Actinobactllus pleuropneumoniae DNA-Nachweis in oral fluid

samples von Schweinen aus konventionellen Mastbestdnden

von Michael Kleinmans






Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwiirde der Tieridrztlichen Fakultit

der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Actinobactllus pleuropneumoniae DNA-Nachweis in oral fluid

samples von Schweinen aus konventionellen Mastbestdnden

von Michael Kleinmans

aus Kamp-Lintfort

Miinchen 2021






Aus dem Zentrum fiir Klinische Tiermedizin der Tierdrztlichen Fakultit

der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

Lehrstuhl fiir Krankheiten des Schweines

Arbeit angefertigt unter der Leitung von: Univ.-Prof. Dr. M. Ritzmann

Mitbetreuung durch: Priv.-Doz. Dr. M. Eddicks






Gedruckt mit Genehmigung der Tieridrztlichen Fakultit

der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, Ph.D.

Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Mathias Ritzmann

Korreferent: Priv.-Doz. Dr. Joachim C. Manning

Tag der Promotion: 06.02.2021






Meiner Familie und meiner Freundin Sophia






Inhaltsverzeichnis XI

INHALTSVERZEICHNIS

L EINLEITUNG ...ttt sssssesessssssssessssssessseses 1
IL LITERATURUBERSICHT ......ovtuiueeeeneeneissessessesssesssesssesssesssssssssssssseses 3
1. Actinobacillus pleuropneumoniae..................eecucreesiereseneesiesesessesnenens 3
1.1. Allgemeine Grundlagen.............cccociciiiiininiiccc e 3
1.2. SETOTYPEIN ...t 3
1.8. Klinisches Bild und Krankheitsverlauf ... 4
1.4 Pathologische Verdnderungen ... 5
1.5. Virulenzfaktoren und Pathogenese.............ccccccooviiiiicce, 6
1.6. Epidemiologie . .......cccoiiiiiiiiiiicic s 9
1.7. Immunologie und Impfungen............ccccocoviiiiiiicc 11
1.8. Diagnostik von Actinobacillus pleuropneumoniae...................ccovevvuvvcicunnnnee. 14
1.8.1. Rulturelle Anzucht..........ccooooiie 14
1.8.2. SETOLOGIE ... 15
1.8.3. Polymerase Chain Reaktion ... 19
1.8.4. Lungenbeurteilung am Schlachthof ... 21
2. Oral fluid samples..........iieririiiiiiicc e 23
2.1. Einsatz von oral fluid samples..........ccocviirnicniccceeeeeeeeeeeene 23
2.2. Monitoring mit Hilfe von oral fluid samples...........cccccccooeciinnicncninnnnn. 25
II1. MATERIAL UND METHODEN .......iiicncncenseseseennenenes 27
1. ZACISETZUNG ...ttt s s s n b sn b ns 27
2. Versuchsbetriebe ...t 27
2.1. EInschlussKriterium ..., 27
2.2. Nachweise aus der Routinediagnostik...........cccccoevviiiniiininiccicc, 27
2.8. Betriebsablaufe ..o 27
3. Versuchsablauf ...t 28
3.1. Einstallung und Vorbereitungen..............ccccocvciiiicnicnicicccccennes 28
3.2. Probenentnahmen...........ccooooi 29
3.2.1. Oral fluid SAMPIES .......ooiviiiiiiiiic e 29
3.2.1.1. Gewinnung von oral fluid samples ..., 29
3.2.1.2. Entnahmezeitpunkte. ..o 29
3.2.2. SIChDIUTPIODEN ... 31

3.3.

Lungenbeurtellung...........cccoiiiiiiiicicsceceece e 32



XII Inhaltsverzeichnis
3.3.1. PLEUTTEIAEN oo 32
3.3.2. Enzootische Pneumonie-dhnelnde Lasionen ..........ccccccovcncnicnicnicnnnne. 32
4. Probenanalyse ...t 33
4.1. Molekularbiologische Untersuchung ..o, 33
4.2. Serologische Untersuchung ... 33
5. MaASTAAUET ...ttt s e s s b s sennens 34
6. StatiStiK..eooveeeiieitet e 34
6.1. DesKriptive StatiStiK ......ccceiiiiiiiiccciiccccce s 34
6.2. Statistische Analyse.........ccoooiii 34
IV. ERGEBNISSE ...ttt sssse e ssssese e snsssesesnes 37
1. Oral fluid SAMPIES .....coviuirririiitiicriitiircitces s eseane 37
1.1. Apx-DNA in oral fluid samples auf Bestandsebene..............cccccccceveninaes 87
1.2. Apx-DNA in oral fluid samples im zeitlichen Verlauf auf ....................
BestandSebDene. ..o 38
1.3. Apx-DNA in oral fluid samples als Einzelproben.............ccccccccccoeviniaes 41
1.4 Apx-DNA in oral fluid samples aller untersuchten Buchten....................... 41
1.5. Apx-DNA in oral fluid samples verschiedener Buchten tiber im
Ze1tVETaUL......c.coiiiiiiiic e 41
2. Nachweis spezifischer Antikorper gegen Apx IV-I und OMP in
StichbBIUtProben ...ttt 48
2.1. Nachweis spezifischer Antikorper auf Bestandsebene.............ccccccovcunicnnne. 48
2.2. Nachweis spezifischer Antikorper in verschiedenen Buchten..................... 49
3. Ergebnisse Lungenbeurteilung ...........eeeenneeiennniceeeeienenenne 53
3.1. Lungenbeurteilung nach dem
Schlachthof Evaluations System............cccccocoiiiniinciicccccene 53
3.2. Lungenbeurteilung nach dem Madec Score............ccccvenicivciniinicincninicnnn. 55
4. MaASTAAUET ...ttt ss s se s s nesssesasens 57
5. Ubereinstimmung der verschiedenen verwendeten Methoden der
APP-DiagnostiK.....icictiiiictcii e 58
6. Statistische AUSWEItUNG ........coeemvieiereeinintiteetcesee s 59
6.1 Zusammenhang zwischen Apx-DNA in oral fluid samples und dem
Ergebnis des Schlachthot Pleuritis Evaluations System............cccccccccceuceae. 59
6.2. Zusammenhang zwischen der in oral fluid samples nachgewiesen Apx-



Inhaltsverzeichnis XIII

6.2.1.

6.2.2.

6.3.

VI.

VIL

VIII.

IX.

XI.

1.1.

1.2.

XII.

DNA und Liange der Mastdauer ..o 59
Zusammenhang zwischen der gemessenen Apx-DNA-Menge in oral fluid
samples und der Linge der Mastdauer ... 59

Assoziationen zwischen dem Nachweis von Apx-DNA in oral fluid

samples aus positiven Buchten und der Linge der Mastdauer-................... 60
Zusammenhang zwischen den Lungenscores und der Mastdauer ............ 61
DISKUSSION ....oouiiiiiitiiiicneitncsesssssssessessssssssssssasassssssssssssssens 63
Apx IV DNA-Nachweis in oral fluid samples .........cccoeuevereerrrrrrennrennnnnne 63
Apx III und I DNA-Nachweis in oral fluid samples.............................. 68
Nachweis spezifischer Antikorper in Stichblutproben ........................ 72
MaASTAAUET ....ceererereeeteteteeetete ettt s s s s sese s snenesenas 77
MOnNitOriNgProOZIAMIIL ....cucveriirrererreirieresiesessesesnssesssessssesssssssssesssssssssessasnes 81
ZUSAMMENFASSUNG ...ttt sssssesenes 85
SUMMARY ..ottt sssessssssssssesesssssssssssssssssseses 87
TABELLENVERZEICHNIS ...t 89
ABBILDUNGSVERZEICHNIS........orieteteteeiteneeeesesesenenens 91
LITERATURVERZEICHNIS ...ttt 95
ANHANG. ...ttt sssese s ssesessssassssssesnes 125
Nachweise aus der Routinediagnostik ...........cueeeeennnncneennninncncnnnns 125
BetrieD A ..o 125
Betrieb B ... 126
BioChek APP qPCR Test .....iirciicriiitercneitcincnncencesesenenenne 128
Datapack Actinobacillus pleuropneumoniae DNA Test Kit ........... 133

DANKSAGUNG ....uorirrtititctcinntencnnssssesesesessssesesessessssessessenes 143






Abkiirzungsverzeichnis

XV

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

pl

IL-I
KbE
KBR
kDA
LC-LPS
Log
LPS

Max.
Mat. AK
Min.
mPCR
NAD
OF

OFS
omlA
OMP
PCR

Mikroliter

Actinobacillus

Antigen

Actinobacillus pleuropneumoniae
Actinobacillus pleuropneumoniae RTX-Toxin
bronchoalveolidre Lavage-Fliissigkeit
Kopien

Kapselpolysaccharide
Differenzierung zwischen infizierten und vakzinierten Tieren
Desoxyribonukleinsidure
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Enzootische Pneumonie

exklusiv

Gramm

Influenza A Virus

Immunglobuline

Immunglobulin A

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Interleukin I

Koloniebildende Einheit
Komplentbindungsreaktion
Kilodalton

Langkettige Lipopolysaccharide
Logarithmus

Lipopolyssaccharide

Mycoplasma

Maximum

Maternale Antikorper

Minimum

Multiplex PCR
Nikotinamidadenindinukleotid

oral fluids

oral fluid samples

outer membrane lipoprotein A

Outer membrane proteins

Polymerase Chain Reaktion



XVI Abkiirzungsverzeichnis
PCV2 Porzines Circovirus Typ 2

p. inf. post infectionem

PMN polymorphkernige Leukozyten

PRDC porcine respiratory disease complex

PRRS-Virus Porzines reproduktives and respiratorisches Syndrom-Virus
qPCR Quantitative real-time PCR

RTX repeats in toxin

S/P Ratio % Probenergebnis zu Positivkontrollergebnis in Prozent

SD Standardabweichung

SPES Schlachthof Pleuritis Evaluations System

SPF spezifisch pathogenfrei

ST Serotyp

TbP2 Transferrin bindendes Protein 2

TNTF-alpha Tumor Nekrose Faktor alpha

vgl.

vergleiche



I. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Das Bakterium Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) infiziert die Atemwege von
Schweinen (POHL et al,, 1983). Diese Atemwegsinfektionen konnen perakute
Todesfélle oder akute und chronische Pleuropneumonien zur Folge haben
(SHOPE, 1964; GOTTSCHALK, 2019). Die Krankheitsbilder fiihren in der
Schweinehaltung zu hohen gesundheitlichen und 6konomischen EinbuBlen
(PAGOT et al.,, 2007). Subklinisch infizierte Tiere sind die Haupteintragsquelle
von APP in immunologisch naive Herden (DUBREUIL et al., 2000). Die
frithzeitige und prézise Diagnose von infizierten Tieren ist der entscheidende
Faktor, um APP-Infektionen kontrollieren zu kénnen (DUBREUIL et al., 2000;
GOTTSCHALK, 2015). Untersuchungsmaterialien, die sich fiir die APP-
Diagnostik am lebenden Tier eignen sind Blutproben, Tonsillenkratzproben,
Nasentupfer und die bronchoalveoldre Larvage-Fliissigkeit (BALF) (VAN
LEENGOED & KAMP, 1989; CHIERS et al., 2001; COSTA et al, 2011;
FABLET et al, 2012). Es ist bereits in ersten Versuchen gelungen, APP
Desoxyribonukleinsdure (DNA) in oral fluid samples (OFS) nachzuweisen
(COSTA et al, 2012; DRON et al, 2012; CHEONG et al., 2017). Vorteile einer
Beprobung von Tiergruppen unter Verwendung von OFS gegeniiber den
herkémmlichen Untersuchungsmaterialien sind die einfache und schnelle,
tierfreundliche und nicht invasive Anwendungsmoglichkeit sowie die
Moglichkeit zur Umsetzung groler Stichprobenumfinge (25 Tiere pro OFS)
(PRICKETT & ZIMMERMAN, 2010; FABLET et al., 2017; BJUSTROM-
KRAFT et al, 2018). Der Gebrauch von OFS wird im Gegensatz zur APP-
Diagnostik fiir andere relevante Erreger in der Schweinhaltung bereits
routinemibBig verwendet. In der Schweinebranche gibt es eine weitgehende
Akzeptanz fiir den Einsatz von OFS zu diagnostischen Zwecken (BJUSTROM-
KRAFT et al.,, 2018).

Um den Gebrauch von OFS fiir die APP-Diagnostik weiter zu etablieren, wird in
der vorliegenden Arbeit der APP-Nachweis mit Hilfe von OFS unter

Feldbedingungen analysiert. Es werden hiertiir folgende Hypothesen tiberpriift:

1) In Mastbestinden mit APP infizierten Tieren ist Apx-DNA in OFS

nachweisbar.
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2) Der Nachweis von Apx IV DNA sowie Apx III und I DNA ist in OFS
moglich.

3) Eine engmaschige Beprobung der Mastschweine mittels OFS ist fur
einen Apx-DNA-Nachweis vorteilhafter als eine einmalige oder

weitmaschige Beprobung.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Actinobacillus pleuropneumoniae

1.1. Allgemeine Grundlagen
APP ist ein gram negatives, fakultativ anaerobes, unbewegliches und nicht
sporenbildendes Stidbchenbakterium (POHL et al., 1983). Taxonomisch gehort
die Spezies APP der Gattung der Actinobacillus, der Familie der Pasteurellaceae
und der Ordnung der Pasteurellales an (POHL et al., 1983; BUSSE et al., 1997;
NAUSHAD & GUPTA, 2012). Diese Ordnung ist in die Klasse der
Gammaproteobakteria und den Stamm der Proteobacteria einzuordnen (GUPTA,
2000; GAO et al, 2009). APP wird 1957 erstmalig isoliert und beschrieben
(PATTISON et al, 1957). Es wird zwischen zwel Biotypen unterschieden:
Biotyp 1 umfasst die V-Faktor/Nikotinamidadenindinukleotid (NAD)-
abhingigen Stimme, die zuvor als Haemophilus pleuropneumoniae bezeichnet
wurden (MATTHEWS & PATTISON, 1961). Der Biotyp 2 umfasst
V-Faktor/NAD-unabhingige Stimme und wird durch den Stamm

Bertschinger 2008/76 reprisentiert (POHL et al., 1983).

1.2. Serotypen

Die Einteilung in verschiedene Serotypen (ST) erfolgt sowohl tiber die
Lipopolysaccharide (LPS) als auch iiber die Kapselpolysaccharide (CPS) der
Bakterienzellwand (PERRY et al,, 1990). Biotyp 1 (NAD-abhéngig) umfasst die
ST 1 bis 12 und 15 bis 18 (PERRY et al,, 1990; BLACKALL et al., 2002; PERRY
et al., 2005; SARKOZI et al, 2015; BOSSE et al, 2018b). Dem Biotyp 2
(NAD-unabhingig) werden die zwei ST 13 und 14 zugerechnet (NIELSEN
et al., 1997). Des Weiteren gibt es ST, die sowohl Biotyp 1 als auch Biotyp 2-
Stamme aufweisen, dazu zihlen die ST 2, 4, 7, 9, 11 und 17 (BECK et al., 1994;
MALDONADO et al., 2009; MALDONADO et al., 2011; BOSSE et al., 2018b).

Von den typischen Serotypmustern weichen einzelne ST ab (NIELSEN et al.,
1996; GOTTSCHALK et al., 2000). In Nordamerika gibt es beispielsweise einen
atypischen ST 13, welcher im Gegensatz zu dem europiischen ST 13 dem
Biotyp 1 zugehort. Weiterhin stellen sich die CPS typisch nach dem Muster des
ST 18 dar, die LPS hingegen dhneln denen des ST 10 (PERRY et al,, 2012). Um

eine verldssliche Serotypisierung zu erreichen sollte daher sowohl das CPS- als
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auch LPS-Muster bestimmt werden (RODRIGUEZ-BARBOSA et al., 1996).

Bei einigen ST ist der Aufbau des LPS identisch beziehungsweise unterscheidet
sich nur um wenige Zuckermolekiile, sodass es zu Kreuzreaktionen zwischen
verschiedenen ST kommt und die ST nicht eindeutig differenziert werden
konnen. Betroffene Gruppen von ST sind jeweils 1/9/11, 4/7 und 3/6/8
(PERRY et al., 1990; MALDONADO et al., 2009; MALDONADO et al., 2011).
Weitere Kreuzreaktionen sind zwischen den ST 2/4, 38/8/15 und 8/17
beschrieben (PERRY et al.,, 2005; MALDONADO et al., 2011; BOSSE et al,
2018b). Aufgrund von Kreuz- oder fehlenden Reaktionen gibt es immer wieder

nicht eindeutig zuordenbare ST (MALDONADO et al,, 2011).

1.8. Klinisches Bild und Krankheitsverlauf

APP-Infektionen lassen sich in perakute, akute, chronische und subklinische
Verlaufsformen einteilen (REINER, 2015). Die am meisten verbreitete
Verlaufsform ist nach GROBE BEILAGE et al. (2013) die subklinische Form.
Ausprdgungsgrad und  Manifestation  hidngen von  pridisponierenden
Faktoren und der Virulenz des ST ab (ROSENDAL & MITCHELL, 1983;
ROSENDAL et al, 1985). Es konnen Tiere jeden Alters betroffen sein,
allerdings erkranken vor allem Schweine in der Mittel- bis Endmast (GROSBE
BEILAGE et al., 2013).

Die perakute Verlaufsform ist durch plotzlich verendende Tiere gekennzeichnet,
dabei kann es einzelne oder auch mehrere Tiere in einem Abteil betreffen. Oft
werden tote Schweine vorgefunden, ohne dass zuvor Anzeichen einer
respiratorischen  Erkrankung sichtbar waren (SHOPE, 1964). Eine
Kreislaufinsuffizienz und weniger die respiratorische Insuffizienz stehen bei den
betroffenen Tieren im Vordergrund (GROBE BEILAGE et al, 2013). Neben
extrem hohem Fieber (bis zu 42,0°C) (SHOPE, 1964) werden die Schweine durch
Apathie und Anorexie, gefolgt von einer kurzen Phase mit Vomitus, auffillig
(LIGGETT et al., 1987). Es folgt eine Tachykardie und das kardiovaskulire
System beginnt zu versagen. Ausgeprigte Zyanosen werden am gesamten
Korper sichtbar. SchlieBlich kommt es zu Dyspnoe mit Maulatmung, die
Schweine nehmen eine hundesitzige Stellung ein und die Kérperkerntemperatur
beginnt zu fallen. Kurz vor dem Exitus tritt ein blutig-schaumiger Ausfluss aus

Nase und Mund (ROSENDAL et al.,, 1985; GOTTSCHALKR, 2019).

