecht, indem alle Ferkel kurzzeitig im Ferkelnest mittels Treibbrett
fixiert und daraufhin funf zufallig herausgegriffen wurden. Wie durch die
Tierversuchsanzeige vorgegeben, wurden nur gesunde Tiere in die Studie
aufgenommen, Ferkel mit reduziertem Allgemeinbefinden wurden
ausgeschlossen. Die Probenentnahme wurde so terminiert, dass die zu
beprobenden Ferkel zu diesem Zeitpunkt ein Alter von 21+3 LT aufwiesen

und noch nicht gegen M. hyopneumoniae geimpft waren.

Zusatzlich wurden Sammelspeichelproben bei weiteren Tieren im Alter
von ca. 6, 12, 16 und 20 Lebenswochen gewonnen. Pro Altersgruppe
sollten 10 Sammelspeichelproben von ca. je 20-25 Tieren gewonnen
werden. Es konnten so ca. 200 Tiere je Altersstufe miterfasst werden.
Dabei wurden Tiergruppen buchtenweise zufallig ausgewahlt. Dies
geschah auf die gleiche Weise wie im Abferkelstall; bei Betreten eines
Mastabteiles wurde mit der Beprobung der Bucht zur rechten Seite
begonnen und gegen den Uhrzeigersinn mit weiteren Buchten bis zum

Erreichen des vollstandigen Stichprobenumfangs fortgefahren.

4, Probenentnahme

Bei allen gewonnenen Proben handelte es sich um einmalige
Probeentnahmen. Bei Sauen wurde sowohl ein Larynxtupfer (LaT)
entnommen, als auch eine Blutprobe gewonnen. Alle Ferkel wurden zuerst
mittels Tracheobronchialtupfer (TBS) beprobt, daraufhin wurde eine
Blutprobe entnommen. Tiere in Aufzucht und Mast wurden mittels

Kaustricken buchtenweise untersucht.

4.1. Probengewinnung Sauen

Die Sauen wurden im Kastenstand von einer Hilfsperson mittels
Oberkieferschlinge fixiert. AnschlieBend wurde ein Maulkeil zwischen
Ober- und Unterkiefer eingefuhrt. Somit wurde die Sicht auf die
Larynxregion verbessert und ein Abbeilen des Tupfers bei der Entnahme
verhindert. Durch dessen runde Offnung in der Mitte konnte die
durchfuhrende Person den Tupfer (Eydam-Tupfersystem, lange

Ausfuhrung, Erich Eydam KG, Kiel Deutschland) bis zum Larynx
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vorschieben. Dort erfolgte die Tupferentnahme mittels drehender
Bewegungen. Eine Stimmveranderung bei der Entnahme wurde als
korrekter Sitz gewertet. AnschlieBend wurde die Spitze des Katheters (ca.
4-5 cm) abgeschnitten und in ein steriles Probenrohrchen
(Fassungsvermogen 10 ml) zusammen mit 1 ml Phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) (Gibco™ PBS, pH 7.4, Gibco™, Paisley, GroRbritannien)

verbracht.

Fur die Blutentnahme wurde die Fixation mittels Oberkieferschlinge nicht
mehr benotigt, das Tier wurde durch ruhige Ansprache und Beruhrungen
im Kastenstand abgelenkt. Nur in Ausnahmefallen bei besonders
aggressiven Tieren, kam es zur Fixation mittels Oberkieferschlinge durch
eine Hilfsperson. Die Entnahme erfolgte aus der rechten Vena jugluaris
externa mittels steriler Einmalkanilen (1,2x100 mm SUPRA®, Erhardt-
Sohne GmbH, Geislingen, Deutschland) und Serummonovetten
(Primavette® V Serum, 10 ml, KABE Labrotechnik GmbH, Nimbrecht-

Elsenroth, Deutschland) unter Aspiration.

4.2. Probengewinnung Ferkel

Ferkel wurden fur die Probenentnahme zuerst von einer Hilfsperson unter
dem Arm fixiert. Hierbei wurden die VordergliedmaBen mit beiden
Handen oberhalb des Karpalgelenks festgehalten, um die Tiere zur
Probenentnahme moglichst ruhig halten zu konnen. Ein Maulkeil wurde
zwischen Ober- und Unterkiefer eingelegt. Dieser verhinderte, dass die
Tiere den Katheter abbeillen und verschlucken konnten und ermoglichte
der durchfuhrenden Person den Kopf des Tieres zur Entnahme des
Tracheobronchialtupfers zu uberstrecken. Verwendet wurde ein steriler
weicher Kunststoff-Absaugkatheter der Gro3e 8 oder 10, je nach Grof3e des
Tieres (DCT-Nelaton-Katheter 40 c¢m, servoprax GmbH, Wesel,
Deutschland), der zwischen den Staben des Maulkeiles zuerst bis zur
Epiglottis vorgeschoben wurde. Die weitere Entnahme erfolgte wie bei
FABLET et al. (2010) beschrieben. Wahrend der Phase der Inspiration
wurde der Katheter unter drehenden Bewegungen bis zur Bifurcatio
tracheae vorgeschoben. Das Auslosen eines Hustenreizes wurde als
korrekter Sitz des Katheters und erfolgreiche Probenentnahme gewertet.

Direkt darauf wurde der Katheter wieder zuruckgezogen, die Spitze (ca. 4-
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5 cm) mit einer Schere abgeschnitten und in ein Probenrohrchen mit 1 ml
PBS (Gibco™ PBS, pH 7.4, Gibco™, Paisley, GroRbritannien) uberfuhrt.

Das Tier wurde direkt anschlieBend von der Hilfsperson in Ruckenlage
verbracht, der Kopf des Tieres von der durchfuhrenden Person fixiert und
8 ml Blut aus der rechten Vena cava cranialis gewonnen. Dazu wurden
sterile Einmalkanidlen der GroBe 0,9x40 mm (Sterican, Braun AG,
Melsungen) und individuell beschriftete Serummonovetten (Primavette®
V, 10 ml, KABE Labortechnik GmbH, Nurmbrecht) verwendet.

4.3. Gewinnung der Sammelspeichelproben bei Absetzferkeln und
Mastschweinen (6./12./16./20. Lebenswoche)

Speichelproben bei Absetzferkeln und Mastschweinen wurden mittels
Kaustricken aus Baumwolle (Oral Fluid Sample Collection Accessory Kit 5
Count, IDEXX, Westbrook, Maine, USA) gewonnen. Die Stricke wurden so
in den Buchten befestigt, dass sie frei in den Buchten hingen und von allen
Seiten fur die Tiere zuganglich waren. Die Aufhangung erfolgte moglichst
von Futterplatz und Tranken entfernt, um weitere Verschmutzung zu
vermeiden. Das untere Ende des Kaustrickes befand sich in etwa auf
Schulterhohe der Tiere.

Abhangig von der BuchtengrofBe wurden die Stricke aufgeteilt. Befanden
sich 25 oder weniger Tiere in einer Bucht, genugte ein Kaustrick, bei
groBeren Buchten wurden fur maximal weitere 25 Tiere einen zusatzlichen
Kaustrick benotigt. Pro Altersklasse wurden, wenn moglich 10
Sammelspeichelproben genommen. Zur Gewinnung von genugend
Speichel wurden die Stricke fur 20-30 Minuten in den Buchten belassen.
AnschlieBend wurde die gewonnene Flussigkeit aus den Seilen einzeln in
die im Probenkit enthaltenen Plastiktuten ausgedruckt und je in einen der
mitgelieferten Auffangbehalter aus Plastik uberfuhrt. Bedingt durch zu
kleine Tierzahlen, bzw. das AbreiRen der Kaustricke in der Bucht und der
dadurch entstehenden Verschmutzung, konnten nicht immer 10

Sammelspeichelproben je Altersklasse gewonnen werden.
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5. Fragebogen

AnschlieBend an die Probengewinnung wurden anhand eines
Fragebogens im Gesprach mit dem Landwirt Leistungsdaten, Daten zur

Betriebsstruktur, zum Management und zur Tiergesundheit erhoben.

6. Probenbearbeitung

Alle Proben direkt nach der Gewinnung in einer transportablen Kuhlbox
auf 7°C gekuhlt. Die weitere Bearbeitung der Proben erfolgte im Labor der

Klinik fur Schweine.

Die gewonnenen Blutproben wurden im Labor der Klinik fur Schweine
(Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen, Oberschlei8heim) fur 10 min
bei 20°C und 1560g zentrifugiert (Rotanta 460R Zentrifuge, Andreas
Hettich® GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland). AnschlieRend wurde
der Serumuberstand in drei 1,5 ml ReaktionsgefaBe (1,5 ml safe-lock
Tubes, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) abpipettiert und bis zur
endgultigen Analyse bei —20°C in der Klinik fur Schweine eingefroren.

Die oral fluids wurden ebenso bei 20°C und 1560g zentrifugiert, um
Futterpartikel und andere Verunreinigungen moglichst von der Flussigkeit
zu trennen. Der Uberstand wurde in 1,5 ml Reaktionsgefalle (1,5 ml safe-
lock Tubes, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) pipettiert und bis zur
weiteren Untersuchung bei -80°C in der Klinik fur Schweine gelagert.

Eine weitere Bearbeitung der in PBS Medium uberfuhrten Larynxtupfer
und Tracheobronchialtupfer war nicht notig. Diese wurden wie die

Blutproben bei -20°C bis zur weiteren Untersuchung eingefroren.

6.1. Erregernachweis

Die weiteren Untersuchungen von Serum und Larynx- bzw.
Tracheobronchialtupfern wurden am |ZSLER (Instituto Zooprofilattico
Sperimentale della Lombardia e dell’'Emilia Romagna) in Reggio Emilia,
Italien, durchgefuhrt. Untersuchungen der oral fluids fanden bei Ceva-
Phylaxia Veterinary Biologicals Co. Ltd. in Ungarn statt. Dafur wurden alle
Serumproben sowie Larynx- und Tracheobronichaltupfer bzw. oral fluids

auf Trockeneis per Overnight-Express verschickt.
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6.2 Direkter Erregernachweis aus Larynx- und
Tracheobronchialtupfern

Larynxtupfer und Tracheobronchialtupfer wurden auf das Vorkommen von

M. hyopneumoniae DNA mittels PCR untersucht. Dafur wurden die

Tracheobronchialtupfer der Ferkel zuerst in Pools von je funf Proben

untersucht. Stellte sich ein Pool als positiv dar, wurden alle funf

Einzelproben noch einmal mittels PCR getestet. Die Laryntupfer der Sauen

wurden von Anfang an einzeln untersucht.

6.2.1. Extraktion der Mycoplasma hyopneumoniae-DNA
1 ml der Ausgangssuspension (Probe in PBS) wurde bei 12 000g und 4°C

fur 20 Minuten zentrifugiert.

6.22. PCR

Der Nachweis von M. hyopneumoniae spezifischen Genomsequenzen
erfolgte nach dem von MAROIS et al. (2010) beschriebenen Protokoll
mittels einer Real Time TagMan PCR (real-time PCR). Als Mastermix
wurde der GoTaqg® Probe qPCR Master Mix (PROMEGA Corporation,
Madison, USA) verwendet. Je Reaktion wurden Mastermix, Primer, Sonde
und Probenmaterial in eine Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert. Fur
die Amplifikation der DNA Fragmente wurde das CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc. Life Science Research,
California, USA) zusammen mit der CFX Menager 3.1 Software (Bio-Rad
Laboratories, Inc. Life Science Research, California, USA) verwendet und
die real-time PCR wurde nach in Tabelle 5 aufgefuhrtem
Temperaturprotokoll durchgefuhrt.

Tabelle 5: Temperaturprotokoll der real-time PCR nach MAROIS et al.
(2010)

Zyklen Aktivitat Temperatur Zeit
Tx Denaturierung 95°C 3 min
40x Denaturierung 95°C 15 sec
40x Anlagerung & Elongation 60°C 60 sec

Mithilfe der durchgefuhrten PCR konnte ein Fragment des p102 Genes
detektiert werden. Die verwendeten Primer und TagMan Sonden sind in

Tabelle 6 aufgefuhrt.
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Tabelle 6: verwendete Primer fir real-time PCR nach MAROIS et al.
(2010)

Primer/ Sonde Sequenz
P102 Vorwartsprimer GTCAAAGTCAAAGTCAGCAAAC
P102 Ruckwartsprimer AGCTGTTCAAATGCTTGTCC
P102 Sonde Cy5%-ACCAGTTTCCACTTCATCGCCTCA-BHQ2
6.3. Direkter Erregernachweis aus Sammelspeichelproben

6.3.1. Extraktion der Mycoplasma hyopneumoniae-DNA

Zur Isolation der M. hyopneumoniae DNA aus den oral fluids wurden das
QlAamp DANN Mini Kit, QlAamp 96 DNA Blood Kit oder das QlAamp 96
DNA QIlAcube HT Kit verwendet (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland).

6.3.2. PCR

Der Nachweis von M. hyopneumoniae spezifischen Genomsequenzen
erfolgte nach dem von STRAIT et al. (2008) beschriebenen Protokoll
mittels real-time PCR. Als Mastermix wurde der RotorGene Probe real-time
PCR Master Mix (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) verwendet. Je
Reaktion wurden Mastermix, Primer, Sonde und Probenmaterial in eine
Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert. Fur die Amplifikation der DNA
Fragmente wurde der Rotor—-Gene Q PCR Cycler (QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland) verwendet und die PCR wurde nach dem in Tabelle 7
aufgefuhrtem Temperaturprotokoll durchgefuhrt.

Tabelle 7: Temperaturprotokoll der real-time PCR nach STRAIT et al.
(2008)

Zyklen Aktivitat Temperatur Zeit
Tx Denaturierung 50°C 2 min
Tx Denaturierung 95°C 10 min
40x Denaturierung 95°C 15 sec
40x Anlagerung & Elongation 60°C 60 sec

Mithilfe der durchgefuhrten PCR konnte ein Fragment des p97 Genes
detektiert werden. Die verwendeten Primer und Sonden sind in Tabelle 8

aufgefuhrt.
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Tabelle 8: verwendete Primer fiir real-time PCR nach STRAIT et al.
(2008)

Primer/ Sonde Sequenz
P97 Vorwartsprimer CCAGAACCAAATTCCTTCGCTG
P97 Rickwartsprimer ACTGGCTGAACTTCATCTGGGCTA
P97 Sonde FAM-AGCAGATCTTAGTCAAAGTGCCCGTG-BHQ1
6.4. Indirekter Erregernachweis

Das Serum von Sauen und Saugferkeln wurde mittels ELISA auf Antikorper
gegen M. hyopneumoniae untersucht. Dafuir wurde das Testkit ID Screen®
Mycoplasma hyopneumoniae Indirect ELISA (ID.vet Innovative Diagnotics,
Grabels, Frankreich) verwendet. Hierbei handelt es sich um einen

indirekten ELISA, der eine semiquantitative Auswertung erlaubt.

