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l. EINLEITUNG

Das porzine Circovirus Typ 2 (PCV2) wird Uber verschiedene Se- und
Exkrete infizierter Schweine ausgeschieden (SHIBATA et al.,, 2003;
SEGALES et al., 2005a; ROSE et al., 2012). Dabei hangt die Menge an
ausgeschiedenem Virus maligeblich davon ab, ob die Tiere klinisch
erkrankt oder subklinisch infiziert sind (SEGALES et al., 2005a). Die
ausgeschiedene Virusmenge in Nasensekret und Kot von Schweinen steigt
bis zu einem Alter von 3 - 4 Monaten an und ist zu diesem Zeitpunkt am
hochsten (SHIBATA et al., 2003). Auch noch 69 Tage nach der Infektion
kann PCV2 in groBen Mengen in nasalen, oralen und fakalen
Ausscheidungen nachgewiesen werden (PATTERSON et al., 2011a).

Die horizontale Ubertragung von PCV2 durch den direkten Kontakt
zwischen Tieren wird als bedeutendster Weg der Verbreitung des Virus
angesehen (MADEC et al., 2008; ROSE et al., 2012). Vor allem der nasale
Kontakt zwischen empfanglichen und infizierten Tieren innerhalb einer
Bucht und der Kontakt zu infiziertem Kot und Urin sind primare
Ubertragungswege (DUPONT et al., 2009). Auch durch eine
intermittierende PCV2-Ausscheidung in Nasensekret und Kot persistent
infizierter Schweine ist das Ubertragungsrisiko fiir Schweine derselben
Bucht deutlich erhoht (GRAU-ROMA et al.,, 2009). Der indirekten
Ubertragung iiber den Kontakt zu kontaminierten Gegenstinden oder
Geraten wird ebenfalls eine Bedeutung zugesprochen (DUPONT et al.,
2009).

Konkrete Empfehlungen hinsichtlich einer effektiven Inaktivierung von
PCV2-kontaminierten  Flachen in der Schweinehaltung durch
Desinfektionsmittel liegen nicht vor (DEUTSCHE
VETERINARMEDIZINISCHE GESELLSCHAFT, 2020). Zusammen mit der
Reinigung ist die Desinfektion die wichtigste MaBnahme zur Verhinderung
der Ubertragung von Erregern zwischen den Tiergruppen (PRANGE,
2004).
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Ziel der vorliegenden Studie ist es, zu eruieren, wie hoch das Risiko einer
PCV2-Infektion in gereinigten und desinfizierten Maststallen fur eine neu
eingestallte Tiergruppe ist und zu ermitteln, welche Bereiche die grof3te
PCV2-Kontamination vorweisen. Weiterhin soll untersucht werden, ob die
betriebsinternen  Reinigungs- und DesinfektionsmalBnahmen eine
Reduzierung des PCV2-DNA-Vorkommens erzielen konnen. Dazu werden
verschiedene Einrichtungsgegenstande und Arbeitsmittel in PCV2-
positiven Betrieben durch Wischproben untersucht und mittels einer

quantitativen PCR auf PCV2-spezifische Genomfragmente untersucht.

Beruhend auf den  wissenschaftlichen  Untersuchungen  der
Ubertragungswege des Virus wird erwartet, dass die PCV2-Belastung an
Gegenstanden, die mit Kot und Speichel der Schweine in Beruhrung
kommen besonders grol3 ist. Des Weiteren sollte der Schritt der Reinigung,
durch den ein GroRteil des Kotes und andere organische Ausscheidungen
beseitigt werden mafRgeblich dazu beitragen, die PCV2-Belastung in der
Umgebung zu reduzieren und somit das Ubertragungsrisiko fiir eine neu

eingestallte Tiergruppe zu senken.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Porzines Circovirus Typ 2

1.1. Historischer Uberblick

Das porzine Circovirus (PCV) wird erstmals 1974 als Kontaminant in einer
Schweinenierenzelllinie (PK-15) von TISCHER et al. (1974) nachgewiesen
und aufgrund seiner Ahnlichkeit als Papova- oder Picornavirus-ahnliches
Virus beschrieben. Weitere Untersuchungen des Forscherteams ergeben,
dass das Virus eine zirkular geschlossene DNA besitzt und Antikorper
ausschliefBlich in Schweinen nachgewiesen werden konnen, sodass sie
dem Virus den Namen porzines Circovirus (PCV) geben (TISCHER et al.,
1982). Zu diesem Zeitpunkt zeigen experimentelle Infektionen von
Schweinen, dass es weder zu einer klinischen Erkrankung, noch zur
Auspragung pathologischer Veranderungen durch das Virus kommt
(TISCHER et al., 1986; ALLAN et al., 1998).

Einen Zusammenhang von PCV mit klinischen Fallen stellen HARDING
und CLARK (1997) erstmals in den 90er Jahren in Kanada und den USA
her. Fur das neu aufgetretene Erkrankungsbild, welches klinisch vor allem
bei Ferkeln in der 5. bis 8. Lebenswoche ausgepragt ist und u.a. mit
progressivem Gewichtsverlust, Kimmern und Dyspnoe einhergeht, wird
der Name post-weaning multisystemic wasting syndrome (PMWS)
eingefuhrt (HARDING und CLARK, 1997). Weitere derartige Falle treten
kurz darauf auch in Europa auf (SEGALES et al., 1997). Der vermutete
Zusammenhang wird durch ELLIS et al. (1998) bestarkt. Sie konnen mittels
Immunohistochemie und elektronenmikroskopischen Untersuchungen in
verschiedenen Geweben erkrankter Schweine kleine unbehullte
Viruspartikel nachweisen, die sie als Circovirus-ahnlichen Erreger
identifizieren (ELLIS et al., 1998).

MEEHAN et al. (1998) vergleichen die Sequenzen des neuen
Circovirus-ahnlichen Isolats mit denen des bereits bekannten Isolats der
PK-15 Zellkultur und finden eine 20 prozentige Abweichung in der
Nukleotidabfolge.  Daraufhin  wird das 1974 entdeckte Virus
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porzines Circovirus Typ 1 (PCV1) und das mit PMWS in Verbindung
gebrachte, pathogene Virus porzines Circovirus Typ 2 (PCV2) genannt
(MEEHAN et al., 1998).

1.2. Taxonomie und Morphologie

PCV2 gehort der Familie der Circoviridae an (LUKERT et al., 1995). Diese
Virusfamilie beinhaltet neben der Gattung Cyclovirus (ROSARIO et al.,
2017) die Gattung Circovirus, der die porzinen Circoviren zugeordnet
werden (MEEHAN et al., 1998).

PCV2 ist ein unbehulltes Virus, dessen Genom aus einer zirkular
geschlossenen Einzelstrang-DNA besteht (TISCHER et al., 1982). Das
Genom umfasst 1768 Nukleotide (HAMEL et al., 1998) und wird von dem
Viruskapsid umschlossen. Dieses wird aus 60 identischen, ikosaedrisch
angeordneten Untereinheiten gebildet (CROWTHER et al., 2003). Der
Durchmesser wird, abhangig von den Untersuchungsergebnissen der
Autoren, mit 17 nm (TISCHER et al., 1982) oder 20,5 nm (CROWTHER et
al., 2003) beschrieben. Das Genom untergliedert sich in elf open reading
frames (ORF) (HAMEL et al., 1998). Bisher konnte nur fur drei dieser ORFs
eine Proteinsynthese beschrieben werden (SEGALES, 2012): ORF 1 kodiert
die Replikationsproteine Rep und Rep’ (HAMEL et al., 1998), ORF 2 kodiert
die Kapsid bildenden Proteine (NAWAGITGUL et al., 2000), ORF 3 kodiert
ein Protein, welches im Rahmen der Pathogenese an der virus-induzierten
Apoptose von Wirtszellen beteiligt ist (LIU et al., 2005; LIU et al., 2006).

1.3. Eigenschaften und Tenazitat

Uber die Tenazitit des porzinen Circovirus Typ 2 ist wenig bekannt. Es
existieren verschiedene Untersuchungen zur Stabilitat und dem Verhalten
gegenuber Umwelteinflussen. So geben ALLAN et al. (1994) fur das
porzine Circovirus Typ 1 eine Hitzestabilitat gegenuber 56°C und 70°C an
und eine ausbleibende Inaktivierung durch die Behandlung mit
Chloroform oder einem pH Wert von 3. WELCH et al. (2006) untersuchen
in ithrer in vitro Studie die Auswirkungen von einer Pasteurisierung bei
60°C auf die Infektiositat von PCV2. Das Forscherteam stellt fest, dass die
Circoviren dem Verfahren gegenuber deutlich resistenter sind als

canine Parvoviren oder humane Polioviren und auch bei langanhaltender
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Hitzebehandlung uber 24 Stunden die Infektiositat erhalten bleibt (WELCH
et al., 2006). Weiterhin geben die Autoren an, dass die Virustiter ab einer
Temperatur von 70°C deutlich sinken und die Viren weniger infektios sind
(WELCH et al., 2006). Auch O'DEA et al. (2008) beobachten, dass PCV2
durch Hitzebehandlungen bei 70°C fur 15 Minuten nicht inaktiviert wird,
die Infektiositat allerdings deutlich reduziert wird. Eine vollstandige
Inaktivierung des Virus wird ab 80°C erreicht (O'DEA et al., 2008). WELCH
et al. (2006) fuhren an, dass die Bestandigkeit gegenuber hohen
Temperaturen moglicherweise auf die zirkulare Struktur der DNA, welche

zur erhohten Stabilitat des Genoms beitragt, zurtuckzufuhren ist.

Das Fehlen einer Virushulle macht PCV2 nicht nur sehr resistent
gegenuber hohen Temperaturen, sondern auch gegen Chemikalien
(MARTIN et al., 2008; O'DEA et al., 2008). Auch andere Circoviren sind
hoch resistent gegenuber der Inaktivierung mittels Wasch- und
Desinfektionsmitteln (HARDING, 2004). Die Deutsche
Veterinarmedizinische Gesellschaft (DVG) empfiehlt aufgrund fehlender
publizierter Ergebnisse wissenschaftlicher Untersuchungen uber die
Empfindlichkeit von Circoviren, vorsorglich die Verwendung der
1,5-fachen Konzentration der von ihnen gelisteten Desinfektionsmittel
gegen unbehullte Viren Zu verwenden (DEUTSCHE
VETERINARMEDIZINISCHE GESELLSCHAFT, 2020).

1.4. Ausscheidung von PCV2

Die Ausscheidung von PCV2 erfolgt uber verschiedene Se- und Exkrete
des Respirations- und Gastrointestinaltrakts infizierter Tiere (SHIBATA et
al., 2003; SEGALES et al., 2005a; ROSE et al., 2012) sowie iiber den Urin
(SEGALES et al., 2005a). Auch im Kolostrum und in der Milch von Sauen
(SHIBATA et al., 2006) und im Sperma (SCHMOLL et al., 2008) konnen

porzine Circoviren Typ 2 nachgewiesen werden.

1.4.1. Ausscheidung uber respiratorische sowie orale Sekrete, Kot
und Urin

Mittels TagMan PCR ermitteln SEGALES et al. (2005a) in ihren

Untersuchungen die hochste Virusmenge in Tracheobronchialtupfern,

gefolgt von Tonsillar-, Nasal-, Kot- und Urintupfern. SHIBATA et al. (2003)
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weisen in einem Feldversuch zwischen dem 1. und 70. Tag
post infectionem (p.i.) PCV2-DNA im Kot und in Rachen- und
Nasentupfern von experimentell infizierten Schweinen nach. Sie
beobachten, dass die Ausscheidung der Virusmenge im Nasensekret und
im Kot bis zu einem Alter von 3 — 4 Monaten ansteigt und zu diesem
Zeitpunkt am hochsten ist (SHIBATA et al., 2003). Auch PATTERSON et al.
(20117a) weisen ebenfalls nach, dass die Virusausscheidung in
gleichwertigen Mengen in nasalen, oralen und fakalen Sekreten fur
mindestens 69 Tage nach experimenteller Infektion erfolgt (PATTERSON
et al.,, 2011a). Dabei machen sie die Beobachtung, dass die Menge der
detektierten PCV2-DNA in den genannten Sekreten die Menge der Virus-
DNA, die man zeitglich im Serum findet, widerspiegelt (PATTERSON et al.,
2011a). PRICKETT et al. (2011) zeigen in ihrer Studie eine langanhaltende
Ausscheidung von PCV2 im Speichel (Oral Fluid) der Studientiere. Sie
konnen ab dem 2. Tag p.i. PCV2-DNA in Oral Fluid Proben nachweisen
und detektieren noch 98 Tage p.i. 10>¢ Genomkopien/ml im Speichel der
Schweine (PRICKETT et al., 2011).

1.4.2. Einflussfaktoren auf die ausgeschiedene Virusmenge

SEGALES et al. (2005a) beobachten, dass in den Probenmaterialien der
alteren Studientiere (> 1,5 Monate alt), mit Ausnahme der Tonsillartupfer,
hohere Virus-DNA-Mengen vorzufinden sind als in denen der jungeren
Schweine (< 1,5 Monate alt) und vermuten, dass das Alter der
heranwachsenden Tiere einen Einfluss auf die ausgeschiedene
Virusmenge hat. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von
PATTERSON et al. (2011a), die keine signifikanten Unterschiede zwischen
den getesteten Altersgruppen (< 1,5 Monate und = 1,5 Monate) ausmachen

konnen.

Neben dem Alter der Masttiere (SHIBATA et al., 2003; SEGALES et al.,
2005a) spielt auch die Manifestation der Erkrankung ein Rolle (SIBILA et
al., 2004; SEGALES et al., 2005a; GRAU-ROMA et al., 2009; PATTERSON
et al., 2011a). Je deutlicher die durch PMWS verursachten Lasionen der
Organe in der Sektion vorzufinden sind, desto hoher ist die Menge an
PCV2-DNA, die mittels Immunhistochemie in den Geweben nachgewiesen

wird, und desto hoher ist die Menge der PCV2-DNA im Serum und in den
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Tupfern aus Respirationstrakts und dem Rektum (SEGALES et al., 2005a).
GRAU-ROMA et al. (2009) kommen zu den gleichen Erkenntnissen und
weisen in ihren Untersuchungen nach, dass die DNA-Menge in Nasen- und
Kottupfern von an PMWS erkrankten Schweinen deutlich hoher ist als bei
gesunden Studientiere mit milden klinischen Krankheitsverlaufen, diese
Tiere scheiden deutlich weniger PCV2 aus (SEGALES et al., 2005a). Zu den
gleichen Ergebnissen gelangen auch PATTERSON et al. (2011a), die die
Studientiere anhand von histopathologischen Untersuchungen und
immunhistochemischen Ergebnissen in drei Gruppen einteilen: Gruppe A:
PMWS erkrankt, Gruppe B: subklinisch PCV2 infiziert, Gruppe C: PCV2
negativ. Tiere der Gruppe A zeigen hohere Virus-DNA-Mengen in den
untersuchten Proben als Tiere der Gruppen B und C, die nicht an PMWS
erkrankt sind, aber dennoch PCV2-DNA ausscheiden (PATTERSON et al.,
2011a). Eine persistierende Infektion mit PCV2 ist moglich und kann zu
einer intermittierenden Ausscheidung durch Nasensekret und Kot fuhren,
wodurch ein potenzielles Ubertragungsrisiko fiir Buchtengenossen
entsteht (GRAU-ROMA et al., 2009).

Eine Co-Infektion mit dem porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) fuhrt bei heranwachsenden, experimentell
infizierten Schweinen zu einer hoheren PCV2-Ausscheidung in oralen und
nasalen Sekreten sowie im Kot (SINHA et al., 2011). Weiterhin konnten die
Autoren eine verlangerte Ausscheidung von PCV2-DNA beobachten
(SINHA et al., 2011).

Uber mehrere Jahre durchgefiihrte intensive Impfprogramme gegen PCV2
haben dazu gefuhrt, dass weniger Viramien auftreten und eine deutlich
geringere Virusmenge ausgeschieden wird (DVORAK et al., 2016). Zu
dieser Erkenntnis kommen FORT et al. (2008) bereits 8 Jahre zuvor, indem
sie experimentell infizierte Tiere mit einer Two-Shot-Vakzine impfen und
zeigen, dass diese Tiere keine Viramie ausbilden. Die Menge viraler DNA
in Nasen- und Kottupfern der geimpften Studientiere ist deutlich geringer
als in den Proben der nicht geimpften Tiere, wie auch die Anzahl der
virusausscheidenden Tiere (FORT et al., 2008).
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1.5. Erregeriibertragung

Die Ubertragung von PCV2 kann sowohl auf horizontalem (ALBINA et al.,
20017; SHIBATA et al.,, 2003) als auch auf dem vertikalen Weg erfolgen
(DVORAK et al., 2013). Durch Impfprogramme ist die ausgeschiedene
Virusmenge geringer und die Gefahr der horizontalen oder vertikalen
Ubertragung niedriger, dennoch zirkuliert das porzine Circovirus Typ 2
weiterhin in den Schweinebestanden (DVORAK et al., 2016).

1.5.1.  Horizontale Ubertragung

Der Hauptubertragungsweg von PCV2 ist der enge Kontakt zwischen
infizierten Tieren und nicht infizierten, empfanglichen Tieren (MADEC et
al., 2008). Dieser direkte Kontakt zwischen den Schweinen stellt den
effizientesten Ubertragungsweg dar (ROSE et al., 2012). Die Ubertragung
erfolgt Uber Nasensekret (SEGALES et al., 2005a), Kot und Speichel
(PATTERSON et al., 2011a). Dabei kommt es nicht zwangsweise zu einer
Erkrankung oder der Ausbildung klinischer Erscheinungen einer
PCV2-Infektion (SEGALES et al., 2005b).

ALBINA et al. (2001) infizieren spezifisch pathogenfreie Ferkel mit PCV2
(aus Gewebe an PMWS erkrankter Tiere) und fuhren so eine Erkrankung
bei 7,2% der Studientiere herbei. Milde klinische Krankheitsverlaufe
(erhohte rektale Temperatur und Wachstumsretardierung) zeigen 90%
der Studientiere, die direkten Kontakt zu den erkrankten Tieren hatten und
82% der Tiere, die experimentell infiziert wurden (ALBINA et al., 2001).
Auch BOLIN et al. (2001) konnen in ihren Untersuchungen neben der
experimentellen intranasalen Infektion eine direkte Ubertragung von PCV2
nachweisen. Drei Studientiere werden 42 Tage nach der Infektion mit drei
naiven Tieren aufgestallt, die innerhalb von drei Wochen serokonvertieren
(BOLIN et al., 2001). In einer Untersuchung uber die horizontale
Ubertragung von PCV2 mittels verschiedenen Genotyp-Varianten zeigt
sich, dass das Virus hauptsachlich uber direkten Kontakt (Tiere in
derselben Bucht) und durch Kontakt zu Tieren in benachbarten Buchten
(nasaler Kontakt) ubertragen wird (DUPONT et al., 2009). Die Autoren
halten den nasalen Kontakt und den direkten Kontakt zu Kot und Urin fur
die wichtigsten Wege der Verbreitung von PCV2 (DUPONT et al., 2009)
und bekraftigen damit die Ergebnisse von SHIBATA et al. (2003),
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SEGALES et al. (2005a) und GRAU-ROMA et al. (2009).

PATTERSON et al. (2011a) weisen in ihrer Studie die Ubertragung durch
Kot nach, indem sie naive Tiere mit Kot von infizierten Schweinen futtern
und so bei zwei von vier Tieren eine Infektion hervorrufen konnen. Sie
weisen aber darauf hin, dass der Kontakt zu infektiosem Nasensekret,
besonders von persistent infizierten Tieren, moglicherweise eine
wichtigere Ubertragungsmoglichkeit darstellt als der fiko-orale Weg
(PATTERSON et al., 2011a).

Auch subklinisch infizierte Schweine konnen uber direkten Kontakt eine
Infektion von spezifisch pathogenfreien Tieren verursachen (ANDRAUD et
al.,, 2008). Die Untersuchung aus dem Jahr 2008 beleuchtet die
Ubertragung innerhalb eines Abteils, also zwischen zwei Buchten
(indirekter Kontakt), und die innerhalb einer Bucht (direkter Kontakt)
(ANDRAUD et al., 2008). In der Tiergruppe mit direktem Kontakt zu
subklinisch infizierten Schweinen konnte man nach 28 Tagen 15/16 Tiere
(94,0%) als infiziert einstufen (zwischen 10> und 107 PCV2
Kopien/ml Serum) (ANDRAUD et al., 2008). Weiterhin zeigen sie, dass die
Ubertragung auch ohne direkten Kontakt zu infizierten Tieren moglich ist,
wobei die Ubertragungsrate bei der Tiergruppe mit indirekten Kontakt
geringer ist (ANDRAUD et al., 2008).

Indirekter Kontakt durch kontaminierte Gegenstande, z.B. kontaminierte
Injektionskanulen, ist ein weiterer Weg der horizontalen PCV2-
Ubertragung (PATTERSON et al.,, 2011a). Auch Buchtenwande, -boden
und verschiedene Arbeitsutensilien, wie Hochdruckreiniger, Futterwagen
und Arbeitsschuhe konnen mit PCV2-DNA kontaminiert sein und als
unbelebte Vektoren eine zentrale Rolle in der Ubertragung des Virus und
vor allem dessen Fortbestehen im Schweinebestand einnehmen (LOPEZ-
LORENZO et al., 2019).

1.5.2.  Vertikale Ubertragung

GRAU-ROMA et al. (2009) untersuchen in ihrer Studie Ferkel von Geburt
an und zeigen, dass eine PCV2-Infektion bereits vor dem Absetzen der
Ferkel vorhanden sein kann. Dies ist darauf zurtuckzufuhren, dass Sauen

wahrend der Saugezeit viramisch sein konnen und unterstutzt die
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Annahmen einer vertikalen Ubertragung (iber die Milch (GRAU-ROMA et
al., 2009). Der Nachweis von PCV2-DNA in Kolostrum und Sauenmilch von
experimentell und naturlich infizierten Sauen gelingt im Jahr 2006
(SHIBATA et al., 2006). Infektiose PCV2 Titer konnen 2011 in Kolostrum-
Proben (53,6%) und Milch-Proben (25,0%) von geimpften und nicht
geimpften Sauen nachgewiesen werden (GERBER et al., 2011). Es wird
beobachtet, dass nicht geimpfte Sauen eine hohere Menge PCV2-DNA in
die Milch abgeben (MADSON et al., 2009).