Bei der akuten Verlaufsform sind deutliche Anzeichen einer Atemwegsinfektion
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wie trockener Husten, hochfrequente abdominale Atmung und gelegentlich auch
Maulatmung sichtbar. Dies ist kombiniert mit hohem Fieber von bis zu 41,0°C
und Inappetenz (LIU et al., 2009; GOTTSCHALK, 2019). Die Ausprdagung der
klinischen Anzeichen ist abhidngig von dem Grad der Lungenlisionen.
Mafgeblichen Einfluss auf den weiteren Erkrankungsverlauf betroffener Tiere
hat eine friihzeitige Einleitung einer Behandlung (GOTTSCHALK, 2019).
Uberlebende Tiere weisen hiufig eine verminderte Mastleistung auf

(HOLMGREN et al., 1999).

Schweine, die an der chronischen Verlaufsform der APP erkrankt sind, haben
kein oder nur geringgradiges Fieber. Des Weiteren husten chronisch an APP
erkrankte Schweine spontan oder intermittierend, wobei die Intensitit variiert

(MYLREA et al,, 1974; GOTTSCHALK, 2019).

1.4. Pathologische Verinderungen

Die makroskopischen Verdnderungen unterscheiden sich gemdll dem klinischen
Verlauf. Bei der duBleren Betrachtung von perakut und akut an APP verendeten
Schweinen fillt bereits ein blutig-schaumiger Nasen-Ausfluss auf, welcher auch
in der Trachea und in den Bronchien vorzufinden ist. Bei der Eroffnung der
Brusthohle zeigt sich eine blutfarbige Fliissigkeitsansammlung (SHOPE, 1964).
Die Pneumonien kénnen sowohl uni- als auch bilateral auftreten (SHOPE, 1964).
Betroffene Lungenareale sind vor allem die dorsalen Hauptlappen (GRUBER &
HEWICKER-TRAUTWEIN, 2015).

Bei der perakut verlautenden Form der APP verenden die Tiere innerhalb von
24 Stunden post infectionem (p. int.). Die betroftenen Lungenlappen sind gestaut,
odematds und weisen durch blutfarbene, gelatinose Fliissigkeit geweitete
interlobuldre Septen auf. Die Oberflichen der Lungenlappen sind glinzend und
zeigen noch keine Anzeichen einer Pleuritis (SHOPE, 1964).

Bei der akuten Verlaufsform der APP (iiber 24 Stunden p. inf.) weisen die
verdnderten Lungenbereiche lockere fibrindse Auflagerungen auf und teilweise
sind Areale von gelblichem Exsudat iiberzogen (SHOPE, 1964). Die betroffenen
Lungenbereiche stellen sich als purpurrote Areale mit derber, teils briichiger,
leberartiger Konsistenz dar. Die Anschnittsfliche der Pneumonieherde
prisentiert sich als diffuse Haemorrhagie mit nekrotischen Bereichen, durchsetzt
von helleren, weillichen, fibrinhaltigen Striangen. Die interlobuldren Septen sind

durch blutig-gelatinose Flissigkeit erweitert (SHOPE, 1964
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GOTTSCHALK, 2019).

Nach {iberstandener akuter Verlaufsform stellen sich die chronischen
APP-Infektionen typischerweise als multiple, derbe, rundlich organisierte Areale
dar, die aus entziindetem und nekrotischem Lungengewebe bestehen und die sich
als Sequester abkapseln. Der Durchmesser betrdgt bis zu 4 cm. Die Pleura tiber
diesen Arealen bildet eine feste, fibrose Adhésion zur Brustwand (SHOPE, 1964).
Bei milden Verlduten der APP kann sich das Lungenparenchym regenerieren
und es bleiben lediglich Verwachsungen der Pleura bestehen. Auf Grund dieser
festen Verbindung verbleibt, wenn das Geschlinge beim Schlachten ausgelost
wird, bei Tieren mit einer chronischen Pleuritis Lungengewebe im Tierkorper
(GOTTSCHALK, 2019). Die pathologisch-morphologischen Verinderungen
einer akuten APP-Infektion sind fibrinos-eitrige oder hamorrhagisch-
nekrotisierende Pleuropneumonien (GRUBER & HEWICKER-TRAUTWEIN,
2015).

1.5. Virulenzfaktoren und Pathogenese

Actinobacillus pleuropneumoniae gelangt in der Regel durch die Inhalation von
Aerosolen in das Tier (VAN OVERBEKE et al,, 2002; CHIERS et al,, 2010).
Héufig bindet das Bakterium dann an die Epithelien der Tonsillen und verweilt
in den tiefen Krypten (SIDIBE et al., 1993; CHIERS et al., 1999; VELTHUIS et
al., 2002; VIGRE et al., 2002). Von besonderem Interesse ist jedoch der untere
Respirationstrakt. Hier 16st APP Gewebeschddigungen aus und in deren Folge
kommt es zu klinischen Anzeichen bis hin zum Tod (CHIERS et al., 2010). Die
Wirtsabwehr ist fiir den Verlauf einer APP-Infektion von zentraler Bedeutung
(BOSSE et al., 2002). Zu den Komponenten des respiratorischen Immunsystems
zdihlen unter anderem  Hustenreflexe, mukozilidire Clearance, das
Komplementsystem und phagozytierende Zellen (BOSSE et al., 2002; CHIERS
et al., 2010). Durch eine Beeintrichtigung der mukozilidren Clearance kommt es
zu einer deutlich erhohten Anfilligkeit fiir eine APP-Erkrankung (NARITA et
al., 1995).

Die meisten pathologischen Verdnderungen einer Pleuropneumonie lassen sich
auf von APP produzierte Toxine zuriickfiihren. Diese Toxine haben zum einen
direkte zytotoxische Effekte auf die verschiedensten Zelltypen. Zum anderen
kommt es durch diese Toxine zu einer indirekten Freisetzung von

inflammatorischen Mediatoren aus aktivierten Phagozyten (BOSSE et al., 2002).
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KAMP et al. (1991) beschreiben drei extrazellulire haemolytische und
zytotoxische Proteine aus der porenbildenden RTX-Familie (repeats in toxin).
Diese Proteine werden zunichst als Zytolysin I-III bezeichnet. Spiter wird die
Bezeichnung Apx als Abkiirzung fiir Actinobacillus pleuropneumoniae RTX-Toxin
eingefiihrt (FREY et al., 1993). Diese Exotoxine besitzen vier essentielle
Proteine mit jeweils spezifischen Aufgaben. Hierbei kodiert das Gen apxA ein
strukturelles Proteintoxin und das Gen apxC ein Aktivatorprotein, welches
essentiell bei der Umwandlung des Apx-Protoxins in das aktive Toxin ist. Die
Gene apxB und apxD kodieren membranassoziierte Proteine fiir die Sekretion

des Apx (FREY et al., 1993; BECK et al., 1994).

Apx I ist ein 105 Kilodalton (kDA) schweres, hoch virulentes RTX-Toxin,
welches stark haemolytische und zytotoxische Eigenschaften besitzt. Es wird
von den ST 1, 5aund b, 9, 10, 11, 14 und 16 sezerniert. Die Gene apxICABD
kodieren das Apx I (KAMP et al, 1991; FREY et al,, 1993; BECK et al., 1994
FREY, 1995; FREY, 2003; SARKOZI et al., 2015).

Das moderat virulente Apx II weist ein schwach haemolytisches und miBig
zytotoxisches Potential auf. Es wird von den ST 1 bis 18, exklusiv 10 und 14,
exprimiert. Apx II hat eine molekulare Masse von 103 kDA und besitzt die Gene
apxIICA (KAMP et al., 1991; FREY et al., 1993; BECK et al., 1994; FREY, 1995;
BLACKALL et al, 2002; FREY, 2003; SARKOZI et al, 2015; BOSSE et al,,
2018b). Fiir den Sekretionsweg von Apx II sind die Gene apxIBD
verantwortlich. Bei dem ST 3, der ausschlieBlich tiber Gene der Art apxIICA
verfiigt, ist die Apx II Sekretion nicht moglich (FREY, 2003).

Das 120 kDA schwere Apx III verfiigt nicht tiber haemolytische, dafiir jedoch
liber starke zytotoxische Eigenschaften. Die ST 2, 3, 4, 6, 8 und 15 produzieren
das Toxin, welches durch die Gene apxIIICABD kodiert wird (KAMP et al,,
1991; FREY et al, 1993; BECK et al,, 1994; BLACKALL et al., 2002; FREY,

2003).

Anhand eines mutierten ST 1 werden synergistische Effekte von Apx I und
Apx I nachgewiesen (BECK et al., 1994; TASCON et al, 1994). Neben
den Toxinen Apx I-III stellt die Anwesenheit von Apx IVA einen
zusitzlichen, essentiellen Faktor zur Erlangung der maximalen Virulenz dar

(LIU et al., 2009).

Apx IVA ist ein 202 kDA schweres RTX-Toxin, welches von dem Gen apxIVA
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kodiert wird (SCHALLER et al., 1999; CHO & CHAE, 2001). Alle APP ST
sezernieren ausschlieflich in vivo Apx IVA (SCHALLER et al, 1999;
BLACKALL et al., 2002; FREY, 2003; DREYFUS et al., 2004 SARKOZI et al.,
2015; BOSSE et al.,, 2018b). Von dem ST 5b wird das Toxin nur in geringen
Mengen produziert (DREYFUS et al,, 2004). Apx IVA ist speziesspezifisch fiir
APP, denn es wird von keinem anderen bekannten Bakterium gebildet
(SCHALLER et al., 1999; DREYFUS et al,, 2004). Rekombinantes Apx IVA
zeigt eine schwache haemolytische Aktivitit sowie einen co-haemolytischen
Eftekt, allerdings nur bei gleichzeitiger Anwesenheit der aktivierenden

Genregion ORF1 (SCHALLER et al., 1999).

Die Apx-Toxine sind entscheidend fiir die Pathogenitit (TASCON et al., 1994).
Bei hohen Apx-Konzentrationen wirken diese zytotoxisch auf Makrophagen,
polymorphkernige Leukozyten (PMN) und weitere Zielzellen. In den
Zellmembranen entwickeln sich Poren, die osmotische Schwellungen zur Folge
haben und letztlich im Zelltod enden (SEREBRIN et al,, 1991; WELCH, 1991;
VAN DE KERKHOF et al, 1996). Das Ausmall der Zytolyse hingt von der
Porenbildungsaktivitit ab. Diese unterscheidet sich bei den einzelnen
Apx-Toxinen deutlich und setzt sich aus der Kanalbildungskapazitit und der
Leitfihigkeit zusammen. Das Exotoxin Apx [ besitzt die grofBite
Porenbildungsaktivitit, gefolgt von Apx IIT und Apx IT (MAIER et al., 1996).
CHIEN et al. (2009) zeigen den zeitlichen und konzentrationsbedingten Einfluss
von Apx [ auf Alveolarmakrophagen, resultierend in den typischen
morphologischen Verdnderungen einer Apoptose. Bei niedrigen sublytischen
Apx-Toxinkonzentrationen entstehen irreversible Schwellungen der Zellen,
wodurch es zu Beeintrdchtigungen der chemotaktischen und phagozytotischen
Aufgaben der Abwehrzellen kommt (WELCH, 1991). Sowohl die Schidigung
der Endothelzellen durch Apx als auch die Aktivierung der Gerinnungsfaktoren
durch LPS l6sen die Gerinnungskaskade, die Fibrinolyse und das Kinin-System
aus. Die losgeloste Gerinnungskaskade miindet in der Bildung von
Mikrothromben und hat lokale Ischdmien und Nekrosen zur Folge. Dies spiegelt
sich vor allem im charakteristischen Bild der akuten APP wieder (BERTRAM,
1988; SEREBRIN et al., 1991; BOSSE et al., 2002).

Die perakuten letalen Verlaufsformen stehen im Zusammenhang mit einer
massiven Freisetzung von LPS, die zu einem Endotoxinschock fiihrt

(GOTTSCHALK, 2019).
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1.6. Epidemiologie
Die APP-Ausscheidung erfolgt als Exkretion via Nasopharynx. Die
Hauptiibertragungsrouten sind ein direkter nasaler Kontakt und die
Aerosolinhalation.  Von untergeordneter Bedeutung ist hingegen die
indirekte Transmission mittels Tragerstoffen (VELTHUIS et al, 2003;
KRISTENSEN et al., 2004b; ASSAVACHEEP & RYCROFT, 2013).

Experimentell wird eine Korrelation zwischen inhalierter Erregermenge,
Inkubationszeit und Mortalititsrate nachgewiesen (SEBUNYA et al., 1983). Des
Weiteren gibt es einen Zusammenhang zwischen den klinischen Bildern,
bakterieller Menge in dem Oropharynx sowie in der Nasenhohle und der
Transmissionsrate. Allerdings haben Tiere mit hochgradiger klinischer
Ausprédgung der Erkrankung eine verminderte Ansteckungsrate, da sie zu ihren

Artgenossen in geringerem Umfang Kontakt aufnehmen (TOBIAS et al., 2013).

Eine vertikale Infektion durch den engen Kontakt zwischen Sau und Ferkeln ist
wihrend der Sdugeperiode moglich (VIGRE et al, 2002). Trotz maternaler
Antikorper kommt es zu einer Kolonisierung des oberen Respirationstraktes
(CHIERS et al, 2002b). Die fritheste Ferkelinfektion ist bereits am elften
Lebenstag nachgewiesen (VIGRE et al., 2002). Zu der Kolonisierung der Lunge
und zu klinischen Anzeichen kommt es indes nicht vor der zwolften

Lebenswoche (CHIERS et al., 2002b; VIGRE et al., 2002).

Horizontale Ubertragungen haben einen Peak in dem Alter zwischen der
sechsten bis zwolften Lebenswoche (VIGRE et al., 2002). Dies steht im direkten
Zusammenhang mit dem Abfall der schiitzenden maternalen Antikérper in dem
Alter zwischen der achten bis zwdlften Lebenswoche (GARDNER et al,, 1991;
CHIERS et al,, 2002b; VIGRE et al,, 2002). Zusitzlich scheiden die bereits

infizierten Tiere vermehrt Erreger aus (VIGRE et al., 2002).

Innerhalb einer Bucht ist das Ansteckungsrisiko zwischen den Tieren zehnmal
hoher als zu Schweinen in anderen Buchten. Wihrend eines Kklinischen
Ausbruches ist dieses Risiko noch hoher. Das Ansteckungsrisiko zu Tieren aus
anderen bisher noch nicht infizierten Buchten zeigt keinen signifikanten
Unterschied darin, ob es sich um eine direkt benachbarte oder eine weiter

entfernt gelegene Bucht handelt (TOBIAS et al., 2014).

Die Haupteintragsquelle von APP in immunologisch naive Herden sind

Carriertiere (ROSENDAL & MITCHELL, 1983). Es ist moglich, dass sich
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Carriertiere fiir lingere Zeit unauffillig im Bestand befinden (CHIERS et al.,
2002b). Die durchschnittliche Kolonisationsdauer der Tonsillen betrigt sieben
bis acht Wochen (VIGRE et al., 2002). APP-Krankheitsausbriiche von gesamten
Tiergruppen entwickeln sich nicht durch eine akute, von einzelnen Tieren
ausgehende Ansteckungswelle. Vielmehr war im Regelfall ein Grofteil der Tiere
bereits im Vorfeld infiziert und ein Trigger sorgt dafiir, dass es zum Ausbruch
der APP kommt (TOBIAS et al., 2013). Diese Trigger konnen infektiosen oder
nichtinfektiésen Ursprungs sein (DUBREUIL et al., 2000; VAN DIXHOORN et
al., 2016). Zu den nichtinfektiosen Risikofaktoren zdhlen  Stress,
Umwelteinfliisse, ~ Platzmangel, = negative  klimatische = Bedingungen,
jahreszeitliche Einfliisse (vermehrte Pravalenz von Pleuritiden bei Tieren, die im
Januar und Februar geschlachtet werden), die Mischung von Tiergruppen und
Transportstress (ROSENDAL & MITCHELL, 1983; MAES et al, 2001;
CHIERS et al,, 2010; TOBIAS et al.,, 2014). Zu den infektiosen Einfliissen zdhlen
Co-Intektionen mit anderen Atemwegserregern wie
Mycoplasma (M.) hyopneumoniae ~ (MAROIS et al, 2009) sowie der
Aujeszkyschen Krankheit (NARITA et al, 1997). Infektionen mit APP in
Kombination mit dem Porzinen reproduktiven und respiratorischen Syndrom-Virus
(PRRSV) oder dem Porzinen Circovirus Typ 2 (PCV 2) fithren zu einer
extensiveren Ausbildung von Pleuritiden (FABLET et al, 2012; NICKOLL,
2018). Co-Infektionen mit APP und Influenzaviren zeigen negative Einfliisse auf
die Schweregrade der Pneumonien, welche durch die Influenza verursacht
werden. Es gibt jedoch, andersherum betrachtet, keine wesentlichen Einfliisse
von Influenza-Infektionen auf den Verlauf der APP-Infektion (POMORSKA-
MOL et al., 2017).

APP iiberlebt in der Umwelt nur fiir eine kurze Zeit, besonders empfindlich ist
das Bakterium gegen Trockenheit und Wirme. Falls APP von Mukus
ummantelt ist, kann es hingegen Tage bis Wochen in der Umwelt {iberleben

(ASSAVACHEEP & RYCROFT, 2013).