Die Proben sowie eine Negativ- und eine Positivkontrolle werden hierfur
auf die mit einem M. hyopneumoniae Antigen vorbeschichtete
Mikrotiterplatte aufgetragen. Falls Antikorper im Serum vorhanden sind,
bilden sie wahrend der Inkubationszeit Antigen-Antikorper-Komplexe mit
dem Antigen der Mikrotiterplatte. Bei den anschlieBenden drei
Waschvorgangen werden ungebundene Antikorper entfernt. Durch die
Zugabe von horseradish peroxidase (HRP), einem speziesspezifischen
Konjugat, entstehen Antigen-Antikorper-Konjugat-Komplexe. Nach
erneuter Inkubation und weiteren Waschvorgangen, die ungebundenes,
uberschussiges HRP entfernen, wird als Substrat Tetramethylbenzidin
(TMB) hinzugefugt. Dieses Enzymsubstrat wird von gebundenem Konjugat
in einen Farbstoff umgewandelt. Es kommt zu einem Farbumschlag nach
blau, der nach Zugabe der Stopp-Losung gelb wird. Die Intensitat der
Farbreaktion ist proportional zur Menge der Antikorper in der Probe. Sind

keine Antikorper vorhanden, tritt keinerlei Farbreaktion auf.
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AnschlieBend kann die Mikrotiterplatte bei einer Wellenlange von 450 nm
ausgelesen werden. Gemessen wird hierbei die optische Dichte (OD) der
jeweiligen Probe sowie der Positiv- (pc) und der Negativkontrolle (nc). Fur
jede Probe kann, basierend auf nachfolgender Formel, ein S/P ratio

berechnet werden:

S/ ODsampIe_ ODnc
P B ODpc - ODnc

Eine Probe gilt als positiv, wenn das Verhaltnis der Probe zur
Positivkontrolle (S/P)> 0,4 betragt. Treten Werte zwischen 0,3 und 0,4 auf
ist das Ergebnis zweifelhaft, bei Messungen von < 0,3 ist die Probe als

negativ zu werten.

6.5. Hustenindex

Respiratorische Anzeichen im Bestand wurden anhand eines Hustenindex
in der Mast erfasst. Dabei wurde wie bei NATHUES et al. (2012b)
beschrieben vorgegangen. Es wurden Tiere mit einem Alter von 18
Lebenswochen oder alter zur Bestimmung des Hustenindex
herangezogen. Mindestens 20 Tiere von einer oder zwei benachbarten
Buchten wurden aufgetrieben und durch Rufen und Klatschen zur
Bewegung angehalten. Daraufhin wurde die Anzahl der HustenstoRe uber
3 Minuten ausgezahlt, wobei erneutes Husten des gleichen Schweines als
weiterer HustenstoR gezahlt wurde, soweit dazwischen ein mindestens 10
Sekunden langes hustenfreies Intervall lag. Dieses Vorgehen wurde nach
einer Minute Pause wiederholt. Mit einer zweiten Gruppe = 20 Tieren aus
demselben Stallabteil aber aus anderen Buchten wurde auf gleiche Weise
verfahren.

AnschlieRend konnte daraus der mittlere Hustenindex errechnet werden:

i Anzahl gezahlter HustenstoRRe
~ Anzahl untersuchter Tiere*Untersuchungszeit (min)

*100
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7. Statistik

Die Datenerfassung und Diagrammerstellung wurde mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogrammes Excel® 2010 (Microsoft Office, Fa.
Microsoft, Redmond, USA), die statistische Auswertung mit der
Statistiksoftware IBM SPSS® Statistics Version 25.0 (Fa. IBM Corp.,
Armonk, USA) durchgefuhrt.

Ein statistisches Gutachten lag als Grundlage fur die Berechnung der
erforderlichen Tierzahlen pro Betrieb vor. Zur Bestimmung der
Stichprobengroe wurde in Anlehnung an (CANNON & ROE, 1982) eine
hypergeometrische Verteilung verwendet. Als mittlere M. hyopneumoniae
Pravalenz bei Sauen wurden 25% angenommen. Ausgehend von einer
mittleren Anzahl an 20 Sauen in einer Abferkelgruppe mussten mindestens
9 Tiere beprobt werden, um keines der kranken Tiere zu finden und dabei
hochstens einen Fehler von 5% zu machen. Da ein Dropout von etwa 5%
zu erwarten ist, wurde 1 Reserve-Tier benotigt. Daher waren insgesamt 10
Tiere notig. Ausgehend von einer mittleren Anzahl an 120 Saugferkeln in
einer Altersgruppe und von einer Pravalenz von 5% mussten mindestens
47 Tiere beprobt werden, um keines der kranken Tiere zu finden und dabei
hochstens einen Fehler von 5% zu machen. Da ein Dropout von etwa 5%
zu erwarten ist, wurden 3 Reserve-Tiere benotigt. Daher waren insgesamt

50 Tiere notig.

Fur alle quantitativen Parameter wurde im Rahmen der deskriptiven
Statistik das arithmetische Mittel (MW), der Median (MD), die Varianz, die
Standardabweichung (SD) sowie das Minimum (Min) und Maximum (Max)
berechnet. AnschlieRend erfolgte mittels Kolmogorov-Smirnov-Test eine
Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung. Dies war Grundlage der
Auswahl geeigneter weiterfuhrender statistischer Testverfahren. Bei allen
Berechnungen lag das Signifikanzniveau bei 5% (p< 0,05), das

Konfidenzintervall betrug 95%.

Als abhangige Variablen galten die binaren Variablen ,seropositiv”
(ja/nein) und ,molekularbiologischer Nachweis” (ja/nein). Um mogliche
Zusammenhange zwischen den Ergebnissen der serologischen bzw.

molekularbiologischen Untersuchungen auf M hyopneumoniae und den
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unabhangigen Faktoren (EP-Index uber/unter Mittelwert, Husten-Index
uber/unter Median, M. hyopneumoniae Impfung Muttertier ja/nein,
Jungsau ja/nein) zu evaluieren, wurden diese mittels Chi2-Test nach

Pearson auf Bestands- und auf Einzeltierebene untersucht.

Fur den Vergleich der Mittelwerte der S/P ratios seropositiver Sauen bzw.
Ferkel in den Gruppen (EP-Index uber/unter Mittelwert, HI uber/unter
Median, M. hyopneumoniae Impfung der Sau ja/nein, Jungsau ja/nein)

wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt.

Mogliche Korrelationen wurden mit Hilfe der Spearman-Rho-Korrelation

berechnet.
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V. ERGEBNISSE

Proben wurden von 100 Sauen und 500 Ferkeln gewonnen. Zwei der
Serumproben der Ferkel waren im Labor nicht auswertbar, da die Proben
auf dem Transport ausgelaufen waren. Von den 500 beprobten Ferkeln
waren 261 (52,2%) mannlich und 239 (47,8%) weiblich. Alle Ferkel waren
zum Zeitpunkt der Beprobung noch nicht gegen M. hyopneumoniae
geimpft. Die Probenentnahme fand zwischen dem 18. und 24. Lebenstag
statt, das mediane Alter betrug 20 Tage (MW 20,24; SD: 1,841).

1. Pre - Screening der Bestande

Fur jeden potentiellen Studienbetrieb wurde anhand einer Schlachtpartie
am Schlachthof ein Lungenscore erhoben (EP-Index). Die Befundung
erfolgte wie bei MADEC und KOBISCH (1982) beschrieben. Die GroRRe der
Schlachtpartie und somit die Anzahl der Lungen, die zur Erstellung eines
Scores herangezogen wurden, variierte von 49 bis 174. Im Mittel wurden
122 Lungen pro Bestand untersucht. Insgesamt erfolgte eine Beurteilung
der Lungen von Tieren aus 18 Bestanden. Es sollten funf Betriebe mit
mittleren EP Indices zwischen 2,5 und 4,5 eingeschlossen werden sowie
funf Betriebe mit hohen EP-Indices = 5. Aufgrund niedrigerer EP-Indices
als erwartet (siehe Tabelle 9), wurden auch Betriebe mit EP-Indices < 2,5
eingeschlossen. In Tabelle 9 sind Ergebnisse aller durchgefuhrten
Lungenuntersuchungen am Schlachthof dargestellt. Die Teilnahme an der
Studie erfolgte auf freiwilliger Basis. Bestande, die anschlieBend in die

Studie eingeschlossen wurden, sind grau hinterlegt.
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Tabelle 9: Am Schlachthof erhobene EP-Indices der 18 untersuchten
Bestande, Anzahl der jeweils untersuchten Schlachtlungen sowie
Datum des Scorings und Herkunft der Schlachtpartie

Scorin EP- Anzahl Datum Betrieb
Nr 9 Index untersuchter Lungen- Bundesland Nr.
) Lungen scoring Studie
1 0,68 96 20.06.2018 Bayern 1
2 1,27 95 22.06.2018 Bayern 2
3 0,1 105 02.07.2018 Bayern
4 1,1 188 16.07.2018 Bayern
5 0,48 85 16.07.2018 Bayern
6 2,55 49 11.10.2018 Bayern 10
Baden-
7 3,43 101 01.06.2018 Wilrttemberg 5
Baden-
8 3,15 92 05.07.2018 Wiirttemberg 8
Baden-
9 0,7 69 13.07.2018 Wiirttemberg
Nordrhein-
10 1,89 160 08.05.2018 Westfalen 3
Nordrhein-
11 0,12 135 18.05.2018 Westfalen
Nordrhein-
12 0,81 146 16.08.2018 Westfalen
Nordrhein-
13 0,15 154 27.08.2018 Westfalen 9
14 1,84 174 05.07.2018 | Niedersachsen 4
15 1,27 146 27.08.2018 | Niedersachsen 7
16 0,3 174 31.08.2018 | Niedersachsen
17 0,4 119 25.06.2018 | >chleswig-
Holstein
18 1,20 102 04.07.2018 | Schleswig- 6
Holstein

Die EP-Indices der 10 zur Teilnahme an

der Studie ausgewahlten

Bestande, nahmen Werte zwischen 0,15 und 3,43 ein, der Mittelwert
betrug 1,74 (Median 1,56, SD 1,05). Der Besuch des Bestandes erfolgte im
Mittel 55,6 Tage nach der Erhebung des EP-Indices (Min. 7d, Max. 110d)

nach Beurteilung der Lungen am Schlachthof).
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2. Labordiagnostik

2.1.
Auf 9 von 10 Bestanden (90%) konnten spezifische 1gG-Antikorper gegen

Serologie

M. hyopneumoniae nachgewiesen werden. In 8 von 10 (80%) Bestanden
war mindestens eine Sau mittels ELISA seropositiv. Antikorper gegen
M. hyopneumoniae konnten bei Ferkeln in 9 von 10 (90%) Herkunften
nachgewiesen werden. In 61 von 100 untersuchten Wurfen (61%) war
mindestens eines der funf beprobten Ferkel seropositiv. Die Anzahl
seropositiver Sauen, Ferkel und Wiurfe pro Bestand ist in Tabelle 10
dargestellt.

Tabelle 10: Anteil M. hyopneumoniae seropositiver Sauen, Ferkel und
Wirfe pro Bestand innerhalb der untersuchten Studienpopulation

Bestand | seropositive Sauen | seropositive Ferkel | seropositive Wiirfe

1 0/10 (0%) 0/48* (0%) 0 (0%)

2 0/10 (0%) 1/50 (2%) 1/10 (10%)
3 8/10 (80%) 31/50 (62%) 10/10 (100%)
4 8/10 (80%) 32/50 (64 %) 9/10 (90%)
5 6/10 (60%) 31/50 (62%) 9/10 (90%)
6 9/10 (90%) 44/50 (88%) 10/10 (100%)
7 4/10 (40%) 20/50 (40%) 5/10 (50%)
8 2/10 (20%) 4/50 (8%) 1/10 (10%)
9 10/10 (100%) 42/50 (84%) 9/10 (90%)
10 7/10 (70%) 31/50 (62%) 7/10 (70%)
> 54/100 (54%) 236/498 (47,4%) 61/100 (61%)

* Blutproben von zwei Ferkeln in Bestand 1 waren im Labor nicht auswertbar

Die Hohe der Antikorpertiter wurde semiquantitativ ausgewertet und als
Verhaltnis der Probe zur Positvkontrolle (S/P ratio) angegeben. Die S/P
ratios nahmen Werte zwischen 0 und 2,28 an. Minimale und maximale S/P
ratios sowie Mittelwert, Median und Standardabweichung sind in Tabelle
11 aufgelistet. Der cut-off lag bei S/P ratio 0,4. Alle Werte daruber galten

als positives Ergebnis.
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Tabelle 11: Mittelwert, Median, Minimum und Maximum sowie
Standardabweichung der S/P ratios bei Sauen (normalverteilt) und
Ferkeln (nicht normalverteilt)

Tiergruppe Mw MD Min Max SD
Sauen insg (n= 100) 0,591 0,505 0 2,00 0,445
Sauen ELISA pos (n=54) 0,909 0,860 0,41 2,00 0,370
Ferkel insg (n= 498) 0,536 0,370 0 2,28 0,457
Ferkel ELISA pos (n=236) 0,921 0,850 0,41 2,28 0,385

2.1.1.  Assoziation zwischen serologischen Ergebnissen von Sau und
Ferkeln

Insgesamt stammten 270 der 500 untersuchten Ferkel (54,2%) von
seropositiven Sauen (n= 54). Antikorper gegen M. hyopneumoniae
konnten bei 212/270 (78,5%) dieser Ferkel mittels ELISA nachgewiesen
werden. Bei den 228 Ferkeln, die von seronegativen Sauen (n= 46)
stammten, wurden bei 24 (10,5%) spezifische Antikorper gegen
M. hyopneumoniae detektiert. Der Anteil seropositiver Ferkel unterschied
sich hinsichtlich ihrer Abstammung von seropositiven oder seronegativen
Sauen im Chi2-Test signifikant (p< 0,001).

Bei Betrachtung der Hohe der S/P ratios aller Sauen und Ferkel konnte
mittels Spearman-p Korrelation fur nicht normalverteilte Daten eine
Korrelation zwischen der Hohe der Antikorpertiter von Sauen und den
zugehorigen Ferkeln von p= 0,786 ermittelt werden (p< 0,001). Bei
Berechnung der Korrelation der S/P ratios von Sauen und Ferkeln fur die
einzelnen Bestande variierte der Korrelationskoeffizient von p=-0,003 bis
p= 0,893. Die Korrelationskoeffizienten sowie die Signifikanzniveaus fur

die einzelnen Bestande sind in Tabelle 12 aufgelistet.
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Tabelle 12: Korrelation der Antikorpertiter von Sauen und
zugehorigen Ferkel je Bestand

Betrieb Korrelationskoeffizient p p-Wert
1 0,670 <0,001
2 0,398 0,004
3 -0,003 0,985
4 0,656 <0,001
5 0,695 <0,001
6 0,743 <0,001
7 0,852 <0,001
8 0,687 <0,001
9 0,666 <0,001
10 0,893 <0,001
2 0,786 <0,001

2.1.2. ELISA Ergebnisse im Zusammenhang mit der Paritat

Fur diese und alle weiteren Berechnungen im Zusammenhang mit den
ELISA Ergebnissen wurde Bestand 1 ausgeschlossen, weil er wegen des
fehlenden Nachweises von Antikorpern mittels ELISA sowie von
spezifischen M. hyopneumoniae Genomfragmenten mittels PCR, als
M. hyopneumoniae unverdachtig eingestuft wurde.