Einen Hinweis auf die intrauterine Ubertragung erlangen MADSON et al.
(2009) in ihrer experimentellen Untersuchung mit dem Nachweis von
Viramien in lebendgeborenen Ferkeln kurz nach der Geburt. Die
Besamung von naiven Sauen mit PCV2b-positiven Sperma fuhrt sowohl bei
den trachtigen Sauen zu einer Viramie, als auch zu einer PCV2-Infektion
bei ihren lebendgeborenen Ferkeln, denen prakolostral Blut entnommen
wird (MADSON et al., 2009). Auch DVORAK et al. (2013) weisen in einer
Untersuchung bei 63% der Ferkel vor der Kolostrumaufnahme PCV2-DNA
im Serum nach. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von EDDICKS
et al. (2016) aus Deutschland, die Serum von Ferkeln vor und nach (24
Stunden) der Kolostrumaufnahme auf das Vorhandensein von PCV2-DNA
untersuchen und in keinem der Ferkel Virus-DNA detektieren konnen. Da
nur 1% der untersuchten, klinisch gesunden Sauen PCV2 positive Seren
besitzen, kommen sie zu dem Schluss, dass die intrauterine Infektion eine
geringere Rolle spielt als angenommen (DVORAK et al., 2013) und
vermuten, dass es erst im Laufe der Saugeperiode zu einer Infektion der
Ferkel durch eine kontaminierte Umgebung kommt (EDDICKS et al.,
2016).

1.5.3.  Einflussfaktoren auf die Ubertragung

MADEC et al. (2000) vermuten, dass die Umgebung eine entscheidende
Rolle bei der Ausbildung einer PMWS-Erkrankung einnimmt. Um die
mikrobielle Last zu senken, werden ein verbessertes Hygienesystem, das
Anwenden des Rein-Raus-Systems, eine verbesserte Ventilation und die
Reduzierung der Tierzahl vorgeschlagen (MADEC et al., 2000). Einen
zusatzlichen Effekt hat die Reduktion des Vermischens der Altersgruppen,

welches bei dem Zuriickstallen der Tiere erfolgt und eine Ubertragung der
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Pathogene der alteren auf die jungeren Tiere mit sich bringt (MADEC et
al., 2000).

2. Nachweis von PCV2-DNA

2.1. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

MULLIS und FALOONA (1987) beschreiben 1987 eine in vitro Methode,
bei der sie DNA mittels einer Polymerase-katalysierten Reaktion
amplifizieren konnen. Real-time PCRs, bei der der Nachweis und die
Quantifizierung der  entstandenen Amplifikate durch eine
Fluoreszenzmessung in Echtzeit vorgenommen wird, erweisen sich fur
virologische Untersuchungen als sehr geeignet (MACKAY et al., 2002). Zur
quantitativen Darstellung der Messung werden Ct-Werte (cycle threshold)
verwendet (HEID et al., 1996). Durch den Ct-Wert wird die Anzahl von
Zyklen beschrieben, die notig sind, um einen festgelegten Schwellenwert
zu beschreiben, dabei besteht eine lineare Korrelation mit der relativen
Anzahl an DNA-Kopien (HEID et al., 1996).

ALLAN et al. (1999) nutzen die Unterschiede in der Genomsequenz von
PCV1 und PCV2 (MEEHAN et al., 1998) und konnen mit einer PCR die
Virus-DNA aus Gewebe von erkrankten Schweinen vermehren und den
beiden porzinen Circoviren zuordnen. Auch LAROCHELLE et al. (1999)
entwickeln eine Multiplex-PCR, um PCV1 und PCV2 in Gewebeproben
retrospektiv zu unterscheiden. Ein Jahr spater wird eine Quantifizierung
von PCV2 in Serumproben mittels kompetitiver PCR vorgenommen und
somit eine Moglichkeit geschaffen, die Virusausscheidung mit der
Manifestation klinischer Symptome zu assoziieren (LIU et al., 2000).
CHUNG et al. (2005) nutzen im Jahr 2005 eine quantitative real-time PCR,
die es ihnen ermoglicht PCV2-DNA bei Schweinen mit verschiedenen
Erkrankungsgraden zu detektieren. Mit dieser Methode ist das
Forscherteam in der Lage Virusmengen im Bereich von
9-log10 Genomkopien/pl zu ermitteln, was mit anderen PCR-Methoden bis
dahin nicht gelang (CHUNG et al, 2005). Die Entwicklung einer
spezifischen quantitativen real-time PCR zur Detektion von PCV2 stellt eine
kostengunstige und schnelle Nachweismethode dar und macht 2008 eine
Unterscheidung der Genotypen a und b moglich (GAGNON et al., 2008).
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Diese real-time PCR besitzt eine hohere Sensitivitat als eine konventionelle
PCR (GAGNON et al., 2008).

2.2 Nachweisbarkeit in unterschiedlichen Probenmaterialien

Verschiedene Untersuchungsmaterialien wie Serum (SHIBATA et al.,
2003; SEGALES et al., 2005a), Kot- und Nasentupfer (SHIBATA et al.,
2003), Speichel (PRICKETT et al., 2008; PRICKETT et al., 2011) und
Gewebe (BRUNBORG et al., 2004) eignen sich, um spezifische

Genomfragmente von PCV2 mittels einer PCR nachzuweisen.

Vollblut und Serum stellen sehr gut geeignete Materialien fur den
Nachweis unter Feldbedingungen dar (SHIBATA et al., 2003). Die Autoren
gehen davon aus, dass PCV2-DNA fur einen langeren Zeitraum im Blut
prasent ist als in Nasen- oder Kottupfern (SHIBATA et al., 2003). Im Kot
kann PCV2 bis zu 70 Tage nach experimenteller Infektion nachgewiesen
werden, daher halten die Autoren ein Monitoring von Schweinen durch die
Untersuchung von Kotproben mittels PCR fur praktikabel. Auch im
Nasensekret ist die Virus-DNA mittels PCR ab dem 1. Tag p.i. nachweisbar
(SHIBATA et al.,, 2003). Nasen- und Rektaltupfer stellen ebenfalls
geeignete Probenmaterialien dar, um die quantitative PCV2-Ausscheidung
zu untersuchen (GRAU-ROMA et al., 2009). In Speichel (Oral Fluid) kann
PCV2 mittels PCR zwei Tage nach experimenteller Infektion nachgewiesen
werden (PRICKETT et al., 2011). Die langanhaltende Detektion (98 Tage)
in Oral Fluids bietet ein effizientes Monitoring-Tool fur Schweinebestande
(PRICKETT et al., 2011).

2.3. Nachweis in der Umgebung

DVORAK et al. (2013) untersuchen in ihrer Studie auch die Umgebung von
Sauen und Saugferkeln, indem sie Tupferproben von den Boden der
Abferkelbuchten und den Stangen des Kastenstands nehmen. Die
trockenen Tupferspitzen werden in Phosphatgepufferter Salzlosung
(PBS-Losung) gelagert und eingefroren. AuBerdem wird eine nicht
benutzte Abferkel-Bucht mit Swiffer®-ahnlichen Tiichern vor und nach der
Desinfektion beprobt, die Tucher werden ebenfalls in PBS-Losung getrankt
(DVORAK et al., 2013). Es folgt eine DNA-Extraktion und eine Bearbeitung
mittels quantitativer PCR (DVORAK et al., 2013). PATTERSON et al.
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(2011b) untersuchen die Kontamination mit PCV2 in Modell-
Tiertransportern anhand einer real-time PCR. Dafur verwenden sie Tupfer
aus Polyester, die sie in je 1 ml steriler Kochsalzlosung getrankt haben,
und beproben so mittels einer Schablone eine Flache von 5,5 cm
Durchmesser an ausgewahlten Stellen der kontaminierten Transporter
(PATTERSON et al., 2011b).

Auch die Kontamination mit anderen Erregern wurde durch
Umgebungsproben untersucht. So nehmen BODE et al. (2007)
Tupferproben von Boden, Wanden, Trogen, Tranken, Transportfahrzeugen
und Reinigungsgeraten in Betrieben mit einer erhohten Salmonellen-
Belastung. Eine weitere Studie aus dem Jahr 2012 untersucht mit Hilfe von
Wischproben ebenfalls die Salmonellen-Kontamination auf Gegenstanden,
die in direktem Kontakt zu den Schweinen stehen (Buchtenwande, Troge,
Trinknippel, Beschaftigungsmaterialien) als auch Gegenstanden, die nur
indirekt Kontakt mit Tieren haben (Heizstrahler, Rohre, Stiefel,
Laderampen) (GOTTER et al., 2012). Dazu werden 10 x 30 cm lange
Gaze-Tupfer in gepuffertes Peptonwasser gegeben, sterilisiert und
anschlieBend als Wischprobe verwendet (GOTTER et al., 2012). PITKIN et
al. (2009) verwenden Tupfer aus Polyester, um Hande, Stiefel, Overalls,
Futtersacke und Kabelschlingen aus Schweinstallen zu untersuchen und
mogliche Ubertragungsrisiken von PRRSV zu identifizieren. Auch in einer
Studie Uber die Influenza-Uberwachung werden Wischproben aus
feuchten Gaze-Tupfern fur eine Untersuchung der Umgebung verwendet
(GARRIDO-MANTILLA et al., 2019).

3. Reinigung und Desinfektion

Die Reinigung und Desinfektion (R + D) kann nur in Kombination eine
effektive Reduktion des Keimgehalts auf Oberflachen in Stallen
ermdglichen (BOHM, 1998). Im Laufe einer Haltungsperiode steigt der
Keimgehalt im Stall fortlaufend an, die von den Schweinen
ausgeschiedenen Erreger stellen somit eine Gefahrdung der
Tiergesundheit dar (PRANGE, 2004). Ziel ist es, die neuen Schweine in
eine moglichst unbelastete Umgebung einzustallen (PRANGE, 2004).
Unabhangig von der Art der Haltung und dem Alter der Tiere ist das
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grundsatzliche Vorgehen in allen Produktionsstufen gleich: zuerst erfolgt
die Reinigung, dann die Desinfektion (PRANGE, 2004). In Betrieben, die
ein Rein-Raus-System verwenden, lassen sich die Reinigungs- und
DesinfektionsmalRnahmen sehr effektiv durchfuhren (PRANGE, 2004).

3.1. Reinigung in Schweinestallen

Ziel der ReinigungsmalBnahmen ist es, die visuelle Sauberkeit eines
Objektes zu erreichen, sodass die Oberflachenstruktur, die Farbe und die
ursprungliche Beschaffenheit deutlich zu erkennen sind (PRANGE, 2004).
Die grundlegenden Schritte der Reinigung sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Arbeitsschritte der Reinigung in Schweinestallen, modifiziert
nach PRANGE (2004)

Arbeitsschritt Arbeiten

Bewegliche Einrichtungen entfernen, Liftungs-

und Futteranlagen von Staub und Futterresten
befreien, Stall besenrein ausmisten

Vorarbeiten
(Trockenreinigung)

Einweichen
evtl. mit Reinigungsmittel
Reinigung Hochdruckreinigung
(Nassreinigung) bis das abflieBende Spulwasser frei von

Schmutzteilchen ist

Trocknen

Die Nassreinigung von Stallen beinhaltet zwei Hauptschritte: zunachst
findet ein Einweichen statt, bei Bedarf unter Verwendung eines
Reinigungsmittels, anschlieBend werden die Oberflachen mit Hochdruck
(80 - 120 bar) gereinigt (BOHM, 1998; PRANGE, 2004). Die Verwendung
von warmen Wasser (40°C) zeigt eine effektivere Reduzierung der
Keimmenge auf Betonboden in Aufzuchtstallen (BOHM, 1998). Unter
Druck verwendetes heilBes Wasser reinigt die Oberflachen durch den Effekt
der Spulung und den hydraulischen Aufprall des Wassers (KAHRS, 1995).
So lost das Wasser anorganische Salze, emulgiert Fette und wascht
organische Ruckstande fort und wirkt fur einen Moment bakterizid, bis die
Oberflache abkuhlt (KAHRS, 1995).
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Die Reinigung von glatten Oberflachen wie z.B. Flachen aus Stahl oder
Keramik ist einfacher, als die von Holz oder Beton (BOHM, 1998). Nach
der Reinigung sollten die Oberflachen trocknen, dieser Prozess kann durch
Ventilatoren oder Heizstrahler beschleunigt werden (BOHM, 1998). Das
Trocknen verhindert eine Verdunnung des nachfolgend ausgebrachten
Desinfektionsmittels und fordert das Eindringen in die Poren des Materials
(PRANGE, 2004).

3.2 Effekt der Reinigung auf die virale Kontamination in der
Umgebung

1986 zeigen MENGELING und PAUL (1986), dass das porzine Parvovirus
in ungereinigten Stallen mindestens 14 Tage infektios bleibt und somit zu
einer Infektion von neu eingestallten, naiven Tieren fuhren kann. Damit
verdeutlichen sie die Notwendigkeit der Reinigung von Stallungen, um
Se-und Exkrete von erkrankten Tieren effektiv zu beseitigen (MENGELING
und PAUL, 1986). Eine signifikante Reduktion der PCV2-DNA-Menge
durch das Waschen von kontaminierten Modell-Transportern konnten
PATTERSON et al. (2011b) beobachten. DVORAK et al. (2013) finden
sowohl in Abferkelbuchten, die mit Hochdruck gewaschen wurden, als
auch in Buchten die mit wenig Druck gewaschen wurden, noch hohe
Mengen an PCV2-DNA.

3.3. Desinfektion in der Nutztierhaltung

In der Tierhaltung wird zwischen einer vorbeugenden und einer speziellen
Desinfektion unterschieden (PRANGE, 2004). Eine
Tierseuchendesinfektion stellt immer eine spezielle Desinfektion dar, bei
der die vollstandige Eliminierung bestimmter Krankheitserreger
angestrebt wird (PRANGE, 2004). Fur die vorbeugende Desinfektion
werden in der Regel Handelspraparate verwendet (PRANGE, 2004). Einer
Desinfektion ist immer die grundliche Reinigung der Stallungen und
Oberflachen vorangestellt, da durch einen hohen Gehalt an organischem
Material die Wirksamkeit der Desinfektionsmittel deutlich herabgesetzt
wird (BOHM, 1998). Eine Desinfektion eignet sich vor allem fiir nicht
vektorubertragene Erreger, solche, die durch Se- und Exkrete ubertragen

werden, die an Geraten, Boden und Fahrzeugen haften konnen (KAHRS,
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1995).

Der wichtigste Schritt der Desinfektion ist die Auswahl des
Desinfektionsmittels (BOHM, 1998). Bei der Verwendung von kommerziell
erhaltlichen Praparaten hangt die Wirksamkeit von der verwendeten
Konzentration ab, die Empfehlungen des Herstellers sollten dabei durch
Feldversuche fundiert sein (BOHM, 1998). Auch PRANGE (2004) rat, nur
von der Deutschen Veterinarmedizinischen Gesellschaft (DVG) geprufte
Desinfektionsmittel zu verwenden. Die DVG-Desinfektionsmittelliste fur
den Tierhaltungsbereich enthalt alle gepruften und als wirksam
befundenen Handelspraparate mit Wirkspektrum,
Gebrauchskonzentrationen, Einwirkzeiten und -temperaturen (DEUTSCHE
VETERINARMEDIZINISCHE GESELLSCHAFT, 2020). Im Regelfall wird
nach dem Auftragen des Praparats nicht mit Wasser nachgespult, sodass
das Desinfektionsmittel auf den Oberflachen trocknet und nach der
vorgegebenen Einwirkzeit die Desinfektion als abgeschlossen anzusehen
ist (PRANGE, 2004).

BOHM (1998) gibt an, dass die Desinfektion von Tiertransportern als
problematisch zu betrachten ist, da die AuBentemperaturen in den kalten
Jahreszeiten (< 10°C) fur die Anwendung einiger Desinfektionsmittel nicht
geeignet sind und die notwendige Reinigung der Transporter oft schwierig
ist. Um dies zu vermeiden, sollten Tiertransporter in einem separaten
Gebiude mit Dach gereinigt und desinfiziert werden (BOHM, 1998). Auch
PRANGE (2004) weist darauf hin, dass Praparate, die Aldehyde,
organische Sauren oder Phenole als Hauptwirkstoffe enthalten nicht bei

Temperaturen unter 10°C eingesetzt werden sollten.

3.4. Desinfektion gegen Viren

Angriffsstellen der Desinfektionsmittel sind die virale Hulle, das Kapsid,
welches die Form des Virus bestimmt und als Schutz der Nukleinsauren
dient, und das virale Genom (MCDONNELL und RUSSELL, 1999). Die
Desinfektion von Oberflachen ist vor allem gegen die Viren wichtig, die in
der Umgebung uberleben, nachdem man die infizierten, ausscheidenden
Tiere entfernt hat (KAHRS, 1995).
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3.4.1. Desinfektion von PCV2

In einem in vitro Versuch vergleichen ROYER et al. (2001) elf
Desinfektionsmittel mit einer Negativkontrolle und prufen deren Fahigkeit
die PCV2-Titer einer Zellkultur zu reduzieren. Keines der kommerziell
erhaltlichen Desinfektionsmittel fur die Schweinehaltung hat eine
bekannte Wirksamkeit gegen porzine Circoviren, dennoch sind sieben
Praparate in der Lage die Titer deutlich zu reduzieren (ROYER et al., 2001).
Desinfektionsmittel, die unter in vitro Umstanden nicht optimal wirken,
sind moglicherweise unter realen Bedingungen in Feldversuchen noch
weniger effektiv, da sowohl die Kontaminationszeit als auch das
Vorhandensein von organischem Material die Wirkung herabsetzen
(ROYER et al., 2001). Méglicherweise wird aber die Ubertragung von
Tiergruppe zu Tiergruppe durch die Reduktion von PCV2 in der
Umgebung der Schweine reduziert oder verhindert (ROYER et al., 2001).
Auch YILMAZ und KALETA (2004) untersuchen unter Laborbedingungen
vier Desinfektionsmittel in Keimtragerversuchen mit Pappelholz bei 20°C
und 10°C. Die von der DVG gelisteten Praparate zeigen eine wirksame
Desinfektion gegen PCV2, werden allerdings bei einer Temperatursenkung
von 20°C auf 10°C in ihrer Wirksamkeit herabgesetzt, sodass die Autoren
eine hohere Konzentration bei dieser Temperatur empfehlen (YILMAZ und
KALETA, 2004). In einer anderen Studie untersuchen MARTIN et al. (2008)
die Wirksamkeit von neun kommerziell in Frankreich erhaltlichen
Desinfektionsmitteln, welche in Schweinebestanden verwendet werden,
aber eine nicht bekannte Wirksamkeit gegen das porzine Circovirus Typ 2
besitzen. Nachdem die Desinfektionsmittel mit einer PCV2-Suspension
zusammengebracht werden, erfolgt eine Inkubation bei 20°C fur
30 Minuten (MARTIN et al., 2008). Sieben der neun Desinfektionsmittel
konnen eine Reduktion der verwendeten PCV2-Titer herbeifuhren, funf
davon in einer vom Hersteller empfohlenen Konzentration (MARTIN et al.,
2008). Auch DVORAK et al. (2013) konnen in ihrer Untersuchung eine
Reduzierung der PCV2-DNA-Mengen durch eine Desinfektion von
Betonboden, Buchtenwanden und Kastenstanden in Abferkelbuchten
beobachten, stellen jedoch keine vollstandige Eliminierung fest (DVORAK
et al., 2013).
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3.4.2. Desinfektion anderer Viren

Eine erfolgreiche Durchfuhrung von Desinfektions-Studien uber die
Eliminierung von behullten Viren ist schwierig, da jedes Virus spezifische
Eigenschaften hat und strukturelle Unterschiede zwischen den
Virusfamilien existieren, die sich auf die Uberlebensfiahigkeit im
getrockneten Zustand auswirken (KRUG et al., 2011). KRUG et al. (2011)
untersuchen in  einem Modell-Versuch die Wirksamkeit von
Natriumhypochlorit und Zitronensaure gegenuber dem Maul- und
Klauenseuche Virus (MKSV), dem Virus der Afrikanischen (ASPV) und
dem der Klassischen Schweinepest (KSPV) auf einer Oberflache aus Stahl
und Plastik. Die Virussuspensionen, bestehend aus Virus und PBS-Losung,
wurden auf die Oberflachen aufgebracht und trocknen gelassen,
anschlieBend wurden sie fur 10 Minuten den Desinfektionsmitteln
ausgesetzt und danach in eine neutralisierende Losung verbracht (KRUG
et al.,, 2011). Die Forscher beobachten, dass die Infektiositat von MKSV
und ASPV allein durch das Trocknen auf den beiden unterschiedlichen
Oberflachen um zwei log-Stufen herabgesetzt wird, die von ASPV um etwa
drei log-Stufen (KRUG et al., 2011). Natriumhypochloritist in der Lage alle
drei Viren effektiv zu inaktivieren, die 2%ige Zitronensaure ist unwirksam
gegenuber KSPV (KRUG et al.,, 2011). Eine weitere Studie zeigt, dass
Natriumhypochlorit und Zitronensaure durch die Anwesenheit von
organischem Material wie Kot, Fleischsaft und besonders Schweineblut,
deutlich in ihrer Wirksamkeit herabgesetzt werden (KRUG et al., 2018).
Weiterhin werden zwei kommerziell in der Fleischproduktion verwendete
Desinfektionsmittel gegen getrocknetes Virus in Blut und Fleischsaft
getestet, mit dem Ergebnis, dass keine Reduzierung des Virus-Titers
erreicht wird (KRUG et al., 2018). KRUG et al. (2018) gehen davon aus,
dass der Trocknungsprozess von organischem Material einen
entscheidenden Effekt auf die eingeschrankte Wirksamkeit der getesteten
Desinfektionsmittel hat und sehen umso mehr die Notwendigkeit einer der

Desinfektion vorangestellten Reinigung von Oberflachen.