Der Grofiteil der Schweineherden ist mit einem oder mehreren APP ST infiziert
(CHIERS et al,, 2002b; GROSBE BEILAGE et al.,, 2013; RENKEN, 2017). Es
lassen sich nicht immer alle APP ST nachweisen (CHIERS et al., 2002b). In
Nordwestdeutschland kommen die APP ST 3/6/8, 4/7 und 12 bei Screenings
nahezu ubiquitidr vor (BAIER & BRACKMANN, 2018). Des Weiteren sind in

Betrieben mit rezidivierender Atemwegsproblematik deutschlandweit die
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ST 38/6/8 am weitesten verbreitet (RENKEN, 2017). ST mit einer niedrigen
Virulenz besitzen in der Regel eine hohere Privalenz als virulentere ST. Der
Nachweis der ST von erkrankten Tieren stimmt daher hdufig nicht mit den ST
der hochsten Privalenz in dem Bestand tiberein (GOTTSCHALK, 2019). In
einer Studie wird diskutiert, ob die Langzeitpersistenzen von APP ST in
Schweineherden durch Biofilme, die von APP-Bakterien gebildet werden,
bedingt sind (APER et al., 2020).

1.7. Immunologie und Impfungen
Eine lokale wie auch systemisch humorale Immunantwort gegen APP bilden
Schweine durch natiirliche Infektionen und Vakzinationen aus (BOSSE et al,,

1992).

Neutralisierende Antikorper gegen Apx sind der entscheidende Schutzfaktor bei
APP-Infektionen, da ein hoher Antikorper-Spiegel im Serum fiir eine geringe
Mortalitit und die verminderte Entwicklung von Pleuropneumonien sorgt
(DEVENISH et al,, 1990; CRUIJSEN et al.,, 1995). Weitere APP-Bestandteile,
wie z.B. das Protein outer membrane lipoprotein A (omlA) und das 42 kDA
maltose-abhdngige outer membrane proteins (OMP) zeigen ebenfalls eine
messbare humorale Immunantwort (GERLACH et al., 1993; BUNKA et al,
1995; TUMAMAO et al,, 2004a). Antikorper gegen diese APP-Bestandteile
sorgen zwar flir eine Verringerung der Mortalitdt, jedoch nicht fiir einen
effektiven Schutz gegen die Ausbildung von Lungenschidigungen. Das 14 kDA
OMP der Pal Familie reagiert zwar mit der stirksten Immunantwort, besitzt
jedoch auch inhibierende Eigenschaften gegen die Apx I und II Antikorper
(VAN DEN BOSCH & FREY, 2003).

Abhidngig von der Infektionsphase zeigen die Immunglobuline (Ig) im Serum
verschiedene Verhaltensweisen. In der frithen Infektionsphase weisen die
Immunglobuline M (IgM) einen raschen Anstieg auf, fallen jedoch auch schnell
wieder ab. Der Immunglobulin G (IgG) Anstieg verlduft hingegen trige, dafiir
ist die Halbwertszeit wesentlich linger und stellt langfristig den dominierenden
Anteil der Antikérper im Serum dar (BOSSE et al., 1992). Des Weiteren steigen
in der nasalen Lavage und in der BALF vorrangig lokal produzierte
Immunglobuline A (IgA) und IgG gegen die LPS, CPS und Apx nach Antigen
(AG) Kontakt an. In der nasalen Lavage sind IgM gegen Apx-Toxine gar nicht
und in der BALF nur im geringen MaBe vorhanden (BOSSE et al, 1992;
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LOFTAGER et al., 1993; KREJCI et al.,, 2005). Eine APP-Infektion, welche auf
die Tonsillen beschrinkt bleibt, muss keine Bildung von Antikérpern gegen Apx
zur Folge haben (CHIERS et al., 2002b).

Uber das Kolostrum erhalten Ferkel maternale Antikérper von der Sau, dabei
spiegelt sich die Hohe des Antikorpertiters im Serum der Sauen sowohl im
KRolostrum als auch spiter in den Ferkeln selbst wieder (VIGRE et al., 2003).

[gG stellt hierbei den priadominierenden Anteil dar.

Maternale Antikorper sind auch in der BALF nachweisbar (KRREJCI et al., 2005).
Die Halbwertszeit maternaler Antikorper betrdgt durchschnittlich zwei Wochen
und die Abnahmedauer im Serum der Ferkel hingt von der aufgenommenen
Gesamtmenge an maternalen Antikérpern ab (GARDNER et al., 1991; VIGRE
et al., 2003). Als Nachweisgrenze wird der Zeitraum zwischen der zweiten
Lebenswoche und dem zweiten Lebensmonat beschrieben (VIGRE et al., 2003;
SJOLUND et al, 2011). Im Serum ist um die zwolfte Lebenswoche die
Gesamt-Antikorper-Konzentration am niedrigsten (CRUIJSEN et al., 1995;
CHIERS et al, 2002b). Auf Grund der niedrigen Antikorpertiter ist dieser
Zeitraum gleichzeitig auch der empfindlichste Phase fiir eine APP-Infektion
(CRUIJSEN et al,, 1995). Ferkel mit einem hohen Anfangsgehalt an maternalen
Antikorpern gegen APP bilden im weiteren Verlauf ihres Lebens selber auch
deutlich hohere Mengen an Antikérpern gegen APP, als Ferkel mit einem
niedrigem Anfangsgehalt an maternalen Antikoérpern gegen APP (SJOLUND et
al,, 2011). Auch unter dem Schutz von maternalen Antikérpern gegen APP
kommt es zu Infektionen des oberen Respirationstrakts (CHIERS et al., 2002b).
In einer Quelle wird ein Anstieg von Antikérpern gegen das LPS von APP in
Anwesenheit maternaler Antikorper beschrieben (KREJCI et al.,, 2005). Eine
Kolonisation der Lunge ist jedoch erst in der zwolften Lebenswoche beschrieben,
woraus die Autoren folgern, dass die neutralisierenden maternalen Antikorper

vor einer Lungenkolonisation schiitzen (CHIERS et al., 2002b).

Eine Impfung gegen APP schiitzt nicht vor einer Infektion von Tieren mit APP,
sie reduziert lediglich die Mortalitédtsrate und das Ausmall von Lungenldsionen
(DUBREUIL et al., 2000; SATRAN et al., 2003). Die Infektiositit geimpfter
Tiere ist um das zehnfache niedriger verglichen mit ungeimpften Tieren

(VELTHUIS et al., 2003).

APP-Impfstoffe gibt es als inaktivierte Ganzzellvakzine, als genetisch
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inaktivierte Ghostvakzine, als Subunit-Vakzine und als Lebend-Impfstoff
(RAMJEET et al., 2008). Impfstoffe mit abgetdteten Ganzzellbakterien sind in
der Lage, bei homologen ST eine Reduktion der Mortalitdtsrate zu erreichen.
Das Auftreten von Lungenlidsionen kann durch diese Art von Impfstoft jedoch
nicht signifikant reduziert werden. Des Weiteren gibt es keine Protektion gegen
heterologe ST (HAESEBROUCK et al., 1997). Es ist eines der Hauptprobleme
der inaktivierten Ganzzellvakzine, dass es durch diese Impfstoffe zu keiner
Antikorper-Bildung gegen Apx I[-III kommt (DEVENISH et al, 1990;
RAMIJEET et al.,, 2008). Apx I-III sind die entscheidenden Bestandteile einer
Subunit-Vakzine. Durch neutralisierende Antikorper gegen Apx kommt es zu
einer deutlichen Reduktion der Mortalitdt und dem Ausmal} von Lungenlidsionen
(DEVENISH et al., 1990; INZANA et al., 1991; SATRAN et al., 2003). Subunit-
Vakzine bendtigen fiir eine effektive Reduktion der Mortalitit und
Lungenlidsionen weitere rekombinante, ST-spezifische AG (GERLACH et al,,
1993). Die APP-Oberflichenkomponenten sind zwar hoch immunogen und
protektiv, jedoch weisen die LPS und CPS eine hohe Heterogenitit zwischen den
verschiedenen ST auf, wodurch sie sich fiir einen Impfstoff nur begrenzt eignen
(PERRY et al,, 1990; RIOUX et al,, 1998; RAMJEET et al., 2008). Auch die
meisten OMP unterscheiden sich zu stark, um fiir einen Impfstoff attraktiv zu
sein (RAPP & ROSS, 1986). Einzelne OMP werden von allen und andere OMP
werden zumindest von den meisten APP ST ausgebildet. Hierzu zihlen das
TbpB (CALMETTES et al,, 2011), das 50kDA Lipoprotein OmlA (GERLACH
et al., 1993), das 14 kDA PalA Protein (FREY et al,, 1996) und das 42 kDA
maltose-induzierte Protein (DENEER & POTTER, 1989). Subunit-Vakzine
wirken ST-unabhingig eftektiv gegen die APP-Lisionen (HAESEBROUCK et
al., 1997).

In der Literatur ist ein Impfschema zur Grundimmunisierung von Ferkeln in der
sechsten Lebenswoche mit einer Boosterung in der zehnten Lebenswoche
beschrieben (SATRAN et al, 2003). Ein Antikorper-Anstieg kann ab zwei
Wochen nach der ersten Impfung verzeichnet werden und hilt bis zum 42. Tag
nach der zweiten Impfung an (SJOLUND et al,, 2011). Allerdings kann eine
belastbare Protektion gegen APP bei experimentell infizierten Tieren bereits
zwei Wochen nach Abschluss der Grundimmunisierung demonstriert werden
(SATRAN et al,, 2003). IRAWATTANAPONG et al., (2008) zeigen durch ein
abweichendes Impfschemata mit einer dritten Impfung in der 14. Woche, dass es

bei frithen Impfungen noch starke Interferenzen zu maternalen Antikérpern gibt.
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Daher empfehlen die Autoren den Impfzeitpunkt bei hohen maternalen
Antikorpertitern in die zehnte und 14. Lebenswoche zu verschieben. Sauen
werden in der dritten und sechsten Woche ante partum geimpft, danach steigt der

Antikorpergehalt im Kolostrums signifikant an (RRISTENSEN et al., 2004a).

1.8. Diagnostik von Actinobacillus pleuropneumoniae
Die Diagnose einer akuten APP-Erkrankung ist durch die markanten klinischen
Anzeichen, die typischen pathologischen Verdnderungen sowie durch eine
Isolation des Erregers beziehungsweise durch einen spezifischen DNA-Nachweis
in der Lunge unproblematisch. Des Weiteren ist die Diagnose einer
subklinischen oder chronischen APP-Infektion durch serologische Tests
unkompliziert durchzuftihren. Hingegen stellt sich die Detektion von APP-
Carriertieren deutlich anspruchsvoller dar. Die erfolgreiche Kontrolle iiber die
Pleuropneumonie hingt stark von einer prizisen und frithen Diagnose der

Infektion ab (DUBREUIL et al., 2000).

Es gibt verschiedene Arten der Gewinnung von Probenmaterialien, die sich fiir
die Bestimmung von APP-Antikérper, dem DNA-Nachweis oder dem
Erregernachweis eignen. Bei Sektionen oder auch bei Untersuchungen von
Lungen am Schlachtband koénnen von verdndertem Lungengewebe Proben
entnommen werden (SHOPE, 19645 FITTIPALDI et al.,, 2003). Fiir serologische
Untersuchungen werden in der Regel Blutproben durch Venenpunktionen
entnommen (FABLET et al., 2017). Tonsillenkratzproben eignen sich fiir den
DNA-Nachweis und die bakteriologische Anzucht (CHIERS et al., 2001). Zu
diesem Zweck miissen das zu beprobende Tier durch eine Oberkieferschlinge
fixiert und das Maul gespreizt werden, um die Kratzprobe an den Tonsillen
entnehmen zu koénnen (COSTA et al, 2011; DRON et al, 2012). Zur BALF
Gewinnung ist das Schwein zu narkotisieren und im Anschluss mittels eines
Katheters die Lunge mit Fliissigkeit zu spiilen (VAN LEENGOED & KAMP,
1989).

1.8.1.  Kulturelle Anzucht

Die bakteriologische Untersuchung von typisch betroffenen Lungenarealen ist
eine geeignete diagnostische Methode (GROBE BEILAGE et al., 2013). Lungen
von unbehandelten, sowohl perakut als auch akut infizierten Tieren eignen sich
fiir dieses Verfahren, wohingegen bei chronisch infizierten Tieren die kulturelle

Anzucht aus Lungensequestern oder aus einer fibrinosen Pleuritis oft negativ
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austillt (GOTTSCHALK, 2019).

Der bakteriologische Nachweis von APP aus den Tonsillen gelingt frequenter
als aus den Nasenhohlen. Jedoch ist die Anzucht von Tonsillenproben
problematisch, da sich die Erreger tief in den Krypten der Tonsillen befinden.
Bei bakteriologischen Untersuchungen wird APP hiufig von der kommensalen
Begleitflora auf den Tonsillen iiberwuchert. Diese Uberwucherung kann durch
Selektivnidhrboden deutlich vermindert werden. Allerdings ist insgesamt die
bakteriologische Nachweisrate des Erregers von den Tonsillen relativ niedrig
und wird nur noch sporadisch genutzt (SIDIBE et al., 1993; CHIERS et al,
2002a; TOBIAS et al, 2012; GOTTSCHALR, 2015). Die BALF eignet sich
ebenfalls nicht fiir die bakterielle Kultivierung von APP (PALZER et al., 2008).

1.8.2.  Serologie

Der Gebrauch serologischer Tests zur Identifizierung von Tieren, die eine
humorale Immunantwort gegen APP ausgebildet haben, ist ein wichtiger
Bestandteil der Privention und Uberwachung von APP. Fiir den serologischen
Nachweis von Antikérper gegen unterschiedliche AG, wie den Apx, LPS, CPS
und Oberflichenproteine gibt es verschiedene Verfahren (DUBREUIL et al,
2000). Das AG, welches bei dem jeweiligen Verfahren genutzt wird, ist
entscheidend fiir die Sensitivitdit und Spezifitit des serologischen Tests

(GOTTSCHALK et al., 1997; KLAUSEN et al., 2007).

Bei den etabliertesten Nachweisverfahren handelt es sich um die Enzyme-linked
Immunosorbent Assays (ELISA) und Komplementbindungsreaktionen (KBR).
Lange Zeit war die KBR die anerkannte Referenzmethode (DUBREUIL et al.,
2000; KLAUSEN et al.,, 2007). Es zeigt sich, dass die ELISA den KBR sowohl bei
der Sensitivitdt als auch Spezifitit tiberlegen sind (KLAUSEN et al., 2007;
OPRIESSNIG et al., 2013). Zusitzlich ist nach KLAUSEN et al. (2007) die KBR
mithsam, zeitintensiv und kostenintensiv, wohingegen die ELISA sehr

praktikabel und automatisiert ablaufen (KRLAUSEN et al., 2007).

Apx I-IV bilden eine starke humorale Immunantwort aus dem entsprechend gut
konnen die Antikorper mittels Apx-ELISA nachgewiesen werden (NIELSEN et
al., 2000; DREYFUS et al., 2004). Die ST 1, 5aund b, 9, 10, 11, 14 und 16 bilden
das Apx I (BECK et al, 1994; NIELSEN et al., 2000; SARKOZI et al., 2015;
BARRERA-ZARATE et al.,, 2019). Zu Kreuzreaktionen kommt es durch das von
A. suis gebildete Apx I (VAN OSTAAIJEN et al., 1997; SCHALLER et al., 2000).
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Alle 18 ST, exklusiv ST 10 und 14, sezernieren Apx II (BECK et al., 1994;
NIELSEN et al., 1997; NIELSEN et al, 2000; BLACKALL et al., 2002;
SARKOZI et al.,, 2015; BOSSE et al., 2018b). Es wird aber auch von anderen
Bakterien, wie dem A. suis, A. rossit (VAN OSTAAIJEN et al,, 1997; SCHALLER
et al., 2000) und 4. porcitonsillarum gebildet (RUHNERT et al., 2005). Apx III,
welches von den ST 2, 3, 4, 6, 8 und 15 produziert wird, weist Kreuzreaktionen
mit dem RTX-Toxin PaxA der Pasteurella aerogenes aut (BECK et al., 1994;
KRUHNERT et al.,, 2000; BLACKALL et al., 2002).

Des Weiteren sezernieren A. seminis, A. equuli und Pasteurella aerogene Proteine,
die eine 80-100 kDA geringere Molekularmasse als die Apx I-III aufweisen und
mit diesen kreuzreagieren (SCHALLER et al., 2000). Zusitzlich zeigen die
Apx [-III' mit anderen RTX-toxinbildenden, gramnegativen Bakterien
Kreuzreaktionen, da sie sich in Grofe und antigenetischen Eigenschaften dhneln.
Hierzu zidhlen die von den alpha-haemolysierenden Escherichia coli gebildeten
Toxine hlyA und die von den Pasteurella haemolytika produzierten Leukotoxine
lktA (DEVENISH et al, 1989). Nach experimenteller Infektion ist ein
Antikorpernachweis serotypabhidngig und kann gegen Apx I zwischen 7-21
Tagen p. inf. und gegen Apx II und III zwischen sieben-vierzehn Tagen p. inf.
detektiert werden. Der Antikorper-Anstieg p. inf. dauert zwei bis drei Wochen
an (GIMENEZ-LIROLA et al, 2014). Es ist zu beachten, dass Antikorper-
Nachweise gegen Apx I-III wenig spezifisch sind und ein Zusammenhang
zwischen den ST und den serologisch nachgewiesenen Apx Antikérpern nicht

eindeutig ist (NIELSEN et al., 2000; GIMENEZ-LIROLA et al., 2014).

Ein APP speziesspezifischer ~Nachweis ist durch den Apx IVA
Antikorpernachweis moglich (SCHALLER et al,, 1999), da das Exotoxin zum
einen von allen APP ST gebildet und andererseits von keinem anderen
bekannten Mikroorganismus sezerniert wird (DREYFUS et al., 2004; SARKOZI
et al., 2015; BOSSE et al., 2018b). Apx IVA wird ausschlieBlich in vivo von akut,
chronisch und subklinisch infizierten Tieren produziert. Voraussetzung dafiir ist
eine aktive Replikation (SCHALLER et al,, 1999; DREYFUS et al., 2004). Eine
APP-Infektion der Tonsillen ist nicht ausreichend fiir eine Apx IVA Bildung.
Daher konnen Carriertiere nicht sicher iiber den Apx IV Antikorpernachweis

identifiziert werden (DUBREUIL et al., 2000; DREYFUS et al., 2004).