Die Paritat der Sauen variierte von der 1. Paritat bis zur 12. Paritat und
betrug im Median 2,50 (MW 3,56, SD 2,72). Von den insgesamt 90
untersuchten Sauen waren 29 (32,2%) Jungsauen und 61 (67,8%)
gehorten der zweiten oder einer hoheren Paritat an (Altsauen). Von den
insgesamt 29 Jungsauen stellten sich mittels ELISA 17 (58,6%) seropositiv
dar. Bei Altsauen waren zu 60,7% (37 von 61) spezifische Antikorper
gegen M. hyopneumoniae nachweisbar. Der Unterschied bezuglich des
Anteiles seropositiver Sauen zwischen Sauen der ersten Paritat und Sauen

hoherer Paritaten war nicht signifikant (p= 0,854).



IV. Ergebnisse 54

Anteil seropositiver Sauen im Zusammenhang mit der
Paritat (n= 90)
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Abbildung 1: Anteil seropositiver Sauen und deren mediane S/P ratios
mit Standardabweichung im Zusammenhang mit der Paritat

Bei ausschlieBlicher Betrachtung der Bestande, die ihre Sauen nicht gegen
M. hyopneumoniae impften, waren 14/25 (56,0%) Jungsauen und 23/45

(51,1%) der Muttertiere der 2. oder hoheren Paritat seropositiv.

In 19/29 Wurfen (65,5%) primiparer Sauen konnte mindestens ein
seropositives Ferkel nachgewiesen werden, in den 671 untersuchten

Wurfen von Altsauen wurden 42 (68,9%) als positiv eingestuft.

Primiparen Sauen konnten 145 der 450 Ferkelblutproben (32,2%)
zugeordnet werden. In 77/145 (53,1%) dieser Ferkel-Serumproben
wurden  Antikorper gegen M. hyopneumoniae  mittels  ELISA
nachgewiesen. 159/305 (52,1%) Ferkel von Sauen mit hoherer Paritat
waren seropositiv. Das Vorkommen seropositver Ferkel unterschied sich
hinsichtlich des Status des Muttertieres als Jung- oder Altsau nicht
signifikant (p= 0,847). Der Anteil seropositiver Ferkel in Zusammenhang

mit der Paritat des Muttertieres, ist in Abbildung 2 graphisch dargestellt.
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Anteil seropositiver Ferkel im Zusammenhang mit der
Paritat des Muttertieres (n=450)
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Abbildung 2: Anteil seropositiver Ferkel, medianer S/P Wert und
Standardabweichung in Zusammenhang mit der Paritat des
Muttertieres

2.1.3. ELISA Ergebnisse in Zusammenhang mit M. hyopneumoniae
Impfstatus der Sau
Eine Impfung der Sauen gegen M. hyopneumoniae fand in 2 von 9 (22,2%)
Bestanden statt. Betrieb 3 impfte zugekaufte Jungsauen im Zuge der
Akklimatisation, Betrieb 6 fuhrte sowohl eine Impfung der Tiere im Zuge
der Akklimatisation, als auch regelmaRig produktionsorientiert durch. Aus
den 7 Bestanden ohne Muttertierimpfung waren 37 von 70 Sauen (52,9%)
seropositiv. Davon unterschied sich der Anteil seropositiver Muttertiere
aus den zwei Impfbestanden signifikant (p= 0,010): spezifische 1gG-
Antikorper gegen M. hyopneumoniae waren bei 17 von 20 (85%)

untersuchten Muttersauen mittels ELISA nachweisbar.

Der Einfluss der Muttertierimpfung gegen M. hyopneumoniae im Hinblick
auf den Nachweis von Antikorpern gegen M hyopneumoniae mittels ELISA
aus Serumproben der Ferkel stellte sich im Chi2-Test ebenfalls als
signifikant dar (p< 0,0017). In Impfbetrieben waren 75 von 100 Ferkeln
(75%) seropositiv, in Bestanden die keine Vakzination der Muttertiere
durchfuhrten lag der Anteil seropositver Ferkel bei 161 von 350 (46,0%).
In den zwei Impfbetrieben war mindestens ein seropositives Ferkel in

jedem der 20 Wurfe (100%) zu finden, in den restlichen sieben Bestanden
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ohne Muttertierimpfung verteilten sich seropositive Ferkel dagegen auf 41
von 70 (58,6%) Wurfen. Der Anteil seropositiver Ferkel von seropositiven
Sauen aus nicht-Impfbestanden lag bei 79,5%, der Anteil seropositiver
Ferkel von seropositiven Sauen aus Impfbestanden bei 76,5%. Dieser

Unterschied war nicht signifikant.

Anteil seropositiver Sauen und seropositiver Ferkel
unter Beriicksichtigung der Impfung der Sauen gegen
M. hyopneumoniae
90% b
80%
70% 75/100
60%
50% -
40% 1—1161/350
30% +—
20% -+
10% +—
0%

a

236/450

Anteil seropositer Tiere in %

keine M. hyo Impfung M. hyo Impfung der Sau gesamt seropositive
der Sau Tiere

Oseropositive Ferkel B seropositive Sauen

Abbildung 3: Vorkommen seropositver Sauen bzw. Ferkel in
Abhangigkeit vom Impfstatus der Muttersau beziiglich

M. hyopneumoniae. aa’: p< 0,001; bb’: p=0,010

Minimale und maximale S/P ratios sowie Mittelwert und Median sind in
Tabelle 13 vergleichend fur M. hyopneumoniae geimpfte und nicht
geimpfte Sauen sowie fur Ferkel von Bestanden mit oder ohne

M. hyopneumoniae Impfung der Muttertiere, aufgelistet.
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Tabelle 13: Mittelwert, Median, Minimum, Maximum, und
Standardabweichung der S/P ratios geimpfter und ungeimpfter Sauen
sowie von Ferkeln, die von Bestanden mit bzw. ohne
Muttertierimpfung gegen M. hyopneumoniae stammen

Tiergruppe MwW MD | Min | Max | SD
Muttertiere mit M. hyopneumoniae 0,704 | 0,615 0 1,70 | 0,428
Impfung
Muttertiere ohne M. hyopneumoniae 0,615 | 0,510 | 0,08 | 2,00 | 0,453
Impfung
Ferkel von Bestanden mit
M. hyopneumoniae Impfung bei 0,793* | 0,660 | 0,06 | 1,76 | 0,467
Sauen
Ferkel von Bestanden ohne
M. hyopneumoniae Impfung bei 0,514* | 0,355 0 2,28 | 0,444
Sauen

*Signifikanzniveau p< 0,001

Der Unterschied bezuglich der Hohe der S/P ratios von Muttertieren mit
bzw. ohne Impfung gegen M. hyopneumoniae stellte sich als nicht
signifikant dar. Die medianen S/P ratios der Ferkel von Bestanden mit und
ohne M. hyopneumoniae Impfung der Sauen unterschieden sich im Mann-
Whitney-U-Test signifikant (p< 0,001). Dies galt gleichermaRen fur Ferkel

von Altsauen (p<0,001) sowie von Jungsauen (p= 0,044).

2.1.4. EP-Lasionen in Abhangigkeit von ELISA Ergebnissen

Lungen von Endmasttieren aller Bestande wurden vor Einschluss in die
Studie am Schlachthof auf EP-Lasionen untersucht. Die Klassifikation der
Lasionen basierte auf der Methode von MADEC und KOBISCH (1982). Die
erhobenen EP Indices nahmen Werte zwischen 0,15 und 3,43 ein, der
Mittelwert betrug 1,86 (MD:1,84; SD: 1,041). Die Verteilung seropositiver
Sauen und Ferkel Hinblick auf die zuvor erhobenen EP-Lasionen am

Schlachthof ist in Abbildung 4 zusammengefasst.
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Seropositive Sauen und Ferkel in Abhanigkeit von der
Hohe des EP- Index (ngegtsnge=9)
X
° 100%
c
o 90% ——
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- () — _ _ _
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0,15 1,2 1,27 1,84 1,89 2,55 3,15 3,43
seropositive Sauen 10/10 9/10 4/20 8/10 8/10 7/10 2/10 6/10
seropositve Ferkel 42/50 44/50 21/100 32/50 31/50 31/50 4/50 31/50
EP - Index
O seropositive Ferkel Eseropositive Sauen

Abbildung 4: Anteil seropositiver Tiere im Zusammenhang mit der
Hohe des EP-Index

Die an Schlachtlungen ermittelten Indices stellten sich als normalverteilt
dar. Bei 31/50 (62,0%) Sauen konnten S/P ratios uber dem cut-off von 0,4
nachgewiesen werden, wenn der EP-Index uber dem Mittelwert lag. Somit
konnten dort anteilig mehr seropositive Sauen detektiert werden, als in
Betrieben mit EP-Index < 1,86, bei denen 23/40 (57,5%) Sauen seropositiv
waren. Lag der EP-Index unter dem Mittelwert, waren bei 139/250
(55,6%) Ferkeln Antikorper gegen M. hyopneumoniae nachweisbar, bei
Werten daruber waren 97/200 (48,5%) der Ferkel seropositiv. Die
Unterschiede des Anteiles seropositver Sauen bzw. seropositiver Ferkel im
Zusammenhang mit einem EP-Index uber bzw. unter dem Median waren
im Chi2-Test allerdings nicht signifikant (Sauen: p= 0,665, Ferkel: p=
0,134). Bei Untersuchung der EP-Indices auf Korrelation mit dem Anteil
seropositiver Tiere, konnte weder bei Ferkeln noch bei Sauen ein
signifikanter Zusammenhang zwischen EP-Index und Anteil der Tiere mit
Antikorpern gegen M. hyopneumoniae festgestellt werden (siehe Tabelle
14).
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Tabelle 14: Korrelation des EP-Index mit dem Anteil seropositver
Sauen und seropositiver Ferkel

Korrelation EP-Index mit Korrelationskoeffizient p | Signifikanz p
Anteil seropositiver Sauen (%) -0,462 0,210
Anteil seropositiver Ferkel (%) -0,409 0,275

2.1.5. ELISA Ergebnisse im Zusammenhang mit dem Husten-Index

Wahrend des Bestandsbesuches wurde bei Mastschweinen im Alter von
22-24 LW ein Hustenindex erhoben. Dazu wurden, wie bei NATHUES et
al. (2012b) beschrieben, mindestens 20 Tiere von einer oder zwei
benachbarten Buchten aufgetrieben und durch Rufen und Klatschen zur
Bewegung angehalten. Daraufhin wurde die Anzahl der HustenstoRRe uber
3 Minuten ausgezahlt. Dieses Vorgehen wurde nach einer Minute Pause
wiederholt. Mit einer zweiten Gruppe = 20 Tieren aus demselben
Stallabteil aber aus anderen Buchten wurde auf gleiche Weise verfahren.

AnschlieBend konnte der Hustenindex folgendermalen berechnet werden:

Anzahl gezahlter HustenstoRe

*

HI

~ Anzahl untersuchter Tiere*Untersuchungszeit (min)

Dieser nahm Werte von 0,00 bis 2,60 an und lag Median bei 0,5 (MW: 1,00;
SD: 1,05). Die Verteilung seropositiver Tiere im Hinblick auf die Hohe der

erhobenen Hustenscores ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Seropositive Sauen und Ferkel im Zusammenhang mit
dem Husten-Index (ngetriene=9)
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Abbildung 5: Anteil seropositiver Sauen und Ferkel in Abhangigkeit
erhobener Husten-Indices

Die Tiere wurden anschlieBend in zwei Gruppen aufgeteilt: in Schweine,
die aus Betrieben mit Hustenindices < 0,5 stammten und in Tiere, deren
Bestande Hustenindices > 0,5 erreichten. Hierauf erfolgte eine
Untersuchung, ob sich der Anteil seropositiver Tiere in den beiden
Gruppen unterscheidet. Stammten sie von Bestanden mit einem HI < 0,5
konnten numerisch bei mehr Sauen Antikorper gegen M. hyopneumoniae
nachgewiesen werden, als in Bestanden mit hoherem HI. Bei Ferkeln
waren tendenziell mehr seropositive Tiere in Bestanden mit HI unter dem
Median zu detektieren. Allerdings unterschied sich der Anteil seropositiver
Tiere in den zwei gebildeten Gruppen weder bei Sauen noch bei Ferkeln
signifikant. Die genaue Verteilung ist in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Verteilung M. hyopneumoniae seropositiver Tiere auf
Bestande mit HI Giber bzw. unter dem Median

Hustenindex
Tiergruppe p-Wert
HIi< 0,5 HI> 0,5
. 33/50 21/40
seropositive Sauen (66.0%) (52.5%) p=0,194
- 141/250 95/200
seropositive Ferkel (56,4%) (47.5%) p= 0,060

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Anteil seropositiver Sauen

bzw. Ferkel und den Hustenindices konnte nicht dargestellt werden.
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2.2. Molekularbiologische Untersuchung von Larynxtupfern und
Tracheobronchialtupfern mittels real-time PCR
Fur den direkten Erregernachweis von M. hyopneumoniae wurden
Muttersauen mit Larynxtupfern beprobt und diese mittels real-time PCR
untersucht. Je Sau erfolgte bei funf Ferkeln die Probengewinnung mit Hilfe
eines Tracheobronchialtupfers, der ebenso mittels real-time PCR auf
M. hyopneumoniae spezifische Genomfragmente untersucht wurde. Von
den 10 untersuchten Bestanden, stellten sich 4 (40%) mittels real-time
PCR M. hyopneumoniae positiv dar. M. hyopneumoniae positive
Larynxtupfer von Muttersauen wurden in 3 von 10 (30%) Bestanden
nachgewiesen. Ferkel-Tracheobronchialtupfer ~mit Nachweis von
M. hyopneumoniae spezifischen Genomfragmenten waren hingegen nur
in einem Bestand zu detektieren (10%). In keinem Betrieb konnten
M. hyopneumoniae positive Tupfer sowohl von Sauen, als auch von
Ferkeln nachgewiesen werden. Innerhalb der untersuchten Herden ergab
sich aus dem molekularbiologischen Nachweis von M. hyopneumoniae
mittels real-time PCR auf Einzeltierebene eine Pravalenz von 4% in der
untersuchten Sauenpopulation und 0,6% in der Ferkelpopulation. Die
Verteilung der molekularbiologisch positiven Tiere ist in Tabelle 16

dargestellt.

Tabelle 16: Vorkommen mittels real-time PCR M. hyopneumoniae
positiver LaT bei Sauen bzw. TBS bei Ferkeln

Bestand pg:lijt(ie\r/‘e Ct-Wert positive Ferkel Ct-Wert
1 0/10 (0%) / 0/50 (0%) /
2 0/10 (0%) / 0/50 (0%) /
3 0/10 (0%) / 0/50 (0%) /
4 0/10 (0%) / 0/50 (0%) /
5 0/10 (0%) / 0/50 (0%) /
6 0/10 (0%) / 0/50 (0%) /
7 0/10 (0%) / 3/50 (6%) (39/37/38)
8 1/10 (10%) 34 0/50 (0%) /
9 1/10 (10%) 33 0/50 (0%) /
10 2/10 (20%) 36/34 0/50 (0%) /
> 4/100 (4%) 3/500 (0,6 %)
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In der folgenden Tabelle (Tabelle 17) sind Ct-Werte der Sauen und Ferkel
mit molekularbiologischem Nachweis von M. hyopneumoniae, ihr
serologischer Status sowie zusatzlich bei Ferkeln der serologische Status
des Muttertieres aufgefuhrt.