YILMAZ und KALETA (2003) untersuchen vier verschiedene
Desinfektionsmittel gegen drei unbehullte Viren (Bovines Enterovirus

Typ 1, Orthoreovirus Typ 1 und Bovines Adenovirus Typ 1) bei jeweils 20°C
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und 10°C. In ihrer Studie stellt sich heraus, dass die Praparate stark
temperaturabhangig sind und bei 10°C sowohl eine langere Einwirkzeit als
auch eine hohere Konzentration der Desinfektionsmittel erforderlich ist
(YILMAZ und KALETA, 2003). Des Weiteren beeinflusst die Anwesenheit
von Proteinen (Bovines Serumalbumin und Hefe) die Wirkung der
Praparate gegenuber den Viren, sodass bei einigen Desinfektionsmitteln
ebenfalls eine langere Einwirkzeit oder die Verwendung von hoheren
Konzentrationen, als die vom Hersteller angegebenen, empfohlen wird
(YILMAZ und KALETA, 2003).
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Il. MATERIAL UND METHODEN

1. Ziel der Untersuchung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Kontamination von Maststallen mit
PCV2 zu erfassen. Es sollen Bereiche in den Buchten identifiziert werden,
an denen sich Virus-DNA hauptsachlich anreichert. Des Weiteren soll der
Effekt der durchgefuhrten bestandsspezifischen Reinigungs- und
DesinfektionsmalBnahmen auf den Nachweis von PCV2-DNA untersucht

werden.
Arbeitshypothesen:

1) Zum Zeitpunkt des Ausstallens der schlachtreifen Mastschweine
kann eine Kontamination der Umgebung sowie Arbeitsmittel mit

PCV2 nachgewiesen werden.

2) Vor allem an Gegenstanden, die vermehrt mit Kot und Speichel der
Schweine in Beruhrung kommen, kann eine PCV2-Kontamination

nachgewiesen werden.

3) Die Kontamination der Umgebung und der Arbeitsmittel wird durch

die Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen signifikant

reduziert.
2. Versuchsaufbau
2.1. Auswahl der untersuchten Betriebe

Es wurden insgesamt zwolf Betriebe aus verschiedenen Bundeslandern
Deutschlands in die Studie eingeschlossen. Dabei handelte es sich sowohl
um reine Mastbestande als auch um Betriebe, die mit einem
geschlossenen System arbeiten. Die Teilnahme an der Untersuchung

erfolgte auf freiwilliger Basis.

Um die Zielesetzung der Untersuchung zu erwirken, war der Nachweis von
PCV2-DNA in den Bestanden das primare Auswahlkriterium. In die

Auswahl wurden nur Bestande aufgenommen, die im Rahmen einer
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vorangegangenen Studie mittels Kaustricken beprobt und als PCV2-positiv
eingestuft wurden (Dissertation BEISL (2020)). Ein weiteres
Einschlusskriterium war, dass die Mastgruppen in den Betrieben entweder
abteilweise oder stallweise im Rein-Raus-System aufgestallt wurden, um
die Auswirkungen einer Reinigung und Desinfektion der Abteile
untersuchen zu konnen. Bestande, die beide Kriterien erfullten, wurden
kontaktiert und uber das Studiendesign wie auch das weitere Vorgehen

der Untersuchung aufgeklart.

2.2, Studiendesign

In jedem der zwolf Betriebe erfolgte eine zweimalige Probennahme von
verschiedenen Gegenstanden desselben Abteils. Die Zeit zwischen den
beiden Beprobungen richtete sich nach den innerbetrieblichen Ablaufen
und betrug maximal sieben Tage. Die erste Beprobung fand vor der
Reinigung und Desinfektion statt, die zweite Beprobung erfolgte im
sauberen Abteil, bevor neue Tiere eingestallt wurden. Die Stalleinrichtung
der Mastabteile wurde mittels Wischproben beprobt. Dafur wurden in
jedem Abteil drei verschiedene, nicht benachbarte Buchten fur die
Probennahme ausgewahlt. Das Abteil des Betriebs Nr. 4 war nicht in
Buchten unterteilt, in diesem Fall wurde das Abteil in drei Zonen unterteilt.
Vor der ersten Probennahme wurde eine Skizze des Abteils und der
Buchten angefertigt, auf der die zu beprobenden Stellen markiert wurden.
So konnte gewahrleistet werden, dass die zweite Beprobung an denselben
Stellen erfolgte. Die zweite Probennahme wurde durchgefuhrt, sobald die
betriebseigenen Reinigungs- und DesinfektionsmalBnahmen
abgeschlossen waren und bevor neue Tiere in das Mastabteil eingestallt

wurden.

Um ein standardisiertes Vorgehen zu gewahrleisten, erfolgte die
Probennahme in allen zwolf Betrieben durch dasselbe Personal der Klinik
fur Schweine der LMU Munchen.

Das Versuchsvorhaben wurde der Ethikkommission der Tierarztlichen
Fakultat der LMU Munchen vorgelegt und von dieser akzeptiert
(Aktenzeichen 191-05-11-2019).
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2.3. Studienbetriebe

Die Studienbetriebe befanden sich in den Bundeslandern Bayern, Baden-
Wurttemberg, Nordrhein-Westfalen, Niedersachsen und
Schleswig- Holstein. Die Betriebe 1, 2, 3, 4, 5, 6 und 9 waren reine
Mastbestande, die Versuchsbetriebe 7, 8, 10, 11 und 12 wirtschafteten im
geschlossenen System. Es handelte sich um Betriebe mit konventioneller
Schweinehaltung. Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht einiger Betriebsdaten.
Tabelle 2: Ubersicht der Betriebsdaten der zwolf eingeschlossenen

Betriebe, modifiziert nach BEISL (2020) (P/R = Parvo/Rotlauf, IAV =
Influenza, Clos = Clostridien, Gl = Glasserella parasuis)

Betrieb Bundesland Betriebssystem T EMTEET
Ferkel
: PRRSV, PCV2,
1 Bayern Mastbetrieb M. hyo
2 Bayern Mastbetrieb PCV2,G|\|/|. hyo,
: PRRSV, PCV2,
3 Bayern Mastbetrieb M. hyo
. , PRRSV, PCV2,
4 Baden-Wurttemberg Mastbetrieb M. hyo, APP
5 Baden-Wurttemberg Mastbetrieb PCVE’ lc\il).“hyo,
6 Baden-Wurttemberg Mastbetrieb PRRSV, PCV2,
M. hyo
7 Bayern geschlossen PCV2
PRRSV, PCV2,
8 Bayern geschlossen M. hyo
9 Schleswig-Holstein Mastbetrieb -
10 Nordrhein-Westfalen geschlossen PRRSV, PCVZ{
M. hyo, E. coli
: PRRSV, PCV2,
11 Nordrhein-Westfalen geschlossen M. hyo, APP, G
12 Niedersachsen geschlossen PCV2, M. hyo
3. Probennahme

Die Probennahme fand von September 2019 bis April 2020 statt. Es
wurden insgesamt 624 Wischproben genommen. Pro Betrieb lagen
52 Wischproben aus den beiden Beprobungen vor. Die Anzahl der
genommenen Wischproben pro Gegenstand, Bucht und Bestand konnen

der Tabelle 3 entnommen werden.
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Tabelle 3: Anzahl der genommenen Wischproben pro Bucht (n =
3/Bestand) und Bestand (n = 12) aufgefiihrt fiir die sechs untersuchten
Gegenstande sowie die jeweilige Gesamtanzahl der Wischproben pro
Beprobung (n =2)

Gegenstinde A;zahl/ Anzahl/ Gesamt/
ucht Bestand Beprobung
Futtertroge 3 9 108
Buchtenwande 3 9 108
Nippeltranken 1 3 36
Beschaftigungsmaterialien 1 3 36
Stiefel - 1 12
Treibbretter - 1 12
Summe 8 26 312
3.1. Wischproben

Fir die Wischproben wurde je ein Gaze-Tupfer (Gazin® Mullkompressen
10 x 10 cm - 8-fach, unsteril, Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG,
Neuwied, Deutschland) in 8 ml Phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS-Losung) (Roti®-CELL PBS, CELLPURE® ready-to-use, steril, Carl
Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) getrankt. Die beiden
Komponenten wurden kurz vor der Probennahme in einem
verschlieBbaren Schutzgefall (Viereck-Versandflasche 117 x 35 mm,
Offnungsdurchmesser 28 mm, mit beiliegendem  Verschluss,
SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland) zusammengefuhrt.

Die Beprobung wurde von zwei Personen durchgefuhrt. Vor Ort wurde das
Probengefall der probennehmenden Person so dargereicht, dass diese mit
einer behandschuhten Hand (Einmalhandschuhe Latex Top, Albert
Kerbl GmbH, Buchbach, Deutschland) den feuchten Tupfer entnehmen
konnte, ohne das Probengefall zu beruhren. Folgend wurde der zu
beprobende Gegenstand mittels wischenden Bewegungen beprobt. Die so
angefertigte Wischprobe wurde in ein beschriftetes Fleischsaftrohrchen
(Fleischsafttrichter montiert, ohne Etikett, KABE LABORTECHNIK GmbH,
Numbrecht-Elsenroth, Deutschland) uberfuhrt. Diese Vorgehensweise

wurde fur jede Wischprobe angewandt. Fur jede Wischprobe wurde ein



[11. Material und Methoden 25

neues Paar Einmalhandschuhe benutzt.

3.2. Beprobte Gegenstande

Es wurden sowohl Gegenstande beprobt, die in einem direkten bzw.
kontinuierlichem Kontakt mit den Mastschweinen standen (Futtertroge,
Buchtenwande, Nippeltranken und Beschaftigungsmaterialien), als auch
Gegenstande die keinen permanenten Kontakt zu den Tieren hatten und
sich auBerhalb der Buchten bzw. der Abteile befanden (Treibbretter,
Stiefel).

Die flachigen Gegenstande (Futtertroge und Buchtenwanden) wurden
mittels einer Schablone in DIN A4 Grof3e, entspricht einer Flache von
623,7 cm?, beprobt. Die Schablone wurde so designt, dass um diese Flache
ein zusatzlicher Saum von 1 c¢cm Breite vorhanden war, sodass der Rand
der Schablone bei der Probennahme nicht mit dem Tupfer beruhrt wurde,
aber dennoch die DIN A4 Flache beprobt werden konnte. So wurde eine
Kontamination Uber die Schablone vermieden. Die Schablone wurde pro
Betrieb und Beprobung gewechselt. Die flachigen Gegenstande wurden
pro Bucht dreimal beprobt. Treibbretter und Stiefel wurden ebenfalls mit
einer Schablone beprobt. Die Nippeltranken und die

Beschaftigungsmaterialien wurden auf einer Lange von 30 cm abgewischt.

3.2.1. Futtertroge

In allen zwolf Betrieben handelte es sich um fest installierte Futtertroge
aus Edelstahl mit mehreren Fressplatzen. Diese Futtertroge befanden sich
entweder an einer Buchtenseite oder freistehend in der Bucht und somit
von zwei Seiten fur die Mastschweine zuganglich. Jeder Futtertrog wurde
an drei nicht aneinandergrenzenden Stellen mittels oben beschriebener

Schablone beprobt.

3.2.2. Buchtenwande

In jeder Bucht wurden drei der vier Buchtenwande ausgesucht. Befand
sich an einer der Buchtenwande der Futtertrog, wurden die verbleibenden
drei Wande beprobt. Diese bestanden meist aus gefliesten Wanden,

abgeschliffenem Beton oder aus handelsublichem PVC-Trennwanden.



26 [11. Material und Methoden

3.2.3. Nippeltranken

Bei den Nippeltranken handelte es sich ausschlieBlich um sogenannte
BeilBnippel, welche aus Edelstahl bestehen und durch lange Edelstahlrohre
mit einem Wasseranschluss verbunden sind. Pro Bucht waren ein bis zwei
Beilnippel installiert. Diese Tranken wurden auf einer Lange von 30 cm
mit dem feuchten Tupfer zweimal von oben nach unten abgewischt und

der Hohlraum des BeiRnippels einmal ausgewischt.

3.2.4. Beschaftigungsmaterial

Die Beschaftigungsmaterialien der beprobten Bestande bestanden aus
unterschiedlichen Materialien. Uberwiegend waren Edelstahlketten
vorhanden, welche Anhange aus Hartplastik, wie Kugeln oder Stabe,
besaBen. Einige Betriebe verwendeten langliche Holzstucke, die nicht
ausgetauscht wurden und somit ebenfalls in die Studie aufgenommen

werden konnten.

3.2.5. Stiefel
Es wurde einer der betriebseigenen Gummistiefel mittels Schablone am

seitlichen Stiefelschaft beprobt.

3.2.6. Treibbrett

Die aus Polyethylen bestehenden Treibbretter befanden sich in allen zwolf
Betrieben im Stallgang, auBerhalb der beprobten Abteile. Die Bretter
wurden mit Hilfe einer Schablone an einer Stelle, mittig des Bretts, auf

etwa der Schulterhohe eines Endmastschweins, abgewischt.

3.3. Verarbeitung und Lagerung der Proben

Die in den beschrifteten Fleischsaftrohrchen befindlichen Gaze-Tupfer
wurden am Tag der Probennahme in der Klinik fur Schweine fur 10 min
bei 20°C bei 2000 U/min (entspricht 1560 G) zentrifugiert (Rotana 460R
Zentrifuge, Andreas Hettich® GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland).
Die dadurch gewonnene Probenflussigkeit, 4 - 5 ml pro Tupfer, wurde in
beschriftete Reaktionsgefalle mit einem Fassungsvermogen von 1,5 ml
(Eppendorf® Safe-Lock Tubes, 1,5 ml, Eppendorf Quality™, farblos,
Eppendorfer AG, Hamburg, Deutschland) pipettiert. Sofern genugend

Probenflussigkeit vorhanden war, wurden Ruckstellproben in analoger
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Weise aufbereitet. Zusatzlich wurde von den Proben der Futtertroge und
der Buchtenwande pro Bucht eine Pool-Probe angefertigt. Dafur wurden
aus den drei Proben einer Bucht jeweils 333 pl entnommen und in ein
beschriftetes Reaktionsgefall mit einem Fassungsvermogen von 1,5 ml
(Eppendorf® Safe-Lock Tubes, 1,5 ml, Eppendorf Quality™, farblos,
Eppendorfer AG, Hamburg, Deutschland) pipettiert.

Alle Proben wurden bis zur labordiagnostischen Untersuchung bei -20°C
in der Klinik fur Schweine gelagert. Die weitere Bearbeitung erfolgte am
Lehrstuhl fur Virologie, Institut fur Infektionsmedizin und Zoonosen der
Tierarztlichen Fakultat der LMU Munchen (siehe Kapitel 111.5.)

4. Erfassung der Reinigungs- und

DesinfektionsmaBnahmen

Jeder der zwolf Betriebsleiter wurde gebeten, einen fur die Studie
erstellten Fragenbogen auszufullen. Neben dem Betriebsmanagement und
der Belegung der Mastabteile, wurde so das genaue Vorgehen der
Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen in den Betrieben erhoben. Es
wurde erfragt, ob vor der Nassreinigung eine grobe Vorreinigung der
Stalle vorgenommen wurde und wenn ja, was diese beinhaltet. Weiterhin
wurde erhoben, ob ein Einweichen der schmutzigen Abteile stattfand und
wie lange dieser Prozess dauerte. Die Verwendung von einer
Einweichanlage und von Einweichschaum wurde ebenfalls notiert.
AuBBerdem sollte das verwendete Wasser einer Herkunft und einer
Temperatur zugeordnet werden. Die Verwendung eines
Hochdruckreinigers wurde ebenfalls erfasst. Falls eine Desinfektion des
Abteils den ReinigungsmalBnahmen angeschlossen wurde, wurde erfragt,
wie lang die Zeit zwischen diesen beiden Arbeitsschritten war und ob vor
dem Beginn der Desinfektion eine Temperaturkontrolle vorgenommen
wurde. Informationen zum verwendeten Desinfektionsmittel wurden
mitsamt der Einwirkdauer, der Konzentration, der Art der Anwendung
(flussig oder schaumig) und dem anwendenden Personal (intern oder
extern) erhoben. Ob eine Desinfektion der Gulle, eine Schadnager- und
Fliegenbekampfung vorgenommen wurde, wurde ebenfalls durch den

Fragenbogen erfasst.
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Die Informationen der ausgefullten Fragebogen sind tabellarisch in Kapitel
IV.1.4. und IV.1.5. dargestellt.

Der Fragebogen ist im Anhang zu finden.

5. Molekularbiologische Untersuchungen

Die molekularbiologische Untersuchung der gewonnenen Flussigkeiten
erfolgte in dem Labor des Lehrstuhls fur Virologie des Instituts fur
Infektionsmedizin und Zoonosen der Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-
Maximilians-Universitat. Die Proben wurden mittels quantitativer PCR
(gPCR) auf PCV2-spezifische Genomfragmente untersucht. Die Proben der
Futtertroge und der Buchtenwande wurden in Pools pro Bucht untersucht,
sodass 28 Proben pro Betrieb untersucht wurden, 14 Proben aus dem nicht
gereinigten Abteil und 14 Proben aus dem sauberen Stall. Somit wurden

insgesamt 336 Proben untersucht.

5.1. Extraktion viraler DNA

Die Extraktion der viralen DNA erfolgte mit dem kommerziell erhaltlichen
NucleoSpin® 8 Virus Core Kit (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Ddren,
Deutschland) nach Herstellerangaben. Der vom Hersteller empfohlene
Schritt des Proteinase-K-Verdaus wurde ebenfalls vorgenommen.
Durchgefuhrt wurden die einzelnen Pipettier-Schritte von dem Roboter
Microlab® STARLet (Hamilton Life Science Robotics GmbH, Martinsried,
Deutschland). Es wurden 100 pl der Probenflussigkeit zusammen mit
400 pl RAV1 Puffer (Lysis Buffer) und 20 pl Proteinase K fur zehn Minuten
auf einer Heizplatte bei 70°C inkubiert. AnschlieBend wurde dem Lysat
400 pl Ethanol 96% zugesetzt und nach sorgfaltiger Vermischung wurde
das Gemisch in die NucleoSpin® Virus Binding Strips pipettiert. Durch ein
angelegtes Vakuum wurde die Probenflussigkeit durch die
Silikat-Membran der NucleoSpin® Virus Binding Strips gesaugt und die
freien DNA-Fragmente durch lonenbindung gebunden. Die drei
anschlieBenden vakuumgetriebenen Waschschritte erfolgten mit den
Puffern RAW und RAV3. Mittels eines auf 70°C erwarmten Elutionspuffers
erfolgte, nach einer einminutigen Inkubationszeit, die Elution der
gebundenen DNA. Die eluierte DNA wurde anschlieBend durch ein erneut

aufgebautes Vakuum von der Silikat-Membran gelost und in vorbereitete,
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beschriftete Elution Tubes uberfuhrt. Auf diese Weise erfolgte die

Aufreinigung von 48 Proben pro Durchgang.

5.2, Pan-PCV2-qPCR

Zum Nachweis PCV2-spezifischer Genomfragmente wurde die extrahierte
DNA mittels gqPCR nach ZHAO et al. (2010) modifiziert nach EDDICKS et
al. (2016) untersucht (Primer F: 5-CGG ATA TTG TAK TCC TGG TCG TA,
Primer R1: 5"-CCT GTY CTW GAT TCC ACT ATT GAT T, Primer R2: 5°-CCT
GTC CTW GAT AGG ACAATC GAT T, Sonde: Fam-CGA GGC CTA CRT GGT
CYA CAT TTC-BHQ1).

Fur die gPCR wurde das Luna Universal Probe qPCR Master Kit (New
England Biolabs) verwendet. Je 4 pl des Eluates wurden mit 10 pl Luna
Universal Master Mix, 4,4 pl RNase-freiem Wasser und 1,6 pl Primer-
Sonden-Mix vermischt. Die PCR wurde mit dem AriaMx Real-time PCR
System G8830A-MY19295256 (Agilent Technologies, Santa Clara CA,
United States) unter dem in Tabelle 4 dargestellten Temperaturprofil
durchgefuhrt.

Tabelle 4: Temperaturprotokoll der durchgefiihrten real-time qPCR
nach ZHAO et al. (2010) modifiziert nach EDDICKS et al. (2016)

Zykeln Aktivitat Zeit Temperatur
1 Polymeraseaktivierung T min 95°C
Denaturierung 15 sec 94°C
42 Annealing/Extension T min 60°C

In jedem Durchlauf wurden eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle
zur Uberpriifung der Reaktion verwendet. Die gemessenen Ergebnisse
wurden in Cycle threshold-Werten (Ct-Werte) dargestellt. Ct-Werte < 30
wurden als deutlich positiv gewertet, Ct-Werte zwischen 30 — 34,9 als
positiv, Ct-Werte zwischen 35 - 39,9 als schwach positiv und Ct-Werte = 40

galten als negativ.
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6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit IBM SPSS Statistics®
Version 26.0 (IBM® SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Die deskriptiven
Grafiken wurden mit Microsoft Excel® (2016, Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA) erstellt.

Fur die qualitative Auswertung wurden die untersuchten Gegenstande als

statistische Einheit angesehen.

Fur die durchgefuhrten Tests wurde ein Signifikanzniveau von 5%

(p = 0,05) bei einem Konfidenzintervall von 95% festgelegt.

Um die Ergebnisse deskriptiv auswerten zu konnen, wurden Minimalwerte
(Min) und Maximalwerte (Max) angegeben, sowie Mittelwerte (MW) und
die Standardabweichung (SD) berechnet. Um potentielle Zusammenhange
zwischen den abhangigen Variablen (Futtertroge, Buchtenwande,
Nippeltranken, Beschaftigungsmaterialien, Stiefel, Treibbretter;
Nachweis: positiv, negativ) und den unabhangigen Variablen (ungereinigt,
gereinigt; nur Reinigung, Reinigung und Desinfektion) wurden die Daten
mittels Kreuztabellen und Chi-Quadrat-Test nach Pearson ausgewertet.
Skalierte Daten (Ct-Werte als abhangige Variablen) wurden mittels

Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet.