DREYFUS et al. (2004) entwickeln einen ELISA, der gegen das N’terminale
Ende des Apx IVA Antikorper zielt. Dieser ELISA besitzt eine Spezifitit von
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100% und eine Sensitivitit von 93,8% (OPRIESSNIG et al., 2013). Speziell
gegen Apx IVA wird die Serokonversion mit drei Wochen p. inf. beschrieben
und der Antikorper-Anstieg hilt bis 55 Tage p. inf. an. Bei experimentell
infizierten Tieren gelingt der fritheste Apx IVA Antikérpernachweis bereits am
siebten Tage p. inf. (OPRIESSNIG et al, 2013). Der Apx IVA
Antikorpernachweis im Serum ist mit bis zu 120 Tage p. inf. beschrieben
(DREYFUS et al, 2004). Des Weiteren zeigen die Autoren, dass eine
Differenzierung zwischen infizierten und vakzinierten Tieren (DIVA) durch den
Apx IVA Antikérpernachweis moglich ist. Nach einer Impfung mit einer
Apx [-IIT und OMP Subunit-Vakzine bleibt eine Apx IVA Serokonversion aus
(DREYFUS et al., 2004).

Apx IVA wurde bei der Analyse einer Subunit-Vakzine fiir die ST 1, 2 und 5
nachgewiesen. Das detektierte Apx IV Toxin entstand untypischerweise unter in
vitro Bedingungen bei der Impfstoftherstellung. Es wird vermutet, dass
spezifische Wachstumsbedingungen, unter anderem die Eisenrestriktion,
mitverantwortlich fiir die in vitro Apx IVA Bildung ist (BUETTNER et al,
2011). Des Weiteren beschreiben TEGETMEYER et al. (2008) einen APP ST 7
Stamm, welcher iiber ein Insertionselement ISApl1 verfiigt, das in verschiedene
Bereiche des Genoms eingreift. Bei diesem ST wird die Apx IVA Expression
gehemmt. O'NEILL et al. (2010) finden das Insertionselement jedoch lediglich in

den Bla-und Cps Genen.

Zur Uberwachung der Freiheit von APP-Infektionen ist der Apx IVA ELISA
geeignet. Da jedoch viele Herden mit mindestens einem wenig virulenten oder
avirulenten APP ST infiziert sind, ist die Aussagekraft hinsichtlich eines
Apx IVA positiven Ergebnisses in Bezug auf virulente APP ST limitiert
(GOTTSCHALK, 2019). Mit zunehmendem Alter steigt die Nachweisrate der
Apx IVA positiven Tiere an (OPRIESSNIG et al, 2013). Besonders bei
Jungtieren besteht die Gefahr, dass es zu Fehlinterpretationen durch maternaler

Antikorper kommt (VIGRE et al., 2003).

Neben den klassischen Apx-ELISA werden immer wieder neue Methoden
entwickelt, um Antikorper gegen Apx nachzuweisen. Hierzu zihlen
beispielsweise fiir den Apx IVA Antikorpernachweis die gold-abhingigen
Chemilumineszenz Immunoassays (HU et al., 2008), die Quantum-Dot-Gold
basierten indirekten Fluoreszenz Immunoassays (SHENG et al., 2009) oder die

Magnetpartikel-basierenden, enzymatischen, spektrofluorometrischen Assays
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(WEI et al., 2012).

Weitere APP-Bestandteile, die sich fiir einen Antikérpernachweis eignen, sind
die OMP (DUBREUIL et al,, 2000). Die meisten OMP von APP weisen eine
starke Heterogenitidt zwischen den APP ST auf, sodass sie sich nicht fur die
Speziesidentifikation eignen (RAPP & ROSS, 1986). Zumindest einige OMP
werden jedoch von den meisten ST ausgebildet und sind fiir einen

Antikorpernachweis geeignet (RAMJEET et al., 2008).

Das 42 kDA maltose-abhingige OMP wird von allen APP ST ausgebildet mit
Ausnahme des ST 4 (DENEER & POTTER, 1989). ELISA, basierend auf AK
gegen das 42 kDA OMP, werden hidufig zusammen mit ELISA gegen die
Apx I-III eingesetzt. Eine humorale Immunantwort wird drei Wochen nach
einer Impfung mit einer Apx I-III und 42 kDA OMP Subunit-Vakzine
erreicht, sodass hierdurch ein Impterfolg kontrolliert werden kann (TUMAMAO
et al, 2004a). Das omlA wird von allen APP ST gebildet und erzeugt eine
starke humorale Immunantwort. Die Antikérper konnen sieben Tage p. inf.
nachgewiesen werden (GERLACH et al,, 1993). Das 14 kDA OMP der PAL-
Familie besitzt ebenfalls eine starke Immunantwort, wird jedoch auch von

weiteren Mitgliedern des Genus Pasteurellaceae exprimiert (FREY et al., 1996).

Der Apx I ELISA wird gelegentlich um einen Antikérpernachweis gegen das
Transterrin bindende Protein 2 (TbP2) erweitert, um Stimme zu detektieren, die
kein Apx I exprimieren (GROBE BEILAGE et al., 2013; OPRIESSNIG et al,,
2013). TP werden ebenfalls von anderen Pasteurellaceae, wie Glisserella parasuis
und A. suis, ausgebildet. In diesem Zusammenhang werden Kreuzreaktionen
beschrieben (CALMETTES et al, 2011; OPRIESSNIG et al., 2013). Jedoch
konnen OPRIESSNIG et al. (2013) mit einem Kombinations-ELISA von Apx I

und Tbp2 keine Kreuzreaktionen zu A. suzs teststellen.

Besonders stark immunogen wirken die CPS und LPS. Serotypabhingig kénnen
sieben bis vierzehn Tage p. inf. Antikérper im Serum und fiir zu acht Wochen
p. inf. nachgewiesen werden (BOSSE et al., 1992; KREJCI et al.,, 2005; COSTA et
al., 2011; OPRIESSNIG et al., 2013; GONZALEZ et al., 2017). Die Nutzung von
CPS zur Serotypisierung ist moglich (INZANA & MATHISON, 1987),
allerdings stellt sich die Gewinnung und die Reaktivitit von reinem CPS
schwierig dar und ist stark serotypabhingig (BOSSE et al., 1990; DUBREUIL et
al., 2000). Es wird in der Routinediagnostik nicht eingesetzt (DUBREUIL et al.,



II. Literaturiibersicht 19

2000).

Antikorper gegen die O-Seitenketten der langkettigen Lipopolysaccharide (LC—
LPS) werden auf Grund ihrer hohen Sensitivitit und Spezifitit fir die
serologische Untersuchung eingesetzt. Die Gewinnung von LC-LPS ist durch
wenige Bearbeitungsschritte moglich. Entscheidend ist, dass es keine
Kontamination mit CPS oder rauem-LPS gibt, da dies zu Kreuzreaktionen fiihrt

(RADACOVICI et al., 1992; GOTTSCHALK et al., 1997).

Bei einigen ST idhneln sich die LPS O-Ketten, sodass eine serologische
Differenzierung auf Basis der LPS nicht moglich ist. Diese Serotypgruppen sind
4/7,8/6/8 und 1/9/11 (PERRY et al., 1990). Ebenfalls werden Kreuzreaktionen
zwischen der Serotypengruppe 3/6/8 und ST 15 im LC-LPS ELISA beobachtet
(PERRY et al, 2005; COSTA et al, 2011). Zu falsch-positiven Ergebnissen
kommt es bei dem LC-LPS ELISA fiir die ST 1/9/11 durch das Bakterium
A. porcitonillarum (GOTTSCHALRK et al., 2003).

In einer weiteren Studie koénnen OPRIESSNIG et al. (2013) je nach
Testverfahren ab dem siebten Tag und sicher ab dem vierzehnten Tag p. inf.
Antikorper gegen die LPS nachweisen. Eine Sensitivitit von 74% wird allerdings
nicht tiberschritten. Nach COSTA et al. (2011) kann bei experimentell infizierten
Schweinen mittels Multi-APP ELISA (LC-LPS, der alle APP ST abdeckt) ab
dem siebten Tag p. inf. LC- LPS Antikorper nachgewiesen werden. Dies ist eine
Woche friiher, als es mit den Einzelgruppen APP ELISA der ST 1/9/11, 2,
3/6/8,4/7, 5, 10 und 12 moglich ist (COSTA et al., 2011). In der Literatur wird
beschrieben, dass die LPS Antikorperbildung frither als die Apx IV
Antikorperbildung stattfindet (OPRIESSNIG et al., 2013).

1.8.3.  Polymerase Chain Reaktion

Ein Erregernachweis mittels Polymerase Chain Reaktion (PCR) basiert auf dem
spezifischen Nachweis von DNA (MULLIS, 1990). Als Untersuchungsmaterial
konnen je nach PCR Lungengewebe, Bakterienkulturen, Tonsillenkratzproben,
Nasentupfer, BALF und nach ersten Versuchen auch oral fluid Proben
verwendet werden (LO et al, 1998; SCHALLER et al., 2001; COSTA et al,
2012; TOBIAS et al,, 2012; GROBE BEILAGE et al., 2013).

BECK et al. (1994) entwickeln verschiedene Primer, die auf die Gene der
Apx [-IIT zielen. Die Autoren stellen eine hohe Korrelation zwischen den

apx-Genprofilen und den ST fest. Weiterhin gibt das apx-Genprofil einen
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Indikator fiir den Grad der Virulenz des jeweiligen ST an. Allerdings wird der
Genotyp apxICABD auch von A4. suzs und A. lignieresii, der Genotyp apxIICABD
von A. porcitonsillarum und der Genotyp apxIICA von A. rossiz und A. suis
gebildet. Dartiber hinaus wird der Genotyp apxIIICABD auch von A. rossii
produziert (SCHALLER et al., 2000; KUHNERT et al., 2005).

Fiir einen speziesspezifischen APP-Nachweis eignet sich eine PCR, durch die
Apx IV DNA nachgewiesen werden kann. Dafiir ist ein auf dem 3’Ende des
apxIVA-Gens basierender Primer geeignet, wohingegen das 5°Ende des
apxIVA-Gens auch unspezifische Amplifikationen bei A. lignieresii zeigt. Bei
einer vergleichenden Untersuchung von Lungen ist die Nachweisrate durch die
Apx IVA nested PCR mit 94% wesentlich hoher als durch eine bakteriologische
Anzucht (76%), da die Apx IVA PCR DNA-Fragmente von Apx IV detektiert.
Die Lebenstihigkeit der Bakterien ist fiir den spezifischen DNA-Nachweis nicht
entscheidend (SCHALLER et al, 2001). Neben Tonsillenkratzproben und
Lungenproben ist die PCR auch mit Nasentupfern erfolgreich getestet
(FITTIPALDI et al, 2003). Der apxIVA Gennachweis ist auch mit einer
quantitative real-time PCR (qPCR) moglich. Mit der qPCR wird bei
Tonsillenkratzproben von experimentell infizierten Tieren eine Sensitivitdt von
98% und eine Spezifitit von 100% erreicht. Ein Vorteil der qPCR stellt bei
epidemiologischen Studien und Herdenscreenings die quantitative DNA-

Bestimmung dar (TOBIAS et al., 2012; GARIBYAN & AVASHIA, 2013).

Zur Typisierung wurde eine Multiplex PCR (mPCR) auf Basis aller vier Apx
entwickelt. Allerdings ist eine Differenzierung zwischen den ST Kombinationen
2/8/15, 12/18, 9/11 und 5a/b nicht moéglich (STHITMATEE et al., 20083;
RAYAMAJHI et al,, 2005). Weitere mPCRs zur ST Spezifizierung wurden fiir
die ST 8/6/8 (ZHOU et al., 2008) und ST 1 bis 3, 5 bis 8, 10 und 12 (BOSSE et
al.,, 2014) entwickelt. Auf diesen Untersuchungsergebnissen autbauend ist ein
mPCR-System fiir alle 18 ST entstanden, das aus zwei Einzel-mPCRs besteht,
die jeweils mit einem apxIVA-Gen Nachweis kombiniert sind. Eine

Unterscheidung der ST 9 und 1 ist nicht moglich (BOSSE et al.,, 2018a).

Eine weitestgehend eindeutige Einteilung der APP ST vom Biotyp 1 wird durch
die Zusammentiihrung der Eigenschaften der Apx und der omlA beschrieben
(GRAM et al., 2000); lediglich die ST Kombinationen 1/9/11 und 2/8 lassen
sich durch dieses System nicht voneinander differenzieren (OSAKI et al., 1997;
GRAM & AHRENS, 1998).
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Die erste mPCR basierend auf dem cps-Gen kann mit zwei Primern, dem
cpx-Gen (Export) und dem cps-Gen (Biosynthese) den ST 5 bestimmen.
Vorteilhaft an einer mPCR auf cps-Basis ist, dass tiir einen ST Nachweis sowohl
bakterielle Ganzzellen als auch infiziertes Gewebe verwendet werden kann (LO
et al., 1998). Eine stetige Weiterentwicklung der mPCR auf cps-Basis hat dazu
gefithrt, dass immer wieder neue ST integriert wurden. Es entstanden
die mPCRs fiir die ST 1, 2 und 5 (ITO, 2010), ST 1, 2, 5 und 8 (SCHUCHERT et
al., 2004), ST 1, 2, 5, 7 und 15 (ITO & SUEYOSHI, 2015). Weitere mPCRs aus
Kombinationen von Genen auf der Basis von cps und omlA sind fir die
Serotypisierung der ST 2, 5 und 6 (JESSING et al,, 2003) und 1, 7, und 12
(ANGEN et al., 2008) bekannt.

Es wurden verschiedene PCR Systeme flir den APP-Nachweis oder die
APP-Typisierung konstruiert. Sie basieren auf weiteren APP-Bestandteilen wie
den Membranproteinen TbPA und TbPB (CALMETTES et al, 2011), dem
aroA-Gen (Folsdure Stoffwechsel) (MORAL et al, 1999), dem obgE-Gen
(GTPase) (ROSSI et al, 2014), dem dsbE—-ihnlichen-Gen (Zytochrom C
Biogenese) (CHIERS et al, 2001; FITTIPALDI et al, 2003) und der
zinkabhingigen-Metalloprotease (SERRANO-RUBIO et al, 2008). Des
Weiteren wurde ein hoch sensitives und spezifisches DNA-Mikroarray
entwickelt, das eine schnelle Identifizierung und Typisierung von bislang nicht

typisierbaren ST ermdoglicht (XIAO et al., 2009).

1.8.4.  Lungenbeurteilung am Schlachthof

Lungenbeurteilungen am Schlachtband sind eine praktikable, eftektive und
kostengiinstige Methode fiir das Monitoring der Lungengesundheit von
Schweineherden (MEYNS et al, 2011). Wihrend der Untersuchung von
Schlachttierkérpern werden Verdnderungen am Geschlinge beurteilt, wobei es

tir die Bewertung der Lungenveridnderungen und Pleuraldsionen verschiedene

Befunderhebungsschliissel gibt (GROSE BEILAGE et al.,, 2013).

Bronchopneumonien lassen sich visuell erfassen, da sich das verdnderte Gewebe
tarblich von dem unverinderten Gewebe deutlich absetzt (GROBE BEILAGE et
al.,, 2013). Gehduft kommen Lisionen einer Enzootischen Pneumonie (EP) im
Bereich der Spitzenlappen vor, diese werden vorrangig von M. hyopneumoniae
verursacht (GOTTSCHALK, 2019). Des Weiteren konnen Bronchopneumonien

mit kranioventralen Konsolidierungen (EP-dhnelnde Lisionen) durch die
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Beteiligung von Streptococcus suis, Glisserella parasuis, Bordetella bronchiseptica und
Trueperella pyogenes auftreten (FRAILE et al, 2010; YAEGER & VAN
ALSTINE, 2019). Visuell auch gut beurteilbar sind hémorrhagische-
nekrotisierende Pneumonien (GROBE BEILAGE et al, 2013). Eine weitere
Form der Pneumonie stellt die embolische Pneumonie mit charakteristischen,
multiplen Abszessen dar (YAEGER & VAN ALSTINE, 2019). Interstitielle
Pneumonien (vornehmlich Virusinfektionen) lassen sich bei den visuellen
Lungenbeurteilung nicht von o6demattsen Verdnderungen des Interstitiums

unterscheiden (GROBE BEILAGE et al., 2013).

Pleuritiden werden in dorso-kaudale und kranio-ventrale Pleuritiden eingeteilt,
wobel die kranio-ventralen Pleuritiden mit der EP assoziiert sind, wihrende die
dorso-kaudalen Pleuritiden zumeist mit APP in Verbindung stehen

(ANDREASEN et al,, 2001; MERIALDI et al., 2012).

Ursdchlich  fiir  Pleuritiden  konnen — weitere  Erreger  sein, wie
beispielsweise Glisserella parasuis, M. hyorhinis und Streptococcus suis (GROBE
BEILAGE et al,, 2013; YAEGER & VAN ALSTINE, 2019).

Als APP verdichtige Lisionen werden kaudo-dorsale Pleuritiden mit einer
Verdnderung des direkt darunter liegenden Lungengewebes angesehen
(FABLET et al,, 2012; MERIALDI et al., 2012; GROBE BEILAGE et al.,, 2013).
Palpatorisch lassen sich verfestigte Sequester (demarkiertes, nekrotisches
Lungengewebe) von umliegendem Gewebe abgrenzen. In unklaren Fillen sollte
verdndertes Gewebe angeschnitten werden, wird dabei eine, nekrotisches
Gewebe einschlieBende Kapsel identifiziert, ist dies verdichtig fiir APP (GROBE
BEILAGE et al, 2013). Allerdings lassen die rein morphologischen
Verdnderungen keinen eindeutigen Riickschluss auf die Atiologie zu (GROBE
BEILAGE et al., 2013).