Tabelle 17: Ct-Werte mittels real-time PCR M. hyopneumoniae
positiver Larynx- bzw. Tracheobronchialtupfer und S/P ratios

Betrieb Tier-1D Ct-Wert S/P ratio ELISA | S/P ratio ELISA
PCR Ferkel Muttersau
7 Ferkel 2.1 39 0,87 1,20
7 Ferkel 7.3 37 0,51 0,38
7 Ferkel 10.1 38 0,27 0,28
8 Sau 3 34 0,20 /
9 Sau 3 33 0,98 /
10 Sau 4 36 1,80 /
10 Sau 5 34 1,44 /

2.2.1. Zusammenhang zwischen PCR Ergebnissen von Sauen und
Ferkeln
Ferkel, in deren Tracheobrobchialtupfer M. hyopneumoniae spezifische
Genomfragmente mittels real-time PCR nachgewiesen wurden, stammten
alle von einem Bestand (Nr. 7). In den Larynxtupfern der Muttersauen der
drei M. hyopneumoniae positiven Ferkel konnte keine DNA des Erregers
detektiert werden. Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem
molekularbiologischen Nachweis  von M. hyopneumoniae  aus
Larynxtupfern der Sauen und aus den Tracheobronchialtupfern der Ferkel

hergestellt werden.

2.2.2. Zusammenhang zwischen Ergebnissen der real-time PCR und
des ELISAs

Alle vier Bestande mit Nachweis von M. hyopneumoniae DNA mittels real-

time PCR waren auch serologisch mittels ELISA M. hyopneumoniae

positiv. Der Unterschied hinsichtlich der Seropravalenz zu den sechs

mittels real-time PCR M. hyopneumoniae negativen Betrieben, von denen

einer (16,7%) seronegativ und funf (83,3%) seropositiv waren, war nicht

signifikant.
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Von den insgesamt vier Sauen mit direktem Nachweis von
M. hyopneumoniae mittels real-time PCR im Larynxtupfer, waren drei
(75%) seropositiv. Bei zwei der drei (66,7%) Ferkel mit Nachweis von
M. hyopneumoniae  DNA im Tracheobronchialtupfer, wurden mittels
ELISA  Antikorper gegen M. hyopneumoniae  detektiert.  Die
Haufigkeitsverteilung von  molekularbiologisch M. hyopneumoniae
positiven Tieren unterschied sich in den Gruppen der seropositiven und
seronegativen Tieren sowohl bei Sauen (p= 0,390) als auch bei Ferkeln
(p=0,502) nicht signifikant.

Bei Betrachtung des serologischen Status der Ferkel konnten bei 15/20
(75%) Ferkeln, von Sauen mit M. hyopneumoniae Nachweis mittels real-
time PCR, Antikorper gegen M. hyopneumoniae nachgewiesen werden.
Dies waren signifikant mehr als von Sauen, deren Tupfer
M. hyopneumoniae negativ waren (p= 0,012). In diesem Fall waren
221/478 (46,2%) der Ferkel seropositiv.

2.2.3. Ergebnisse der real-time PCR in Zusammenhang mit der
Paritat

Fur diese und alle weiteren Berechnungen im Zusammenhang mit den

real-time PCR Ergebnissen wurde Bestand 1 ausgeschlossen, weil er

wegen fehlendem Nachweis von Antikorpern und Genomfragmenten als

M. hyopneumoniae unverdachtig galt.

In drei von 29 Larynxtupfern (10,3%) von Jungsauen konnten spezifische
M. hyopneumoniae Genomfragmente mittels real-time PCR nachgewiesen
werden. Bei Sauen der zweiten Paritat und hoher war ein Tupfer von 61
(1,1%) mittels real-time PCR M. hyopneumoniae positiv. Larynxtupfer von
Jungsauen stellten sich tendentiell (p= 0,061) haufiger mittels real-time
PCR M. hyopneumoniae positiv dar, als von Altsauen. Von insgesamt vier
mittels real-time PCR M. hyopneumoniae positiven Larynxtupfern waren
drei (75%) Sauen der ersten Paritat zuzuordnen und einer einem Tier der
6. Paritat (25%).

Zwei der mittels real-time PCR M. hyopneumoniae positiven
Tracheobronchialtupfer (66,7%) stammten von Ferkeln, die Jungsauen

zugeordnet werden konnten. Ein weiteres Ferkel (33,3%), mit
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molekularbiologischem M. hyopneumoniae Nachweis im Tupfer, stammte
von einer Altsau ab. Es konnte kein signifikanter Unterschied in der
Haufigkeit des Nachweises real-time PCR positiver
Tracheobronchialtupfer hinsichtlich der Abstammung der Ferkel von einer

Sau der ersten oder hoheren Paritat festgestellt werden (p= 0,200).

2.2.4. Ergebnisse der real-time PCR nach Impfstaus der Sau
bezuglich M. hyopneumoniae
Alle 4 Betriebe, auf denen M. hyopneumoniae mittels real-time PCR in
Tupfern nachgewiesen wurden, fuhrten keine Sauenimpfung gegen den
Erreger durch. Von den restlichen 5 Betrieben, ohne positive real-time PCR
Befunde, impften 2 (40,0%) ihre Sauen gegen M. hyopneumoniae. Es
konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Impfung der Sauen
gegen M. hyopneumoniae und der Einordnung eines Bestandes als

M. hyopneumoniae positiv oder negativ dargestellt werden (p=0,151).

2.2.5. real-time PCR Ergebnisse im Zusammenhang mit dem EP
Index
Die EP-Indices stellten sich im Kolmogorov-Smirnov-Test als
normalverteilt dar. Es wurde deshalb anschliefend zwischen Betrieben mit
EP-Index uber bzw. unter dem Mittelwert von 1,86 unterschieden. Bei der
Unterteilung der Betriebe war kein Unterschied hinsichtlich der Anzahl der
real-time PCR positiven Betriebe zu erkennen. Je zwei Betriebe mit
molekularbiologischem Nachweis von M. hyopneumoniae waren in beiden

Gruppen vertreten.

Von insgesamt 90 Sauen kamen 40 (44,4%) aus Betrieben mit einem EP
Index > 1,86. Unter diesen befanden sich 3/4 der Sauen (75%), an deren
Larynxtupfern spezifische M. hyopneumoniae Genomfragmente mittels
real-time PCR nachgewiesen werden konnten. Aus Bestanden mit
niedrigerem EP-Index als dem Mittelwert stammten 25% (1/4) der real-
time PCR positiven Larynxtupfer der Sauen. Die Haufigkeitsverteilung der
M. hyopneumoniae positiven real-time PCR Befunde unterschied sich

zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant (p=0,208).

Die drei mittels real-time PCR M. hyopneumoniae positiven

Tracheobronchialtupfer (100%) der Ferkel stammten alle von einem
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Bestand, dessen EP-Index unter 1,86 lag. In keinem Bestand mit EP Index
uber 1,86 konnte M. hyopneumoniae mittels real-time PCR in
Tracheobronchialtupfern nachgewiesen werden. Es war kein signifikanter
Unterschied in der Haufigkeit des direkten M. hyopneumoniae
Nachweises aus Tracheobronchialtupfern in Bezug auf die Hohe des EP-

Index zu sehen (p=0,120).

2.2.6. Ergebnisse der PCR im Zusammenhang mit dem Husten-Index
(HI)

3 der 4 (75%) Betriebe mit direktem Erregernachweis aus Tupfern mittels
real-time PCR hatten einen HI < 0,5. Der vierte Betrieb mit Nachweis von
spezifischen M. hyopneumoniae Genomfragmenten hatte einen Hl von 2,6.
Ein  signifikanter =~ Zusammenhang konnte zwischen HI  und
molekularbiologisch M. hyopneumoniae positiven Betrieben nicht
dargestellt werden. Die Verteilung der M. hyopneumoniae positiven Sauen
und Ferkel ist in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: Direkter Erregernachweis von M. hyopneumoniae mittels
real-time PCR in Bestanden mit HIl tiiber bzw. unter dem Median

Hustenindex

Tier p-Wert
Hil< 0,5 HI> 0,5
o 2/50 2/40
PCR positive Sauen (4.0%) (5.0%) p=0,819
. 3/250 0/3
PCR positive Ferkel (1.2%) (0,0%) p=0,120
2.3. Molekularbiologische Untersuchung von oral fluids (OFs)

mittels real-time PCR

Unter Verwendung von Kaustricken wurden in allen Betrieben oral fluids
bei Tieren in Aufzucht und Mast gewonnen. OFs wurden mittels real-time
PCR auf das Vorkommen von M. hyopneumoniae spezifischen
Genomfragmenten untersucht. Pro Altersgruppe wurden 10 Kaustricke in
den Buchten aufgehangt. Durch zu starke Verschmutzung oder zu wenig
Speichel an einzelnen Stricken konnten von insgesamt 400 Proben 348
ausgewertet werden. Diese verteilten sich auf Tiere der 6. (n= 89), 12.
(n=89), 16. (n=86) und 20. (n= 84) Lebenswoche.
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In neun von zehn Betrieben (90%) war mindestens eine
Sammelspeichelprobe mittels real-time PCR als M. hyopneumoniae
positiv. In insgesamt 40 (11,5%) von 348 OFs konnten spezifische
M. hyopneumoniae Genomfragmente mittels real-time PCR detektiert
werden, wobei positive Proben aus allen vier untersuchten Altersstufen
stammten (siehe Abbildung 6 und Abbildung 7). Der Anteile positiver OFs
der Bestande sind in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19: Nachweis von M. hyopneumoniae mittels real-time PCR in
OFs von Tieren in Aufzucht und Mast

Bestand Husten-Index EP-Index positive OFs
1 0,50 0,68 1/36 (2,8%)
2 2,2 1,27 7/36 (19,4%)
3 0,10 1,89 1/37 (2,7%)
4 1,60 1,84 8/37 (21,6%)
5 1,70 3,34 10/37 (27,0%)
6 0,50 1,20 4/33 (12,1%)
7 0,00 1,27 1/38 (2,6%)
8 0,20 3,15 6/32 (18,8%)
9 0,00 0,15 2/34 (5,9%)
10 2,6 2,55 0/28 (0%)

Y 40/348 (11,5%)

Die Nachweishaufigkeit von M. hyopneumoniae mittels real-time PCR in
den einzelnen Altersstufen ist in nachfolgender Grafik (Abbildung 6) fur
jeden Bestand dargestellt. Bestand 10 ist nicht abgebildet, da in keiner
Sammelspeichelprobe spezifische Genomfragmente far

M. hyopneumoniae nachgewiesen werden konnten.
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Vorkommen von M. hyopneumoniae positiven oral
fluids auf Bestandsebene in verschiedenen Alterstufen
100
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Abbildung 6: Untersuchung von Kaustricken mittels real-time PCR auf
das Vorkommen von M. hyopneumoniae im OFs von Aufzucht- und
Masttieren. Darstellung positiver Sammelspeichelproben in der
6./12./16./20. Lebenswoche (LW) auf Bestandsebene.

Bei der Betrachtung der OFs unabhangig von der Bestandsherkunft,
stellten sich in der 6. LW 5/89 (5,6%), in der 12. LW 1/89 (1,1%), in der
16. LW 3/86 (3,5%) und in der 20. LW 31/84 (36,9%) mittels real-time
PCR als M. hyopneumoniae positiv dar. Der Anteil von OFs mit
molekularbiologischem Nachweis von M. hyopneumoniae in der 20. LW
war signifikant hoher als in Proben aus 6./12. oder 16. LW (p< 0,001).
Tendenziell stellten sich Sammelspeichelproben aus der 6. LW haufiger
positiv dar, als in der 12. LW (p= 0,097). Das Vorkommen positver OFs je
Altersstufe ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Vorkommen M. hyopneumoniae positiver oral fluids in
in der 6./12./16. und 20. Lebenswoche (ngetriche=10)

Anteil positiver OFs in %

6.LW 12.LW 16.LW 20.LW
Lebenswoche (LW)
Binsgesamt PCR positive OFs pro Alterstufe

Abbildung 7: Darstellung des Anteiles mittels real-time PCR
M. hyopneumoniae positiven oral fluids in den verschiedenen
Altersstufen. ad, bd, cd: p< 0,001; ab: p= 0,097

Die Ct-Werte der mittels real-time PCR M. hyopneumoniae positiven OFs,
stellten sich als normalverteilt dar und nahmen Werte zwischen 27,9 und
39,7 (MW: 34,35; SD: 2,34) an. Minima und Maxima sowie Mittelwerte und
Standardabweichungen in den verschiedenen Altersklassen sind in Tabelle
20 zusammengefasst.

Tabelle 20: Mittelwerte, Minima, Maxima und Standardabweichungen
der Ct-Werte der OFs aufgeteilt nach Altersklassen

Lw Mw Min Max SD
6 34,4 31,9 37,8 2,28
12 36,9 36,9 36,9 0
16 35,1 33,0 37,1 2,06
20 34,2 27,9 39,7 2,41

Bei der Untersuchung des prozentualen Anteils positiver OFs im Bestand
im Zusammenhang mit den Husten- bzw. EP-Indices konnten keine

signifikanten Korrelationen dargestellt werden.
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V. DISKUSSION

1. Serologie

Der Anteil M. hyopneumoniae seropositiver Herden wird in Deutschland
auf Uber 90% geschatzt (GROSSE BEILAGE et al., 2013). In
Ubereinstimmung damit waren in vorliegender Studie in 9 von 10
Bestanden bei mindestens einem Tier spezifische 1gG-Antikorper gegen
M. hyopneumoniae mittels ELISA nachweisbar. Insgesamt waren 54% der
Sauen und 47,7% der Ferkel seropositiv, die mittlere Pravalenz
seropositiver Tiere pro Betrieb betrug 42% in der Sauen- und 47,2% in
der Ferkelpopulation. Hingegen konnten GROSSE BEILAGE et al. (2009)
in einer Querschnittsstudie bei der Untersuchung von Sauen aus 67
Bestanden in  Nordwestdeutschland bei  11% mehr  Sauen
M. hyopneumoniae Antikorper nachweisen. Von Bedeutung konnte
hierbei der Zeitpunkt der Blutentnahme sein, da Serumantikorper der Sau
um die Geburt signifikant sinken (NATHUES et al., 2013b) und uber das
Kolostrum an die Ferkel abgegeben werden (WALLGREN et al., 1998;
RAUTIAINEN & WALLGREN, 2001). Dementsprechend konnten
NATHUES et al. (2013b) 3 Wochen vor dem Abferkeltermin bei 77,7 % der
untersuchten Sauen Antikorper gegen M. hyopneumoniae nachweisen,
nach der Abferkelung nur noch bei 53,2%. In weiteren Untersuchungen
lag der Anteil seropositiver Sauen eine Woche p.p. noch deutlich niedriger
(27,5%) (SIBILA et al., 2007b). Deshalb entnahmen GROSSE BEILAGE et
al. (2009) Serumproben am 20.-90. Tag der Trachtigkeit, um eine
Beeinflussung der Antikorpertiter durch die Abferkelung auszuschlieBen.
Dagegen fand die Probenentnahme in vorliegender Studie ca. 20 Tage
nach der Abferkelung statt, wodurch die geringeren Antikorpertiter im

Serum erklart werden konnen.