Da jeweils dieselben Buchten beprobt wurden, wurden die Ergebnisse als
verbundene Stichproben behandelt und fur die Auswertung skalierter
Daten der Wilcoxon-Test fur nicht parametrische Daten angewandt. Da bei
diesem Test eine gerichtete Hypothese (Wirkungsvermutung) vorlag,
wurde der Test auf Signifikanz einseitig durchgefuhrt und daher der

a-Wert an dieser Stelle auf 0,025 korrigiert.
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V. ERGEBNISSE

1. Deskriptive Auswertung der Studienbetriebe

Die deskriptive Darstellung der zwolf Studienbetriebe basiert auf der
Auswertung der Fragebogen (Anhang) und den Ergebnissen der

vorgeschalteten Untersuchung im Rahmen der Dissertation (BEISL, 2020).

1.1. Betriebsform
Von den teilnehmenden Studienbetrieben waren 7/12 (58%) reine
Mastbetriebe, 5/12 (42%) Betrieben wirtschafteten im geschlossenen

System.

1.2. Betriebsmanagement
Alle zwolf Betriebe fuhrten in ihren Maststallen eine Rein-Raus-Belegung
durch, wobei 10/12 (83%) Bestanden dieses Verfahren abteilweise

durchfuhrten und 2/12 (17%) dieses System stallweise nutzten.

1.3. Ergebnisse der Voruntersuchung mittels Oral Fluids

In der vorgeschalteten Studie (BEISL, 2020) wurden Oral Fluid Proben der
ausgewahlten Betriebe molekularbiologisch auf PCV2-DNA untersucht
und bei einem positiven Ergebnis eine genotyp-spezifische qPCR
verwendet. Die Untersuchung wurde in dem Zeitraum Februar 2019 bis
Dezember 2019 durchgefuhrt. Fur alle zwolf Betriebe konnte ein Genotyp
ermittelt werden. Der niedrigste Ct-Wert (21,00) und der niedrigste
mittlere Ct-Wert (29,40) lagen in Betrieb 1 vor. Beide Werte sind als
deutlich positiv zu werten. In Betrieb 1 konnte in 13/13 Kaustricken PCV2-
DNA nachgewiesen werden. Der hochste Ct-Wert (39,90) und der hochste
mittlere Ct-Wert (39,40) waren in Betrieb 3 zu finden. Diese Werte sind
sehr schwach positiv. Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der
molekularbiologischen Auswertung der Oral Fluid Proben, die detektierten

DNA-Mengen sind in Ct-Werten angegeben.
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Tabelle 5: Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung der
Oral Fluids der Betriebe 1 - 12, modifiziert nach BEISL (2020) (MW =
Mittelwert, SD = Standardabweichung)

Anzahl

Betrieb pozi::ive Mvi\?eftt- Mva:,);r(ét- Mv\\ll\i; lit- SD
1 13/13 21,00 32,70 29,40 2,9
2 14/15 31,30 37,80 35,00 2,6
3 9/18 33,00 39,90 39,40 2,2
4 18/18 32,30 35,40 33,50 0,8
5 7/15 29,70 39,10 38,10 3,5
6 14/17 31,90 38,40 37,40 1,5
7 8/10 26,70 37,40 35,60 3,2
8 5/20 33,90 37,90 38,80 1,5
9 14/14 28,10 37,10 32,90 2,6
10 10/10 30,30 34,30 31,80 1,2
11 4/15 27,40 28,40 30,90 0,5
12 16/16 24,30 37,10 29,50 3,2

1.4. Reinigung

Alle zwolf Betriebe fuhrten im Rahmen der Rein-Raus-Belegung eine
Reinigung der Abteile nach dem Ausstallen der Endmastschweine durch.
Das individuelle Vorgehen hinsichtlich der ReinigungsmaBnahmen wurde
in dem Fragebogen erfasst. Die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt
(Tabelle 6).
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1.5. Desinfektion

Eine an die Reinigung angeschlossene Desinfektion fuhrten sieben der
zwolf Betriebe (58%) durch. Die Betriebsleiter der anderen funf Betriebe
(42%) gaben an, keine Desinfektion der Stalle durchzufuhren. In allen
sieben Betrieben wurde die Desinfektion der Abteile durch internes
Personal durchgefuhrt. Betrieb 2 trug das Desinfektionsmittel unmittelbar
nach der Reinigung auf. Weitere Informationen zur Desinfektion sind in

Tabelle 7 dargestellt.
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2. Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung

Im Folgenden werden die Ergebnisse der molekularbiologischen
Untersuchung der Wischproben dargestellt. Insgesamt wurden 624
Wischproben aus zwolf Betrieben genommen. Die Wischproben der
Futtertroge und der Buchtenwande wurden pro Bucht im Pool (drei
Wischproben/Pool) untersucht, sodass pro Bestand drei Poolproben der
Futtertroge und drei Poolproben der Buchtenwande vorlagen. Somit
wurden insgesamt 336 Proben mittels real-time PCR auf die Anwesenheit

von PCV2-Genomfragmenten untersucht.

2.1. Auswertung aller Proben

Bei 36% (121/336) aller Proben gelang der Nachweis von PCV2-DNA. Die
121 positiven Proben verteilten sich auf zehn (83%) der zwolf Betriebe.
Fur die Betriebe 8 und 12 lag in keiner der untersuchten Proben ein

positives Ergebnis vor.

Da in den Betrieben 8 und 12 keine PCV2-spezifischen Genomfragmente
detektiert wurden, wurden die Proben dieser Betriebe fur die weitere
Betrachtung der Ergebnisse exkludiert, sodass nur PCV2-positive Betriebe
(n = 10) in die Auswertung aufgenommen wurden. Im Folgenden wird
demnach eine Gesamtheit von 280 Proben aus zehn Betrieben

ausgewertet.

Fur jeden der sechs untersuchten Gegenstande konnte mindestens eine
positive Probe nachgewiesen werden. Die Nachweisrate der PCV2-DNA
war bei den Stiefeln mit 70,0% (14/20) insgesamt am hochsten. Die
zweithochste Nachweisrate hatten die Buchtenwande mit 46,7% (28/60)
und die dritthochste Nachweiserate die Futtertroge (24/60), die
Beschaftigungsmaterialien (24/30) und die Treibbretter (8/20) mit jeweils
40,0%. Die Nachweisraten (in %) der positiven und negativen Proben der
untersuchten Gegenstande (n = 60, Stiefel und Treibbretter: n = 20) sind

in Abbildung 1 dargestellt.
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Nachweisraten (in %) der PCV2-DNA-positiven
und -negativen Proben der untersuchten
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Abbildung 1: Nachweisraten (in %) der PCV2-DNA-positiven
und -negativen Proben der untersuchten Gegenstande (n = 60; *n = 20)
(Beschaft.-mat. = Beschaftigungsmaterialien)

Negativen Proben wurde ein Ct-Wert = 40 (Kategorie |) zugeteilt. Ct-Werte
von 35 - 39,9 gehoren der Kategorie Il (schwach positiv) an, Ct-Werte von
30 - 34,9 der Kategorie Il (positiv) und Ct-Werte < 30 der Kategorie IV
(deutlich positiv). Der gro3te Anteil der Ct-Werte positiver Proben fallt auf
die schwach positiven Ct-Werte (Kategorie II: Ct = 35 - 39,9). Der
Abbildung 2 kann die prozentuale Verteilung der 280 untersuchten Proben

auf die vier oben genannten Ct-Wert-Kategorien entnommen werden.
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Unterteilung (in %) der ermittelten Ct-Werte
(n =280) in die vier Ct-Wert-Kategorien
n=2

n=33 0,7%
11,8%

negativ (Ct = 40)

schwach positiv (Ct =35 -
39,9)

= positiv (Ct =30 - 34,9)
n=2386

30,7% = deutlich positiv (Ct < 30)

n=159
56,8%

Abbildung 2: Unterteilung (in %) der ermittelten Ct-Werte (n =280) aus
PCV2-positiven Bestanden (n = 10) in vier Ct-Wert-Kategorien
(Kategorie I: negativ (Ct = 40), Kategorie Il: schwach positiv (Ct = 35 -
39,9), Kategorie Ill: positiv (Ct = 30 — 34,9), Kategorie IV: deutlich
positiv (Ct < 30))

2.2. Vergleichende Auswertung der Ergebnisse aus der ersten und
der zweiten Beprobung

In den Proben aus den nicht gereinigten Abteilen (erste Beprobung)

konnte PCV2-DNA haufiger nachgewiesen werden als in den Proben der

zweiten Beprobung. So waren 61,4% (86/140) der Proben aus den

ungereinigten und 25,0% (35/140) der Proben aus den gereinigten und

ggf. desinfizierten Abteilen positiv.

Die Nachweisrate der PCV2-DNA war in den Proben der zweiten
Probennahme (nachher) fur jede untersuchte Gegenstands-Gruppe
geringer. Der grofBte Unterschied war bei den Buchtenwanden zu
beobachten, hier reduzierte sich die Nachweisrate von 80,0% in der ersten
Beprobung auf 13,3% in der zweiten Beprobung. Den kleinsten
Unterschied wiesen die Stiefel, die Treibbretter und die Futtertroge auf,
hier reduzierte sich die Nachweisrate um jeweils 20,0%. Abbildung 3 zeigt

die Nachweisraten (in %) der positiven Proben aus den PCV2-positiven
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Bestanden (n = 10) in einem Vorher-Nachher-Vergleich.

Nachweisraten (in %) der positiven Proben aus
PCV2-positiven Bestanden
- Vorher-Nachher-Vergleich
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Abbildung 3: Nachweisraten (in %) der positiven Proben aus den PCV2-
positiven Betrieben (n = 10) im Vorher-Nachher-Vergleich, aufgefuhrt
fur die sechs untersuchten Gegenstands-Gruppen (n = 30; *n =10)
(Beschaft.-mat. = Beschaftigungsmaterialien)

Mittels  statistischer  Auswertung fur verbundene Stichproben
(Wilcoxon-Test) konnte insgesamt fur 82 der 86 positiven Proben aus der
ersten Untersuchung eine Ct-Wert-Erhohung ermittelt werden. Im
Gegensatz dazu wurde fur 13/140 (9,3%) Proben ein niedrigerer Ct-Wert
ermittelt.

2.3. Deskriptive Auswertung auf Ebene der Betriebe

Im Folgenden werden die Ergebnisse der zehn PCV2-positiven Betriebe
detaillierter dargestellt. Darauffolgend bieten die Tabelle 18 und die
Tabelle 19 eine Ubersicht dieser Ergebnisse. In den Betrieben 8 und 12
konnte in keiner der untersuchten Proben PCV2-DNA nachgewiesen

werden, daher konnen keine Ergebnisse fur die beiden Betriebe dargestellt

werden.
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2.3.1. Betrieb 1

Die Probennahme erfolgte vier Monate nach der Untersuchung der OFs
(BEISL, 2020). In insgesamt 19/28 (79,2%) Wischproben konnte
PCV2-DNA nachgewiesen werden. 9/14 (64,3%) Proben aus dem
ungereinigten Abteil und 10/14 (71,4%) Proben aus dem gereinigten und
desinfizierten Abteil waren positiv. Die Ct-Werte der beiden Beprobungen,
die Mittelwerte und die Standardabweichungen konnen der Tabelle 8
entnommen werden.

Tabelle 8: Ct-Werte fur die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des ersten Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte

sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 1 Ct-Werte
vorher nachher
Futtertrog n.n. 38,27
E Buchtenwand n.n. 37,62
o
2 Nippeltranke n.n. 35,73
Beschaftigungsmaterial 35,87 n.n.
Futtertrog n.n. n.n.
; Buchtenwand 36,42 n.n.
é Nippeltranke n.n. 36,11
Beschaftigungsmaterial 38,92 37,81
Futtertrog 34,31 37,04
2 Buchtenwand 31,43 n.n.
3 Nippeltrinke 35,66 37,49
Beschaftigungsmaterial 33,51 34,25
Stiefel 34,54 35,86
Treibbrett 33,83 33,81
MW 34,94 36,40
SD 2,11 1,52

2.3.2. Betrieb2
Die Beprobung des Mastabteils erfolgte zwei Monate nach der
Untersuchung der Studie BEISL (2020). In Betrieb 2 konnte in 11/28

(39,3%) Proben PCV2-DNA nachgewiesen werden. Dabei waren acht von
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14 (57,1%) Proben aus dem ungereinigten Abteil und 3/14 (21,4%)
Proben aus dem gereinigten und desinfizierten Abteil positiv. Tabelle 9
zeigt die Ct-Werte der positiven Proben aus den beiden Beprobungen

sowie die Mittelwerte und die Standardabweichungen.

Tabelle 9: Ct-Werte fiur die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des zweiten Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte
sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 2 Ct-Werte
vorher nachher
Futtertrog n.n. n.n.
E Buchtenwand n.n. n.n.
o

2 Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial 37,51 n.n.
Futtertrog 23,75 36,61
; Buchtenwand 36,72 n.n.
é Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.
Futtertrog n.n. 36,63
2 Buchtenwand 36,67 n.n.
é Nippeltranke 33,38 n.n.
Beschaftigungsmaterial 38,40 38,23
Stiefel 34,15 n.n.
Treibbrett 37,88 n.n.
MW 34,81 37,16
SD 4,80 0,93

2.3.3. Betrieb3

Die Probennahme des Abteils in Betrieb 3 erfolgte sechs Monate nach der
Untersuchung der Studie BEISL (2020). Es konnte in 14/28 (50,0%)
Proben PCV2-DNA nachgewiesen werden. Vor der Reinigung wurde in
zehn (71,4%) Wischproben Virus-DNA nachgewiesen. Nach der
Reinigung waren 4/14 (28,6%) Proben positiv. Betrieb 3 fuhrte keine
routinemaRige Desinfektion des Abteils durch. Die Ct-Werte der positiven

Proben und deren Mittelwerte sowie die Standardabweichungen sind in
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Tabelle 10 aufgefuhrt.

Tabelle 10: Ct-Werte fur die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des dritten Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte
sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 3 Ct-Werte
vorher nachher

Futtertrog 38,18 39,06

; Buchtenwand 38,60 n.n.

3 Nippeltrinke 37,32 39,39
Beschaftigungsmaterial 39,49 n.n.
Futtertrog 37,88 n.n.

; Buchtenwand 34,06 n.n.
é Nippeltranke 37,59 n.n.

Beschaftigungsmaterial 34,52 38,03
Futtertrog n.n. n.n.

2 Buchtenwand 39,36 n.n.
é Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.
Stiefel 37,85 n.n.

Treibbrett n.n. 38,90

MW 37,12 38,05

SD 2,10 0,58

2.3.4. Betrieb4

Die Beprobung des Mastbetriebs erfolgte neun Monate nach der
Untersuchung mittels Oral Fluids. Insgesamt konnte in 13/28 (46,4%)
Proben PCV2-DNA nachgewiesen. In dem ungereinigten Abteil waren
10/14 (71,4%) Proben positiv. Nach der Reinigung und Desinfektion
konnte in drei Proben (21,4%) PCV2-DNA nachgewiesen werden. Die
Ct-Werte der positiven Proben sowie die Mittelwerte und die
Standardabweichungen der beiden Probennahmen sind in Tabelle 11

aufgefuhrt.
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Tabelle 11: Ct-Werte fiir die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des vierten Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte
sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 4 Ct-Werte
vorher nachher

Futtertrog 36,06 39,43

E Buchtenwand 33,92 n.n.
o

2 Nippeltranke n.n. n.n.

Beschaftigungsmaterial 39,42 n.n.

Futtertrog 37,93 n.n.

g Buchtenwand 34,96 n.n.

3 Nippeltrinke 37,93 37,60

Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.

Futtertrog 38,98 n.n.

2 Buchtenwand 35,24 n.n.
o

2 Nippeltranke 37,89 n.n.

Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.

Stiefel 37,82 38,82

Treibbrett n.n. n.n.

MW 37,01 38,62

SD 1,85 0,93

2.3.5. Betrieb5

Dieser Betrieb wurde neun Monate nach der Beprobung mittels
Kaustricken (BEISL, 2020) durch die Wischproben beprobt. In insgesamt
12/28 (46,4%) Proben wurde PCV2-DNA nachgewiesen. 11/14 (78,6%)
aus dem ungereinigten Abteil enthielten PCV2-Genomfragmente. Nach der
Reinigung konnte in zwei von 14 (14,3%) Proben Virus-DNA
nachgewiesen werden. Eine Desinfektion der Abteile wird in diesem
Betrieb nicht vorgenommen. Folgend sind die Ct-Werte der beiden
Untersuchungen sowie die Mittelwerte und die Standardabweichung
aufgefuhrt (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Ct-Werte fiir die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des fuinften Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte
sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 5 Ct-Werte
vorher nachher
Futtertrog n.n. n.n.
E Buchtenwand 38,61 n.n.
o
2 Nippeltranke 39,97 n.n.
Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.
Futtertrog 34,62 39,09
g Buchtenwand 34,71 n.n.
o
2 Nippeltranke 37,48 n.n.
Beschaftigungsmaterial 37,20 n.n.
Futtertrog 39,63 n.n.
2 Buchtenwand 36,04 n.n.
o
2 Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial 38,16 n.n.
Stiefel 33,66 37,86
Treibbrett 37,31 n.n.
MwW 37,41 38,48
SD 1,75 0,87
2.3.6. Betrieb 6

Der Mastbetrieb wurde sechs Monate nach der Untersuchung fur die
Dissertation BEISL (2020) beprobt. In 2/28 (7,1%) Proben konnte PCV2-
DNA nachgewiesen werden. Beide positiven Proben entstammten der
ersten Probennahme. In den 14 Proben aus dem gereinigten und
desinfizierten Abteil konnte keine PCV2-DNA detektiert werden. Die
Ct-Werte der  positiven Proben, der Mittelwert und die
Standardabweichung sind nachfolgend aufgefuhrt (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Ct-Werte fiir die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des sechsten Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte
sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 6 Ct-Werte
vorher nachher
Futtertrog 38,34 n.n.
E Buchtenwand 34,17 n.n.
o
2 Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.
Futtertrog n.n. n.n.
g Buchtenwand n.n. n.n.
o
2 Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.
Futtertrog n.n. n.n.
2 Buchtenwand n.n. n.n.
o
2 Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.
Stiefel n.n. n.n.
Treibbrett n.n. n.n.
MW 36,25 -
SD 2,95 -

2.3.7. Betrieb7

Das Mastabteil des Betriebs mit geschlossenem System wurde sieben
Monate nach der Beprobung mittels Kaustricken (BEISL, 2020) untersucht.
Insgesamt wurde in 12/28 (42,9%) Proben PCV2-DNA nachgewiesen. In
dem ungereinigten Abteil waren 9/14 (64,3%) Proben und in dem
gereinigten und desinfizierten Abteil 3/14 (21,4%) positiv. Tabelle 14 zeigt
die Ct-Werte der positiven Proben, die Mittelwerte und die

Standardabweichungen aus den beiden Beprobungen.
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Tabelle 14: Ct-Werte fir die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des siebten Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte
sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 7 Ct-Werte
vorher nachher
Futtertrog n.n. n.n.
E Buchtenwand 31,91 n.n.
3 Nippeltrinke 37,61 39,51
Beschaftigungsmaterial 38,92 n.n.
Futtertrog 36,35 n.n.
g Buchtenwand 33,33 n.n.
é Nippeltranke 36,96 n.n.
Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.
Futtertrog n.n. n.n.
2 Buchtenwand 35,87 n.n.
o

2 Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.
Stiefel 32,80 36,90
Treibbrett 34,78 35,18
MW 35,92 37,20
SD 2,36 2,18

2.3.8. Betrieb 9

ElIf Monate nach der Gewinnung der Oral Fluids wurde das Mastabteil
beprobt. Es konnte in 13/28 (46,4%) Proben Virus-DNA nachgewiesen
werden. Neun von 14 (78,6%) der Proben aus dem ungereinigten Abteil
enthielten PCV2-DNA. Nach der Reinigung konnte noch in zwei Proben
(14,3%) DNA detektiert werden. Eine routinemaRige Desinfektion des
Mastabteils wurde in dem Bestand mit geschlossenem System nicht
durchgefuhrt. Die Ct-Werte der positiven Proben, die Mittelwerte und die
Standardabweichungen sind nachfolgend aufgefuhrt (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Ct-Werte fiir die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des neunten Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte
sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 9 Ct-Werte
vorher nachher

Futtertrog n.n. n.n.

E Buchtenwand 34,45 n.n.
o

2 Nippeltranke n.n. n.n.

Beschaftigungsmaterial 38,51 n.n.

Futtertrog 38,13 n.n.

g Buchtenwand 35,73 n.n.
o

2 Nippeltranke 39,78 n.n.

Beschaftigungsmaterial 36,36 n.n.

Futtertrog 35,12 n.n.

2 Buchtenwand 34,50 34,75
o

2 Nippeltranke 39,37 n.n.

Beschaftigungsmaterial 36,01 n.n.

Stiefel 31,42 38,74

Treibbrett n.n. n.n.

Mw 36,31 36,74

SD 2,49 2,82

2.3.9. Betrieb10

Die Probennahme des Mastabteils wurde zehn Monate nach der
Untersuchung fur die Dissertation BEISL (2020) durchgefuhrt. In
insgesamt 10/28 (35,7%) Proben wurde PCV2-DNA nachgewiesen. Dabei
waren 6/14 (42,9%) Proben aus dem ungereinigten Abteil und 4/14
(28,6%) Proben aus dem gereinigten Abteil positiv. Die Mastabteile
werden nach der Reinigung nicht desinfiziert. In der Tabelle 16 sind die
Ct-Werte der positiven  Proben, die Mittelwerte und die

Standardabweichungen aus beiden Probennahmen aufgefuhrt.
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Tabelle 16: Ct-Werte fiir die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des zehnten Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte
sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 10 Ct-Werte
vorher nachher
Futtertrog n.n. 38,27
E Buchtenwand n.n. n.n.
é Nippeltranke 36,36 n.n.
Beschaftigungsmaterial 30,85 n.n.
Futtertrog n.n. n.n.
g Buchtenwand n.n. n.n.
o
2 Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial n.n. n.n.
Futtertrog n.n. n.n.
2 Buchtenwand 33,08 37,96
3 Nippeltrinke 28,80 36,57
Beschaftigungsmaterial 35,54 n.n.
Stiefel n.n. 35,19
Treibbrett 33,38 n.n.
MwW 33,00 37,00
SD 2,84 1,41
2.3.10. Betrieb 11

Die Beprobung durch Wischproben fand acht Monate nach der

Untersuchung im Rahmen der Dissertation BEISL (2020) statt. Insgesamt
konnte in 14/28 (50,0%) Proben PCV2-DNA nachgewiesen werden. Dabei
waren 10/14 (71,4%) Proben aus dem ungereinigten Abteil positiv. Nach

der Reinigung und Desinfektion waren 4/14 Proben (28,6%) positiv.