Limitierend hinsichtlich einer Aussagekraft einer Lungenbeurteilung am
Schlachtband ist, dass Lungen- und Pleuraldsionen dynamische Prozesse
darstellen. Aus diesem Grund ist eine Aussage iiber den zeitlichen Bezug nur
begrenzt moglich (MEYNS et al,, 2011). Zusitzlich besteht die Gefahr, dass
pathologische Veridnderungen morphologisch bereits vollkommen
zuriickgebildet sind und sich dadurch ein verfilschtes Bild zeigt (SIDLER et al.,

2015).
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2. Oral fluid samples

2.1. Einsatz von oral fluid samples
Die herkommlichen Probenentnahmen am lebenden Tier, wie Blut- und
Tonsillenkratzproben, Nasentupfer oder BALF sind fiir die Tiere und
Probennehmer stressig, miihsam, gefihrlich und kostenintensiv. (VAN
LEENGOED & KAMP, 1989; FITTIPALDI et al,, 2003; COSTA et al.,, 2011;
FABLET et al, 2017).

Eine vielversprechende Alternative hierzu bietet die Gewinnung von OFS.
Grolle Vorteile der OFS stellen die einfache, schnelle, nicht invasive,
tierfreundliche  Anwendung und die Ermoglichung eines  groflen
Stichprobenumfangs dar (PRICKETT & ZIMMERMAN, 2010; FABLET et al,,
2017; BIUSTROM-KRAFT et al,, 2018).

OFS ist als Fliissigkeit definiert, die durch absorptives Material aus dem Mund
gewonnen wird (ATRKINSON et al, 1993). Es handelt sich bei OFS um ein
Gemisch aus Speichel, Sulkusfliissigkeit, Transsudate vom zirkulierenden
System, Mikroorganismen, desquamierten, oralen Mukosazellen, Mukus, nasalen
Exsudaten und Futterresten (TENOVUO, 1997; PUY, 2006; PRICKETT &
ZIMMERMAN, 2010).

Der Speichel wird von den Speicheldriisen Glandula parotis, mandibularis,
sublingualis monostomatica und polystomatica des Schweins sezerniert
(THOME, 1999; PUY, 2006) und besteht zu 99% aus Wasser und 1% aus

organischen und anorganischen Molekiilen (PUY, 2006).

BRILL und KRASSE (1958) konnen den passiven Transport von
Gewebefliissigkeit in das Zahnfach durch die intravenstse Injektion eines
fluoreszierenden Farbstoffes bei Hunden beweisen. Dreiflig Sekunden nach der
Verabreichung wird das Féarbemittel in dem Zahnfach von gesunden Hunden
nachgewiesen. Der Transfer von AG wird durch die intravenose Injektion von
Coxsackie-B-1-Viren bei Hasen beschrieben. Dieses AG ist 2 Minuten nach der
Gabe im OFS anzutreffen (MADONIA et al, 1966). Der Ubertritt von
Antikorper in die Sulkusflissigkeit wurde bei Affen durch die intravencse
Verabreichung von gereinigtem und radioaktiv markiertem IgG, IgM und IgA
gezeigt. In der Glandula parotis wird kein intaktes Ig entdeckt, woraus die

Autoren schliefen, dass vollfunktionsfihige Ig’s vom Plasma nur in die



24 II. Literaturiibersicht

Sulkustliissigkeit gelangen (CHALLACOMBE et al., 1978). Sulkusfliissigkeit
tritt im Kapillarsystem unter dem Bindegewebe durch das Ubergangsepithel in
das Zahnfach ein (DELIMA & VAN DYKE, 2003). Die oralen mukosalen
Transsudate sind Ultrafiltrate vom Blut und reflektieren den IgG und sIgA
Gehalt im Serum (CAMERON & CARMAN, 2005).

In der Humanmedizin wird das Verfahren der OFS bei Screenings fiir Erreger
verwendet wie beispielsweise dem Humanen Immundefizienz-Virus (HODINKA

et al., 1998; BRANSON, 2007).

CORTHIER et al. (1977) berichten erstmalig iiber einen Antikdrpernachweis in
oralen Fliissigkeiten beim Schwein und weisen Antikérper gegen die Klassische

Schweinepest in pharyngealen Sekreten nach.

Bei Screenings erfolgt der Nachweis von DNA und Antikorper gegen das
PRRSV (PRICKETT et al., 2008b; KITTAWORNRAT et al., 2012), das PCV 2
(PRICKETT et al, 2011; KITTAWORNRAT et al, 2012) und gegen das
Influenza A Virus (IAV) (GOODELL et al, 2018; PANYASING et al,, 2013)
routinemiBig aus OFS (PRICKETT et al., 2008a; BJUSTROM-KRAFT et al,

2018).

Auch fiir weitere Erreger ist der DNA und/oder Antikoérpernachweis aus OFS
beschrieben, wie beispielsweise fiir Rotlauf (GIMENEZ—LIROLA et al.,, 2013),
M. hyosynoviae, M. hyorhinis und M. hyopneumoniae (NETO et al., 2014; NETO et
al., 2015, HERNANDEZ-GARCIA et al, 2017), Lawsonia intracellularis
(BARRERA-ZARATE et al, 2019), Porzine Epizootische Diarrhoe Virus
(BJUSTROM-KRAFT et al., 2016), Streptococcus suis sowie Glisserella parasuis
(CHEONG et al, 2017) und auch fiir die Afrikanische und Klassische
Schweinepest (MUR et al., 2013; DIETZE et al., 2017).

In einer ersten Untersuchung werden OFS zur Differenzierung des
porcine respiratory disease complex (PRDC) verwendet. Mittels einer qPCR
lassen sich die Erreger IAV, PRRSV, M. hyopneumoniae und PCV 2 identifizieren
(CHEONG et al., 2017; HERNANDEZ-GARCIA et al.,, 2017). In Korea werden
in einer Studie OFS aus verschiedenen Bestinden auf die Erreger PRRSV,
PCV 2, Pasteurella multocida, Glisserella parasuis, APP, M. hyopneumoniae und
M. hyorrhninis und Streptococcus suis untersucht (CHEONG et al., 2017).

LOFTAGER et al. (1993) gelingt es erstmalig bei Schweinen APP IgA nach
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intranasaler Inokulation in der BALF und aus nasalen Sekreten nachzuweisen.

Der Apx IV Antikorpernachweis ist bei experimentell infizierten Tieren
beschrieben und zeigt serotypabhidngige Nachweisraten. Der friihste signifikante
Antikorper-Anstieg kann 21 Tage p. inf. fiir die [gG, IgM und IgA gemessen
werden (GONZALEZ et al,, 2017).

Der Nachweis von APP-DNA in der frithen Infektionsphase wird von COSTA et
al. (2012) beschrieben. Es werden experimentell Tiere mit verschiedenen ST
infiziert. Serotypabhingig wird DNA am ersten Tag p. inf., am siebten Tag
p.inf. oder gar nicht in den OFS nachgewiesen. In einem in Australien
durchgetiihrten Versuch, bei dem von Einzeltieren OFS untersucht werden, kann
bei einem Tier in einer OFS APP-DNA nachgewiesen werden. Bei diesem Tier
ist weder in einer Tonsillenkratzprobe APP nachweisbar noch ist es moglich
APP-spezitische Antikorper nachzuweisen (DRON et al., 2012). Aullerdem kann
in einer weiteren Studie aus OFS von konventionellen Betrieben APP-DNA

mittels PCR nachgewiesen werden (CHEONG et al.,, 2017).

2.2. Monitoring mit Hilfe von oral fluid samples
Der Eintrag APP infizierter Tiere in eine APP naive Herde stellt stets ein hohes
Risiko dar. Zur Minimierung dieses Risiko bieten Monitoringprogramme eine
Moglichkeit, infizierte Tiere frithzeitig zu erkennen (GOTTSCHALK, 2019).
Die Kolonisationsdynamik von APP variiert stark und ist ST-abhingig (COSTA
et al.,, 2011). Hoch virulente APP ST zeichnen sich durch eine niedrige Privalenz
aus, weswegen es von entscheidender Bedeutung ist, einen hohen
Stichprobenumfang zu wihlen, um auch diese hoch virulenten ST zu detektieren
(GOTTSCHALK, 2019). Zur Klassifikation als ,APP negativ® Herde gibt es kein
einheitlich anerkanntes Monitoringprogramm (SASSU et al., 2018). Gottschalk
(zitiert nach SASSU et al., 2018) empfiehlt mindestens 30 Serumproben von
6 Monaten alten Tieren zwel bis viermal pro Jahr zu untersuchen. Nach
NATHUES et al. (2013) sollten hingegen 15 Serum- oder Tonsillenkratzproben
viermal jdhrlich ausgewertet werden. Eine dénische Zuchtorganisation stuft
Betriebe nur als APP spezifisch pathogenfrei (SPF) ein, wenn jeden Monat 20
Tiere {iber einen Zeitraum von 24-36 Monaten negativ auf APP testen

(SZANCER, 2008).

Fir Screening- und Monitoringprogramme am lebenden Tier miissen Proben

von mehreren Einzeltieren genommen werden. Diese Methoden sind zeit- und
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kostenintensiv und dariiber hinaus belastend fiir die Tiere (NATHUES et al,,
2013; FABLET et al., 2017). Durch die Verwendung von OFS ist hingegen eine
schnelle und nicht invasive sowie tierfreundliche Anwendung mit grofem
Stichprobenumfang von bis zu 25 Tieren pro OFS moglich. Daher eignet sich
das Verfahren der OFS in besonderem Male fiir Screening- und
Monitoringprogramme und hat sich bereits in der Diagnostik in
Schweinebestinden fiir verschiedenste Erreger etabliert (PRICKETT &
ZIMMERMAN, 2010; FABLET et al., 2017; HERNANDEZ-GARCIA et al,,
2017; BJUSTROM-RKRAFT et al, 2018). Neben der einfachen und nicht
invasiven Gewinnung von OFS, konnen COSTA et al. (2012) einen frithen APP
spezifischen DNA-Nachweis (ein Tag p. inf) bei experimentell infizierten Tieren
zeigen. Dies ist ein weiteres vielversprechendes Argument fiir die friihzeitige
und elegante Identifikation von APP infizierten Tieren durch OFS.
Aussagekriftige Feldstudien tiber die Nachweisraten und -dauern von APP-

DNA 1in OFS wurden bisher noch nicht veroffentlicht.
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse des Nachweises von APP-DNA
im OFS in zwei konventionellen Mastbetrieben. Im Einzelnen sollen folgende

Hypothesen iiberpriift werden:

1) In Mastbestinden mit APP infizierten Tieren ist Apx-DNA in OFS

nachweisbar.

2) Der Nachweis von Apx IV DNA sowie Apx III und I DNA ist in OFS
moglich.

3) Eine engmaschige Beprobung der Mastschweine mittels OFS ist fiir
einen Apx-DNA-Nachweis vorteilhafter als eine einmalige oder

weitmaschige Beprobung.
2. Versuchsbetriebe

2.1. Einschlusskriterium
Das alleinige Auswahlkriterium fiir die Versuchsbetriebe war der Nachweis von

APP in vorherigen Mastdurchgingen.

2.2. Nachweise aus der Routinediagnostik
Im Vorfeld wurden sowohl in Betrieb A als auch in Betrieb B bei routinemiBigen
Untersuchungen APP nachgewiesen. In beiden Betrieben war die
bakteriologische Anzucht von APP moglich (vergleiche (vgl.) XI.1.) In Betrieb A
wurden mittels einer multiplex Apx-Toxin PCR die APP ST 1/9/11 identifiziert
(vgl. XI.1.1.). In Betrieb B wurden mittels einer Apx-Toxin PCR der APP ST 7
detektiert und mittels eines LPS-ELISA die ST Kombination 3/6/8

nachgewiesen (vgl. XI.1.2.).

2.3. Betriebsabliufe
Sowohl in Betrieb A als auch in Betrieb B werden die Schweine gemil den
Richtlinien der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung gehalten. Die Stille
sind mit Betonspaltenbdoden ausgestattet und Wasser steht den Tieren iiber
Nippeltrinken ad libitum zur Verfiigung. Bei den Fiitterungssystemen handelt

es sich jeweils um eine sensorgesteuerte Fliissigflitterung am Langtrog. Als
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Liftungssystem wird sowohl in Betrieb A als auch in Betrieb B ein
Unterdruckliiftungssystem verwendet. Bei dem Zuluftsystem handelt es sich im
Betrieb A um eine Schlitzgangliiftung mit Deckenelementen. In Betrieb B wird
eine Tirgangliiftung mit einer Lochblechtiir verwendet. Beide Betriebe mésten

in einem abteilweisen Rein-Rausverfahren.

In den Ferkelerzeugerbetrieben von Betrieb A und Betrieb B werden jeweils die
Sauen reproduktionsorientiert gegen das porzine Parvovirus, Rotlauf-
Infektionen, PRRSV, IAV, Escherichia coli und Clostridium perfringens Typ C
geimpft. Des Weiteren werden die Sauen einmal jihrlich bestandsweise gegen

PCV 2 und M. hyopneumoniae geimptt.

Die Ferkel von Betrieb A und Betrieb B werden in den Ferkelerzeugerbetrieben
am 3. Lebenstag und beim Absetzen gegen M. hyopneumoniae (two-shot) geimpft.
Des Weiteren werden die Ferkel beim Absetzen gegen PCV 2 und PRRSV
geimpft. Zusdtzlich werden in Betrieb A die Ferkel standardmilig bei der
Einstallung in die Mast und vier Wochen spiter gegen APP geimptt.

3. Versuchsablauf

3.1. Einstallung und Vorbereitungen
Die in den Versuch einbezogenen Ferkel wurden in ein gereinigtes und

desinfiziertes Abteil eingestallt.

Betrieb A stallte 280 Ferkel mit durchschnittlich 21,2 kg Lebendgewicht in
8 Buchten zu jeweils 85 Tieren ein. Die Ferkel wurden am Tag der Einstallung
(do) und ein zweites Mal in der Woche (W) 4 mit 2 ml Porcilis® APP
Chargennummer: A740A01 (Porcilis® APP; Intervet Deutschland GmbH;
UnterschleiBheim; Deutschland) intramuskuldr (im.) vakziniert. Nach der
zweiten Impfung wurden die 12 groiten Schweine aus jeder Bucht aussortiert
und in ein anderes Abteil eingestallt. Ab W 4 waren noch 23 Tiere pro Bucht in

die Untersuchung integriert. Diese Gruppen blieben bis zur Schlachtung stabil.

Betrieb B teilte 216 Ferkel mit durchschnittlich 80,9 kg Lebendgewicht zu
gleichen Teilen in 8 Buchten auf (27 Tiere pro Bucht). Bis zur Schlachtung
wurden keine Anderungen an der Gruppenzusammensetzung vorgenommen.

Die Schweine aus Betrieb B erhielten keine APP-Imptung.
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3.2. Probenentnahmen
3.2.1.  Oral fluid samples

3.2.1.1. Gewinnung von oral fluid samples

Fir die Gewinnung der OFS wurde je 25 Tiere ein 1 cm dickes Baumwollseil
(Oral Fluid Sample Collection Accessory Kit; IDEXX® Laboratories Inc.,
Westbrook, Maine; U.S.A.) fiir 20-30 Minuten pro Bucht an der Buchtenwand
aufgehingt (PRICKETT et al., 2008b; HERNANDEZ-GARCIA et al., 2017).
Die Seile waren in einem sauberen Bereich mit Distanz zu Trianken und
Futtertrogen angebracht. Des Weiteren wurden die Seile so positioniert, dass
keine Tiere aus der Nachbarbucht in der Lage waren, in direkten Kontakt mit
den Seilen zu kommen (COSTA et al.,, 2012). Bei jeder Probengewinnung wurde
die Position der Baumwollseile auf die Grofe der wachsenden Tiere angepasst,
sodass sich das untere Ende auf Schulterhohe der Schweine befand (PRICKETT
et al., 2008b; HERNANDEZ-GARCIA et al,, 2017). Die Schweine interagieren
mit dem Seilende und wihrend der oralen Manipulation des Baumwollseils
gelangen oral fluids (OF) an und in das Seil (FABLET et al., 2017). Nach der
Expositionsphase wurden die OF durch Auswringen der durchtriankten Seile in
Plastikbeutel extrahiert. Am Grund der Plastikbeutel befand sich ein
integriertes, verschlieBbares 5 ml groBes Auffangbehiltnis (Oral Fluid Sample
Collection Accessory Kit; IDEXX® Laboratories Inc.; Westbrook; Maine U.S.A.).
In dieses Behiltnis flossen die OF nach dem Auswringen. Das Auffangbehiltnis
wurde anschlieBend abgenommen und verschlossen (PRICKETT et al., 2008b).
Fir die Gewinnung jeder OFS wurden neue Einmalhandschuhe getragen, um
Kreuzkontaminationen zu verhindern. Die OFS wurden mit Hilfe von
Transferpipetten (Transferpipetten 2 ml; Sarstedt AG &Co.; Niimbrecht;
Deutschland) in Autbewahrungsgefile (Eppendorf® Safe-Lock Tube 1.5 ml;
Eppendorf AG, Hamburg; Deutschland) pipettiert und bis zur weiteren

Untersuchung bei -20°C gelagert.

3.2.1.2. Entnahmezeitpunkte

In Betrieb A und in Betrieb B wurden die Tiere in den einzelnen Buchten in der
ersten Woche nach dem Einstallen (d0-7) tdglich beprobt. Danach erfolgte eine
OFS Probenentnahme in einem Abstand von jeweils zwei Wochen. Dies wird
schematisch in Abbildung 1 und 2 dargestellt. Die Anzahl der OFS pro Bucht

variierte nach Anzahl der Tiere (ein OFS pro 25 Tiere), sodass ein bis zwei OFS
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genommen wurden. Im Betrieb A wurden in W 4 zusitzliche OFS gewonnen, da

an diesem Tag die zweite APP-Impfung erfolgte. An den beiden Impfterminen

(do und W 4) wurden die OFS unmittelbar vor der Impfung genommen.

Die Anzahl der zu jedem Zeitpunkt der Probengewinnung gewonnen OFS sind

in Tabelle 1 aufgelistet.