Am Tag der Probenentnahme hatten die Ferkel ein medianes Alter von 20
Tagen (SD: 1,84) und waren zu 47,4% seropositiv. Sehr wahrscheinlich
waren nachgewiesene spezifische lgG-Antikorper gegen
M. hyopneumoniae maternale Antikorper, da fur diese eine Halbwertszeit
von 15,8 Tagen beschrieben ist (MORRIS et al.,, 1994). Zwar ware der
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Nachweis von Antikorpern im Serum der Ferkel auch durch eine fruhe
Infektion mit M. hyopneumoniae erklarbar, da Muttersauen als wichtige
Quelle der Ubertragung des Erregers auf ihre Nachkommen angesehen
werden (FANO et al.,, 2007), jedoch wurde in den 10 untersuchten
Bestanden mittels real-time PCR aus Tracheobronchialtupfern von Ferkeln
nur in 0,6% der untersuchten Proben DNA des Erregers festgestellt.
Zudem benotigten Tiere zur Serokonversion zwar in Infektionsversuchen
teilweise nur 8 Tage (SYRENSEN et al.,, 1997), im Feldversuch konnten
Antikorper als Antwort auf eine Infektion aber erst nach ca. 21 Tagen bei

einzelnen Tieren nachgewiesen (MORRIS et al., 1995a).

Des Weiteren unterschied sich in vorliegender Studie der Anteil
seropositiver Ferkel von seropositiven Muttertieren signifikant vom Anteil
seropositiver Ferkel seronegativer Muttertiere (p< 0,001). Bei 78,5% der
Ferkel von seropositiven Sauen waren spezifische 1gG-Antikorper gegen
M. hyopneumoniae nachweisbar, bei Ferkeln von seronegativen
Muttertieren hingegen nur bei 10,5%. Untersuchungen von SIBILA et al.
(2007b) kamen zu vergleichbaren Werten von 77,5% der seropositiven
Ferkel mit Abstammung von seropositiven Sauen. Da es beim Schwein
aufgrund der Placenta epitheliochorialis zu keiner diaplazentaren
Ubertragung von Antikérpern kommt, sind Ferkel im besonderen MaRe auf
die postpartale Aufnahme von Immunglobulinen mittels Kolostrums
angewiesen (ROOKE & BLAND, 2002; HAMEISTER et al., 2010). Zum
Zeitpunkt der Geburt konnen im Kolostrum der Sauen Antikorper in
ahnlichen Konzentrationen detektiert werden wie vier Wochen a.p. im
Serum (WALLGREN et al., 1998). Da nur Sauen Antikorper in das
Kolostrum abgeben konnen, die einige Wochen vor der Geburt Antikorper
gegen M. hyopneumoniae besallen, und die Hohe der Antikorpertiter im
Serum innerhalb von vier Wochen p.p. wieder 75% ihres
Ausgangszustandes erreicht (WALLGREN et al., 1998), war der sehr viel

hohere Anteil seropositiver Ferkel von seropositiven Sauen zu erwarten.

Allerdings stellte sich eine geringe Anzahl an Ferkeln trotz seronegativer
Muttersauen mittels ELISA als seropositiv dar (24/288; 10,5%). Dieses
Phanomen trat auch in Untersuchungen von SIBILA et al. (2007b) und
RUIZ et al. (2003) auf und wurde auf die Durchfuhrung von
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Wourfausgleichen in allen teilnehmenden Bestanden zuruckgefuhrt. Da ein
Ferkelversetzen in allen untersuchten Bestanden der vorliegenden Arbeit
praktiziert wurde, besteht die Moglichkeit, dass Ferkel bei ihrem
seropositivem Muttertier Kolostrum aufnahmen, bevor sie anschlieend zu
einer anderen seronegativen Sau verbracht wurden. Allerdings kann dies
nur vermutet werden, denn es sind keine Informationen daruber, welche
Tiere versetzt wurden, vorhanden. Eine weitere Erklarung stellt die zuvor
schon thematisierte Verringerung der Antikorperkonzentration im Serum
der Sauen im Zeitraum um die Geburt dar, wodurch Antikorpertiter der
Muttertiere, die kolostrale Antikorper an die Ferkel abgeben, unter der
Nachweisgrenze liegen konnen (RAUTIAINEN & WALLGREN, 2001). Zwar
konnten (WALLGREN et al., 1998) darstellen, dass die Antikorpertiter im
Serum der Sauen bis 4 Wochen p.p. wieder auf 75% des
Ausgangszustandes anstiegen, allerdings war in diesem Studienbetrieb
der Infektionsdruck aufgrund einer akuten M. hyopneumoniae Infektion
sehr hoch. In vorliegender Studie wird der Infektionsdruck unter
Berucksichtigung der geringen Anzahl von direkten Erregernachweisen
als gering eingeschatzt, womit eine langsamere Nachbildung und somit
ein langsamerer Anstieg der Antikorper im Blut erklart werden konnte,

jedoch wurde dies nicht untersucht.

Die in vorliegender Arbeit festgestellten hohen Korrelationen der S/P ratios
von Sauen und Ferkeln (p= 0,786; p< 0,001) in 8 von 10 Bestanden,
bestatigen den Zusammenhang zwischen der Hohe der Antikorpertiter bei
Sauen und Ferkeln, wie schon von LEON et al. (2001) und YAGIHASHI et
al. (1993) dargestellt. Dennoch ist es nicht moglich uber den serologischen
Status der Sau die Serumantikorperkonzentration der Ferkel vorhersagen
zu konnen, da die Hohe der Antikorpertiter der Ferkel zusatzlich von
externen Faktoren beeinflusst wird (MORRIS et al, 1994). In
Ubereinstimmung damit war in zwei Bestinden (Nr. 1 und 3) der
vorliegenden Untersuchung nur eine geringe (p= 0,398), bzw. keine
Korrelation (p=-0,003) zwischen dem serologischen Status der Sauen und
ihren Nachkommen nachweisbar. In diesen Bestanden wurden vermehrt,
wie schon zuvor beschrieben, seropositive Ferkel von seronegativen Sauen

detektiert, aber auch seronegative Ferkel von seropositiven Sauen. Als
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Erklarung hierfur sehen SIBILA et al. (2008) die schon erwahnte
Halbwertszeit maternaler Antikorper, sodass im Alter von 3-4 Wochen von
sehr niedrigen oder gar keinen vorhanden Antikorpertitern mehr
ausgegangen werden kann. Allerdings konnten WALLGREN et al. (1998)
darstellen, dass die Dauer der maternalen Immunitat von der Hohe des
Antikorpertiters im Serum der Muttersau abhangt und konnten auch bei
Ferkeln im Alter von 6,5 Wochen noch Antikorper nachweisen, wenn die
Muttertiere vor der Abferkelung hohe Antikorpertiter besalen. Grol3e
Waurfe mit mehr Ferkeln als vorhanden Zitzen bei der Sau und einer daraus
resultierenden zu geringen Kolostrumaufnahme vor allem der kleineren
Ferkel des Wurfes (RAUTIAINEN & WALLGREN, 2001) oder ein
postpartales Dysgalaktiesyndrom der Sau, das in den ersten Tagen nach
dem Abferkeln zu einer verringerten Kolostrum- und Milchproduktion
fuhrt (FARMER et al., 2019), konnen die Aufnahme maternaler Antikorper
zusatzlich beeinflussen. Dies konnte fur die fehlende bzw. geringe
Korrelation der S/P ratios von Sauen und Ferkeln in den zwei Bestanden
relevant gewesen sein, jedoch wurden in vorliegender Studie keine Daten

hierzu erfasst.

2, Direkter Erregernachweis bei Muttersauen und

Saugferkeiln

Eine Vielzahl an Studien untersuchte in den letzten Jahren das Vorkommen
von M. hyopneumoniae im Absetzalter. Die dabei in Europa ermittelten
Herdenpravalenzen variieren zwischen 27% (VANGROENWEGHE et al.,
2015), 28% (MOORKAMP et al., 2009), 33,6% (FABLET et al., 2012b) der
untersuchten Bestande mit M. hyopneumoniae Nachweis mittels PCR und
36,8% bei der Untersuchung von 125 Bestanden in Nordwestdeutschland
(NATHUES et al., 2013a), bis hin zu 68% bei Untersuchung von Bestanden
in ganz Europa (VILLARREAL et al., 2010). Im Gegensatz dazu zeigte sich
in vorliegender Untersuchung eine sehr viel geringere Nachweisrate im
Saugferkelalter, als bis jetzt in Deutschland und anderen europaischen
Landern publiziert. Tracheobronchialtupfer, von Ferkeln in der dritten
Lebenswoche gewonnen, die mittels real-time PCR M. hyopneumoniae

positiv waren, konnten nur in 10% der Bestande detektiert werden. Der
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Nachweis von positiven Larynxtupfern bei Sauen gelang in 40% der
Bestande. Jedoch ist zu beachten, dass ein Teil der vorangegangenen
Studien nur Bestande mit chronischer Hustenproblematik in die
Untersuchungen miteinbezog (MOORKAMP et al., 2009; VILLARREAL et
al.,, 2010) bzw. die schwachsten Ferkel der Wurfe beprobt wurden
(NATHUES et al., 2013a), sodass ein Vergleich der Pravalenzen aufgrund
der unterschiedlichen Ausgangsbedingungen schwierig ist. In
vorliegender Studie wurden zwar auch gezielt Betriebe mit bestehender
Hustensymptomatik eingeschlossen, allerdings wurden sowohl Bestande
mit hohen als auch mittleren EP-Indices am Schlachthof zur Teilnahme
ausgewahlt. Des Weiteren wurden nur klinisch gesunde Ferkel in die
Studie eingeschlossen, wodurch sich eine geringere Nachweisrate als bei
der zufalligen Auswahl aus allen oder, wie bei NATHUES et al. (2013a),
aus den schwachsten Tieren eines Wurfes erklaren lasst. Zusatzlich
wurden in zwei Studien Nasentupfer als Ausgangsmaterial fur die
Untersuchung mittels PCR gewahlt (VILLARREAL et al., 2010; NATHUES
et al., 2013a). Nasentupfer werden haufig eingesetzt, aufgrund ihrer
einfachen Anwendung, jedoch stellen die Nasenhohlen nicht den
naturlichen Lebensraum des Erregers dar (MEYNS et al., 2004). Die
Verwendung von NT erlaubt zwar die Feststellung einer Besiedelung mit
M. hyopneumoniae, eine Infektion ist allerdings nur in Trachea und
Bronchien nachzuweisen, da sich der Erreger dort vermehrt (BLANCHARD
etal., 1992). Somit konnten die niedrigeren Nachweisraten in vorliegender
Studie dadurch erklart werden, dass durch die Verwendung von Larynx-
bzw. Tracheobronchialtupfern nur infizierte Tiere detektiert, und Tiere, bei
denen ausschlieBlich eine Besiedelung der Nasengange stattfand, nicht
miterfasst wurden. Allerdings konnten FABLET et al. (2012b) in ihren
Untersuchungen, die (ahnlich wie in vorliegender Arbeit) Ferkel aus
Bestanden mit unterschiedlich hohen EP-Scores am Schlachthof in der
vierten Lebenswoche mittels Tracheobronchialtupfer auf das Vorkommen
von M. hyopneumoniae untersuchten eine Pravalenz von 33,6%

feststellen.

Ebenso  stellten sich die innerherdlichen Pravalenzen von

M. hyopneumoniae mittels PCR-Nachweis in vorliegender Studie mit 0%-
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20% (im Mittel 4%) bei Sauen und 0%-6% (im Mittel 0,6%) bei Ferkeln
im Alter von 21+3 Tagen im Vergleich zu vorrausgegangenen
Untersuchungen als deutlich niedriger dar. Allerdings unterscheiden sich
auch bisher stattgefundene Untersuchungen in ihren Aussagen zur
Pravalenz von M. hyopneumoniae im Saugferkelalter deutlich. So wurde in
176 unselektierten Bestanden in Belgien und in den Niederlanden mittels
Tracheobronchialtupfer 7,1% aller untersuchten Ferkel im Alter zwischen
3 und 5 Wochen als positiv detektiert (VANGROENWEGHE et al., 2015). In
franzosischen Bestanden wiesen FABLET et al. (2012b) in 14,1% aller TBS
der untersuchten Ferkel mittels PCR M. hyopneumoniae in der vierten
Lebenswoche nach. In Studien in Deutschland wurde sowohl von einem
Nachweis von M. hyopneumoniae mittels PCR aus Lungengewebe in nur
2% aller Saugferkelproben berichtet (NATHUES et al., 2010), als auch von
einer Pravalenz von 12,3% mittels BAL bei drei Wochen alten Tieren aus
Bestanden mit chronischer Hustenproblematik (MOORKAMP et al., 2009).
In Untersuchungen mittels Nasentupfer wurden Pravalenzen von 3,6%
bzw. 3,9% bei Ferkeln, die ca. 3 Wochen alt waren nachgewiesen
(NATHUES et al.,, 2013b; NATHUES et al., 2013a). Ein
molekularbiologischer Nachweis von M. hyopneumoniae war bei 22,3%
der untersuchten Sauen moglich (NATHUES et al., 2013b). Da den in
vorliegender Studie verwendeten Larynx- bzw. Tracheobronchialtupfern
im direkten Vergleich eine deutlich hohere Sensitivitat als Nasentupfern
zugesprochen wird (MAROIS et al., 2007; FABLET et al., 2010; PIETERS et
al., 2017), scheint das Vorkommen von fruhen Infektionen mit
M. hyopneumoniae im Saugferkelalter in untersuchten deutschen
Bestanden weniger relevant sein, als angenommen. Allerdings konnen
aufgrund der geringen Anzahl an Studienbetrieben, anhand dieser
Ergebnisse keine allgemeingultigen Angaben zu Pravalenzen gemacht
werden und sie spiegeln nur die aktuelle Situation auf untersuchten

Bestanden wieder.

Des Weiteren konnte in vorliegender Untersuchung kein Zusammenhang
zwischen dem direkten Nachweis von M. hyopneumoniae bei Muttersauen
und dem Nachweis bei Ferkeln mittels PCR nachgewiesen werden. Es

wurden in den Bestanden positive Sauen oder positive Ferkel detektiert,
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aber in keinem Fall Sauen und Ferkel mit molekularbiologischem
Nachweis von M. hyopneumoniae, obwohl in vorangegangenen Studien
von NATHUES et al. (2013b) und PIETERS et al. (2014) positive
Assoziationen zwischen M. hyopneumoniae positiven Sauen und Ferkeln
zum Zeitpunkt des Absetzens dargestellt werden konnten. Die Diskrepanz
der Ergebnisse ist wahrscheinlich der geringen Probenanzahl sowie den
insgesamt niedrigen Nachweisraten fur M. hyopneumoniae mittels PCR in

vorliegender Studie geschuldet.