Nachfolgend sind die Ct-Werte der positiven Proben sowie die Mittelwerte

und die Standardabweichungen aufgefuhrt (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Ct-Werte fir die PCV2-positiven Proben der ersten und
zweiten Probennahme des elften Betriebs. Die niedrigsten Ct-Werte
sind fett markiert (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n.n. =
nicht nachweisbar)

Betrieb 11 Ct-Werte
vorher nachher
Futtertrog n.n. n.n.
E Buchtenwand 34,60 n.n.
o
2 Nippeltranke n.n. n.n.
Beschaftigungsmaterial 36,82 n.n.
Futtertrog 37,51 n.n.
g Buchtenwand 36,49. n.n.
é Nippeltranke n.n. 38,30
Beschaftigungsmaterial 34,64 n.n.
Futtertrog 36,32 37,20
2 Buchtenwand 32,81 38,18
o
2 Nippeltranke 35,97 n.n.
Beschaftigungsmaterial 32,14 37,26
Stiefel 33,55 n.n.
Treibbrett n.n. n.n.
MW 35,09 37,74
SD 1,82 0,59
2.3.11. Graphische Ubersicht aller Ergebnisse

Einen Uberblick aller untersuchten Proben (n = 280) aus den zehn

PCV2-positiven Betrieben im Vorher-Nachher-Vergleich geben die Tabelle

18 und Tabelle 19. Die ermittelten Ct-Werte wurden mittels einer

Farbkodierung dargestellt. Negative Proben (Ct-Wert = 40, Kategorie )

sind grau abgebildet. Ct-Werte von 35 - 39,9 (Kategorie |l = schwach

positiv) sind rosa dargestellt. Ct-Werte von 30 — 34,9 (Kategorie Il =

positiv) sind rot und Ct-Werte < 30 (Kategorie IV = deutlich positiv) werden

dunkelrot dargestellt.
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Tabelle 18: Darstellung der Ct-Werte (n = 240) der untersuchten
Futtertroge, Buchtenwande, Nippeltranken und
Beschaftigungsmaterialien aus der ersten (vor) und der zweiten (nach)
Probennahme der zehn PCV2-positiven Betriebe anhand einer
Farbkodierung (Beschaft.-mat. = Beschatfigungsmaterialien)

Buchten- Nippel- Beschaft.-
wande tranken mat.
vor nach vor nach vor nach vor nach

Betrieb Bucht S

1
1 2
3
1
2 2
3
1
3 2
3
1
4 2 |
3
1
5 2
3
1
6 2
3
1
7 2
3
1
9 2
3
1
10 2
3
1
1 2
3

Gesamt 15/30 | 9/30 | 24/30 | 4/30 | 15/30 | 8/30 | 19/30 | 5/30

Legende: | Ct=40 ¥ Ct=35-39,9 Ml Ct=30-34,9 Il Ct<30
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Tabelle 19: Darstellung der Ct-Werte (n = 40) der untersuchten Stiefel
und Treibbretter aus der ersten (vor) und der zweiten (nach)
Probennahme der zehn PCV2-positiven Betriebe in einem Ampel-
System

Stiefel Treibbretter

el vor nach vor nach

1 ]

2

3

4

5

6

7

9

10

11
Gesamt 8/10 6/10 5/10 3/10

Legende: Ct=40 Ct=35-39,9 MlCt=30-34,9 Il Ct<30

In Wischproben von neun zuvor negativ getesteten Objekten konnte in der
zweiten Beprobung PCV2-DNA nachgewiesen werden. Vier dieser Objekte
befanden sich in Betrieb 1, welcher eine Reinigung und Desinfektion des
Mastabteils durchfuhrte. Es handelte sich dabei um zwei Nippeltranken
(Bucht 1 und 2) und die Buchtenwand-Poolprobe und die
Futtertrog-Poolprobe der ersten Bucht. AuRerdem waren in Betrieb 10 die
Futtertrog-Poolprobe der ersten Bucht und der Stiefel von dem Wechsel
zum positiven Ergebnis betroffen. Die Betriebe 2, 3 und 11 hatten ebenfalls

je eines der neun zuvor negativen Gegenstande.

24, Korrelation zwischen dem Nachweis von PCV2-DNA und den
ungereinigten Mastabteilen

Alle zehn Betriebe fuhrten im Rahmen der Rein-Raus-Belegung eine

Reinigung der Abteile durch. Betrieb 7 gab an, eine grobe Vorreinigung in

den Abteilen vorzunehmen. Ein Einweichen der Abteile mittels einer

Einweichanlage fuhrten 8/10 (80%) der Betriebe durch. Zwei dieser acht

Betriebe gaben an, dabei Einweichschaum zu verwenden. Betrieb 7 fuhrte

ein manuelles Einweichen durch und Betrieb 10 nahm kein Einweichen
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der Mastabteile des Bestands vor. Die Dauer des Vorgangs reichte von 0
Stunden (Betrieb 10) bis zu 24 Stunden (Betrieb 3). Der Tabelle 6 (Kapitel
IV.1.4.) konnen die Einweichdauer in Stunden und die Wasserherkunft der
zehn PCV2-positiven Betriebe entnommen werden. Alle zehn Betriebe
verwendeten fur die Nassreinigung kaltes Wasser und einen

Hochdruckreiniger.

Die absoluten Haufigkeiten des Nachweises von PCV2-DNA aus der ersten
Probennahme wurden mit den absoluten Haufigkeiten des Nachweises aus
der zweiten Probennahme verglichen und statistisch ausgewertet.
Demnach besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Nachweis von PCV2-DNA in den ungereinigten Abteilen (p < 0,001). Die
Chance (Odds-Ratio) PCV2-DNA nachzuweisen ist in ungereinigten
Abteilen 4,71-mal so hoch wie in gereinigten Abteilen Das 95%ige

Konfidenzintervall liegt zwischen liegt zwischen 2,86 und 7,97.

Betrachtet man die untersuchten Gegenstands-Gruppen einzeln, ergibt
sich eine Abhangigkeit fur den Nachweis von PCV2-DNA in den
ungereinigten  Abteilen fur  die Buchtenwande und die
Beschaftigungsmaterialien. Die absoluten Haufigkeiten des Nachweises
aus der ersten (vor) und der zweiten Probennahme (nach) wurden anhand
einer Kreuztabelle gegeneinander verglichen (Tabelle 20). Die Odds-Ratio
ergab, dass die Chance die Virus-DNA vor der Reinigung an den
Buchtenwanden nachzuweisen 26-mal hoher ist (Tabelle 20). Das 95%ige
Konfidenzintervall liegt zwischen 6,53 und 103,50. Bei den
Beschaftigungsmaterialien ergab sich durch die statistische Auswertung
eine fast 9-mal hohere Chance PCV2-DNA vor der Reinigung
nachzuweisen (Tabelle 20). Tabelle 20 zeigt die statistische Auswertung
des PCV2-Nachweises in den Wischproben der ungereinigten Abteilen. Es
wurden Kreuztabellen angefertigt, ein Chi-Quadrat-Test nach Pearson
durchgefuhrt und die Odds-Ratio (OR) berechnet.
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Tabelle 20: Statistischer Vergleich der absoluten Haufigkeiten des
PCV2-Nachweises der Wischproben aus den ungereinigten
Mastabteilen (vor) und der Wischproben aus den gereinigten und ggf.
desinfizierten Mastabteilen (nach). Aufgefihrt sind die Ergebnisse des
Chi-Quadrat-Test nach Pearson und der Risikoschatzung
(Beschatf.-mat. = Beschaftigungsmaterialien; OR = Odds-Ratio)

Anteile .
.. Konfidenz-
positiver p-Wert OR .
Proben intervall
vor nach unteres oberes

Futtertroge 50,0% 30,0% 0,11 2,33 0,81 6,73
Buchtenwande 80,0% 13,3% < 0,001 26,00 6,53 103,50

Nippeltranken 50,0% 26,7% 0,06 2,75 0,93 8,10

Beschaft.-mat. 63,3% 16,7% < 0,001 8,64 2,57 29,10
Stiefel 80,0% 20,0% 0,33 2,67 0,36 19,71

Treibbretter 50,0% 30,0% 0,36 2,33 0,37 14,61

40,0% (4/10) der Betriebe nahmen ausschlieflich eine Reinigung ihrer
Abteile vor. Somit stammen insgesamt 56 Proben der zweiten
Probennahme aus Abteilen, die nur gereinigt wurden. Mit der Berechnung
einer binar logistischen Regression fur die kategoriale, unabhangige
Variable ,,Reinigung” konnte eine signifikant sinkende Chance ermittelt
werden, ein positives Ergebnis in den Proben (n =56) aus den gereinigten
Abteilen zu erhalten. Referenzkategorie ist die Variable ,ungereinigt”. Die
Chance (Odds-Ratio) PCV2-DNA in den Betrieben nachzuweisen, deren
Abteile ausschlieBlich gereinigt wurden, ist 5,85-mal niedriger als in den
ungereinigten Abteilen (Konfidenzintervall zwischen 0,08 und 0,35).

Dieser Zusammenhang ist signifikant (p < 0,001).

2.5. Korrelation zwischen dem Nachweis von PCV2-DNA und der
Desinfektion der Mastabteile

Eine der Reinigung angeschlossene Desinfektion fuhrten 6/10 (60,0%) der

Betriebe durch. Die Desinfektionsmittel wurden in flussiger oder

schaumiger Konsistenz verwendet und trockneten auf den Flachen ein.

Genauere Angaben konnen der Tabelle 8 (Kapitel IV.1.5.) entnommen

werden. Die 30 bzw. zehn Proben aus der zweiten Beprobung teilen sich
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demnach wie folgt auf: je 18 Proben der Futtertroge, Buchtenwande,
Nippeltranken und Beschaftigungsmaterialien und je sechs Proben der
Stiefel und Treibbretter stammen aus gereinigten und desinfizierten
Abteilen (R + D). Demnach stammen insgesamt 84 Proben der zweiten

Probennahme aus diesen Abteilen.

Die Proben aus den R + D Abteilen wurden mit den Proben aus Betrieben,
die nur eine Reinigung durchfuhrten, statistisch verglichen. Fur keinen der
sechs untersuchten Gegenstande ergab sich ein signifikanter Unterschied
hinsichtlich des Nachweises von PCV2-DNA. Die Ergebnisse der
statistischen Auswertung sind in Tabelle 21 aufgefuhrt. Es wurden
Kreuztabellen, der Chi-Quadrat-Test nach Pearson und eine

Risikoschatzung durchgefuhrt.

Tabelle 21: Statistischer Vergleich der absoluten Haufigkeiten des
PCV2-Nachweises der Proben aus den gereinigten Mastabteilen (R) (n =
56) und der Proben aus den gereinigten und desinfizierten
Mastabteilen (R + D) (n = 84). Aufgefuhrt sind die Ergebnisse des Chi-
Quadrat-Test nach Pearson und der Risikoschatzung (Beschatf.-mat. =
Beschaftigungsmaterialien; OR = Odds-Ratio)

Anteile - Konfidenz-
positiver P OR .
Wert intervall
Proben
R R+D unteres oberes

Futtertroge  25,0% 33,3% 0,63 1,50 0,29 7,68
Buchtenwande 16,7% 11,1% 0,67 0,63 0,08 5,17
Nippeltranken 16,7% 33,3% 0,31 2,50 0,41 15,23
Beschaft.-mat. 8,3% 22,2% 0,32 3,14 0,31 32,28

Stiefel 75,0% 50,0% 0,43 0,33 0,02 5,33

Treibbretter 25,0% 33,3% 0,78 1,50 0,89 25,40

Durch die Berechnung der binar logistischen Regression fur die
kategoriale, unabhangige Variable ,R + D" konnte eine signifikant
sinkende Chance fur den PCV2-Nachweis in den Proben (n = 84) aus den
gereinigten und desinfizierten Abteilen ermittelt werden. Die
Referenzkategorie ist die Variable ,,ungereinigt”. Die Chance (Odds-Ratio)
PCV2-DNA in den Betrieben nachzuweisen, deren Abteile gereinigt und

anschlielend desinfiziert wurden, ist 4,17-mal niedriger als in den
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ungereinigten Abteilen (Konfidenzintervall zwischen 0,01 und 0,43).

Dieser Zusammenhang ist signifikant (p < 0,007).

Bei den Ergebnissen muss berucksichtigt werden, dass die alleinige
Desinfektion der Abteile nicht vergleichend mit der Reinigung dargestellt
werden kann, da der Desinfektion immer auch eine Reinigung der Abteile

vorangestellt war.

2.6. Auswertung auf Ebene der untersuchten Gegenstande
Im Folgenden wird genauer auf die Ergebnisse innerhalb der sechs
untersuchten Gegenstands-Arten und auf deren statistische Auswertung

eingegangen.

2.6.1.  Futtertroge

PCV2-DNA konnte aus 15 (50,0%) der 30 Futtertrog-Poolproben aus den
nicht gereinigten Abteilen detektiert werden. In neun der zehn
PCV2-positiven Betriebe war mindestens ein Futtertrog aus der ersten
Probennahme positiv. In Betrieb 10 war in keiner der drei Poolproben
PCV2-DNA nachweisbar.

Die Anzahl positiver Proben aus der zweiten Probennahme war numerisch
geringer, aber es bestand kein signifikanter Zusammenhang zu der
Durchfuhrung einer Reinigung und ggf. Desinfektion (p > 0,05) (Tabelle
20). Es konnte in 9/30 (30,0%) Poolproben PCV2-DNA nachgewiesen
werden. Sechs der neun positiven Wischproben waren bereits in der ersten
Beprobung positiv (Tabelle 18). Diese Proben wiesen im Vergleich zur
ersten Untersuchung einen niedrigeren Ct-Wert auf (Abbildung 4). In den
Poolproben der anderen drei positiven Futtertroge konnten zuvor keine
PCV2-Genomfragmente nachgewiesen werden (Tabelle 18). So hatten die
Betriebe 1, 2 und 10 je einen positiven Futtertrog mehr. In den Betrieben
6, 7 und 9 wurde in den Proben aus den gereinigten und ggf. desinfizierten
Abteilen keine PCV2-DNA mehr nachgewiesen. Sechs der neun positiven
Proben stammten aus Betrieben, die zusatzlich eine Desinfektion der
gereinigten  Abteile durchfuhrten. Es wurde kein statistischer
Zusammenhang zwischen dem Nachweis von PCV2-DNA an Futtertrogen

und der Durchfuhrung einer Desinfektion ermittelt.
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Mit dem Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben konnte fur 15/15
(100%) positiven Proben aus der ersten Untersuchung eine Ct-Wert
Erhohung in den Proben der zweiten Probennahme festgestellt werden
(Abbildung 4). Drei Futtertroge hatten einen niedrigeren Ct-Wert. Diese
Futtertroge waren in der ersten Beprobung negativ, daher wurde ihnen ein
Ct-Wert = 40 zugeteilt (Abbildung 4). So konnte mit dem statistischen
Testverfahren ausgehend von einem Ct-Wert von 40,00 ein Ct-Wert-
Vergleich vorgenommen werden. Die Ct-Wert-Veranderungen der
Futtertroge durch die Reinigung und ggf. Desinfektion der Abteile waren
signifikant (p = 0,01). Die Verteilung der Ct-Werte aller Pools aus beiden
Beprobungen sind in Abbildung 4 dargestellt.

Ct-Werte der Futtertrog-Pools (n = 30) im
Vorher-Nachher-Vergleich
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Abbildung 4: Verteilung der Ct-Werte der Futtertroge (n = 30) aus den
PCV2-positiven Bestanden (n = 10) vergleichend fur die Poolproben aus
den ungereinigten (vorher) und den gereinigten und ggf. desinfizierten
(nachher) Abteilen. Ein Punkt stellt eine Futtertrog-Poolprobe dar

Der niedrigste Ct-Wert (23,75) der ersten Beprobung konnte bei dem
Futtertrug aus Bucht 2 des zweiten Betriebs nachgewiesen werden. Auch
in der Poolprobe der zweiten Beprobung hatte die Probe dieses Futtertrogs

den niedrigsten Ct-Wert. Die minimalen und maximalen, sowie mittleren
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Ct-Werte, Mittelwerte und die Standardabweichung der Poolproben der
Futtertroge aus beiden Beprobungen sind in Tabelle 22 dargestellt.
Tabelle 22: Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung

der Ct-Werte der Futtertrog-Poolproben aus den ungereinigten
(vorher) und den gereinigten und ggf. desinfizierten Abteilen (nachher)

vorher nachher
Minimum Maximum Minimum Maximum
Ct-Wert 23,75 39,63 36,61 39,43
Mw 36,21 37,96
SD 3,79 1,11

2.6.2. Buchtenwande

In 24/30 (80,0%) Poolproben der Buchtenwande aus den ungereinigten
Abteilen konnte PCV2-DNA nachgewiesen werden. In jedem der zehn
Betriebe war mindestens eine Poolprobe der drei untersuchten Buchten
positiv. Die Reinigung hatte einen signifikanten Einfluss auf den Nachweis
der PCV2-DNA-Menge (p < 0,001) (Tabelle 20). Die Chance in den nicht
gereinigten Abteilen PCV2-DNA an den Buchtenwanden nachzuweisen
war 26-fach erhoht. Das 95%-Konfidenzintervall liegt zwischen 6,53 und
103,50 (Tabelle 20).

Nach der Reinigung und ggf. Desinfektion konnte in 4/30 (13,3%)
Poolproben der Buchtenwande PCV2-DNA nachgewiesen werden. In drei
dieser vier Buchtenwand-Pools wurde bereits in der ersten Probennahme
Virus-DNA nachgewiesen (Tabelle 18). Bei allen drei Buchten kam es zu
einer Erhohung des Ct-Wertes nach der Reinigung und ggf. Desinfektion
(Abbildung 5). Der vierte positive Pool (Bucht 1 in Betrieb 1) war in der
ersten Beprobung negativ. Die vier Buchtenwand-Pools stammten aus den
Betrieben 1, 9, 10 und 11. In den Betrieben 2, 3, 4, 5, 6, und 7 waren alle
Buchtenwande nach der Reinigung und ggf. Desinfektion negativ (Tabelle
18). Zwei der vier positiven Proben stammten aus Betrieben, die zusatzlich
eine Desinfektion der Abteile durchfuhrten. Die Desinfektion hatte keinen

signifikanten Einfluss auf die Menge an nachgewiesener PCV2-DNA.



58 IV. Ergebnisse

Bei allen 24 positiven Poolproben aus der ersten Beprobung zeigte sich im
Vergleich (Wilcoxon-Test) eine Erhohung des Ct-Wertes in der zweiten
Beprobung (Abbildung 5). Bei einer Buchtenwand lag die
PCV2-DNA-Menge vor der Reinigung in dem Bereich, der als negativ
gewertet wurde, in der Probe der zweiten Untersuchung lag der Ct-Wert
unter 40,00 und war somit positiv. Diese Veranderungen der Ct-Werte
bedingt durch die Reinigung und ggf. Desinfektion waren signifikant (p <
0,0017). Im Folgenden ist die Verteilung der Ct-Werte aller Poolproben aus
der ersten und der zweiten Beprobung dargestellt (Abbildung 5).

Ct-Werte der Buchtenwand-Poolproben
(n = 30) im Vorher-Nachher-Vergleich
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Abbildung 5: Verteilung der Ct-Werte der Buchtenwande (n = 30) aus
den PCV2-positiven Bestanden (n =10) vergleichend fiir die Poolproben
aus den ungereinigten (vorher) und den gereinigten und ggf.
desinfizierten (nachher) Abteilen. Ein Punkt stellt eine Buchtenwand-
Poolprobe dar

Der niedrigste Ct-Wert der ersten Beprobung konnte in Betrieb 1 in der
Bucht 3 detektiert werden. In der Poolprobe dieser Bucht konnte in der
zweiten Beprobung keine PCV2-DNA nachgewiesen werden. Der
niedrigste Ct-Wert aus der zweiten Beprobung wurde in der Bucht 3 des
9. Betriebs nachgewiesen, diese Bucht war zuvor ebenfalls positiv. Tabelle

23 zeigt die minimalen und maximalen, sowie mittleren Ct-Werte,
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Mittelwerte und die Standardabweichung der Poolproben der
Buchtenwande aus beiden Beprobungen.
Tabelle 23: Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung

der Ct-Werte der Buchtenwand-Poolproben aus den ungereinigten
(vorher) und den gereinigten und ggf. desinfizierten Abteilen (nachher)

vorher nachher
Minimum Maximum Minimum Maximum
Ct-Wert 31,43 39,36 34,75 38,18
Mw 35,15 37,13
SD 2,02 1,60

2.6.3. Nippeltranken

In den ungereinigten Abteilen konnte in 15/30 (50,0%) Wischproben
PCV2-DNA nachgewiesen werden. Betrieb 6 hatte keine einzige positive
Probe. In den anderen neun Betrieben wurde in mindestens einer der

Wischproben PCV2-DNA nachweisen.

Durch die Reinigung und ggf. Desinfektion wurde die Anzahl positiver
Proben aus der zweiten Probennahme geringer. Dieser Zusammenhang
war jedoch nicht signifikant (p > 0,05) (Tabelle 20). Es konnte in 8/30
(26,7%) Wischproben PCV2-DNA nachgewiesen werden. Funf der acht
positiven Tranken konnte bereits in der ersten Beprobung ein positives
Ergebnis zugeordnet werden. Drei zuvor negativ getestete Tranken
wurden in der zweiten Beprobung positiv, zwei davon befanden sich in
Betrieb 1 (Tabelle 18). In den Betrieben 2, 5, 6 und 9 konnte in keiner der
drei beprobten Buchten Virus-DNA in den Wischproben der Nippeltranken
nachgewiesen werden. Sechs der acht positiv getesteten Wischproben
stammten aus Abteilen, die zusatzlich desinfiziert wurden. Die
Durchfuhrung einer Desinfektion hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die nachgewiesene PCV2-DNA Menge (p > 0,05).