Zeitpunkte der Probengewinnung von oral fluid samples

OFS

Woche0
Tagliche Proben-
entnahme

L Impfung 2.Impfung erster Schlachttermin
Tag0 Waoche4 Woche 15
(Probennahme vor Impfung)  (Probennahme vor Impfung)

Einstallung von 35 Reduktion der

Schweinen pro Bucht GruppengrdBe

auf 23 proBucht

OFS

letzter Schlachttermin
Woche 21

Abbildung 1: Zeitpunkte der Probengewinnung von OFS in Betrieb A mit
Angaben zu Impfzeitpunkten, Zeitpunkt der Verinderung der Gruppengrofle

sowie des ersten und letzten Schlachttermins.

OFS OFs

Woche 0
Tagliche Proben-|
entnahme

OFs

erster Schlachttermin  letzter Schlachttermin
Woche 12 Woche 15

Abbildung 2: Zeitpunkte der Probengewinnung von OFS in Betrieb B mit

Angaben des ersten und letzten Schlachttermins.
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Tabelle 1: Anzahl gewonnener oral fluid samples zu den Zeitpunkten der
Probengewinnung in Betrieb A und in Betrieb B.

Zeitpunkt Betrieb A Betrieb B
nach

Einstallung

DO-7 XX (Bucht 1-8) XX (Bucht 1-8)
W 3 XX (Bucht 1-8) XX (Bucht 1-8)
W 4 XX (Bucht 1-8) -
W 5 X (Bucht 1-8) XX (Bucht 1-8)
W 5,7,9,11 X (Bucht 1-8) XX (Bucht 1-8)
W 13 X (Bucht 1-5) i}((]g(f;ih; ;;;)& 7-5)
W 15 X (Bucht 1-2 & 5-8) X (Bucht 1-8)
W 17 X (Bucht 1-2 & 5-8) -
W 19 X (Bucht 1,5,7,8) -

X=1 OFS/ Bucht; XX= 2 OFS/Bucht; -=keine Probengewinnung

3.2.2.  Stichblutproben

Die Schweine wurden in konventionellen Schlachthéfen mit einer EU-Zulassung
geschlachtet. Wihrend der Ausblutungsphase wurde von einem Teil der
geschlachteten Tiere Stichblut in einem Serumrséhrchen (S-Monovetten® Serum
9 ml; Sarstedt AG & Co.; Numbrecht; Deutschland) aufgetangen. Die Tiere und
das von ihnen gewonnene Stichblut konnten eindeutig dem jeweiligen Betrieb,
dem Abteil und der Bucht zugeordnet werden. Dies war durch Markierungen
auf den Ohrmarken moglich, die den Tieren entsprechend der Viehverkehrs-
verordnung im Ferkelerzeugerbetrieb eingezogen wurden. Diese Markierungen
wurden zwei Tage vor der Schlachtung mit einem Ohrmarke-Kennzeichen-Stift
(Allflex® Ear Tag Marking Pen; Allflex USA Inc.; Dallas; Texas; USA) auf die
AuBenseite der Ohrmarken aufgetragen. Die Blutproben wurden am Tag der
Probengewinnung mit dem 2403-fachen der mittleren Erdbeschleunigung
abzentrifugiert (Hettich EBA 20; Andreas Hettich GmbH & Co. KG; Tuttlingen;
Deutschland). Die Seren wurden mit Hilfe von Transferpipetten (Transferpipette
2 ml; Sarstedt AG & Co.; Niimbrecht; Deutschland) in Aufbewahrungsgefille
(Eppendorf® Safe-Lock Tube 1.5 ml; Eppendorf AG, Hamburg; Deutschland)
tiberfithrt. Diese wurden bei -20°C bis zur weiteren Probenuntersuchung

gelagert.
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3.3. Lungenbeurteilung
Die Lungen der geschlachteten Schweine konnten den Betrieben, den Abteilen
und der jeweiligen Bucht zugeordnet werden. Die Dokumentation erfolgte
handschriftlich und wurden im Anschluss in eine Tabelle in das
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft EXCEL® (Version 2016, Microsoft
Oftice, USA) tibertragen.

3.3.1. Pleuritiden

Verdnderungen der Pleura wurden mit Hilfe des Schlachthof Pleuritis
Evaluations System (SPES Score) erfasst (DOTTORI et al, 2007). Hierbei
werden das Vorkommen, das Ausmal und die Lokalisation der Pleuritis mit
einem Score von null bis vier beurteilt. Eine genaue Beschreibung des Score
Systems ist in Tabelle 2 aufgetiihrt

Tabelle 2: Schlachthof Pleuritis Evaluations System (SPES Score) nach
DOTTORI et al. (2007)

Score Charakter der Pleuritis
0 Abwesenheit einer Pleuritis

Ventro-kraniale Pleuritis: Verklebungen zwischen den Lungenlappen bzw. an den

L ventro-kranialen Spitzenlappen

1) Dorso-kaudale monolaterale fokale Lision
3 Bilaterale Lision vom Typ 2 oder dorso-kaudale monolaterale Lision>1/3 des
Hauptlappens
4 Ausgedehnte Lision auf beiden Hauptlappen (beide>1/3 betroften)
3.3.2.  Enzootische Pneumonie-ihnelnde Lisionen

Des  Weiteren  wurden  bei  denselben = Lungen  pathologisch-
anatomische Verinderungen des Lungenparenchyms durch das Madec Score-
System (MADEC & KOBISCH, 1982) beurteilt, wobei jeder der sieben
Lungenlappen nach Grad der Verdnderung einen Score zwischen null
(keine Verinderung) und vier (maximale Veridnderung) erhilt. Diese sieben
einzelnen Scores werden addiert, sodass eine Lunge einen Gesamtscore zwischen
null (keine Veridnderung) und 28 (maximale Verdnderung) erhilt. Eine

detaillierte Beschreibung ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Bewertungssystem fiir [EP-dhnelnde Lisionen betroffener
Lungenbereiche eines jeden Lungenlappens (MADEC & KOBISCH, 1982).

Score EP-idhnelnde Lision pro
Lungenlappen

Keine Lision
1-25%
26-50%
51-75%
76-100%

Rl —~] O

4. Probenanalyse

4.1. Molekularbiologische Untersuchung

Die von Betrieben A und Betrieb B aus den Buchten 1-8 zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gewonnen OFS wurden mittels einer konventionell erhiltlichen
APP qPCR (Actinobacillus pleuropneumiae qPCR test kit; BioCheck UR Ltd; Ascot;
Grofbritannien) (vgl. XI.2.) in einem Labor (Intervet International B.V;
Boxmeer; Niederlande) analysiert. Der Apx-DNA-Nachweis durch die qPCR ist
tir die Untersuchung von OFS validiert und die Primer der mulitplex qPCR
sind spezifisch fir Apx IV (FAM-Kanal), ApxI(Cy-5 Kanal) und
Apx III (Texas Red Kanal). Die jeweilige nachgewiesene DNA-Menge wird in
Logarithmus (log)i0 Kopien (c¢) pro Mikroliter (ul) (logio ¢/pul) angegeben.

4.2. Serologische Untersuchung
Die Stichblutproben wurden ebenfalls in einem Labor (Intervet International
B.V.; Boxmeer; Niederlande) untersucht. Antikorper gegen Apx IV wurden
durch einen kommerziell erhiltlichen APP-Apx IV Antikorper Test
(IDEXX® APP-ApxIV Ab Test; IDEXX® Laboratories Inc.; Westbrook, Maine;
US.A))  bestimmt und als Verhdltnis von  Probenergebnis zu
Positivkontrollergebnis in Prozent angegeben (S/P %). Werte>50% gelten als
positiv, Werte von<40% als negativ und Werte zwischen 40% und 50% werden
als fraglich eingestuft. Antikorper gegen Apx III-I und OMP wurden durch
einen Inhouse-ELISA (Inhouse-ELISA Apx I, II, III und OMP; Intervet
Inernational B.V.; Boxmeer; Niederlande) bestimmt, wobei die Ergebnisse als
2log Titer angegeben werden. Als positiv werden Ergebnisse grofler 2log 6,6

gewertet. Ein Validierungsbericht liegt nicht vor.
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5. Mastdauer

Von allen in der Studie einbezogenen Mastschweinen wurde die Mastdauer
ermittelt. Die mittlere Mastdauer wird als durchschnittlicher Zeitraum zwischen
dem Tag der Einstallung und Schlachttag berechnet. Vorzeitig ausgeschiedene

Tiere werden nicht berticksichtigt.

6. Statistik

Fiur die statistische Auswertung und die Erstellung von Diagrammen wurden
das Statistikprogramm IBM SPSS Statistics® (Version 26.0, IBM® SPSS Inc.,
Chicago, Illinois; USA) und das Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft
EXCEL® (Version 2016, Microsoft Office; USA) verwendet. Werte p<0,05

galten als statistisch signifikant. Der Konfidenzintervall betrug 0,95.

6.1. Deskriptive Statistik
Mittels deskriptiver Statistik wurden die Nachweise von Apx-DNA in OFS, die
Nachweise spezifischer Antikorper gegen Apx-Toxine und OMP in
Stichblutproben, die Beurteilung von Lungen am Schlachtband und die mittlere

Mastdauer beschrieben.

6.2. Statistische Analyse
Die fiir die statische Auswertung verwendeten Daten wurden mittels
Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung getestet. Bei nicht
normalverteilten Daten wurde mittels Mann-Whitney-U Test oder Spearman-

Rho Test eine statistische Analyse durchgetiihrt.

Es wurde tiberpriift, ob statistisch signifikante Zusammenhidnge zwischen
folgenden Variablen bestehen: die gesamt nachgewiesene Apx IV, III und I
(exkl. Apx I in Betrieb B) DNA-Menge in den OFS der verschiedenen Buchten
(unabhingige Variable) aus denen jeweils die Tiere stammten, dem SPES Score
(abhdngige Variable) wie auch andererseits der Linge der Mastdauer der
jeweiligen Tiere (abhidngige Variable). Diese Variablen werden in Tabelle 4

genauer definiert.
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Tabelle 4: Definition unabhingiger Variablen fiir die statistische Analyse
moglicher Zusammenhinge zwischen dem Vorkommen dieser Faktoren und der
Hohe der gesamt nachgewiesenen Apx IV, III und I (exkl. Apx I in Betrieb B)
DNA-Menge in OFS in den Buchten aus denen die Tiere kamen.

Abhingige Variable Definition

SPES Score SPES Score von Einzeltieren

SPES Score von Einzeltieren mit

SPES Score>0 pathologischen Verdnderungen

Mastdauer Mastdauer von Einzeltieren

Der Zusammenhang zwischen der Mastdauer (abhidngige Variable) von
Einzeltieren aus verschiedenen Buchten und dem mindestens einmaligen
Nachweis von Apx-DNA in OFS in den Buchten, aus denen die Tiere stammen
(positiv/ negativ; unabhingige Variable), wurde mittels Mann-Whitney-U Test
gepriift. Dies wurde lediglich fiir den Betrieb B fiir das Apx III Toxin
durchgefiihrt, da ansonsten in dem jeweiligen Betrieb Apx-Toxine einheitlich in

allen Buchten nachgewiesen bzw. nicht nachgewiesen wurde.

Ergidnzend zu den vorgenannten Analysen wurde auf eine mogliche Korrelation
zwischen der Liange der Mastdauer der Einzeltiere (abhidngige Variable) und der
Hohe der Lungenscores (SPES und Madec Score; unabhingige Variable) mittels
eines Spearman-Rho Testes untersucht. AnschlieBend wurde auf eine potenziell
vorliegende Assoziation zwischen dem Vorliegen von pathologischen
Verdnderungen an den beurteilten Lungen am Schlachtband (SPES>0 und
Madec Score>0; unabhingige Variable) und der Linge der Mastdauer bei
Einzeltieren (abhingige Variable) gepriift.
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IV. ERGEBNISSE

1. Oral fluid samples

Innerhalb der ersten Woche nach dem Einstallen wurden die OFS tdglich und
im weiteren Verlauf im zweiwochigen Abstand gewonnen. Eine zusitzliche
Probenentnahme fand in Betrieb A in Woche 4 nach der Einstallung statt. Eine
Ubersicht iiber die Anzahl der gewonnenen und auswertbaren OFS ist in Tabelle
5 abgebildet.

Tabelle 5: Anzahl gewonnener und auswertbarer OFS zu unterschiedlichen

Zeitpunkten in Betrieb A und Betrieb B (D=Tag nach der Einstallung, W=Woche
nach der Einstallung).

D W W W W W W W W W W

07 8 4 5 7 9 11 18 15 17 19 Summe
BetriebA 0 6 16 8 8 8 8 8 8 8 8 218
gewonnen
BetriebA )0 6 6 s s 8 8 8 8 8 8 217
auswertbar
Betrieb B
clie 128 16 - 16 16 16 16 14 8 - - 230
gewonnen
Betrieb B

128 16 - 16 16 16 16 14 8 - - 230
auswertbar

Ergebnisse molekularbiologischer Untersuchungen der oral
fluid samples

1.1. Apx-DNA in oral fluid samples auf Bestandsebene
Der DNA-Nachweis von Apx-Toxinen in OFS war in Betrieb A und Betrieb B
moglich.

A) Betrieb A
In Betrieb A konnte Apx IV DNA in OFS nachgewiesen werden. Des Weiteren
konnte Apx III und Apx I DNA in OFS detektiert werden.

B) Betrieb B
In Betrieb B konnte Apx IV und Apx III DNA in OFS nachgewiesen werden.
Die iiber den gesamten Untersuchungszeitraum nachgewiesenen Mengen an

DNA von Apx IV, IIT und I in OFS wurde jeweils fiir Betrieb A und Betrieb B
addiert und in der Abbildung 8 dargestellt.
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Gesamt nachgewiesene Gesamt nachgewiesene
Menge Apx-DNA in Betrieb A Menge Apx-DNA in Betrieb B
700 700
600 600
500 500
- 3
<400 5 400
2300 2300
200 200
100 I 100
: O ;
Apx IV Apx I Apx | Apx IV Apx Il Apx |

Abbildung 3: Summe der nachgewiesenen Mengen (log. ¢/pl) an Apx IV, III und I
DNA in OFS in Betrieb A und Betrieb B iiber

den gesamten
Untersuchungszeitraum.

1.2. Apx-DNA in oral fluid samples im zeitlichen Verlauf auf
Bestandsebene
Die mittleren Gehalte an Apx IV, IIT und I (exkl. Apx I in Betrieb B) DNA in

OFS an verschiedenen Zeitpunkten der Probengewinnung in Betrieb A und

Betrieb B sind in den Abbildungen 4-7 dargestellt.

Mittlere gesamt nachgewiesene Apx IV DNA in
OFS im zeitlichen Verlauf in Betrieb A

i il

D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 W3 W4 W5 W7 We W11W13w15W17w19

Zeit nach Einstallung
D=Tag; W=Woche

logygc/ul
o - ~n w
(8] - (8] r (8] w (8] E=Y

o

Abbildung 4: Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamt nachgewiesenen
Apx IV DNA in OFS zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Probengewinnung von
Schweinen in Betrieb A (n=16: DO-W4; n=8: W5-15; n=6: W17; n=3: W19).
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Mittlere gesamt nachgewiesene Apx |l DNA in
OFS im zeitlichen Verlauf in Betrieb A

SYaREER i“"iiii‘

O.’
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 W3 W4 W5 W7 W3 W11W13W15W17W19
Zeit nach Einstallung
D=Tag; W=Woche

logyg /Ml
= “I\J “LU
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Abbildung 5: Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamt nachgewiesenen
Apx III DNA in OFS zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Probengewinnung von
Schweinen in Betrieb A (n=16: D0O-W4; n=8: W5-15; n=6: W17; n=3: W19).

Mittlere gesamt nachgewiesene Apx | DNA in
OFS im zeitlichen Verlauf in Betrieb A

logygc/ul
o = L\] w
(8] - (8] r (8] w (8] E=Y

Ollll li llli I

D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 W3 W4 W5 W7 We W11W13w15W17w19

Zeit nach Einstallung
D= Tag; W= Woche

Abbildung 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamt nachgewiesenen
Apx I DNA in OFS zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Probengewinnung von
Schweinen in Betrieb A (n=16: D0O-W4; n=8: W5-15; n=6: W17; n=3: W19).
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Mittlere gesamt nachgewiesene Apx IV DNA in
OFS im zeitlichen Verlauf in Betrieb B

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 W3 W5 W7 W9 W11 W13 W15
Zeit nach Einstallung
D=Tage; W=Wochen

logygc/ul
o - ~n w
(8] - (8] r (8] w (8] E=Y

o

Abbildung 7: Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamt nachgewiesenen
Apx IV DNA in OFS zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Probengewinnung von
Schweinen in Betrieb B (n=16: DO-W11; n=14: W13; n=8: W15).

Mittlere gesamt nachgewiesene Apx |l DNA in
OFS im zeitlichen Verlauf in Betrieb B

FR Terey ﬁlia‘ai

Do D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 w3 ws W7 WS W11 W13 W15

Zeit nach Einstallung
D=Tage; W=Woche

Abbildung 8: Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamt nachgewiesenen
Apx III DNA in OFS zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Probengewinnung von
Schweinen in Betrieb B (n=16: DO-W11; n=14: W13; n=8: W15).
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1.3. Apx-DNA in oral fluid samples als Einzelproben
Die Nachweisrate (%) von Apx IV, III und I DNA aller ausgewerteten OFS in
Betrieb A und Betrieb B sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Nachweisrate (%) und absolute Nachweise (n) von Apx IV, III und I
DNA aller auswertbaren OFS in Betrieb A und Betrieb B.

Positive OFS Positive OFS
Betrieb A Betrieb B
% n % n
OFS gesamt 100 217 100 230
Apx IV 91,7 199 96,5 2929
ApX I1I 47,9 104 38,3 88
Apx | 19,4 42 0 0

1.4. Apx-DNA in oral fluid samples aller untersuchten Buchten
Jede Bucht stellte zu jedem Zeitpunkt der Probengewinnung ein eigenstindiges
Ergebnis dar. In Betrieb A war dabei zu berticksichtigen, dass am Ende der
Mastphase einige Buchten nicht mehr beprobt wurden, da die Tiere dieser
Buchten zu diesem Zeitpunkt bereits geschlachtet waren. Die Nachweisrate (%)
und die absoluten Nachweise (n) der Apx IV, III und I DNA aller untersuchten
Buchten in Betrieb A und Betrieb B werden in Tabelle 7 aufgelistet. Eine Bucht
wurde fiir ein Apx-Toxin zu einem Untersuchungszeitpunkt als positiv gewertet,

sofern bei mindestens einem OFS ein DNA-Nachweis gelang.