3. Zusammenhang zwischen serologischen und
molekularbiologischen Ergebnissen bei Sauen und

Ferkeln

Ein Zusammenhang zwischen dem molekularbiologischen Nachweis von
M. hyopneumoniae und den serologischen Ergebnissen drei Wochen p.p.
konnte in vorliegender Untersuchung weder bei Sauen noch bei
Saugferkeln hergestellt werden. Im Gegensatz dazu wiesen SIBILA et al.
(2007b) M. hyopneumoniae spezifische Genomfragmente hauptsachlich
bei seronegativen Ferkeln nach, bei RUIZ et al. (2003) waren alle Sauen
und Ferkel mit Nachweis von M. hyopneumoniae mittels NT serologisch
negativ. Ebenso stellen ARSENAKIS et al. (2019) sowohl signifikant mehr
M. hyopneumoniae positive Ferkel mittels nPCR dar, als auch deutlich
hohere Lungenlasionen nachfolgend am Schlachthof, wenn die Tiere zum
Zeitpunkt des Absetzens mittels ELISA als seronegativ eingestuft wurden,
als bei seropositiven Ferkeln. Im Kontrast dazu waren in vorliegender
Studie numerisch mehr Ferkel (2/3) mit positivem Nachweis mittels PCR
zum Zeitpunkt der Beprobung auch seropositiv, allerdings stellte sich

dieser Unterschied nicht signifikant dar.

Des Weiteren stammten in eigenen Untersuchungen 2/3 der mittels PCR
positiven Ferkel von seronegativen Sauen, allerdings stellte sich der
Unterschied ebenfalls nicht signifikant dar. Damit verhalten sich die
Ergebnisse vorliegender Arbeit konkordant zu einer vorangegangenen
Studie, bei der der GroRteil der nPCR positiven Ferkel von seronegativen
Sauen abstammte (SIBILA et al., 2007b). SIBILA et al. (2007b) erklaren das

damit, dass Ferkel mit molekularbiologischem Nachweis von
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M. hyopneumoniae von gerade infizierten Sauen abstammen, die aktiv den
Erreger ausscheiden und noch nicht serokonvertiert sind. Eine weitere
Moglichkeit der Erklarung besteht darin, dass seropositive Sauen im
Zeitraum um die Geburt seronegativ werden (NATHUES et al., 2013b).
Bedingt durch die Anderung des humoralen Immunstatus kénnte es somit
zu  einer  Reaktivierung und  erneuten  Ausscheidung  von
M. hyopneumoniae kommen. Eine Interpretation der Ergebnisse ist
aufgrund der geringen Anzahl PCR positiver Tiere in vorliegender Arbeit
allerdings schwierig, zumal in einer weiteren Untersuchung keinen
Zusammenhang zwischen Seropositivitat der Sauen und positiven PCR
Befunden bei Ferkeln beobachtet werden konnte (NATHUES et al., 2013b).
Auch Muttersauen mit positivem M. hyopneumoniae-Nachweis mittels
PCR waren in vorliegender Arbeit zum GroRteil (75%) seropositv. Da keine
der seropositiven und zugleich molekularbiologisch M. hyopneumoniae
positiven Sauen aus einem Betrieb mit Muttertierimpfung stammte, sind
detektierte Antikorper dieser Sauen vermutlich die Immunantwort auf eine

Infektion mit M. hyopneumoniae.

Bei Betrachtung des serologischen Status der Ferkel konnten bei 15/20
(75%) Ferkeln, von Sauen mit M. hyopneumoniae Nachweis mittels real-
time PCR, Antikorper gegen M. hyopneumoniae nachgewiesen werden.
Dies waren signifikant mehr als von Sauen, deren Tupfer
M. hyopneumoniae negativ waren (p= 0,012). Dieser Zusammenhang ist
aber sehr wahrscheinlich nicht auf den molekularbiologischen Status der
Sau zu beziehen, sondern kommt dadurch zustande, dass die Muttersauen,
der 15 seropositiven Ferkel ebenfalls seropositiv waren und bei der
Muttersau der funf seronegativen Ferkel auch keine Antikorper gegen
M. hyopneumoniae nachweisbar waren. Weil, wie schon zuvor erwahnt,
Sauen Antikorper uber das Kolostrum an ihre Ferkel abgeben (WALLGREN
et al., 1998), kommt es zur Korrelation der Antikorpertiter von Sauen und
ihren Ferkeln (LEON et al., 2001).
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4. EP-Index und Laborergebnisse

Um das Vorkommen von M. hyopneumoniae bei Tieren im Alter von
ungefahr drei Wochen darzustellen zu konnen, wurden gezielt Bestande
mit Lungenbefunden am Schlachthof ausgewahlt. Dazu wurden im Vorfeld
an Schlachtpartien von 18 Bestanden EP-Indices erhoben. Dabei wird das
veranderte Lungengewebe quantifiziert, indem der prozentuale Anteil am
Gesamtlungengewebe angegeben wird. Violette bis grau konsolidierte
cranioventrale Lungenareale, gelten als die kennzeichnenden
makroskopischen Veranderungen bei einer ezootischen Pneumonie
(MAES et al.,, 2008). Jedoch ist zu beachten, dass bestimmte
Lungenlasionen zwar typisch fur enzootische Pneumonie (EP-like lesions),
aber nicht pathognomonisch sind, da auch andere Organismen, wie z.B.
AV, ahnliche Lasionen verursachen konnen (THACKER et al., 2001).

EP-Lasionen wurden nach dem Score von MADEC und KOBISCH (1982)
erhoben, wonach jeder Lungenlappen einzeln bewertet wird und eine
Lunge letztendlich 0 (keine Veranderungen) bis 28 (gesamte Lunge
verandert) Punkte je nach Schwere der Lasionen erreichen kann. Erhobene
EP-Indices in dieser Studie nahmen Werte zwischen 0,15 und 3,43 an, im
Mittel lagen sie bei 1,74 und somit im Vergleich mit anderen Studien
deutlich niedriger. In Untersuchungen von LUEHRS et al. (2017) wurden
EP-Indices fur 1000 Lungen aus 20 deutschen Bestanden, ebenfalls mit
vorberichtlicher Hustenproblematik, erhoben und der Mittelwert erreichte
einen Wert von 3,4. Auch in anderen europaischen Landern lagen die
durchschnittlichen EP-Scores hoher als in unseren Untersuchungen:
FRAILE et al. (2010) beschrieben ohne Vorauswahl auf Husten einen
Durchschnittswert von 3,3 in 107 spanischen Bestanden, FABLET et al.
(2011) detektierte an franzosischen Schlachthofen EP-Lasionen in 95%
aller Herden, in 44,3% der untersuchten Herden wurden bei uber 10%
der Tiere EP-Scores uber 12 erhoben. Der in unseren Untersuchungen
erhaltene, vergleichbar niedrige mittlere EP-Score, konnte einer gewissen
Vorselektion geschuldet sein, da die Studie auf freiwilliger Teilnahme der
Bestande basierte, oder aber auch ein Indiz fur eine allgemeine
Verbesserung der Lungengesundheit von deutschen Mastschweinen in

den letzten Jahren darstellen. Allerdings benotigen Lungenlasionen 8-12
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Wochen bis zur vollstandigen Abheilung (SIRENSEN et al., 1997), sodass
Auswirkungen einer fruhen Infektion in der Aufzucht oder am Anfang der
Mastphase in untersuchten Bestanden am Schlachthof nicht mehr
nachweisbar waren (CALSAMIGLIA et al., 2000). Somit gilt die Erhebung
eines EP-Index als wenig verlasslicher Indikator fur die Bestimmung von
An- oder Abwesenheit von Pneumonien wahrend der gesamten
Lebensspanne (SITJAR et al., 1996). Deshalb sind Schlussfolgerungen auf
das Vorkommen von M. hyopneumoniae durch die alleinige Beurteilung
von EP-Lasionen vorsichtig zu treffen und Aussagen konnen nur fur die
Beurteilung chronischer Lungenlasionen am Ende der Produktionsphase
gemacht werden (NOYES et al.,, 1990). Eine Diagnose sollte auf dem
Vorkommen  von  EP-like lesions zusammen mit weiteren

M. hyopneumoniae Nachweismethoden basieren (SIBILA et al., 2009).

Zusammenhange zwischen der Pravalenz von M. hyopneumoniae und EP-
Lasionen wurde schon mehrmals untersucht; SITJAR et al. (1996) konnten
mittels Rontgenuntersuchungen eine Assoziation zwischen dem Auftreten
von Pneumonien und einer darauffolgenden Serokonversion zu Lebzeiten
der Schweine darstellen. In zwei weiteren Studien konnte gezeigt werden,
dass EP-Lasionen am Schlachthof umso geringer sind, je langer der
Zeitpunkt der Serokonversion schon zurickliegt (SORENSEN et al., 1997;
ANDREASEN et al., 2001) Obwohl FANO et al. (2007) eine positive
Korrelation zwischen M. hyopneumoniae Pravalenz im Absetzalter mittels
PCR aus Nasentupfern und EP-assoziierten Lasionen am Schlachthof
darstellen konnten, war dieser Zusammenhang in vorliegender Studie
nicht darstellbar. Allerdings basieren die Ergebnisse von FANO et al.
(2007) auf Verhaltnissen aus einem Studienbestand mit getrennten
Aufstallungssystemen und striktem AIAO-Prinzip, sodass die Ubertagung
auf andere Tiere mehr Zeit beansprucht und somit die klinischen
Anzeichen der Pneumonie auch erst spat in der Mast zu sehen waren
(FANO et al., 2007). Im Gegensatz zu genannten Untersuchungen konnten
in vorliegender Arbeit bei der Untersuchung des Anteiles serologisch bzw.
molekularbiologisch M. hyopneumoniae positiver Tiere im
Zusammenhang mit dem EP-Index des Bestandes, keine signifikanten

Unterschiede in Bestanden mit EP-Index Uber bzw. unter dem Mittelwert
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von 1,86 festgestellt werden. Dass es sich bei allen vorangegangenen
Untersuchungen um longitudinale Studien handelte, bei denen
Versuchstiere uber ihre gesamte Lebenszeit bis zum Schlachthof
untersucht wurden (SGRENSEN et al., 1997; ANDREASEN et al., 2007;
FANO et al., 2007), konnte ausschlaggebend fur diese Diskrepanz der
Ergebnisse gewesen sein. In vorliegender Untersuchung hingegen wurden
als erstes EP-Indices von einer unabhangigen Schlachtpartie bestimmt, um
das Auftreten von  EP-assoziierten  Lungenlasionen in  den
Studienbestanden zu verifizieren. Untersucht wurden anschlieend
Muttersauen und deren Ferkel 3 Wochen post partum. Da auch
Umweltbedingungen wie Jahreszeiten und Wetterverhaltnisse (Kalte,
Niederschlag, etc.) Infektionen mit M. hyopneumoniae begunstigen
konnen (SEGALES et al., 2012), kann die fehlende zeitliche
Ubereinstimmung der Erhebung von Lungenldsionen und der
Probenentnahme Sauen und Ferkeln ausschlaggebend fur das Fehlen

einer Korrelation gewesen sein.

5. Paritat und Laborergebnisse

Der Einfluss der Paritat auf das Vorkommen von M. hyopneumoniae in der
Sauenpopulation wurde schon in einigen Studien untersucht, allerdings
sind die Ergebnisse widerspruchlich: Primipare und Sauen niedriger
Paritaten haben entweder niedrigere Antikorpertiter und scheinen den
Erreger vermehrt auszuscheiden (MAES et al., 1996, CALSAMIGLIA &
PIJOAN, 2000; FANO et al., 2006; BOONSOONGNERN et al., 2012) oder
es konnen keine Unterschiede hinsichtlich der Seropositivitat bei Sauen im
Zusammenhang mit der Paritat festgestellt werden (RUIZ et al., 2003;
SIBILA et al., 2007b). In vorliegender Studie wurden Muttertiere der ersten
bis zur zwolften Paritat eingeschlossen, der Median betrug 2,5.
Signifikante Unterschiede bei der Seropravalenz in Abhangigkeit von der
Paritat, konnten auch in vorliegender Studie nicht festgestellt werden. Bei
der Untersuchung der Blutproben waren Antikorper gegen
M. hyopneumoniae bei 58,6% der Jungsauen nachweisbar und somit nur
numerisch weniger als bei Altsauen (60,7%). Allerdings war in
vorliegender Studie eine Tendenz zu haufigerem M. hyopneumoniae

Nachweis mittels PCR bei Jungsauen zu erkennen, als bei Altsauen: 75%
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der M. hyopneumoniae positiven Sauen waren der ersten Paritat
zuzuordnen, nur ein molekularbiologisch positives Muttertier (25%)
gehorte der 6. Paritat an (p= 0,061). Diese Ergebnisse decken sich mit
denen von CALSAMIGLIA und PIJOAN (2000), die Jungsauen als
Hauptausscheider detektierten, allerdings auch Sauen bis zur 7. Paritat als
Ausscheider und potentielle Ubertragungsquelle ansehen. Dies
unterstreicht die Rolle der Jungsauen bei der Aufrechterhaltung des
Infektionsdruckes im Bestand. Dennoch ist die Aussagekraft der
Ergebnisse aus vorliegender Untersuchung aufgrund der sehr geringen
Tierzahl (insgesamt 4 M. hyopneumoniae positive Sauen) vorsichtig zu
beurteilen. Denn im Gegensatz zu den Ergebnissen von CALSAMIGLIA
und PIJOAN (2000) und der Tendenz in vorliegender Arbeit, konnte in
Untersuchungen von PIETERS et al. (2014) weder eine Korrelation
zwischen Paritat der Sau und ihrer Besiedelung festgestellt werden, noch
zwischen Paritat der Sau und der Besiedelung ihrer Ferkel. Ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Paritat der Sau und Pravalenz von
M. hyopneumoniae bei ihren Ferkeln konnte in eigenen Untersuchungen
auch nicht dargestellt werden. Ferkel von Sauen erster Paritat waren zu
53,1% seropositiv, stammten sie von Altsauen ab, waren 52,1%
seropositiv. Im Gegensatz dazu konnten in Untersuchungen von SIBILA et
al. (2007a), bei allen funf untersuchten Sauen der ersten Paritat nur
seronegative Ferkel nachgewiesen werden. Es muss aber beachtet werden,
dass alle untersuchten Sauen ebenfalls seronegativ waren, sodass dieser
Zusammenhang auch auf die Korrelation der Antikorpertiter von Sau und
Ferkeln zuruckzufuhren sein kann. Allerdings stammten in vorliegender
Studie 2/3 der mittels PCR positiven Ferkel von Jungsauen ab (p= 0,200).
Diese Ergebnisse sind aber hinsichtlich der Aussagekraft aufgrund der
geringen Nachweisrate von M. hyopneumoniae mittels PCR auch
vorsichtig zu bewerten. Jedoch war, in Ubereinstimmung mit der
numerisch hoheren Anzahl mittels PCR M. hyopneumoniae positiver
Ferkel von Jungsauen in vorliegender Arbeit, in weiteren Studien in USA
und Thailand der Anteil mittels PCR M. hyopneumoniae positiver Ferkel
von Sauen der ersten oder 2. Paritat signifikant hoher, als von Sauen
hoherer Paritaten (FANO et al., 2006; BOONSOONGNERN et al., 2012).
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Zusammenfassend sollte trotz widerspruchlicher Studienergebnisse die
Rolle der Jungsauen in der Ubertragung von M. hyopneumoniae auf die
Ferkel nicht unterschatzt werden. Um diese moglichst gering zu halten
besitzt die sorgfaltige Akklimatisation der Jungsauen einen hohen
Stellenwert (MOORKAMP et al., 2009; NATHUES et al., 2012a; PIETERS
et al., 2014).