Fur 14 der 15 positiven Proben der ersten Probennahme konnte mit Hilfe
des Wilcoxon-Tests fur verbundene Stichproben eine Erhohung des
Ct-Wertes in der zweiten Beprobung ermittelt werden (Abbildung 6). Die
Wischproben von vier Nippeltranken hingegen wiesen in der zweiten

Beprobung einen niedrigeren Ct-Wert auf. Dabei waren die Wischproben
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von drei der vier Tranken zuvor negativ (Tabelle 18), somit bezieht sich die
Ct-Wert-Senkung auf einen Cut-off-Wert von 40,00. Die ermittelten
Ct-Wert-Veranderungen zum zweiten Probennahmen-Zeitpunkt waren in
diesem Testverfahren nicht signifikant (p = 0,039). In Abbildung 6 sind die
Ct-Werte aller Wischproben der Nippeltranken aus der ersten und der

zweiten Beprobung dargestellt.

Ct-Werte der Nippeltranken (n = 30) im
Vorher-Nachher-Vergleich
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Abbildung 6: Verteilung der Ct-Werte der Nippeltranken (n = 30) aus
den PCV2-positiven Bestanden (n = 10) vergleichend fur die Proben aus
den ungereinigten (vorher) und den gereinigten und ggf. desinfizierten
(nachher) Abteilen. Ein Punkt stellt eine Wischprobe dar

Der niedrigste Ct-Wert der ersten Beprobung konnte an der Nippeltranke
aus Bucht 3 des Betriebs 10 nachgewiesen werden, er betrug 28,80.
Dieselbe Tranke hatte in der zweiten Beprobung einen Ct-Wert von 36,57.
In der zweiten Probennahme konnte an der Tranke aus der ersten Bucht
des Betriebs 1 der niedrigste Ct-Wert ermittelt werden. An dieser Tranke
wurde zuvor keine PCV2-DNA nachgewiesen werden. Die minimalen und
maximalen, sowie mittleren Ct-Werte der beiden Beprobungen sind
zusammen mit den Mittelwerten und der Standardabweichung im

Folgenden aufgefuhrt (Tabelle 24).
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Tabelle 24: Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung
der Ct-Werte der Proben der Nippeltranken aus den ungereinigten
(vorher) und den gereinigten und ggf. desinfizierten Abteilen (nachher)

vorher nachher
Minimum Maximum Minimum Maximum
Ct-Wert 28,80 39,97 35,73 39,51
Mw 36,81 37,59
SD 2,78 1,42

2.6.4. Beschaftigungsmaterialien

In jedem der zehn PCV2-positiven Betriebe konnte in den Wischproben
der ersten Beprobung an mindestens einem Beschaftigungsmaterial
PCV2-DNA detektiert werden. Insgesamt wurde in 19/30 (63,3%)
Wischproben Virus-DNA nachgewiesen. Die Reinigung der Abteile hatte
einen signifikanten Einfluss auf die nachgewiesene Virusmenge an den
Beschaftigungsmaterialien (p < 0,001) (Tabelle 20). Die Chance
(Odds-Ratio) das Virus an den Beschaftigungsmaterialien in den
ungereinigten Abteilen nachzuweisen ist um ein 8,64-faches erhoht
(Tabelle 20). Das Konfidenzintervall (95%) lag dabei zwischen den Werten
2,57 und 29,10.

Nach der Reinigung und ggf. Desinfektion konnte fur funf (16,7%) der 30
beprobten Beschaftigungsmaterialien ein positives Ergebnis ermittelt
werden. Die Wischproben dieser funf Beschaftigungsmaterialien aus der
ersten Probennahme enthielten ebenfalls PCV2-DNA. In den Betrieben 4,
5, 6, 7,9 und 10 konnte in keiner Wischprobe der zweiten Probennahme
Virus-DNA nachgewiesen werden. Vier der positiven Proben stammten aus
desinfizierten Abteilen. Es wurde kein signifikanter Zusammenhang
zwischen einer zusatzlichen Reinigung der Mastabteile und dem Nachweis
von PCV2-DNA ermittelt.

Mittels  statistischer  Auswertung fur verbundene  Stichproben
(Wilcoxon-Test) konnte fur 17 der 19 positiven Beschaftigungsmaterialien
eine Erhohung des Ct-Wertes in der zweiten Wischprobe ermittelt werden
(Abbildung 7). In den anderen zwei Wischproben wurde ein niedrigerer

Ct-Wert ermittelt. Die Veranderungen der



62 IV. Ergebnisse

Beschaftigungsmaterial-Ct-Werte nach der Reinigung und ggf.
Desinfektion waren signifikant (p = 0,001). Abbildung 7 zeigt die
Verteilung der Ct-Werte aller Wischproben.

Ct-Werte der Beschaftigungsmaterialien
(n =30) im Vorher-Nachher-Vergleich
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Abbildung 7: Verteilung der Ct-Werte der Beschaftigungsmaterialien
(n =30) aus den PCV2-positiven Bestanden (n = 10) vergleichend fur die
Proben aus den ungereinigten (vorher) und den gereinigten und ggf.
desinfizierten (nachher) Abteilen

In  der ersten Beprobung konnte in der Wischprobe des
Beschaftigungsmaterials aus Bucht 1 des 10. Betriebs der niedrigste
Ct-Wert (30,85) ermittelt werden. In der zweiten Wischprobe dieses
Beschaftigungsmaterials konnte keine PCV2-DNA mehr nachgewiesen
werden. Im Folgenden sind die minimalen und maximalen Ct-Werte, sowie
die Mittelwerte und die Standardabweichung der Proben der
Beschaftigungsmaterialien aus beiden Beprobungen dargestellt (Tabelle
25).
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Tabelle 25: Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung
der Ct-Werte der Wischproben der Beschaftigungsmaterialien aus den
ungereinigten (vorher) und den gereinigten und ggf. desinfizierten
Abteilen (nachher)

vorher nachher
Minimum Maximum Minimum Maximum
Ct-Wert 30,85 39,49 34,25 38,23
Mw 36,46 37,12
SD 2,47 1,64

2.6.5. Stiefel

Es wurden Wischproben von zehn Stiefeln ausgewertet. In der ersten
Beprobung konnte in 8/10 (80,0%) Wischproben PCV2-DNA
nachgewiesen werden. In den Betrieben 6 und 10 wurde keine Virus-DNA
an den untersuchten Stiefeln detektiert. Es lag kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Nachweis von PCV2 in den Wischproben

der ungereinigten Abteilen vor (p > 0,05) (Tabelle 20).

In der zweiten Beprobung konnte in 6/10 (60,0%) Wischproben
PCV2-DNA nachgewiesen werden (Tabelle 19). Von den sechs positiven
Wischproben stammten drei Proben aus Betrieben, die nach der Reinigung
eine Desinfektion der Abteile vornahmen. Die Desinfektion hatte keinen

signifikanten Einfluss auf den Nachweis von PCV2.

In einem direkten Vergleich mittels Wilcoxon-Test fur verbundene
Stichproben konnte fur alle acht positiven Proben aus der ersten
Beprobung eine Ct-Wert Erhohung in der zweiten Wischprobe ermittelt
werden (Abbildung 8). In der zuvor negativen Wischprobe des Stiefels aus
Betrieb 10 wurde in der zweiten Probennahme PCV2-DNA nachgewiesen
und somit ein niedrigerer Ct-Wert ermittelt. Die ermittelten
Ct-Wert-Veranderungen zum zweiten Beprobungszeitpunkt waren nicht
signifikant (p = 0,04). Abbildung 8 zeigt die Verteilung der Ct-Werte aller
positiven Wischproben der Stiefel aus der ersten und der zweiten

Beprobung. Ein Punkt stellt eine Probe dar.
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Ct-Werte der Stiefel (n = 10) im Vorher-
Nachher-Vergleich
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Abbildung 8: Verteilung der Ct-Werte der Stiefel (n = 10) aus den PCV2-
positiven Bestanden (n = 10) vergleichend fur die Proben aus den
ungereinigten (vorher) und den gereinigten und ggf. desinfizierten
(nachher) Abteilen. Ein Punkt stellt eine Probe dar. Der Ct-Wert der
zweiten Probe (nachher = grauer Punkt) des Treibbretts 5
unterscheidet sich um 0,04 zur ersten Probe (vorher = roter Punkt) und
ist daher in der Grafik nicht sichtbar

Aus den zehn Proben der ersten Probennahme wurde in der Wischprobe
des Stiefels aus Betrieb 9 die hochste Menge PCV2-DNA (niedrigster
Ct-Wert: 31,42) nachgewiesen. In der Wischprobe aus der zweiten
Beprobung wurde ein Ct-Wert von 38,74 fur diesen Stiefel ermittelt.
Tabelle 26 zeigt die minimalen und maximalen Ct-Werte, sowie die
Mittelwerte und die Standardabweichung der Wischproben aller zehn
Stiefel.
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Tabelle 26: Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung
der Ct-Werte der Wischproben der Stiefel aus der ersten Beprobung
(vorher) und der zweiten Beprobung (nachher)

vorher nachher
Minimum Maximum Minimum Maximum
Ct-Wert 31,42 37,82 35,19 38,82
Mw 34,53 37,23
SD 2,25 1,51

2.6.6. Treibbretter

In jedem der zehn PCV2-positiven Betriebe wurde ein Treibbrett mittels
Wischprobe beprobt. In funf der zehn (50,0%) Wischproben der ersten
Beprobung konnte PCV2-DNA nachgewiesen werden. Die Proben der
Treibbretter der Betriebe 3, 4, 6, 9 und 11 waren negativ. Die statistische
Auswertung konnte keinen signifikanten Zusammenhang fur den
Nachweis von PCV2-DNA an den Treibbrettern in den ungereinigten
Abteilen feststellen (p > 0,05) (Tabelle 20).

Die Wischproben von drei der zehn untersuchten Treibbretter aus den
gereinigten und ggf. desinfizierten Abteilen waren positiv. In dem 3.
Betrieb konnte in der Wischprobe der zweiten Beprobung PCV2-DNA an
dem Treibbrett nachgewiesen werden, die erste Wischprobe war negativ.
Zwei der drei positiven Treibretter stammten aus Betrieben, die ihre
Abteile nach der Reinigung zusatzlich desinfizierten. Es wurde kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Nachweis von PCV2-DNA auf
Treibbrettern von Betrieben die eine Desinfektion der Mastabteile

durchfuhrten ermittelt.

Der Test fur verbundene Stichproben (Wilcoxon-Test) ermittelte fur vier
der funf positiven Treibbretter aus den ungereinigten Abteilen eine
Erhohung des Ct-Wertes in der zweiten Wischprobe (Abbildung 9). Die
Wischproben von zwei Treibbrettern der zweiten Beprobung wiesen einen
niedrigeren Ct-Wert auf. Die Ct-Wert Veranderungen aus diesem
Testverfahren waren nicht signifikant (p = 0,17). Im Folgenden sind die
Ct-Werte der Treibbretter aus beiden Beprobungen dargestellt (Abbildung
9).
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Ct-Werte der Treibbretter (n = 10) im Vorher-
Nachher-Vergleich
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Abbildung 9: Verteilung der Ct-Werte der Treibbretter (n = 10) aus den
PCV2-positiven Bestanden (n = 10) vergleichend fur die Proben aus den
ungereinigten (vorher) und den gereinigten und ggf. desinfizierten
Abteilen (nachher)

Der niedrigste Ct-Wert wurde fur das Treibbrett des Betriebs 10 ermittelt.
In der zweiten Wischprobe dieses Bretts konnte keine PCV2-DNA
nachgewiesen werden. Tabelle 27 fuhrt die minimalen und maximalen
Ct-Werte der Wischproben beider Beprobungen, sowie deren Mittelwerte
und die Standardabweichungen auf.

Tabelle 27: Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung

der Ct-Werte der Wischproben der Treibbretter aus der ersten
Beprobung (vorher) und der zweiten Beprobung (nachher).

vorher nachher
Minimum Maximum Minimum Maximum
Ct-Wert 33,38 37,88 33,81 38,90
Mw 35,44 35,96

SD 2,05 2,63
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V. DISKUSSION

1. Eignung von Wischproben fur den Nachweis von
PCV2-DNA aus der Umgebung

In der vorliegenden Untersuchung wurde anhand von Wischproben der
PCV2-DNA-Gehalt am Ende der Mast und vor der Neubelegung der
Maststalle ermittelt. Um dabei eine flachenhafte Beprobung der
Gegenstande vorzunehmen, wurden anstelle normaler Abstrich-Tupfer
Tucher verwendet, die aufgrund einer wesentlich groBeren Oberflache
potentiell mehr Virus-Material aufnehmen konnen. Der Nachweis anderer
porziner Pathogene mittels flachigen Wischproben wurde bereits
beschrieben. Im Jahr 2009 wurden trockene Swiffer®-Tiicher in einer
Untersuchung uber den Nachweis von Salmonellen in amerikanischen
Schweinebestanden verwendet (ZEWDE et al.,, 2009). KENNEY und
POLSON (2011) untersuchten die Eignung von diesen Tuchern fur eine
Beprobung von Buchtenboden, Buchtenwanden wund Futtertrogen
vergleichend mit der Verwendung von Abstrich-Tupfern fur den Nachweis
von PRRSV. lhre Ergebnisse bestarken die Auswahl des hier verwendeten
flachigen Beprobungsmaterials, da sie herausfanden, dass die
groRflachigen Tucher sowohl geeigneter fur eine Untersuchung der
Umgebung sind als auch effizienter PRRSV-RNA aufnehmen konnen
(KENNEY und POLSON, 2011).

In der vorliegenden Studie wurden wie bei KENNEY und POLSON (2011)
und SCHNEIDER et al. (2011), die mittels Swiffer®-Tichern PRRSV-RNA
in Tiertransportern detektierten, feuchte, groRflachige Tucher fur die
Probennahme verwendet. In den beiden Publikationen wurde jedoch eine
deutlich groBere Flache (100 x 100 cm, entspricht 10.000 cm?) in den
Abteilen und Transportern beprobt. In der hier vorliegenden Studie
wurden die Futtertroge und Buchtenwande auf einer DIN A4 groRen
Flache (623,7 cm?) untersucht. Dieser untersuchte Bereich ist zwar kleiner
als der, der genannten Untersuchungen, er wurde jedoch in jeder Bucht
an drei verschiedenen Stellen beprobt. Die Wahrscheinlichkeit

PCV2-haltiges, organisches Material, wie Kot, Urin und Speichel, von
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verschiedenen Tieren zu gewinnen wird als deutlich hoher erachtet, wenn
mehrere Stellen innerhalb einer Bucht, die einen gewissen raumlichen
Abstand zu einander haben, beprobt werden. So sollte in dieser
Untersuchung gewahrleistet werden, eine aussagekraftigere Strichprobe

der Kontamination einer Bucht zu erhalten.

Fur die Untersuchung anhand von Wischproben wurden hier
handelsubliche Mullkompressen aus Gaze verwendet. Diese erwiesen sich
als sehr praktikabel und kostengunstig. Die Verwendung von
Mullkompressen zur Gewinnung von Wischproben aus Schweinestallen ist
ein neuartiges, bisher noch nicht beschriebenes Vorgehen fur den
Nachweis von porzinem Circovirus Typ 2. Fur den Nachweis von anderen
porzinen Krankheitserregern hat sich die Verwendung von befeuchteten,
flachigen Wischproben aus Gaze bereits bewahrt. So verwendeten
GOTTER et al. (2012) ein sehr ahnliches Studiendesign und untersuchten
mittels 10 x 30 cm groBen Gaze-Stucken, die zuvor in PBS-Losung
getrankt wurden, die Salmonellen-Kontamination in deutschen
Schweinebestanden. Auch  GARRIDO-MANTILLA et al. (2019)
untersuchten anhand von quadratischen, feuchten Gaze-Stucken die
Kontamination der Umgebung mit dem Influenza-A-Virus und erachten die

Methode als ein geeignetes Uberwachungsprogramm fiir IAV.

In der vorliegenden Studie wurde sich bewusst dafur entschieden, feuchte
Wischproben fur die Probennahme =zu verwenden. PCV2 wird
hauptsachlich mit dem Kot, Speichel, Nasensekret und Urin infizierter
Schweine ausgeschieden (SEGALES et al., 2005a; PATTERSON et al.,
2011a; PRICKETT et al., 2011). Sofern nicht kurz vor der Probennahme
ausgeschieden, haften diese Se- und Exkrete an der Buchteneinrichtung
und trocknen dort an. Durch die Verwendung feuchter, flachiger
Wischproben wird die Wahrscheinlichkeit ausreichend organisches
Material aufzunehmen als bedeutend groRer erachtet, da sich durch die
wischenden Bewegungen mit den feuchten Kompressen auf den
Oberflachen angetrocknete Ausscheidungen losen und so von der
Mullkompresse aufgenommen werden konnen. Auch andere Autoren
verwendeten feuchte Wischproben fur einen Erregernachweis in ihren
Untersuchungen (KENNEY und POLSON, 2011; MOORKAMP et al., 2018;
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GARRIDO-MANTILLA et al., 2019).

Jede Mullkompresse wurde vor der Probennahme in eine zuvor definierte
Menge PBS-Losung getrankt. Auch die Verwendung von dieser Losung
wurde in zahlreichen Publikationen beschrieben (GOTTER et al., 2012;
DIAZ CAO et al., 2018; MOORKAMP et al., 2018). Die Gaze-Kompressen
sind besonders saugfahig und in der Lage die Feuchtigkeit wieder
abzugeben, sodass durch Zentrifugation der Wischproben auf einem
standardisierten Weg Probenflussigkeit gewonnen werden konnte, die sich
fur die weitere, molekularbiologische Untersuchung mittels qPCR gut

eignete.

Die zahlreichen internationalen und nationalen Publikationen der
vergangenen Jahre zeigen, dass sich Wischproben aus der Umgebung von
Schweinen in der Diagnostik porziner Krankheitserreger, sei es viraler
oder bakterieller Genese, etabliert haben und bestatigen die eigenen
Beobachtungen: die Beprobung ist einfach durchzufuhren und
kostengunstig, sodass die Methodik auch auf Ebene des gesamten

Bestandes durchgefuhrt werden kann.

Neben den Publikationen uber den Nachweis anderer porziner Pathogene,
liegen Untersuchungen vor, die sich ebenfalls mit dem Nachweis von PCV2
in der Umgebung von Schweinen beschaftigten. Diese Untersuchungen
verwendeten ein ahnliches, jedoch nicht gleichwertiges Studiendesign. In
einer Untersuchung aus dem Jahr 2011 verwendeten PATTERSON et al.
(2011b) befeuchtete Abstrich-Tupfer mit einer Spitze aus Polyester und
eine Schablone, um ausgewahlte Stellen in PCV2-kontaminierten
Modell-Transportern zu beproben. Mit der angewandten Methode konnten
sie anhand einer real-time PCR sowohl nach dem Waschen als auch nach
der Anwendung verschiedener Desinfektionsprotokolle PCV2-DNA in den
Transportern nachweisen. Auch DVORAK et al. (2013) untersuchten in
ihrer  Studie unter der Verwendung von Wischproben die
PCV2-Kontamination  auf Betonboden und Kastenstanden in
Abferkelabteilen. Im Gegensatz zur vorliegenden Studie verwendete das
Forscherteam trockene Abstrich-Tupfer, die erst nach der Probennahme in
eine PBS-Losung verbracht wurden (DVORAK et al., 2013). Zusatzlich

wurden mit trockenen, Swiffer®-ahnlichen Tiichern die Boden und Wande
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der Abferkelbuchten beprobt und auch diese Tucher wurden erst
anschliefend in PBS-Losung verbracht (DVORAK et al., 2013). Ahnlich
gingen DIAZ CAO et al. (2018) vor, indem sie Trockentupfer fiir die
Beprobung der Oberflachen und der Stallkleidung aus PCV2-positiven
Bestanden verwendeten und diese anschlieBend mit PBS-Losung
befeuchteten. AuBer DVORAK et al. (2013) verwendeten die genannten
Forscherteams keine flachigen Wischproben, sondern ebenso wie LOPEZ-
LORENZO et al. (2019) gebrauchliche Abstrich-Tupfer aus Baumwolle
oder Polyester. Vergleichend zu den genannten Studien sind demnach
zwei Unterschiede im Studiendesign der vorliegenden Untersuchung zu
verzeichnen: die Verwendung feuchter anstelle trockener Wischproben
und der Gebrauch von flachigen Mullkompressen anstatt des Gebrauchs
von Abstrich-Tupfern. Wie bereits erlautert, wird die Verwendung von
flachigen, feuchten Tuchern fur den Virus-Nachweis als geeigneter
angesehen und mag ein substanzieller Vorteil dieser Studie im Vergleich

zu den genannten sein.

Trotz der beiden aufgefuhrten Unterschiede zu bisherigen Publikationen,
war es in der vorliegenden Studie moglich, PCV2-DNA in den gewonnenen
Flussigkeiten der Wischproben nachzuweisen. Demnach ist davon
auszugehen, dass befeuchtete Mullkompressen in ihrer GroBe und
Beschaffenheit durch das Abwischen von Gegenstanden und der
Stalleinrichtung geeignet sind, um ausreichend Virus-Material
aufzunehmen, sodass PCV2-Genomfragmente mit einer qPCR
nachweisbar sind. Das hier verwendete Studiendesign eignet sich somit
fur den Nachweis von PCV2-DNA in Mastabteilen.

In Anlehnung an das Salmonellen-Monitoring und das vergleichbare
Studiendesign von GOTTER et al. (2012) ware es denkbar, die Verwendung
von Umgebungsproben nicht nur auf die Detektion eines Erregers
auszurichten, sondern eine Methodik zu entwickeln, bei der beispielsweise
sowohl Salmonellen als auch PCV2-DNA durch ein und dieselbe
Wischprobe nachgewiesen werden konnen. So ware die Verwendung von
Wischproben aus der Umgebung zugleich effizienter. Auch NIENHOFF et
al. (2013) schienen dieser Fragestellung nachzugehen und versuchten

neben der Detektion von PRRSV auch den Nachweis anderer
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respiratorischer Erreger aus Wischproben der Umgebung zu erzielen. In
einer Feldstudie verglichen sie Tracheobronchialtupfer von Absetzferkeln
mit Swiffer®-Wischproben aus den Stallen und konnten neben PRRSV
Influenza-A-Viren, M. hyopneumoniae und M. hyorhinis nachweisen,
sodass sie diese Methodik als geeignet einstufen (NIENHOFF et al., 2013).