Tabelle 7: Nachweisrate (%) und absolute Nachweise (n) von Apx IV, III und I
DNA aller Buchten in OFS in Betrieb A und Betrieb B. Jede Bucht wird zu jedem
Zeitpunkt der Probengewinnung als eigenstindiges Ergebnis gewertet.

Positive Buchten Positive Buchten
Betrieb A Betrieb B
% n % n
Buchten gesamt 100 138 100 120
ApX IV 97,8 1385 100 120
Apx I 65,9 91 47,5 57

Apx I 29 5 31 0 0
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1.5. Apx-DNA in oral fluid samples verschiedener Buchten iiber im
Zeitverlauf

Die Nachweisrate (%) und die absoluten Nachweise (n) von Apx IV, III und I
DNA in OFS der einzelnen Buchten fiir alle Untersuchungszeitpunkte sind in
Tabelle 8 dargestellt. Die Anzahl der Probengewinnung variierte in Betrieb A,
da sich die maximale Mastdauer in den verschiedenen Buchten unterscheidet.
Eine Bucht wurde fiir ein Apx-Toxin zu einem Untersuchungszeitpunkt als
positiv gewertet, sofern bei mindestens einem OFS ein DNA-Nachweis gelang.
Tabelle 8: Nachweisrate (%) und absolute Nachweise (n) von Apx IV, III und I
DNA in OFS in verschiedenen Buchten iiber den gesamten Beprobungszeitraum in

Betrieb A und Betrieb B. Die Anzahl der Beprobungszeitpunkte variiert abhingig
von der maximalen Mastdauer.

Bucht 1 Bucht 2 Bucht 38 Bucht 4 Bucht 5 Bucht 6 Bucht7 Bucht 8

Apx  94,4%  94,1%  100%  93,8%  100% 100% 100% 100%
Iv (17/18) (16/17) (16/16) (15/16) (18/18) (17/17) (18/18) (18/18)

<

< Apx 77,8%  70,6%  56,3% @ 62,5%  66,7% = 647%  12,2%  55,6%

E I (14/18) (12/17) (9/16) (10/16) (12/18) (11/17) (18/18) (10/18)

D

R Apx 11,1%  17,7%  18,8% 6,3%  22,2%  853%  88,9%  27,8%

I (2/18)  (8/17) (8/16) (1/16) (4/18) (6/17) (7/18) (5/18)

Apx  100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

e« IV (18/15) (15/15) (15/15) (15/15) (15/15) (15/15) (15/15) (15/15)

S  Apx  933%  93,3%  86,7% 40% 0% 0% 0% 66,6%

5 11 (1a/15) (14/15) (18/15) (6/15) (0/15)  (0/15)  (0/15) (10/15)

L

m - Apx 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

I (0/15)  (0/15) (0/15) (0/15) (0/15) (0/15) (0/15)  (0/15)

Die Nachweise (n) von Apx IV, III und I (exkl. Apx I fiir Betrieb B) DNA in
verschiedenen Buchten zu den einzelnen Zeitpunkten der Probengewinnung sind
in den Abbildungen 9 und 10 fiir Betrieb A und in den Abbildungen 11 und 12
tiir Betrieb B abgebildet. Die nachgewiesenen DNA-Mengen an den einzelnen
Zeitpunkten der Probengewinnung sind dabei semiquantitativ durch Farbskalen
dargestellt. Zusitzlich sind fiir die Tage 0-7 und fiir den sonstigen
Beprobungszeitraum die mittleren nachgewiesenen Apx-DNA-Mengen der

einzelnen Buchten semiquantitativ dargestellt.

Die graphische Anordnung der Buchten ist an die im Betrieb vorhandenen
raumlichen Gegebenheiten angelehnt und soll veranschaulichen, wie die Buchten

zueinander liegen.

Apx IV DNA konnte in OFS, bis auf drei Ausnahmen in Betrieb A, dauerhaft in
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allen Buchten zu jedem Untersuchungszeitpunkt nachgewiesen werden. Der
Apx III DNA-Nachweis in OFS stellt sich in den verschiedenen Buchten in
Betrieb A und in Betrieb B diskontinuierlich dar. Lediglich drei Buchten blieben
in Betrieb B dauerhaft im Apx III DNA-Nachweis in OFS negativ. Apx I DNA
in OFS konnte in Betrieb A in allen Buchten detektiert werden. Ein dauerhafter
Nachweis von Apx III oder I DNA {iber alle Zeitpunkte der Probengewinnung

gelang in keiner Bucht.
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Nachgewiesene DNA-Menge von Apx IV, III und I in OFS je Bucht in Betrieb A

an den Tagen 0-7 nach Einstallung und deren Mittelwert

Zeit nach der Einstallung [Tag’]

Apx IV
Bucht

(e EN B Ne N Ie;¥

B | —

Apx III
Bucht

Apx I
Bucht

Apx IV Apx IIT Apx I
[logio c/ul] [logio c/pl7] [logio c/pl7]
(0] (6] o
<1 <1 <1
1-1,5 1-1,5 1-1,5
1,6-2 1,5-2

Abbildung 9: Nachgewiesene Apx IV, III und I DNA-Menge in OFS in
verschiedenen Buchten in Betrieb A an den Tagen 0-7 nach Einstallung und
jeweils deren Mittelwert. Die nachgewiesene DNA-Menge ist semiquantitativ
entsprechend der Farbskala dargestellt. Die Buchten 1-4 und 5-8 sind im Abteil
sowie graphisch sichtbar nebeneinander angeordnet. Zwischen den Buchten 1-4
und 5-8 befindet sich ein Mittelgang. Die Buchten 1+8; 2+7; 3+6 und 4+5 liegen
sich gegeniiber.
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Nachgewiesene DNA-Menge von Apx IV, III und I in OFS je Bucht in Betrieb A in

den Wochen 3-19 nach Einstallung und deren Mittelwert

Zeit nach der Einstallung [Wochen]

Apx IV
Bucht

Apx III
Bucht

Apx I
Bucht

Apx IV Apx III Apx [ Sonstiges
[logio ¢/pl7 | [logio ¢/pl] | [logio c¢/pl]
0 0 0 X [keine
<1 <1 <1 Probennahme

1-1,5 1-1,5 1-1,5
1,5-2 1,5-2

Abbildung 10: Nachgewiesene Apx IV, III und I DNA-Menge in OFS in
verschiedenen Buchten in Betrieb A in den Wochen 3-19 nach Einstallung und
jeweils deren Mittelwert. Die nachgewiesene DNA-Menge ist semiquantitativ
entsprechend der Farbskala dargestellt. Die Buchten 1-4 und 5-8 sind im Abteil,
sowie graphisch sichtbar nebeneinander angeordnet. Zwischen den Buchten 1-4

und 5-8 befindet sich ein Mittelgang. Die Buchten 1+8; 2+7; 3+6 und 4+5 liegen
sich gegeniiber.
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Nachgewiesene DNA-Menge von Apx IV und III in OFS je Bucht in Betrieb B an

den Tagen 0-7 nach Einstallung und deren Mittelwert

Zeit nach der Einstallung [Tagen’]

> |
| €
2l a
[
A
< =
e
< ~
Apx IV Apx III
[logio ¢/pl7 [logio ¢/pl]
0 (0]
<1 <1
1-1,5 1-1,5
1,5-2 1,5-2
Abbildung

11: Nachgewiesene Apx IV und III DNA-Menge in OFS in
verschiedenen Buchten in Betrieb B an den Tagen 0-7 nach Einstallung und
jeweils deren Mittelwert. Die nachgewiesene DNA-Menge ist semiquantitativ
entsprechend der Farbskala dargestellt. Die Buchten 1-4 und 5-8 sind im Abteil,
sowie graphisch sichtbar nebeneinander angeordnet. Zwischen den Buchten 1-4
und 5-8 befindet sich ein Mittelgang. Die Buchten 1+8; 2+7; 3+6 und 4+5 liegen
sich gegeniiber.
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Nachgewiesene DNA-Menge von Apx IV und III in OFS je Bucht in Betrieb B in

den Wochen 3-15 nach Einstallung und der Mittelwert

Zeit nach der Einstallung [Wochen]

W15

W 3-15

=12
2l =
2.
< as]
o}
e
< =
2.
<[ =[5
6
7
: I
Apx IV Apx IIT
[logio c/pl] [logio c/pl]
0 0
<1 <1

1-1,5

1-1,5

Abbildung 12: Nachgewiesene Apx IV und III DNA-Menge in OFS in
verschiedenen Buchten in Betrieb B in den Wochen 3-15 nach Einstallung und
jeweils deren Mittelwert. Die nachgewiesene DNA-Menge ist semiquantitativ
entsprechend der Farbskala dargestellt. Die Buchten 1-4 und 5-8 sind im Abteil,
sowie graphisch sichtbar nebeneinander angeordnet. Zwischen den Buchten 1-4
und 5-8 befindet sich ein Mittelgang. Die Buchten 1+8; 2+7; 3+6 und 4+5 liegen
sich gegeniiber.
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2. Nachweis spezifischer Antikorper gegen Apx IV-I und
OMP in Stichblutproben

Fir den Nachweis spezifischer Antikorper gegen Apx IV-I und gegen OMP
wurden  Stichblutproben untersucht. Hierfiir =~ wurden wihrend des
Schlachtvorganges 129 dem Betrieb A zuzurechnende und 155 dem Betrieb B
zuzurechnende Stichblutproben gewonnen. Die Stichblutproben koénnen
eindeutig Tieren einer Bucht zugeordnet werden, wie dies ist in Tabelle 9
dargestellt ist.

Tabelle 9: Anzahl der gewonnenen und den Buchten zuordenbare Stichblutproben

von Schweinen je Bucht aus Betrieb A und Betrieb B. Relativer Anteil der
gewonnenen Blutproben an den insgesamt geschlachteten Tieren pro Betrieb.

Bucht Anteil
Gesamt
Gesamt gewonnener
1 2 38 4 5 6 71 8 geschlachtete
Proben
o)
e
=< 16 16 18 18 20 18 17 11 129 183 70,6%
[P]
ea)
o)
B
5M 16 20 20 19 19 14 26 21 155 215 72,1%
[<P]
M

2.1. Nachweis spezifischer Antikorper auf Bestandsebene
Mittels ELISA konnten in Betrieb A und Betrieb B jeweils spezifische
Antikorper gegen Apx IV, III, II, I und OMP nachgewiesen werden. Der Median
der S/P Ratio des Apx IV wie auch die Mediane der Antikorpertiter gegen
Apx III, IT und I sowie gegen OMP sind in Tabelle 10 aufgetiihrt.
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Tabelle 10: Median der S/P Ratio % des Apx IV ELISA und Median der
Antikorpertiter gegen Apx III, II, I und OMP aus Stichblutproben von Schweinen
aus Betrieb A und Betrieb B. Zusitzlich Angaben: relative und absolute Anteile
der als positiv, negativ und als fraglich gewerteten ELISA-Werte

Betrieb A Betrieb B
ELISA Apx IV 0 9
[S/P Ratio%] S o
» 91,5% 94,2%
Positive Proben (118/129) (146/155)
' 5,4% 5,8%
Negative Proben (7/129) (9/155)
. 3,1%
Fragliche Proben (4/129) B
ELISA Apx III 11.2 10,2
[Titer 2log] ’ ,
— 100% 100%
Positive Proben (129/129) (155/155)
ELISA Apx II 12.9 18.8
[Titer 2log’] ’ ’
— 100% 100%
Positive Proben (129/129) (155/155)
ELISA Apx 1 12,5 10
[Titer 2log’] ’
— 100% 100%
Stostalve Hrolan (129/129) (155/155)
ELISA OMP 9.9 7,6
[Titer 2log] ’ ’
. 100% 97,42%
Positive Proben (129/129) (151/155)
' 2,6%
Negative Proben - (4/155)

2.2. Nachweis spezifischer Antikorper in verschiedenen Buchten
In allen Buchten in Betrieb A und Betrieb B konnten mittels ELISA spezifische
Antikorper gegen Apx [V-I und OMP nachgewiesen werden. Eine Ubersicht zu
der S/P Ratio des Apx IV ELISA sowie den gemessenen Antikorpertiter gegen
Apx III-I und OMP sind in Abbildung 13-18 dargestellt.
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A) Betrieb A

S/P Ratio des Apx IV ELISA von Stichblutproben- Betrieb A

Ll

1 2 3 4 5 53 7 8
Bucht

300

250

200

15

=]

SPin%

100

=]

5

=]

Abbildung 13: S/P Ratio % des Apx IV ELISA aus Stichblutproben von Schweinen
pro Bucht in Betrieb A.

Antikérpertiter gegen Apx lll und | in Stichblutproben- Betrieb A
EELISA APXII

(e

o
=]

X

Titer 2log

Bucht

Abbildung 14: Antikorpertiter gegen Apx III und Apx I aus Stichblutproben pro
Bucht in Betrieb A.
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Antikorpertiter gegen Apx Il und OMP in Stichblutproben- Betrieb A
WELISA APXI

14 ! ! o MELISA OMP
12 ! ° ' ' i
T o
[+]

o

g
N 10
B
° i
8

Bucht

Abbildung 15: Antikorpertiter gegen Apx II und OMP aus Stichblutproben pro
Bucht in Betrieb A.

B) Betrieb B

S/P Ratio des Apx IV von Stichblutproben- Betrieb B

1

1 2 3 4 5 5 7 8
Bucht

300

250 |
200 |
150 |
100 |
50 |

0

o

SPin%

o

o

Abbildung 16: S/P Ratio % des Apx IV ELISA aus Stichblutproben pro Bucht in
Betrieb B.
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Antikorpertiter gegen Apx Ill und | in Stichblutproben- Betrieb B

HELISA APX
Bucht

o0

Abbildung 17: Antikorpertiter gegen Apx III und Apx I aus Stichblutproben pro
Bucht in Betrieb B.

Antikérpertiter gegen Apx Il und OMP in Stichblutproben- Betrieb B
BELISA APXI

14 - ! MELISA OMP
12 B
o
[s]

*
[+]

*

o]
*

+#§;

Bucht

=)

Abbildung 18: Antikorpertiter gegen Apx II und OMP aus Stichblutproben pro
Bucht in Betrieb B.
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3. Ergebnisse Lungenbeurteilung

Am Schlachtband wurden von Schweinen aus Betrieb A 167 Lungen nach dem
SPES (DOTTORI et al, 2007) und Madec Score-System (MADEC &
KOBISCH, 1982) beurteilt. 149 dieser beurteilten Lungen konnten eindeutig den
Tieren unterschiedlicher Buchten zugeordnet werden. Aus Betrieb B wurden von
183 Schweinen die Lungen bewertet, wovon 179 beurteilte Lungen eindeutig
den Tieren unterschiedlicher Bucht zuzuordnen sind. Weitere Details zu der
Anzahl der Tiere aus den verschiedenen Buchten, deren Lungen am
Schlachtband beurteilt wurden, kénnen Tabelle 11 entnommen werden.

Tabelle 11: Anzahl beurteilter Lungen wihrend der Schlachttierkorper-
Untersuchung von Tieren aus Betrieb A und Betrieb B. Differenziert nach

Buchten und einer Bucht nicht zuordenbare Lungen. Relativer Anteil (%) an
gescorten Lungen von den insgesamt geschlachteten Tieren (n) pro Betrieb.

Bucht Nicht Gesamt Gesamt Anteil
1 2 8 4 5 6 7 g  zuordenbar beurteilt geschlachtetbeurteilt

21 22 18 19 20 15 18 16 18 167 183 91,3%

21 21 22 24 21 22 25 22 b 183 215 85,1%

Betrieb B | Betrieb A

3.1. Lungenbeurteilung nach dem Schlachthof Pleuritis Evaluations

System

A) Betrieb A
Bei 7,2% (12/167) der beurteilten Lungen wurde eine Pleuritis festgestellt.
Dabei handelt es sich in 58,3% (7/12) der Fille um kraniale Pleuritiden vom
Grad SPES 1 und in 41,7% (5/12) der Fille um dorso-kraniale Pleuritiden vom
Grad SPES>2. Die SPES Scores der einzelnen Buchten sind vergleichend in
Abbildung 19 und in den Tabellen 12 und 13 dargestellt.

B) Betrieb B
Eine Pleuritis wurde bei 7,7% (14/183) der beurteilten Lungen vorgefunden. Es
handelte sich dabei in 64,3% (9/14) der Fille um eine kraniale Pleuritis vom
Grad SPES 1 und in 385,7% (5/14) der Pleuritiden um eine dorso-kraniale
Pleuritis vom Grad SPES>2. Eine Darstellung dieser Ergebnisse ist in
Abbildung 19 sowie in den Tabellen 12 und 13 enthalten.
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Tabelle 12: Absolute (n) und relative (%) Anzahl an Pleuritiden der beurteilten

Lungen von Schweinen aus Betrieb A und Betrieb B.

Betrieb A Betrieb B

% n % n
Lungen gesamt 100% 167 100% 183
Pleuritis gesamt 7,2% 12 7,7% 14
Pleuritis Grad SPES 1 4,2% 7 4,9% 9
Pleuritis Grad SPES 2 0,6% 1 1,6% 3
Pleuritis Grad SPES 3 0,6% 1 0,5% 2
Pleuritis Grad SPES 4 1,8% 38 0,5% 2

SPES Mittelwerte

3,5

2,5

SPES-Wert

1,5

Bucht

H Betrieb A M Betrieb B

: }lzlﬁl% L lll &l:’-

Abbildung 19: Mittlerer SPES-Score und Standardabweichung fiir beurteilte
Lungen von Tieren aus den verschiedenen Buchten aus Betrieb A und Betrieb B.
(Bucht 0 - konnte keiner Bucht eindeutig zugeordnet werden).
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Tabelle 13: Verteilung der SPES Score Werte der beurteilten Lungen in den
einzelnen Buchten fiir Betrieb A und Betrieb B.