6. Einfluss des Impfstatus der Sauen auf die

Laborergebnisse

Da Infektionen mit M. hyopneumoniae schon in den ersten Lebenswochen
auftreten konnen (VICCA et al., 2002; SIBILA et al., 2007b), wird am
haufigsten eine einmalige bzw. zweimalige Impfung im Saugferkelalter
praktiziert (MAES et al.,, 2018). Die Ferkelimpfung reduziert das
Vorkommen von Lungenlasionen, verbessert die taglichen Zunahmen und
fuhrt zu einer gunstigeren Futterverwertung sowie zu weniger klinischen
Erscheinungen (MAES et al., 1998; THACKER et al., 1998; BACCARO et
al., 2006; SIBILA et al., 2007b; DEL POZO SACRISTAN et al., 2014).
Allerdings eliminiert die Ferkelimpfung weder den Erregers aus dem
Respirationstrakt (MEYNS et al., 2006; REYNOLDS et al., 2009), noch ist
das Einzeltier vor einer Infektion geschutzt (PIETERS et al., 2010;
VILLARREAL etal., 2011). Eine zusatzliche Impfung der Muttertiere gegen
M. hyopneumoniae soll helfen den Infektionsdruck in der Herde zu
kontrollieren (ARSENAKIS et al., 2019), die Ubertragung vom Muttertier
auf ihre Nachkommen zu verringern und Ferkel durch maternale
Antikorper moglichst gut vor Infektionen in den ersten Lebenswochen zu
schutzen (MAES et al., 2008).

In vorliegender Studie konnten in den beiden Impfbestanden sowohl
signifikant mehr seropositive Sauen (p=0,010) als auch seropositive Ferkel
(p< 0,001) mittels ELISA nachgewiesen werden, als in Bestanden ohne
Sauenimpfung gegen M. hyopneumoniae, Diese Ergebnisse stimmen
somit mit denen vorangegangener Untersuchungen von SIBILA et al.
(2008) und GARZA-MORENO et al. (2019) uberein. In weiteren Studien
war ein Einfluss der Sauenimpfung auf die Kolonisation der Sauen selbst
nicht darstellbar (CALSAMIGLIA & PIJOAN, 2000), die Anzahl mit
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M. hyopneumoniae besiedelter Ferkel war allerdings bei Abstammung
von geimpften Sauen sowohl bei der Beprobung zum Zeitpunkt des
Absetzens mittels NT (RUIZ et al.,, 2003; SIBILA et al., 2008), als auch
mittels LaT sieben Tage nach dem Absetzen ARSENAKIS et al. (2019),
geringer. Zusatzlich zeigten Ferkel geimpfter Sauen signifikant weniger
EP-assoziierte Lungenlasionen am Ende der Mast, als Ferkel ungeimpfter
Sauen (SIBILA et al., 2008; ARSENAKIS et al., 2019). Im Gegensatz dazu
unterschieden sich Ferkel geimpfter und ungeimpfter Sauen hinsichtlich
ihrer Besiedelung mit M. hyopneumoniae weder in einer europaweiten
Studie (VILLARREAL et al., 2010) bei Untersuchung mittels NT, noch in
vorliegender Arbeit bei der Verwendung von TBS als Probenmaterial.
Obwohl alle vier Bestande mit M. hyopneumoniae Nachweis mittels real-
time PCR keine Sauenimpfung anwendeten, unterschieden sie sich von
den restlichen funf Bestanden ohne M. hyopneumoniae Nachweis (2
Impfbetriebe) nicht signifikant (p= 0,151). Jedoch besitzen diese
Ergebnisse, aufgrund der geringen Anzahl an positiven Proben, eine

geringe Aussagekraft.

Ubereinstimmend mit Ergebnissen von ARSENAKIS et al. (2019) und
BANDRICK et al. (2014) erreichten in vorliegender Studie die S/P ratios
von Ferkeln aus Impfbestanden signifikant hohere Werte als in nicht
Impfbestanden (p< 0,001). Durch die hoheren S/P ratios im Absetzalter bei
Tieren geimpfter Sauen, konnen maternal erworbene Antikorpertiter bei
einer Halbwertszeit von 15,8 Tagen (MORRIS et al.,, 1994) langer
nachgewiesen werden als bei Ferkeln von ungeimpften Sauen mit
niedrigeren S/P ratios. Allerdings vermitteln kolostrale Antikorper nur
einen partiellen Schutz vor Infektionen mit M. hyopneumoniae (HODGINS
etal., 2004) und die Hohe der Antikorpertiter korreliert nicht mit dem Grad
der Protektion (DJORDJEVIC et al., 1997). In Untersuchungen von
MARTELLI et al. (2006) scheinen bestehende maternale Antikorper die
Ausbildung einer Immunantwort nach der Ferkelimpfung nicht zu
beeinflussen, hingegen zeigen Ferkel bei BANDRICK et al. (2014) und
HODGINS et al. (2004) mit hohen maternalen AK-Titern keine
Veranderung in der Hohe der Antikorpertiter nach Impfung. Allerdings

konnte der Transfer von M. hyopneumoniae spezifischer zellularer und
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humoraler Immunitat von immunisierten Sauen auf ihre Nachkommen
nachgewiesen werden (BANDRICK et al., 2008). Die genaue Beeinflussung
der Entwicklung des Immunsystems der Ferkel durch passiv erworbene
zellulare maternale Immunitat ist allerdings noch bekannt (BANDRICK et

al., 2008) und muss weiter untersucht werden.

7. Hustenindex und Laborergebnisse

In vorliegender Studie wurde bei Masttieren im Alter von 22-24 Wochen
das Auftreten von Husten quantifiziert. Dafur wurde das von NATHUES et
al. (2012b) beschriebene Vorgehen angewandt und die Anzahl der
HustenstoRe pro Zeiteinheit in einen Score umgerechnet. Dieser nahm in
den ausgewahlten Studienbetrieben Werte von 0,0 bis 2,6 an und lag im
Median bei 0,5. Damit stellte sich das Vorkommen von Husten deutlich
niedriger als in Untersuchungen von NATHUES et al. (2012b) dar, der 59
Bestande in Nordwestdeutschland untersuchte und einen medianen
Hustenindex von 2,4 erhob. Dieser Unterschied konnte der kleinen
Probenanzahl von nur 10 Bestanden in vorliegender Untersuchung
geschuldet sein, oder zusammen mit relativ niedrigen EP-Indices fur eine

verbesserte Lungengesundheit in deutschen Bestanden sprechen.

Des Weiteren konnten in vorliegenden Studie in Bestanden mit einem HI
unter dem Median tendenziell mehr seropositive Ferkel drei Wochen p.p.
(p= 0,060) detektiert werden, als in Bestanden mit hoherem HI. Auch in
der Sauenpopulation konnten in Bestanden mit niedrigem HI mehr
seropositive Tiere beobachtet werden, als in Bestanden mit HI uber dem
Median, allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant (p= 0,194).
Damit divergieren die eigenen Untersuchungsergebnisse von Aussagen
vorangegangener Studien: Bei NATHUES et al. (2012b) lag der HI in
Bestanden mit uber 50% seropositiven Endmastschweinen deutlich hoher
als in Bestanden mit wenigen seropositiven Tieren. LEON et al. (2001)
stellten ein zeitgleiches Auftreten von Husten und Serokonversion und
einen parallelen Anstieg von HI und Antikorpertitern gegen
M. hyopneumoniae fest. Von Bedeutung fur die unterschiedlichen
Ergebnisse konnen die verschiedenen Beprobungszeitpunkte sein. Bei
NATHUES et al. (2012b) wurden Tiere in der Endmast serologisch
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untersucht. Zu diesem Zeitpunkt detektierte Antikorper konnten
Anzeichen fur eine Immunantwort auf eine Feldinfektion sein (MAES et al.,
2008). Dagegen sind in vorliegender Studie detektierte Antikorper gegen
M. hyopneumoniae mit hoher Wahrscheinlichkeit noch Uuber das
Kolostrum aufgenommene maternale Antikorper. In vorangegangenen
Untersuchungen konnten bei Tieren, die von geimpften Muttersauen
stammten und somit ein hoherer Prozentsatz der Ferkel maternal
erworbene Antikorper besall, am Schlachthof geringere Lungenlasionen
nachgewiesen werden, als bei Tieren von ungeimpften Muttertieren
(SIBILA et al.,, 2008). Somit kann man vermuten, dass eine maternal
erworbene Immunitit die Ubertragung von M. hyopneumoniae im
Saugferkelalter verlangsamt und sich positiv auf die klinischen Anzeichen
einer M. hyopneumoniae Infektion auswirkt, sodass die Erregerlast in
nachgelagerten Produktionsstufen verringert wird und dadurch auch
weniger Husten in der Mast auftritt, im Gegensatz zu Bestanden mit
geringerer Ubertragung von maternaler Immunitat auf Saugferkel, in
denen schon zu fruheren Zeitpunkten mehr Zirkulation des Erregers
stattfindet.

Zusatzlich stellen NATHUES et al. (2012b) eine starke positive Assoziation
zwischen einem in der 18. Lebenswoche erhobenen Hustenindex und dem
direkten M. hyopneumoniae Nachweis dar: Ist der Hustenindex hoch,
werden bei uber 50% der Tiere eines Bestandes mittels PCR
M. hyopneumoniae aus BALF detektiert. Somit kann die quantitative
Erfassung des Hustens die Diagnose einer M. hyopneumoniae-Infektion
auf Herdenebene unterstutzen (NATHUES et al., 2012b). In eigenen
Untersuchungen konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen einem
direkten Erregernachweis aus LaT bzw. TBS und dem Hustenindex des
Bestandes dargestellt werden. Gleiches gilt fur die Untersuchung von OFs
(siehe 8. Molekularbiologische Untersuchung von oral fluids). Grund dafur
ist zum einen, die in vorliegender Studie geringe Anzahl an positiven
Proben mittels PCR. Zum anderen wurden Hustenindices am Ende der
Mast erhoben sowie zur selben Zeit LaT bei Sauen und TBS bei Ferkeln
entnommen.  Somit  wurden in  vorliegender  Untersuchung

unterschiedliche Tiere in verschiedenen Altersklassen untersucht,
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wahrend bei NATHUES et al. (2012b) die Tiere, die mittels HI klassifiziert

wurden, zum selben Zeitpunkt auch mittels BALF untersucht wurden.

Somit scheint die Erhebung eines HI zur Einschatzung des Anteils mit
M. hyopneumoniae infizierter Tiere eine einfache und fur die Tiere
stressfreie Methode darzustellen, allerdings konnen durch den erhobenen
HI nur Ruckschlusse zum aktuellen Infektionsgeschehen der untersuchten
Tiergruppe gezogen werden. Auch unter der Annahme, dass einzelne
Tiere, die sich wahrend der Saugezeit beim Muttertier infizieren, die
eigentlichen Initiatoren der Weiterverbreitung der Erkrankung in Aufzucht
und Mast darstellen (FANO et al., 2007; THACKER & MINION, 2012), kann
von einem Hustenindex am Ende der Mastzeit nicht auf die Besiedelung
im Absetzalter ruckgeschlossen werden, da eine Infektion mit
M. hyopneumoniae ein multifaktorielles Geschehen darstellt und die
Schwere der Erkrankung und der Symptomatik von vielen Faktoren wie
Sekundarinfektionen (THACKER et al., 2001), Virulenz des Stammes
(VICCA et al., 2003), aber auch Umweltfaktoren (STARK, 2000) abhingig

ist.

8. Molekularbiologische Untersuchung von oral fluids

Die Verwendung von OFs ermoglicht eine einfache
Informationsbeschaffung zum Infektionsstatus auf Herdenebene
(PRICKETT & ZIMMERMAN, 2010). Bei Untersuchungen auf das
Vorkommen von Erregern, die am PRDC beteiligt sind, erwiesen sich OFs
sowohl im Hinblick auf PCV2 als auch PRRSV und IAV in mehreren Studien
als zuverlassig (PRICKETT et al.,, 2011; RAMIREZ et al., 2012;
HERNANDEZ-GARCIA et al., 2017). In vorliegender Studie konnten in
mindestens einer Sammelspeichelprobe in 90% der Bestande mittels real-
time PCR das Vorkommen von M. hyopneumoniae nachgewiesen werden.
In Ubereinstimmung damit wiesen CHEONG et al. (2017) in 87,5% (49/56)
der  untersuchten koreanischen schweinehaltenden Bestande
M. hyopneumoniae spezifische Genomfragmente in oral fluids mittels PCR
nach. Dabei stellten sich insgesamt 67,8% aller OFs als positiv dar,
wahrend in vorliegender Untersuchung nur 11,5% aller Kaustricke

M. hyopneumoniae positiv waren. Vergleichbare Studien aus Europa sind
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nicht bekannt. Allerdings wurden OFs in Bezug auf ihren Nutzen zur
Detektion von M. hyopneumoniae spezifischen Genomfragmenten in
Infektionsstudien (ROOS et al., 2016; PIETERS et al., 2017) und in einer
Feldstudie (HERNANDEZ-GARCIA et al., 2017) untersucht, wobei sich in
allen Untersuchungen der Nachweis von M. hyopneumoniae DNA aus OFs
als unbestandig und im Vergleich mit anderen Nachweismethoden
weniger sensitiv darstellte. So war es moglich, dass sich Buchten, die zu
einem fruheren Zeitpunkt der Probenentnahme positiv waren, beim
nachsten Beprobungszeitpunkt als negativ darstellten (HERNANDEZ-
GARCIA et al.,, 2017). Ahnliche Beobachtungen konnten auch in
vorliegender Studie gemacht werden, jedoch lag hier keine longitudinale
Studie vor, sondern die Proben wurden am gleichen Tag in
unterschiedlichen Altersklassen entnommen und lieferten einen aktuellen
Querschnitt durch den Bestand. Der Nachweis innerhalb einer Bucht
stellte sich in vorliegender Studie ebenfalls als unbestandig dar: in Buchten
mit groBer Tierzahl wurden mehrere Stricke aufgehangt. In manchen
dieser Buchten waren gleichzeitig Stricke mit und ohne M. hyopeumoniae
Nachweis zu finden. Diese Beobachtung stimmt ebenfalls mit
Untersuchungen von HERNANDEZ-GARCIA et al. (2017) uberein, die
daraus die Schlussfolgerung ziehen, dass OFs bezuglich der Detektion von
M. hyopneumoniae eine geringe Sensitivitat besitzen und nur zur
Bestatigung, aber nicht zu Ausschluss von M. hyopneumoniae im Bestand
verwendet werden konnen. Allerdings kann man davon ausgehen, dass
Organismen nur durch Aktion des Wirtes, wie zum Beispiel durch Husten
oder Niel3en, aus dem Respirationstrakt in den Speichel gelangen konnen
(HARE, 1964) und somit der Nachweis von M hyopneumoniae in oral fluids
vom Auftreten klinischer Anzeichen abhangig sein konnte. Dadurch kann
ein unbestandiger Nachweis von M. hyopneumoniae DNA in OFs erklart
werden, da nur bei Tieren mit klinischen Anzeichen (Husten)
M. hyopneumoniae durch die Verwendung von OFs nachgewiesen werden
kann. Da zusatzlich die Ausbreitung der Infektion sehr langsam verlauft
(MEYNS et al.,, 2004; VILLARREAL et al., 2011), konnte somit bei
Verwendung von OFs zum M. hyopneumoniae Nachweis das Auftreten
unterschiedlicher Ergebnisse zu unterschiedlichen

Beprobungszeitpunkten sowie bei zwei Sammelspeichelproben innerhalb



V. Diskussion 87

einer Bucht erklart werden. Zusatzlich kann man annehmen, dass der
Nachweis von Erregern aus OFs auch durch die unterschiedliche
Interaktion der Tiere mit den Stricken beeinflusst wird. So sind kranke
Tiere haufig ruhiger und interagieren vermutlich weniger mit den
Kaustricken als gesunde Buchtengenossen. Jungere Tiere, die gerade ins
Flatdeck umgestallt wurden, zeigen oftmals noch ein geringeres Interesse
an Beschaftigungsmaterial. Umso wichtiger stellt sich somit die
Verwendung einer groBeren Anzahl an Kaustricken und die Untersuchung
mehrerer Buchten pro Altersgruppe dar um verlassliche Aussagen uber die
Zirkulation im Bestand treffen zu konnen (ARSENAKIS et al., 2019).