Ein weiterer Unterschied zu den oben genannten Untersuchungen besteht
in der Einheit der gemessenen Virus-Menge. Wahrend PATTERSON et al.
(2011b), DVORAK et al. (2013) und LOPEZ-LORENZO et al. (2019) in ihren
Publikationen die detektierten Virus-Mengen in logio Genomkopien/ml
angeben, werden in dieser Studie Cycle threshold-Werte verwendet,
anhand derer nur eine semiquantitative Auswertung vorgenommen
werden kann. Die mittels qPCR detektieren DNA-Mengen in dieser
Untersuchung sind von der Menge an aufgenommenen organischem
Material abhangig. Dabei lasst sich mit der hier verwendeten Methodik
nicht eruieren, ob mit jeder Wischprobe die gleiche Menge an
virushaltigem  Material von den untersuchten Gegenstanden

aufgenommen wurde.

2, Nachweis PCV2-spezifischer Genomfragmente

Auch wenn es kein Ziel dieser Untersuchung war, muss darauf
hingewiesen werden, dass durch eine Detektion der viralen DNA mittels
PCR keine Aussage uber die Infektiositat des Virus getroffen werden kann.
Es werden Genomfragmente des porzinen Circovirus Typ 2 nachgewiesen,
die keine Ruckschlisse auf ein infektioses Virus zulassen. Auch
PATTERSON et al. (2011b) halten dies in ihrer Publikation fest und konnen
keine Aussage daruber treffen, ob die detektierten PCV2-Genomkopien in
ihrer Untersuchung infektios sind oder in einer fur eine Infektion

ausreichenden Menge vorhanden sind.

Die Tatsache, dass PCV2 eine hohe Tenazitat (O'DEA et al., 2008) und
aufgrund seiner zirkularen DNA-Struktur ein Genom mit erhohter Stabilitat
besitzt (WELCH et al., 2006) machen es jedoch prinzipiell moglich, zum
Zeitpunkt der hier durchgefuhrten Untersuchung infektioses bzw.
lebendes Virus mit den Wischproben aufgenommen zu haben. Es liegen

keine publizierten Daten zur Widerstandsfahigkeit von PCV2 aullerhalb
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des tierischen Wirtsorganismus vor. Man geht jedoch von einer
mehrwochigen bis monatelangen Uberlebensfihigkeit aus. Demnach
wiirde von dem Virus ein potentielles Risiko der horizontalen Ubertragung
ausgehen. Dies hatte zur Konsequenz, dass bei einer ungenugend
durchgefuhrten oder fehlenden Reinigung und Desinfektion ein hohes

Infektionsrisiko fur die nachfolgende Tiergruppe besteht.

Das PCV2-Genom wird von einem Kapsid, bestehend aus 60
Protein-Untereinheiten, geschutzt (CROWTHER et al., 2003). Wenn das
Kapsid in dem MaRe beschadigt wird, dass das Virus die Fahigkeit verliert
in Wirtszellen einzudringen, verliert es seine Infektiositat. Dennoch ware
die virale DNA weiterhin durch das Kapsid geschutzt, sodass
DNA-Fragmente nachgewiesen werden konnen. Auch zu dieser Theorie

liegen bis dato keine publizierten Ergebnisse vor.

Geht man also durch die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse von
einer hohen Tenazitat und Widerstandsfahigkeit aus, wurde dies bedeuten,
dass sich das Virus uber die Zeit einer zwolfwochigen Mastperiode in den
Buchten anreichert, sodass am Ende der Mast, zu dem Zeitpunkt der hier
durchgefuhrten Probennahme, PCV2 in groBen Mengen, akkumuliert
vorhanden sein musste. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnen
diese Theorie allerdings nicht bekraftigen. Schaut man sich Abbildung 2
an, wird deutlich, dass ein GroRteil der ermittelten Ct-Werte in dem
Bereich zwischen 35,0 und 39,9 liegen. Dieser Bereich wurde hier als
»Schwach positiv” (Kategorie Il) definiert. 86 von 121 positiven Proben
liegen also sehr nahe an der Nachweisgrenze. Die Kontamination der hier
untersuchten Mastabteile ist somit niedriger als erwartet. Schaut man sich
die Mittelwerte der ersten Beprobung der einzelnen Betriebe an (Tabelle
8 bis Tabelle 17), wird ersichtlich, dass auch die Betriebe im Durchschnitt
schwach positive Werte vorweisen. Mit der oben beschriebenen Theorie
wurde man eigentlich mehr Ct-Werte in der Kategorie Ill und IV erwarten.
Weil dem aber nicht so ist, muss davon ausgegangen werden, dass in den
untersuchten Abteilen wenig virale DNA vorhanden war und demnach eine

geringere Kontamination als angenommen vorlag.
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Wenn es sich bei der hier detektierten PCV2-DNA jedoch um einzelne
Genomfragmente handelt, also freie DNA, ware durch das Fehlen eines
schutzenden Kapsids vermutlich keine hohe Tenazitat mehr gegeben. Es
liegen keine publizierten Studien vor, in denen die Bestandigkeit solcher
PCV2-Genomfragmente in der Umgebung bzw. auf den hier untersuchten

Oberflachen untersucht worden ist.

Auch diese Frage kann nicht mit mithilfe von Literatur beantwortet
werden, dazu gibt es keine Untersuchungen. Moglicherweise haben
Umwelteinflusse, wie UV-Licht oder Enzyme im Kot oder Harn der
Schweine, einen erheblichen Einfluss auf die virale DNA, sodass sie sich
nicht Uber einen langeren Zeitraum in der Umgebung halten kann. Dies
wurde fur die niedrigen Mengen detektierter PCV2-DNA in dieser
Untersuchung sprechen. Das Virus wurde sich somit nicht in den Buchten
anreichern, sondern moglicherweise nur fur eine unbestimmt kurze Zeit
vorhanden sein. Dann ware die hier detektierte DNA mutmaRlich erst kurz
vor der Probennahme von den Mastschweinen ausgeschieden worden
sein. Von derartigen Genomfragmenten wurde demnach kein potentielles

Risiko fiir eine horizontale Ubertragung ausgehen.

Weiterhin muss berucksichtigt werden, dass durch das naturliche
Verhalten der Schweine ausgeschiedene PCV2-DNA moglicherweise von
den Tieren oral aufgenommen oder beispielsweise durch Urin oder

Tranke-Wasser weggespult wurde.

3. Auswahl der PCV2-positiven Betriebe

Das primare Auswahlkriterium fur die untersuchten Betriebe war die
Einstufung als PCV2-positiv. Eine klinische Auspragung einer PCV2-
Infektion in den Bestanden war dabei nicht relevant. PCV2 ist ubiquitar in
der Schweinepopulation verbreitet und kann sowohl in gesunden als auch
in klinisch erkrankten Schweinen nachgewiesen werden (SEGALES et al.,
2005a; OPRIESSNIG und HALBUR, 2006). Im Rahmen der
Voruntersuchung der Studie der Dissertation BEISL (2020) konnte in den
zwolf Bestanden, deren Mastabteile in dieser Studie untersucht wurden,
PCV2-DNA in Oral Fluid Proben detektiert werden.
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Die hier durchgefuhrte Untersuchung erfolgte zwei bis elf Monate nach
der Gewinnung der Oral Fluids durch BEISL (2020). Es wurde in zehn
(83%) der zwolf teilnehmenden Betriebe PCV2-DNA in mindestens einer
Probe nachgewiesen. In keiner der jeweils 28 untersuchten Proben aus
den Betrieben 8 und 12 konnten PCV2-spezifische Genomfragmente
detektiert werden. Die beiden Bestande wurden somit in der hier

vorliegenden Untersuchung nicht in die Auswertung mit einbezogen.

Betrieb 8 (geschlossenes Betriebssystem) wurde vier Monate und Betrieb
12 (geschlossenes Betriebssystem) elf Monate nach der Gewinnung der
Oral Fluid Proben (BEISL, 2020) mittels Wischproben untersucht. Dabei
handelte es sich bei den potentiell PCV2-ausscheidenden
Endmastschweinen in den hier untersuchten Abteilen in keinem der zwolf
Betriebe um dieselben Tiergruppen, von denen die Oral Fluid Proben
gewonnen wurden. Die Speichelproben wurden in der 18. Lebenswoche
der Schweine genommen. Die in der Studie durchgefuhrte Probennahme
erfolgte in Abteilen mit Schweinen im schlachtreifen Alter. Dieses Alter
bzw. Gewicht ist etwa in der 24. Lebenswoche der Tiere erreicht. Demnach
enthielten die untersuchten Mastabteile vier bzw. elf Monate spater andere
Schweine, die zu einem spateren Zeitpunkt geboren wurden und
hochstwahrscheinlich  aus anderen Anpaarungen stammten. Die
epidemiologische Situation kann sich von Tiergruppe zu Tiergruppe
andern, sodass es moglich ist, dass diese anderen Tiergruppen weniger

oder kein Virus ausschieden.

Da es sich um Betriebe handelt, die in einem geschlossenen System
wirtschaften kann eine andere Herkunft der Schweine in diesem Fall
nahezu ausgeschlossen werden. Das Arbeiten im geschlossenen System
beinhaltet das Masten der eigens erzeugten Ferkel, ein Zukauf findet in
diesen Betrieben lediglich bei den Sauen statt. Wurde ein Zukauf von
Aufzuchttieren stattfinden und ware die Herkunft dieser Tiere gewechselt
worden, konnte an dieser Stelle ein moglicher Grund fur die fehlende

Detektion viraler DNA angenommen werden.

Ebenfalls muss an dieser Stelle uberlegt werden, ob die in den Betrieben
8 und 12 gewonnenen Wischproben zwar PCV2-haltiges Material

enthielten, die DNA-Menge jedoch unter der Nachweisgrenze der
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verwendeten qPCR lag und somit die molekularbiologische Untersuchung
an dieser Stelle auf eine Limitation der Studie hindeutet. Eine weitere
Moglichkeit bestunde darin, dass die beprobte Flache in diesen Betrieben

nicht ausreichte, um genug Material mit den Wischproben aufzunehmen.
4, Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung

4.1. PCV2-DNA Nachweis zum Zeitpunkt des Ausstallens

Um das Ausmald der Kontamination der Mastabteile und Arbeitsmittel zum
Zeitpunkt des Ausstallens von Endmastschweinen mit PCV2 zu eruieren,
wurden in einer ersten Probennahme 260 Wischproben in zehn
ungereinigten Abteilen genommen. Von 140 untersuchten Proben konnte
in 61,4% (86/140) PCV2-DNA mittels real-time qPCR detektiert werden.
Die PCV2-Nachweisraten der einzelnen Betriebe reichen dabei von 14,3%
(Betrieb 6) bis hin zu 78,6% (Betrieb 5 und 9) und zeigen somit eine grofl3e
Diversitat. In acht der zehn Betriebe wurde allerdings in mehr als 50,0%
der Proben PCV2-DNA nachgewiesen. In einer vergleichbaren
Untersuchung konnte in 42,9% der Umgebungsproben PCV2-DNA
detektiert werden (LOPEZ-LORENZO et al., 2019). Auch die spanischen
Autoren beobachteten groBe Unterschiede der Nachweisraten in den funf
untersuchten ferkelerzeugenden Betrieben. Mit 86,7% positiver
Umgebungsproben konnten sie die hochste Nachweisrate in einem Betrieb
detektieren, der zuvor anhand von Blutproben und dem klinischen
Erscheinungsbild als Betrieb mit systemischer PCV2-Erkrankung
eingestuft wurde (LOPEZ-LORENZO et al., 2019). Die in der hier
vorliegenden Studie untersuchten Betriebe wurden vor der Probennahme
als PCV2-positiv eingestuft (BEISL, 2020), es wurde jedoch nicht, wie bei
LOPEZ-LORENZO et al. (2019) durch weitere Untersuchungen eine
Unterteilung in subklinisch infiziert und systemisch erkrankt
vorgenommen. Dennoch wurde insgesamt eine deutlich hohere
PCV2-Kontamination der Umgebung beobachtet als in der spanischen
Publikation. Dies konnte auf das unterschiedliche Studiendesign zuruck zu
fuhren sein. Die spanischen Autoren verwendeten fur ihre
Umgebungsproben trockene Abstrich-Tupfer mit einem Durchmesser von

11 mm. Es ist davon auszugehen, dass eine solche Tupfer-Probe nicht in
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der Lage ist, eine gleichwertige Menge an Material von den beprobten
Oberflachen aufzunehmen wie die hier verwendeten Mullkompressen aus
Gaze. Wenn also mehr Material aufgenommen werden kann, ist die
Wahrscheinlichkeit hoher PCV2-DNA in einer Probe zu detektieren.

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Kontamination von
Mastabteilen untersucht. Im Gegensatz dazu wurden in der Studie aus dem
Jahr 2019 Umgebungsproben aus Wartestallen, Abferkelbuchten und
Aufzuchtstallen ausgewertet und die groRte Kontamination in den Abteilen
mit den abgesetzten Ferkeln (Aufzuchtstille) detektiert (LOPEZ-LORENZO
et al., 2019). Somit bezog sich die Untersuchung auf die Umgebung einer
anderen Altersgruppe als die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Abteile der Endmastschweine. Es liegt keine veroffentlichte Publikation
vor, die ebenfalls das Augenmerk auf die Untersuchung von Mastabteilen
legt. Maststalle sind in der Regel raumlich, zum Teil auch ortlich, getrennt
von den anderen Produktionsstatten in der Schweinehaltung. Neu
eingestallte Tiergruppen hatten zuvor keinen physischen Kontakt zu
diesen Stallungen. Im Regelfall werden Aufzuchtferkel mit einem Alter von
zwolf Wochen in die Mastabteile eingestallt und verbleiben dort bis zum
Ende der Mastperiode. Nur in Ausnahmefallen werden einzelne Tiere in
andere Buchten oder Abteile verbracht. Aus diesem Grund ist davon
auszugehen, dass die Kontamination der hier untersuchten Mastabteile in
dem Zeitraum von der 12. Lebenswoche der Schweine bis zum Zeitpunkt

des Ausstallens (24. Lebenswoche) erfolgt ist.

Aus verschiedenen Publikationen geht hervor, dass Absetzferkel mit einem
Alter von zwolf Wochen zu der Altersgruppe gehoren, in der die hochsten
Ausscheidungsmengen  beobachtet werden  konnen. In  einer
Felduntersuchung aus dem Jahr 2003 wurde eine ansteigende
PCV2-Aussscheidung in Kot und Nasensekret bis zu dem 3. - 4.
Lebensmonat der Tiere beobachtet (SHIBATA et al., 2003). Auch SEGALES
et al. (2005a) stellten fest, dass in den untersuchten Proben der
Studientiere mit einem Alter von > 1,5 Monaten hohere
Virus-DNA-Mengen  nachzuweisen sind. In  der vorliegenden
Untersuchung wurde im Gegensatz zur Beprobung mittels Nasen- oder
Kottupfern (SHIBATA et al., 2003; SEGALES et al.,, 2005a) keine



V. Diskussion 77

Einzeltierdiagnostik zu einem bestimmten Zeitpunkt vorgenommen
sondern es muss davon ausgegangen werden, dass die an den
Gegenstanden detektierte Virus-DNA zu verschiedenen Zeitpunkten von
unterschiedlichen Schweinen ausgeschieden wurde. Dies kann innerhalb
einiger Tage oder uber mehrere Wochen erfolgt sein. Betrachtet man also
die Tatsache, dass die neu eingestallten Tiere potentiell hohe Mengen an
PCV2-DNA in verschiedenen Se- und Exkreten ausscheiden zusammen mit
dem Fakt, dass das von den teilnehmenden Betrieben durchgefuhrte
Rein-Raus-System wahrend der Mastperiode keine zwischenzeitliche
Reinigung und Desinfektion der Abteile vorsieht, kann geschlussfolgert
werden, dass die ausgeschiedene Virus-DNA in Maststallen optimale
Voraussetzungen vorfindet, um sich in der Umgebung zu halten, Gber die
die Mastperiode hinweg anzureichern und so zum Zeitpunkt der hier
vorgenommenen Probennahme nachweisbar ist. Die vorliegenden
Ergebnisse sprechen jedoch nicht dafur. An dieser Stelle muss auf die
bereits angestellte Uberlegung (Kapitel V.2.) eingegangen werden, dass
die ermittelten Ct-Werte dieser Studie eher darauf hinweisen, dass die
PCV2-DNA in der Umgebung als Genomfragmente vorliegt, durch aul3ere
Bedingungen beeinflusst wird und somit nicht lang in den Buchten
detektierbar ist und keine Anreicherung uber die Mastperiode hinweg
erfolgt. Somit bestunde ein deutlich geringeres Risiko der horizontalen

PCV2-Ubertragung als urspriinglich angenommen.

In den Proben aller sechs untersuchten Gegenstands-Gruppen wurde in
dieser Untersuchung PCV2-DNA nachgewiesen. Betrachtet man die PCV2-
Nachweisraten der verschiedenen untersuchten Gegenstande, wird
ersichtlich, dass 80,0% der untersuchten Buchtenwande mit Virus-DNA
kontaminiert waren. Auch LOPEZ-LORENZO et al. (2019) wiesen in den
untersuchten Absetzabteilen hohe DNA-Mengen an den Buchtenwanden
nach. In dem von ihnen untersuchten Bestand mit klinischer
PCV2-Erkrankung waren 100% der untersuchten Buchtenwande aus den
Absetzabteilen positiv (LOPEZ-LORENZO et al., 2019). Die im Vergleich
hohere Nachweisrate in der spanischen Publikation ist vermutlich durch
das Vorhandensein von einem klinischen Erscheinungsbild bedingt, da

auch die anderen untersuchten Bereiche aus den Absetzabteilen eine
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derart hohe Nachweisrate vorweisen, die Absetzabteile aus den
subklinisch infizierten Betrieben allerdings nur insgesamt 58,3% positive
Wischproben hatten (LOPEZ-LORENZO et al., 2019). Einzelne
PCV2-Nachweisraten fur die Buchtenwande dieser subklinisch infizierten
Bestande geben die Autoren nicht an. Aufgrund fehlender publizierter
Ergebnisse kann kein Vergleich zu der Kontamination von Buchtenwanden

aus Mastabteilen vorgenommen werden.

Der haufige Nachweis von PCV2-DNA an den Buchtenwanden ist
hochstwahrscheinlich  auf die groBe Kontamination mit Kot
zuruckzufuhren. Makroskopisch besallen die Buchtenwande wahrend der
Probennahme den hochsten Verschmutzungsgrad. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit grundlicher Reinigungs-und DesinfektionsmaBnahmen fur

Buchtenwande nach dem Ausstallen der Mastschweine.

Auch an dem Grof3teil der untersuchten Stiefel aus der ersten
Probennahme konnte PCV2-DNA nachgewiesen werden. So waren 8/10
(80,0%) Stiefel positiv. Dieses Ergebnis wird durch die Untersuchung von
DIAZ CAO et al. (2018) gestiitzt. In der Studie wurden zertifizierte
Stiefeluberzieher und nicht-zertifizierte StiefelUberzieher hinsichtlich
einer PCV2-Kontamination nach einem einstundigen Aufenthalt in
Schweinestillen untersucht (DIAZ CAO et al., 2018). Bei dem GroRteil der
nicht-zertifizierten Uberzieher konnte sowohl an den Uberziehern selbst
als auch an dem darunter getragenem Schuhwerk PCV2-DNA
nachgewiesen werden, obwohl zu keiner Zeit direkter Kontakt zu den
Tieren bestand (DIAZ CAO et al., 2018). Auch LOPEZ-LORENZO et al.
(2019) wiesen eine deutliche Kontamination der Stallkleidung und der
Stiefel mit PCV2-DNA nach.

Stiefel und Arbeitsschuhe gehoren zu den Arbeitsmitteln, die
abteilubergreifend verwendet werden. Betriebe, die im geschlossenen
System arbeiten und hohe Standards an die interne Biosicherheit besitzen,
verwenden womoglich unterschiedliche Arbeitsschuhe fur die
verschiedenen Produktionsstufen. Innerhalb der Maststalle wird jedoch im
Regelfall kein Wechsel des Schuhwerks vorgenommen, bevor ein anderes
Abteil mit einer anderen Tiergruppe Dbetreten wird. Das

abteilubergreifende Tragen dieser Schuhe und Stiefel bringt eine hohere
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Wahrscheinlichkeit der DNA-Detektion mit sich, da die Se- und Exkrete
von deutlich mehr Tieren mit dem Schuhwerk in Beruhrung kommen
konnen. Wie DIAZ CAO et al. (2018) zeigten, ist fur eine Kontamination
dabei kein direkter Kontakt zu Tieren notwendig, es reicht, wenn die
Abteilgange betreten werden. Die hier angestellten Vermutungen werden
durch Beobachtungen von BACKHANS et al. (2015) gestutzt, die in ihrer
Studie uber die Biosicherheit in schwedischen Schweinebestanden
herausfanden, dass die internen BiosicherheitsmalBnahmen zwischen den
einzelnen Produktionsstufen in den befragten Betrieben niedrig sind. So
wurde in nur 8,0% der geschlossenen Betriebe ein Kleidungs- und
Schuhwechsel vorgenommen, bevor die Stallungen einer anderen
Altersgruppe betreten wurden und nur 5,0% der Betriebe verwendeten
FuBbader bzw. festinstallierte Stiefelreiniger vor dem Eintreten
(BACKHANS et al., 2015). Von Personal getragene, kontaminierte
Stallkleidung, die wahrend den taglichen Arbeiten in verschiedenen
Betriebsbereichen getragen wird, kann wesentlich an der Verbreitung des
Virus innerhalb eines Betriebes beitragen (LOPEZ-LORENZO et al., 2019).
Umso wichtiger ist es, die abteilubergreifend verwendeten Arbeitsschuhe

in alltaglichen HygienemaBBnahmen mit einzubeziehen.