In vorliegender Untersuchung wurden schon in der 6. LW erste mittels
real-time PCR M. hyopneumoniae positive OFs detektiert. Diese
Beobachtung geht damit konform, dass Muttertiere eine wichtige
Ubertragungsquelle von M. hyopneumoniae auf ihre Nachkommen und
ein geringe Anzahl infizierter Ferkel den Ausgangspunkt der
Weiterverbreitung in Aufzucht und Mast darstellen (FANO et al., 2007,
NATHUES et al., 2013b; PIETERS et al., 2014). Ein signifikanter
Unterschied zwischen dem Anteil positiver Kaustricke in der 6. LW zum
Anteil positiver Stricke mit 12 und 16 Wochen war in vorliegender Studie
nicht darstellbar, allerdings stieg in der 20.LW der Anteil positiver OFs
signifikant an. Diese Entwicklung ist in Ubereinstimmung mit dem Anstieg
positiver OFs ab der 17. LW in Untersuchungen von HERNANDEZ-GARCIA
et al. (2017). Da vorrangig Masttiere klinische Anzeichen einer
M. hyopneumoniae Infektion zeigen (SIBILA et al., 2009), und in 8
Bestanden der vorliegenden Untersuchung Husten detektiert wurde sowie
in 7 davon positive OFs im Alter von 20 Wochen nachweisbar waren,
unterstutzt dies die These, dass OFs eine probate Nachweismethode fur
M. hyopneumoniae darstellen, solange klinische Anzeichen zu sehen sind.
Allerdings kann diese These mit den vorliegenden Ergebnissen nicht
bestatigt werden, da ein Hustenindex nur bei Tieren der 20.-24. LW und
nicht in weiteren Altersstufen erhoben wurde. Dass ein infiziertes Tier
mehrere Wochen benotigt um ein weiteres anzustecken (MEYNS et al.,
2004) und somit die Zahl der infizierten Tiere langsam ansteigt, wurde von

CHEONG et al. (2017) durch die konstante Zunahme des Anteils positiver
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Kaustricke von der 3. bis zur 26.LW bekraftigt. Eine kontinuierliche
Zunahme positiver OFs uber die verschiedenen Altersstufen konnte in
vorliegender Studie nicht beobachtet werden. Die wahrscheinlichste
Erklarung hierfur ist die Erhebung von Querschnittsdaten und das Fehlen
einer Weiterverfolgung der gleichen Tiere in unterschiedlichen
Altersstufen. Tiere stammten aus unterschiedlichen Durchgangen und
waren somit unterschiedlichen Faktoren, die eine M. hyopneumoniae
Infektion ~ begunstigen  konnen,  ausgesetzt.  Infektionen  mit
M. hyopneumoniae stellen multifaktorielle Geschehen dar und Infektionen
und Symptomatik sind je nach bestehendem Infektionsdruck,
Sekundarerregern und Umweltfaktoren sehr variabel (STARK, 2000;
VICCA et al., 2003; SIBILA et al., 2009).

In vorliegender Arbeit konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen
dem prozentualen Anteil positiver OFs im Bestand und den Husten- bzw.
EP-Indices dargestellt werden, dagegen konnten in Untersuchungen von
HERNANDEZ-GARCIA et al. (2017) die Lungen mit den schwersten EP-
Lasionen am Schlachthof tendenziell vermehrt Tieren aus Stallen mit einer
hoheren Anzahl an M. hyopneumoniae positiven OFs in der 19. und 20. LW
zugeordnet werden. Obwohl EP-ahnliche Lasionen nicht pathognomonisch
fur M. hyopneumoniae sind und auch durch andere Erreger zu Tage treten
konnen (THACKER et al.,, 2001), konnte eine positive Assoziation von
Lungen mit kranioventral konsolidierten Arealen mit dem direkten
Nachweis des Erregers aus der Lunge dargestellt werden (MOORKAMP et
al., 2008).

Schon bestehende Untersuchungen zu einem Zusammenhang zwischen
PCR Ergebnissen aus OFs und Hustenindex sind nicht bekannt. Ein hoher
Hustenindex im Mastalter erhoht allerdings die Wahrscheinlichkeit fur den
Nachweis der Pravalenz von M. hyopneumoniae in der BALF mittels PCR
um 50% (NATHUES etal., 2012b). Die geringe Spezifitat der Lasionen und
die hohe Subjektivitat bei der Beurteilung des Lungenscorings am
Schlachthof limitieren seine Aussagekraftigkeit (SIBILA et al., 2009). Somit
sollte die Diagnose einer EP auf Herdenebene auf einer Kombination an
diagnostischen Mitteln basieren (NATHUES et al., 2012b).
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Die Untersuchung von oral fluids in der Endmast stellt bei Vorliegen von
Husten eine sinnvolle Erganzung des M. hyopneumoniae Monitorings dar.
Die Gewinnung von oral fluids zusammen mit der Erhebung von
Hustenindices auch in jungeren Alterstufen konnte weitere Erkenntnisse
zur Infektionsdynamik im Bestand liefern und sollte Gegenstand
zukunftiger Untersuchungen sein. Durch eine Optimierung des Einsatzes
von OFs zur M. hyopneumoniae Diagnostik ware es moglich auf eine
Vielzahl an Einzeltieruntersuchungen zu verzichten, wodurch der
Arbeitsaufwand reduziert und den Tieren Stress (durch Manipulation und

Entnahme von Blutproben, NT, TBS etc.) erspart werden konnte.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In vorliegender Arbeit sollte das Vorkommen fruher Infektionen von
Saugferkeln mit M. hyopneumoniae und deren Weiterverbreitung in
nachgelagerten Produktionsstufen untersucht werden. Die vorliegende
Arbeit wurde als Querschnittsuntersuchung durchgefuhrt. Um gezielt
Bestande mit M. hyopneumoniae Problematik auszuwahlen, wurden vorab
EP-Scores potentieller Studienbestande am Schlachthof erhoben.
AnschlieBend wurden 10 Bestande mit hohen und mittleren EP-Scores in

die Studie eingeschlossen.

Pro Bestand wurden zehn Sauen in der Abferkelung sowie je funf ihrer
Ferkel untersucht. Es wurden jeweils Blutproben gewonnen sowie bei
Sauen Larynx- und bei Ferkeln Tracheobronchialtupfer entnommen.
Zusatzlich wurden bei Tieren in der 6., 12., 16., und 20. Lebenswoche
mittels Kaustricken oral fluids gewonnen. Die Serumproben wurden
mittels ELISA auf das Vorkommen spezifischer IgG-Antikorper gegen
M. hyopneumoniae untersucht. Des Weiteren wurden Larynx- und
Tracheobronchialtupfer sowie oral fluids mittels real-time PCR auf das

Vorkommen M. hyopneumoniae spezifischer Genomfragmente getestet.

In  9/10 (90%) Bestanden konnten IgG-Antikorper  gegen
M. hyopneumoniae detektiert werden. Die Seropravalenz bei Sauen lag bei
54/100 (54%), bei Ferkeln bei 236/498 (47,4%). Ferkel von seropositiven
Sauen besaBen im Vergleich zu Ferkeln von seronegativen Sauen
signifikant haufiger Antikorper gegen M. hyopneumoniae. Mit Ausnahme
der Tiere von zwei Betrieben korrelierte auch die Hohe der S/P ratios von
Sauen und Ferkeln. In jedem der zehn Bestande war M. hyopneumoniae
DNA nachweisbar. Innerhalb der untersuchten Herden ergab sich aus dem
molekularbiologischen Nachweis von M. hyopneumoniae mittels real-time
PCR aus Larynx- bzw. Tracheobronchialtupfern auf Einzeltierebene eine
Pravalenz von 4% in der untersuchten Sauenpopulation und 0,6% in der
Ferkelpopulation. Positive oral fluids wurden in allen vier Altersstufen
detektiert. Insgesamt waren in 40/348 (11,5%) oral fluids mittels real-time

PCR M. hyopneumoniae spezifische Genomfragmente nachzuweisen.
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Die Auswertung der labordiagnostischen Ergebnisse erfolgte unter
Berucksichtigung der am Schlachthof erhobenen EP-Indices, der im
Bestand erhobenen Hustenindices sowie der Paritat und des Impfstatus
der Sauen. In Bestanden mit einem HI uber dem Median stellten sich
tendenziell mehr Ferkel seropositiv dar, als in Bestanden mit hohem
Hustenvorkommen in der Endmast. Wurde eine Sauenimpfung im Bestand
gegen M. hyopneumoniae durchgefuhrt, konnten sowohl bei den
Muttertieren selber, als auch bei ihren Ferkeln signifikant mehr
seropositive Tiere detektiert werden. Ferkel dieser Betriebe zeigten im
Vergleich zu Nicht-Impfbetrieben zudem auch signifikant hohere S/P
ratios. Die Paritat der Muttersauen hatte keinen signifikanten Einfluss auf
den serologischen Status der Sauen und ihrer Ferkel. Allerdings konnte
tendenziell haufiger bei Sauen der ersten Paritat mittels Larynxtupfer
M. hyopneumoniae DNA detektiert werden, als bei Sauen hoherer
Paritaten. Bei Untersuchung der oral fluids aus Aufzucht und Mast, wurden
signifikant mehr M. hyopneumoniae DNA positive Proben bei Tieren der

20. LW festgestellt als in den Altersstufen darunter.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass M. hyopneumoniae in allen
untersuchten Bestanden verbreitet ist, allerdings das Vorkommen von
fruhen Infektionen im Saugferkelalter deutlich geringer ist, als erwartet.
Ein Zusammenhang zwischen der Besiedelung noch ungeimpfter Tiere im
Saugferkelalter mit M. hyopneumoniae und der Hohe der Hustenindices in
der Mast sowie der EP-Scores am Schlachthof war nicht darstellbar. Bei
Vorkommen von Husten scheint die Gewinnung von oral fluids auf
Buchtenebene zur M. hyopneumoniae Diagnostik geeignet zu sein,

allerdings sollte dieser Zusammenhang noch weiter untersucht werden.
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VIl. SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate the prevalence of early
infections with M. hyopneumoniae in suckling piglets and their spread in
subsequent production stages. A cross-sectional study was conducted. EP-
scores of potential study farms were collected at the abattoir in advance to
select farms with airway diseases related to M. hyopneumoniae.
Subsequently ten farms with medium and high EP-scores were chosen for

the participation in the study.

In the farrowing unit of each farm ten sows and five piglets per sow were
examined. Blood samples of all study animals were taken and laryngeal-
swabbing in sows and tracheobronchial-swabbing in piglets was
performed. Additionally, oral fluids of pigs at the age of 6/12/16 and 20
weeks were collected using cotton ropes. Blood samples were examined
by ELISA to detect IgG-antibody against M. hyopneumoniae, laryngeal-
and tracheobronchial swabs as well as oral fluids were examined by PCR

for the detection of genomic fragments of M. hyopneumoniae.

IgG-antibodies against M. hyopneumoniae were demonstrated in 9/10
(90%) farms. The prevalence in sows was 54% (54/100), in piglets 47.4%
(236/498). Piglets originating from seropositive sows showed significantly
more often antibodies against M. hyopneumoniae than piglets from
seronegative sows. There was a correlation between S/P ratios from sows
and the corresponding piglets except for two farms. M. hyopneumoniae
DNA was detectable in all farms. At individual animal level within the
investigated herds molecular biological detection of M. hyopneumoniae
using real-time PCR from laryngeal and tracheobronchial swabs, revealed
a prevalence of 4% and 0.6% in the population of sows and piglets,
respectively. Positive oral fluids were detected in all four age groups.
Altogether, M. hyopneumoniae specific genome fragments were present
in 40/348 (11.5%) oral fluids by real-time PCR.

Laboratory diagnostic results were further evaluated, taking into account
EP indices collected at the slaughterhouse, coughing indices calculated in-

farm, as well as parity and vaccination status of sows. In farms with
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coughing index above the median, more piglets tended to be seropositive
than in farms with a high cough occurrence in finishing pigs. Significantly
more seropositive animals could be detected in both, dams and their
offspring, if sow vaccination against M. hyopneumoniae was carried out.
Piglets from these farms also showed significantly higher S/P ratios
compared to farms without sow-vaccination. Sow parity had no significant
effect on the serological status of the sows and their piglets. However,
there was a trend for detecting M. hyopneumoniae DNA more likely in
sows of the first parity than in sows of higher parities using laryngeal
swabs. When examining oral fluids from weaners and finishing pigs,
significantly more M. hyopneumoniae DNA positive samples were
detected in animals in the 20th week of life than in pigs of the younger age

groups.

The results of this study confirm the appearance of M. hyopneumoniae in
all study populations, but the occurrence of early infections in suckling pigs
has minor significance than assumed. A correlation between the
colonization of still unvaccinated animals with M. hyopneumoniae at the
age of suckling and the level of coughing indices in fattening units as well
as EP-scores at the slaughterhouse could not be demonstrated. In cases of
coughing penwise collection of oral fluids seems to be appropriate for

M. hyopneumoniae diagnostics, but further investigation is needed.
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