An 63,3% der hier untersuchten Beschaftigungsmaterialien aus den
ungereinigten Abteilen wurde PCV2-DNA nachgewiesen.
Beschaftigungsmaterialien  gehoren laut 8§26 der  Tierschutz-
Nutziertierhaltungsverordnung (TierSchNutztV) zu den allgemeinen
Anforderungen an das Halten von Schweinen (BUNDESMINISTERIUM
FUR JUSTIZ UND VERBRAUCHERSCHUTZ, 2001). Das Gesetz sieht vor,
dass jedes Schwein jederzeit Zugang zu Beschaftigungsmaterialien hat,
welche von den Schweinen untersucht, bewegt und verandert werden
konnen (BUNDESMINISTERIUM FUR JUSTIZ UND
VERBRAUCHERSCHUTZ, 2001). Genauere Vorgaben zur Art dieser
Materialien werden nicht gemacht. Besonders geeignet sind Gegenstande
aus natiirlichen Materialien wie Holz, Stroh oder Jute (EUROPAISCHE
KOMMISSON, 2016). Stroh oder Jutesacke haben dabei eine kurze
Nutzungsdauer, werden in der Regel von den Schweinen oral

aufgenommen und haben somit einen von der EUROPAISCHE
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KOMMISSON (2016) erwunschten ernahrungsphysiologischen Nutzen.
Holzblocke verweilen uber einen langeren Zeitraum in den Buchten und
konnen durch die Schweine gut verformt werden. Die raue und porose
Oberflache von Holz bietet jedoch keine optimalen Bedingungen fur eine
Reinigung (BOHM, 1998) sowie eine Desinfektion. Daher sollten
Holzblocke nach einer Mastperiode verworfen werden und fur eine
nachfolgende Tiergruppe neues Holz zur Verfugung gestellt werden, um
eine Ubertragung von Krankheitserregern im organischen Material zu
vermeiden. Auch PRANGE (2004) weist darauf hin, dass im Zuge der
Vorarbeiten einer Reinigung alle nicht benotigten Gegenstande von

geringem Wert aus dem Stall entfernt und vernichtet werden sollen.

Der GroRteil der hier untersuchten Beschaftigungsmaterialien bestand aus
Edelstahlketten, die an einer oder mehreren Stellen in den Buchten an
einem Vorsprung angebracht waren. Die so herunterhangenden Ketten
sind fur die Schweine zuganglich und konnen mit dem Russel und dem
Maul erkundet werden, dies gehort zu den geforderten Eigenschaften des
Beschaftigungsmaterials (EUROPAISCHE KOMMISSON, 2016). Zusatzlich
am Ende der Ketten angebrachte Hartplastik-Teile (z.B. Kugeln oder
Scheiben) sollen die Edelstahlketten aufwerten und die vom Gesetz
verlangte Veranderbarkeit erbringen. Edelstahl mit einer glatten
Beschaffenheit ist sehr gut zu reinigen (BOHM, 1998). Durch die
Verkettung einzelner Edelstahlringe entstehen Zwischenraume, die unter
Umstanden mit einem Hochdruckreiniger nicht optimal zuganglich sind,
sodass gegebenenfalls organisches Material zuruckbleiben kann. Die
Oberflache dieser Anhange wird nach einiger Zeit, durch die Bearbeitung
mit dem Maul und der Zahne, rau. Auch hier konnen sich organisches
Material und Krankheitserreger ansammeln. PCV2-DNA kann in hohen
Mengen im Speichel infizierter Tiere uber einen Zeitraum von mindestens
98 Tagen nachgewiesen werden (PRICKETT et al., 2011). Auch
PATTERSON et al. (2011a) weisen eine PCV2-Ausscheidung in oralen
Sekreten fur mindestens 69 Tage nach experimenteller Infektion nach.
Durch das Bearbeiten der Beschaftigungsmaterialien mit dem Maul kann
Virus-DNA zuruckbleiben, die mittels Wischproben und anschlieBender

gPCR quantifiziert werden kann.
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4.2. Einfluss der Reinigung und Desinfektion auf den Nachweis von
PCV2-DNA in den Maststallen
Nach der Reinigung und ggf. Desinfektion wurden in einer zweiten
Probennahme erneut Wischproben in denselben Mastabteilen genommen.
In  der vorliegenden Studie konnte fur jede untersuchte
Gegenstands-Gruppe eine numerische Reduktion des PCV2-Nachweises
ermittelt werden. Es wurde gezeigt, dass 95,4% (82/86) der untersuchten
Flachen und Gegenstande nach der Reinigung und ggf. Desinfektion eine
Erhohung des  Ct-Wertes und so eine  Abnahme  der
PCV2-DNA-Konzentration vorwiesen. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da
durch eine Reinigung die Ausscheidungen der Tiere weggewaschen
werden, sich also anschlieBend kaum organisches Material auf den
Oberflachen befindet. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen einer Reinigung und einer zusatzlich durchgefuhrten
Desinfektion hinsichtlich des PCV2-DNA-Nachweises an den untersuchten

Gegenstanden festgestellt werden.

Eine Desinfektion wird immer nach der Reinigung und Trocknung der
Oberflachen durchgefuhrt, das Desinfektionsmittel wird dabei aufgetragen
und verbleibt in den meisten Fallen auf den Flachen. Durch diesen
Vorgang wird somit keine zusatzliche Reduzierung des organischen
Materials bewirkt. Demnach mag eine zusatzliche Desinfektion der
Mastabteile keinen Einfluss auf die ermittelten Nachweisraten gehabt
haben, weil nach der Desinfektion die gleiche Menge viraler DNA
detektierbar ist. Allerdings ist es moglich, dass durch eine fur Circoviren
ausgerichtete Desinfektion die Infektiositat von PCV2 herabgesetzt wird.
Dies wurde in dieser Untersuchung nicht getestet. Ahnliche
Beobachtungen machten auch PATTERSON et al. (2011b). Anhand von
kontaminierten Modell-Tiertransportern wurde gezeigt, dass sich nach
dem Schritt des Waschens signifikant weniger PCV2-DNA auf den
untersuchten Flachen nachweisen lasst (PATTERSON et al.,, 2011b).
AnschlieBend wurden vier verschiedene Desinfektionsprotokolle
verwendet und erneut Umgebungsproben aus den Modell-
Tiertransportern untersucht. Es konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen dem Schritt des Waschens und der zusatzlichen Verwendung
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eines Desinfektionsmittels detektiert werden (PATTERSON et al., 2011b).
PATTERSON et al. (2011b) geben an, dass PCV2-Titer durch verschiedene
Desinfektionsmittel reduziert, aber nicht vollstandig eliminiert werden und
bekraftigen damit die Ergebnisse aus der Untersuchung von MARTIN et
al. (2008).

Unter Berucksichtigung der eigenen Ergebnisse erscheint eine zusatzliche
Desinfektion nach dem Schritt des Waschens der Mastabteile nicht
zwingend notwendig. Jedoch kann diese Aussage nur fur PCV2 gemacht
werden. Da andere Pathogene in dieser Untersuchung nicht erfasst
wurden, kann man keine allgemeine Empfehlung uber die Desinfektion in
Maststallen aussprechen. Trotz der Bestatigung, dass die Reinigung den
Hauptteil einer Dekontamination der Mastabteile ausmacht, geht aus
dieser Untersuchung hervor, dass die von den Betrieben getroffenen
MalRnahmen nicht vollstandig ausreichen, da in der zweiten Probennahme
PCV2-DNA detektiert wurde. Es empfiehlt sich daher dringend, die
ReinigungsmalBnahmen zu modifizieren und Desinfektionsprotokolle dem
im Stall befindlichen Keimspektrum anzupassen, dies setzt eine

regelmallige Bestandsdiagnostik voraus.

Signifikante Unterschiede in der Nachweisrate konnten in dieser
Untersuchung fur die Buchtenwande und die Beschaftigungsmaterialien
ermittelt werden. Bei den untersuchten Buchtenwanden konnte die
Nachweisrate von 80,0% auf 13,3% reduziert werden. Auch in der Gruppe
der untersuchten Beschaftigungsmaterialien war die reduzierte
Nachweisrate signifikant. Es liegt keine vergleichbare Studie vor, die die
PCV2-Kontamination an Beschaftigungsmaterialien in Mastabteilen
untersucht. Fur beide Gegenstands-Gruppen kann die Reinigung allein als
Grund fur die deutlich geringere Anzahl an positiver Proben angesehen

werden.

Bei den untersuchten Futtertrogen, Stiefeln und Treibbrettern wurde die
PCV2-Nachweisrate um nur jeweils 20,0% reduziert (Abbildung 3). Stiefel
und Treibbretter zahlen zu den abteilubergreifenden Arbeitsmitteln. Wie
bei den Arbeitsschuhen, konnen auch LOPEZ-LORENZO et al. (2019) in
ihren Untersuchung PCV2-DNA an den Treibbrettern von drei der funf

untersuchten Bestande detektieren. Die hohe Anzahl kontaminierter



V. Diskussion 83

Arbeitsmittel in der zweiten Probennahme dieser Untersuchung ist sehr
wahrscheinlich unter anderem darauf zurtuckzufuhren, dass die Stiefel und
Treibbretter nicht in allen Betrieben einer regelmaigen Reinigung und
Desinfektion unterzogen werden. Die Treibbretter sind oftmals in den
Stallgangen zu finden und werden bei Bedarf in die jeweiligen Abteile
verbracht. Wie bei den Stiefeln ist es nicht ublich, diesen
Gebrauchsgegenstand taglich zu reinigen und zu desinfizieren. Die
Verwendung in verschiedenen Tiergruppen und Abteilen erhoht jedoch
das Kontaminations- und Verschleppungsrisiko. Die Treibbretter bestehen
aus Hartplastik, durch die glatte Beschaffenheit musste dies ahnlich gut,
wie beispielsweise Buchtenwande, zu reinigen sein. Allerdings ist die
Oberflache von Treibbrettern in aller Regel dreidimensional gestaltet. Die
eingearbeiteten, langlichen Vertiefungen erschweren eine Reinigung,
wodurch sich organisches Material und Erreger besonders dort
ansammeln konnen. Dies konnte ein Grund fur die geringe Reduktion der

Nachweisrate sein.

Ein ahnlicher Grund konnte fur die PCV2-Nachweisrate an den Stiefel
vorliegen. Stiefel bestehen aus Gummi, welches ebenfalls eine glatte
Oberflache hat und somit leicht zu reinigen ist. Betrachtet man allerdings
die Sohle der Arbeitsschuhe, kann sich in dem Profil der Schuhe Schmutz
und Kot akkumulieren. Durch diese ebenfalls dreidimensionale Struktur
wird eine Reinigung erschwert. Auch hier ergibt sich die Notwendigkeit
einer grundlichen und regelmaBigen Reinigung, um eine
Keimverschleppung zu minimieren. Eine Alternative ware Arbeitsschuhe
zu verwenden, die eine glatte Sohle besitzen, welche leichter zu reinigen

ist.

Auch bei den untersuchten Futtertrogen wurde die PCV2-Nachweisrate
nur von 50,0% auf 30,0% reduziert. In den Futtertrogen aus den
gereinigten Stallen befanden sich keine Futterreste mehr. Die Anwesenheit
von PCV2-haltigem Speichel an diesen Futtertrogen wird nach der
Reinigung als sehr unwahrscheinlich erachtet. Ein naheliegender Grund
kann in einem fehlerhaften Vorgehen der Reinigung gemutmalt werden.
Bei den untersuchten Futtertrogen handelte es sich um festinstallierte

Futtertroge am Boden der Abteile. Durch die Verwendung eines
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Hochdruckreinigers wird vor allem am Boden liegender Kot mit groem
Druck weg gespritzt. Wenn man also den Hochdruckreiniger
falschlicherweise in Richtung der Futtertroge auf den Boden richtet, um
dort befindlichen Kot zu beseitigen, wird dieser nicht ausschlielich direkt
durch die Spalten in den Boden weggespult, sondern je nach
Aufprallwinkel des Wasserstrahls kann er nach oben an Futtertroge oder
Buchtenwande  befordert werden. Ebenso kann durch eine
Hochdruckreinigung virushaltiges Material von den Buchtenwanden herab
zum Futtertrog gelangen. In diesem Fall lage ein offenbarer
Anwenderfehler vor, der durch eine korrigierte Durchfuhrung der
Nassreinigung und/oder korrekte Schulung von Betriebspersonal leicht
behoben werden konnte. Fur den Vorgang des Reinigens liegt somit die
Notwendigkeit vor, mit dem Hochdruckreiniger von den Futtertrogen weg,
in die entgegengesetzte Richtung zu arbeiten, um so eine

(Re-)Kontamination zu vermeiden.

Diese Theorie konnte auch eine Erklarung dafur sein, dass in neun der 140
Wischproben aus der zweiten Probennahme PCV2-DNA detektiert werden
konnte, obwohl die untersuchten Objekte in der ersten Probennahme
negativ waren (Tabelle 18 und Tabelle 19). Entweder wurden diese
untersuchten Flachen und Gegenstande nicht ausreichend gereinigt oder
es erfolgte eine Kontamination durch einen falsch durchgefuhrten
Reinigungsvorgang, sodass an den beprobten Stellen virale DNA

detektierbar war.

Die Untersuchung zeigt, dass eine Reinigung der Mastabteile die
PCV2-Kontamination reduziert, wodurch deutlich weniger virale DNA
nachweisbar ist. Wie in Kapitel 2 der Diskussion beschrieben, kann
angenommen werden, dass es sich bei der nachgewiesenen DNA nicht um
infektioses Virus handelt. Die Ergebnisse deuten demnach darauf hin, dass
das Risiko einer PCV2-Infektion nach abgeschlossenen Reinigungs- und

DesinfektionsmaBnahmen fur eine nachfolgende Tiergruppe gering ist.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

~Untersuchung uber das Vorkommen von PCV2-DNA in der Umgebung
von Mastschweinen und die Auswirkungen von Reinigungs- und

DesinfektionsmaBnahmen auf den Nachweis viraler DNA”

Um das Risiko einer horizontalen Infektion fur eine nachfolgende
Tiergruppe abzuschatzen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Kontamination von Mastabteilen mit dem porzinen Circovirus Typ 2 und
der Effekt der betriebsinternen Reinigungs- und DesinfektionsmalBnahmen
auf den Nachweis der viralen DNA untersucht. Dafur wurden in zwolf zuvor
PCV2-positiv getesteten Mastbestanden Wischproben von
Einrichtungsgegenstanden und Arbeitsmitteln vor und nach der Reinigung
und Desinfektion genommen und diese mittels einer quantitativen

real-time PCR auf spezifische PCV2-Genomfragmente untersucht.

Fur die Wischproben wurden Mullkompressen, die kurz vor der
Probennahme in 8 ml PBS-Losung getrankt und in einem verschlieBbaren
Gefall gelagert wurden, verwendet. Die erste Beprobung fand vor der
Reinigung und Desinfektion in den noch nicht gereinigten Abteilen statt.
Durch eine Aufzeichnung wurden die genauen Beprobungsstellen notiert,
sodass die zweite Beprobung an denselben Stellen, nach abgeschlossenen
Reinigungs- und ggf. DesinfektionsmaBnahmen, erfolgen konnte. In jedem
der zwolf Betriebe wurden pro Probennahme Futtertroge, Buchtenwande,
Nippeltranken und Beschaftigungsmaterialien aus drei verschiedenen
Buchten desselben Abteils untersucht. Zusatzlich wurde pro Bestand ein
Treibbrett und ein Stiefel, als abteilubergreifende Arbeitsmittel, die nur
indirekten oder kaum Kontakt zu den Schweinen hatten, beprobt. So
wurden insgesamt 624 Wischproben gewonnen. Die betriebsinternen
Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen wurden mittels eines
Fragebogens erhoben. Die abzentrifugierten Flussigkeiten der
Wischproben wurden, fur die Futtertroge und Buchtenwande pro Bucht

gepoolt, mittels real-time qPCR auf PCV2-spezifische DNA untersucht.

In dieser Untersuchung konnte in 10/12 (83,3%) Betrieben PCV2-DNA

nachgewiesen werden. Aus den Proben von zwei Bestanden konnte keine
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virale DNA detektiert werden. In 61,4% (86/140) der Proben aus den
ungereinigten Abteilen gelang der Nachweis von PCV2-DNA. Dabei
konnten die hochsten Nachweisraten fur die Buchtenwande und die Stiefel
ermittelt werden, hier waren jeweils 80% aller Proben positiv. Nach der
Reinigung und ggf. Desinfektion wurde in 25,0% (35/140) der Proben
Virus-DNA nachgewiesen. Die PCV2-Nachweisraten fur die Buchtenwande
und die Beschaftigungsmaterialien verringerten sich in den gereinigten
und ggf. desinfizierten Abteilen signifikant. Sechs der zehn PCV2-positiven
Betriebe fuhrten eine der Reinigung angeschlossene Desinfektion der
Mastabteile durch.

Die Untersuchung zeigte, dass die PCV2-Kontamination in den Maststallen
deutlich reduziert wurde, jedoch zum Zeitpunkt des Einstallens einer
neuen Tiergruppe eine Rest-Kontamination vorhanden ist. Eine
Unterscheidung zwischen infektiosem Virus und inaktivem Virusmaterial
kann durch die molekularbiologische Untersuchung mittels PCR nicht
vorgenommen werden. Im Falle der Detektion von infektiosem Virus ist
davon auszugehen, dass die PCV2-belastete Umgebung ein deutliches

Ansteckungsrisiko fur nachfolgende Tiergruppen darstellt.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Reinigung eine signifikante
Reduktion der Anzahl PCV2-DNA-positiver Gegenstande und Arbeitsmittel
erwirkte. Eine zusatzliche Desinfektion erbrachte keine weitere Reduktion
der vorhandenen Viruslast. Auffallig war, dass vor allem ein Grof3teil der
untersuchten Stiefel nach der Reinigung noch immer PCV2-positiv waren.
Die Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit bei der PCV2-
Bekampfung ein besonderes Augenmerk auf eine korrekt und grundlich
durchgefuhrte Reinigung der Stallabteilungen zu legen. Diese sollte
unbedingt auch die Gegenstande und Arbeitsmittel miteinbeziehen, die
abteilubergreifend verwendet werden. Jedoch stellen die hohen Ct-Werte
ein potentielles Risiko der horizontalen Ubertragung ausgehend von der

PCV2-Kontamination in Mastabteilen in Frage.



VII. Summary 87

VIl. SUMMARY

»Study about the occurrence of PCV2-DNA in fattening compartments and

the effects of cleaning and disinfection measures on virus-DNA detection”

To estimate the risk of horizontal infection for a subsequent group of
animals the present study investigates the contamination of fattening
compartments with porcine circovirus type 2 and evaluates the effect of
the farmers in-house cleaning and disinfection measures on the detection
of the virus. For this purpose environmental swipe samples were taken
from furnishings and work equipment in twelve PCV2-positive fattening
stocks before and after cleaning and disinfection. These samples were
examined for specific PCV2 genome fragments by quantitative real-time
PCR.

Environmental samples were collected using one gauze swab for each
sample which was soaked in 8 ml PBS solution shortly before sampling and
was stored in a sealable vessel until usage. The first sampling took place
before cleaning and disinfection in the dirty compartments. The exact
sampling points were noted by means of a record so that the second
sampling could take place at the same spots after cleaning and, if carried
out by the farmers, disinfection measures had been completed. In each of
the twelve farms feed troughs, pen walls, nipple drinkers and manipulable
materials from three different pens in the same compartment were
sampled. Additionally, one driving board and one boot as cross-
departmental work equipment, which had only indirect or hardly any
contact with the pigs, were sampled per farm. This way a total of 624 swipe
samples were obtained. The in-house cleaning and disinfection measures
were recorded using a questionnaire. The liquids of the swipe samples
were collected by centrifugation and were examined, in pen-pools for the

feeding troughs and pen walls, using a real time qPCR.

In this study PCV2-DNA could be detected in 10/12 (83.3%) farms. All
samples from farms 8 and 12 were negative. PCV2-DNA was detected in
61.4% (86/140) of the samples collected in the uncleaned compartments.

The highest detection rates could be determined for pen walls and the
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boots, 80.0% of all samples were positive. After cleaning and, if carried
out, disinfections virus DNA was detected in 25.0% (35/140) of the
samples. The PCV2 detection rates of the pen walls and the manipulable
materials decreased significantly in the cleaned and, if carried out,
disinfected compartments. Six out of the ten PCV2-positive farms carried

out a disinfection of the fattening compartments after cleaning.

The investigation showed that the PCV2 contamination in the fattening
compartments was significantly reduced, but that there was residual
contamination at the time a new group of animals would be introduced. A
difference between infectious virus and inactive virus cannot be made by
using the PCR. If the detected virus is infectious it can be assumed that the
PCV2-contaminated environment represents a high risk of infection of

subsequent animal groups.

It could also be shown that cleaning resulted in a significant reduction in
the number of PCV2-DNA-positive objects and work equipment. Additional
disinfection did not result in any further reduction in the existing viral load.
It was noticeable that the majority of the boots examined were still PCV2-
positive after cleaning. The results underline the need to pay special
attention to correctly and thoroughly cleaning of stables when fighting
PCV2. This should definitely be extended to items and work equipment
that are used cross-compartmental. However, the results question the level
of potential risk of horizontal transmission from PCV2 contamination in

fattening compartments.
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XIl. ANHANG

Fragebogen

Betriebsdaten

Name: Tierarzt;

Betriebsart
O geschlossenes System [ 1 ausschlieBlich Mast

Betriebsmanagement

Belegung: [ kontinuierlich

O Rein-Raus

O Stallweise O Abteilweise (] Buchtenweise
Reinigung

Grobe Vorreinigung: (z.B. Decken mit Besen kehren, Spinnenweben

entfernen)
Einweichen: L1 ja, Dauer:

L) nein

L] Einweichanlage, Dauer:

L] Einweichschaum, Dauer:
Vorwasche: [ ja, wie Ll nein
Wasser: ] Eigener Brunnen ] Kommunal

[ kalt J warm, Temp: °C

] Hochdruckreiniger
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XI. Anhang

Desinfektion

Zeit zwischen Reinigung und Desinfektion:
Temperaturkontrolle vor Desinfektion: [ ja

Desinfektionsmittel:

[ nein

Einwirkdauer:

Konzentration/Verdunnung:

Anwendung: L] flussig ] schaumig

Anwender: [J internes Personal, wer

L] extern
Desinfektion der Gulle: [ ja ) nein
Schadnagerbekampfung:
1 ja L1 nein
L] intern L] extern

Fliegenbekampfung:

(1 ja ] nein
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