Bucht Nicht
zuordenbar

Pleuritis Grad SPES0O 21 21 15 18 17 15 16 16 16

<¢ Pleuritis Grad SPES 1 3 3 1
2 Pleuritis Grad SPES 2 1
~ Pleuritis Grad SPES 3 1

Pleuritis Grad SPES 4 2 1

Pleuritis Grad SPESO 920 19 19 24 21 20 21 21 4

/M Pleuritis Grad SPES 1 1 2 1 38 1 1
-_“g Pleuritis Grad SPES 2 1
E Pleuritis Grad SPES 3 1

Pleuritis Grad SPES 4 1 1 1

3.2. Lungenbeurteilung nach dem Madec Score

A) Betrieb A

Von den 167 untersuchten Lungen konnten 166 (99,4%) nach dem Madec Score
bewertet werden. Die Lungen aus Betrieb A besaflen im Mittel einen Madec
Score  von 2,3 (Minimum (Min.): 0, Maximum (Max.): 14,
Standardabweichung (SD): 2,9). Bei 65% der evaluierten Lungen war der Madec
Score>1. Weitere Details sind in Abbildung 20 aufgefiihrt. Unterschiedliche
Ausprédgungen des Madec Scores zwischen Tieren aus verschiedenen Buchten

sind in Abbildung 21 dargestellt.
B) Betrieb B

Bei 180 der 183 (98,4%) untersuchten Lungen konnte ein Madec Score bestimmt
werden. Die gescorten Lungen aus dem Betrieb B hatten im Mittel einen Madec
Score von 2,2 (Min.: 0, Max.: 12, SD: 2,39). Ein Madec Score von >1 war bei
75% der Lungen vorzufinden. Weitere Details sind in Abbildung 20 dargestellt.
In Abbildung 21 ist der Madec Score den Tiergruppen aus Betrieb B

zugeordnet.
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relativer Anteil der Hohe des Madec Scores von
beurteilten Lungen aus Betrieb A und Betrieb B

40
35
30
25
20

15
0 II IIII IIII | 0 | IIII W WW___ —
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1

0 11 12 13 14

Anteil [%]

o

Madec Score

B Betrieb A M Betrieb B

Abbildung 20: relativer Anteil (%) der Hohe des Madec Scores der beurteilten
Lungen von Schweinen aus Betrieb A und Betrieb B.

Madec Score in Betrieb A und Betrieb B

14 *
M Betrich A
* .
EBetrieb B
12 o *
o
10 * * * o]

Madec score

Abbildung 21: Madec Score der beurteilten Lungen von Tieren aus Betrieb A und
Betrieb B aufgeteilt nach verschiedenen Buchten.

(Bucht 0 - konnte keiner Bucht zugeordnet werden).
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4. Mastdauer
A) Betrieb A

Die mittlere Mastdauer aller Schweine aus Betrieb A betrug 115,4 Tage
(Min.: 105 Tage, Max.: 149 Tage, SD: 10,1 Tage). Die mittleren Mastdauern der
Schweine aus den verschiedenen Buchten koénnen Abbildung 22 entnommen

werden.
B) Betrieb B

Die Schweine aus Betrieb B hatten eine mittlere Mastdauer von 100,3 Tagen
(Min.: 86 Tage, Max.: 114 Tage, SD: 9,19 Tage). Details zu den einzelnen
Buchten sind in Abbildung 22 aufgefiihrt.

Mittlere Mastdauer

M Betrieb A M Betrieb B

ﬁhﬁﬁhhhﬁ

Bucht

125

11

%]

10

Mastdauer in Tagen
(]

o
[5]

85

Abbildung 22: Mittlere Mastdauer von Schweinen aus Betrieb A und Betrieb B in
verschiedenen Buchten und deren Standardabweichung.
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5. Ubereinstimmung der verschiedenen verwendeten

Methoden der APP-Diagnostik

Im Folgenden wird die methodologische Ubereinstimmung zwischen dem
Nachweis von Apx IV, III und IDNA in OFS und dem Nachweis von
Antikorpern gegen das entsprechende Apx-Toxin fiir Betrieb A und Betrieb B in
verschiedenen Buchten dargestellt. Eine Bucht wird fiir den Apx-Nachweis als
positiv gewertet, sofern einmalig Antikérper gegen das jeweilige Apx-Toxin in
einer Stichblutprobe oder Apx-DNA in OFS nachgewiesen wurde. In Abbildung
23 ist das MaB der Ubereinstimmung qualitativ dargestellt.

Apx IV Apx III Apx |
[ Bucht | Antikorper [ DNA Antikorper [  DNA Antikorper [ DNA
1
2
< 3
o | 4
QL
£ [5
= |6
7
8
1
2
0 3
<o | 4
Qv
E
2|6
7
8
Apx-Nachweis positiv negativ
Apx IV
Apx III
Apx |

Abbildung 23: Qualitative Ubereinstimmung des Nachweises von Apx-DNA in
OFS und von Antikérpern gegen das jeweilige Apx-Toxin fiir verschiedene
Buchten in Betrieb A und Betrieb B.
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6. Statistische Auswertung

6.1. Zusammenhang zwischen Apx-DNA in oral fluid samples und dem
Ergebnis des Schlachthof Pleuritis Evaluations System

Mittels Korrelation nach Spearman wurde untersucht, ob die gesamt
gemessenen Apx IV, III und I (exkl. Apx I in Betrieb B) DNA-Mengen in OFS
aus verschiedenen Buchten und die Hohe des SPES Scores bei den am
Schlachtband beurteilten Lungen von Schweinen aus Betrieb A und Betrieb B
miteinander korrelieren. Dabei konnte keine Korrelation zwischen der gesamt
gemessenen Apx-DNA in OFS aus den verschiedenen Buchten und der Hohe des
SPES Scores festgestellt werden.

Des Weiteren gibt es keine Assoziation zwischen der gesamt gemessenen Apx-
DNA in OFS aus den verschiedenen Buchten und dem Vorkommen von
pathologischen = Verdnderungen an beurteilten Lungen (SPES>0) am
Schlachtband.

6.2. Zusammenhang zwischen der in oral fluid samples nachgewiesen
Apx-DNA und Linge der Mastdauer
Im folgenden Abschnitt wird der Zusammenhang zwischen dem Nachweis von

Apx-DNA in OFS und der Linge der Mastdauer analysiert.

6.2.1.  Zusammenhang zwischen der gemessenen Apx-DNA-Menge in
oral fluid samples und der Linge der Mastdauer
Zwischen der Hohe der gesamt nachgewiesenen Apx IV DNA in OFS in
verschiedenen Buchten und der Linge der Mastdauer von Tieren aus diesen
Buchten besteht in Betrieb B eine signifikante Korrelation (p<0,01; r=0,204).
Des Weiteren gab es eine signifikante Korrelation zwischen der Hohe der
insgesamt detektierten Apx III DNA-Menge in OFS in verschiedenen Buchten
und der Linge der Mastdauer von Tieren aus diesen Buchten in Betrieb A
(p<0,01; r=0,284) und Betrieb B (p<0,01; r=0,248). In Betrieb A bestand
zwischen der gesamt gemessenen Apx I DNA-Menge in OFS in verschiedenen
Buchten und der Linge der Mastdauer von Tieren aus diesen Buchten eine

signifikante Korrelation (p<0,01; r=0,262).
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6.2.2.  Assoziationen zwischen dem Nachweis von Apx-DNA in oral fluid
samples aus positiven Buchten und der Linge der Mastdauer
Mittels Mann-Whitney-U-Test konnte in Betrieb B ein signifikanter
Zusammenhang (p<0,001) zwischen dem Nachweis von Apx III DNA in OFS
und der Linge der mittleren Mastdauer ermittelt werden. Es zeigte sich, dass die
mittlere Mastdauer von Tieren, die aus Buchten kamen, in denen APX III DNA
in OFS detektiert wurde (102,39 Tage, Min. 86 Tage, Max. 114 Tage, SD 9,12
Tage), signifikant tiber der mittleren Mastdauer von Tieren lag, die aus Buchten
stammten, in denen iiber den gesamten Untersuchungszeitraum keine Apx III
DNA in OFS nachgewiesen wurde (96,76 Tage, Min. 86 Tage, Max. 114 Tage,
SD 8,57 Tage). Der Unterschied der mittleren Mastdauer zwischen den beiden

Gruppen betrug 5,6 Tage und ist graphisch in Abbildung 23 dargestellt.

Weitere Assoziationen wurden nicht durchgefiihrt, da in beiden Betrieben der
Apx-Toxin Nachweis einheitlich in allen Buchten moglich war bzw. nicht

moglich war.
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Abbildung 24: Verinderung der relativen Tieranzahl iiber die gesamte Mastdauer
in Betrieb B. Einteilung in Tiere, die aus Apx III DNA in OFS negativen Buchten
stammen und Tiere, die aus Apx III DNA in OFS positiven Buchten stammen.
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6.3. Zusammenhang zwischen den Lungenscores und der Mastdauer
Festgestellte Zusammenhinge zwischen der Hohe des Lungenscores (SPES und

Madec Score) und der Liange der Mastdauer werden im Folgenden dargestellt.

Mit Hilfe des Spearman-Rho Tests wurde festgestellt, dass die Hohe des Madec
Scores bei beurteilten Lungen von Schweinen aus Betrieb B signifikant (p<0,05,
r=0,194) mit der Mastdauer korreliert. Es zeigte sich, dass je hoher der Madec

Score war, desto linger war die Mastdauer in Betrieb B.

Weitere Zusammenhinge zwischen dem Madec oder SPES Score und Mastdauer

konnten in der vorliegenden Studie nicht festgestellt werden.
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V. DISKUSSION

1. Apx IV DNA-Nachweis in oral fluid samples

Der direkte APP-Nachweis ist bisher durch aufwendige invasive Methoden wie
Nasentupfer, BALF oder Tonsillenkratzproben am lebenden Tier moglich
(SAVOYE et al,, 2000; TOBIAS et al., 2012). In der vorliegenden Studie gelang
es, Apx IV DNA unter Feldbedingungen in zwei konventionellen Mastbetrieben
in OFS nachzuweisen. Es handelt sich hierbei um einen speziesspezitischen
APP-Nachweis, da das Toxin ausschlieBlich von APP in vivo gebildet wird
(SCHALLER et al.,, 1999). Der APP-Nachweis in OFS mittels einer PCR gelang
bereits in vorherigen Studien sowohl unter experimentellen Bedingungen
(COSTA et al, 2012; DRON et al, 2012) als auch unter Feldbedingungen
(CHEONG et al, 2017). Das fur die vorliegende Studie geltende
Einschlusskriterium der Versuchsbetriebe war, dass APP in vorherigen
Mastdurchgéingen bereits nachgewiesen wurde. Aus diesem Grund war zu

erwarten, dass in beiden Betrieben Apx IV DNA nachgewiesen wird.

In der vorliegenden Studie konnten in Betrieb A in 91,7% (199/217) und in
Betrieb B in 96,5% (222/230) der untersuchten OFS Apx IV DNA nachgewiesen
werden. Die Nachweisrate von APP-DNA in OFS ist in der vorliegenden Arbeit
deutlich hoher als bei experimentell infizierten Tieren (COSTA et al.,, 2012),
denn bei diesen wurde lediglich in 6,1% (3/49) der untersuchten OFS APP-DNA
detektiert. Des Weiteren gelang in einer koreanischen Querschnittsstudie unter
Feldbedingungen der APP-DNA-Nachweis bei 24,8% (53/214) der beprobten
OFS (CHEONG et al,, 2017). Der APP-Nachweis war dariiber hinaus in einer
bekanntermalen mit APP ST 1 und 7 subklinisch infizierten australischen Herde
moglich. Im Rahmen dieser Studie wurde bei 4% (1/25) der von Einzeltieren
gewonnen OFS APP-DNA detektiert (DRON et al., 2012). Allerdings vermuten
die Autoren, dass es sich bel dieser Detektion um eine Kontamination handelt, da
bei diesem Tier weder in einer Tonsillenkratzprobe APP-DNA nachgewiesen

wurde, noch in einer Blutprobe Antikorper gegen Apx IV detektiert wurden.

Die Anwesenheit unterschiedlicher APP ST bel den untersuchten Schweinen
konnte einen Einfluss auf die Nachweisrate von APP-DNA in OFS haben und
mitverantwortlich fiir die wesentlich hoheren Nachweisraten von APP-DNA in

OFS in der vorliegenden Studie, verglichen mit den oben genannten Studien,
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sein. In der Literatur sind verschiedene Ortsspezifititen fiir unterschiedliche
APP ST beschrieben (BELANGER et al., 1990). Daher wire es moglich, dass
sich die APP-DNA der verschiedenen APP ST nicht gleichermallen gut in den
OFS nachweisen lassen. Dies konnte ursichlich fiir die unterschiedlich hohen

Nachweisraten von APP-DNA in OFS sein.

Die im Vortfeld der eigenen Studie nachgewiesenen APP ST sind diesbeziiglich
von besonderem Interesse. In Betrieb A wurden die APP ST 1, 9 und 11 und in
Betrieb B die APP ST 3, 6, 8 und 7 nachgewiesen. Es ist somit anzunehmen, dass
die in der australischen Studie im Vorhinein festgestellten APP ST 1 und 7
durch die in der vorliegenden Studie vorkommenden APP ST vertreten waren.
Mit der hier dargestellten Untersuchung gelang im Gegensatz zur australischen
Studie in beiden Betrieben der Nachweis von APP-DNA in tiber 90% der OFS.
Auch bei den experimentell infizierten Tieren von COSTA et al. (2012) gelang
der APP-DNA-Nachweis in OFS bei Tieren, die mit den APP ST 8, 7 und 10
infiziert waren. Hingegen war der Nachweis von APP-DNA in OFS bei Tieren,
die mit den APP ST 1 und 15 infiziert waren, nicht moglich (COSTA et al,

2012).

Welche APP ST in der australischen und in der vorliegenden Studie zum
Zeitpunkt der Probengewinnung tatsédchlich nachgewiesen wurden, ist nicht
bekannt (DRON et al,, 2012). Es ist jedoch zu beachten, dass es sich bei der
vorliegenden Studie um eine Feldstudie in konventionellen Mastbetrieben
handelt. Haufig kommen mehrere APP ST gleichzeitig in Mastbestinden vor
(GOTTSCHALK, 2019). Anhand des nachgewiesenen Apx-Toxin-Musters in
Betrieb A (Apx IV, III und I) und in Betrieb B (Apx IV, III) ist anzunehmen, dass
auch weitere APP ST in Betrieb A vorkommen, da die APP ST 1, 9 und 11 das
Toxin-Muster Apx IV, II und I besitzen (BECK et al., 1994). In Betrieb B wird
hingegen von den APP ST 3, 6 und 8 das Toxin-Muster Apx IV, III und IT und
von dem APP ST 7 das Toxin-Muster Apx IV und II sezerniert und passt somit
mit dem in den OFS nachgewiesenem Apx-Toxin-Muster tiberein. Alternativ
wire es indes moglich, dass andere Bakterien die Apx III oder Apx I Toxine
sezernieren. Anhand des Apx-Toxin-Musters ist es nicht moglich, das exakte
Vorkommen der APP ST in einem Bestand zu identifizieren (BECK et al., 1994
SCHALLER et al., 2000; KUHNERT et al., 2005).

Falls sich einige APP ST nur schlecht oder gar nicht in OFS nachweisen lassen,

hitte dies zur Folge, dass Monitoringprogramme und Screenings mittels des
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Nachweises von APP-DNA in OFS nur eingeschrinkt moglich sind. Die
Herleitung verldsslicher Aussagen iiber den Einfluss der APP ST auf die
Nachweisrate von APP-DNA in OFS bleibt kiinftigen Forschungsarbeiten

vorbehalten.

Die verwendete Methodik zur Fiithrung des Nachweises von APP-DNA in OFS
hat einen moglichen Einfluss auf die Nachweisrate von APP-DNA in OFS. In
der vorliegenden Studie wurde eine fiir OFS validierte, konventionell erhiltliche
qPCR, basierend aut dem FAM Channel des Apx IV Toxin, genutzt. Sowohl die
Sensitivitdt als auch die Spezifitit werden vom Hersteller mit mehr als 99%
angegeben (vgl. XI.3.). Hingegen wurde sowohl in der australischen als auch in
der koreanischen Studie eine omlA PCR mit einem Primer, der auf eine
Gensequenz des omlA zielt, verwendet (GRAM & AHRENS, 1998; DRON et al.,
2012; CHEONG et al,, 2017). Bei den experimentell infizierten Tieren von
COSTA et al. (2012) wurde eine PCR des ,Minnesota Veterinary Diagnostic

Laboratory” genutzt, welche nicht weiter beschrieben ist.

In einer vergleichenden Studie wurde die Sensitivitit fiir eine Apx IV PCR und
tiir eine omlA PCR bei Tonsillenkratzproben bestimmt. Dies ist von besonderem
Interesse, da eine Apx IV PCR in der vorliegenden Studie und eine omlA PCR in
anderen Studien verwendet wurde. In diesen Studien fielen die APP-DNA-
Nachweisraten in OFS deutlich niedriger aus als in der vorliegenden Studie. Die
Nachweisgrenze von APP  liegt bei der Apx IV PCR mit
3,6x10? koloniebildende Einheiten (KbE)/ g Tonsille iiber der Sensitivitit der
omlA PCR mit 4 x10* KbE/g Tonsille. Die Spezifitit wird fiir beide PCRs mit
100% beschrieben (FITTIPALDI et al., 2003). Die genannte Studie zeigt, dass
die Sensitivitdt einer Apx IV PCR hoher ist als die einer omlA PCR. Dariiber
hinaus wurde die Nachweisgrenze von APP in OFS mittels einer omlA PCR
bestimmt. Dabei konnte die APP-Konzentration von 1,26 x 10* KbE/ml in
reinen OFS und 1,26 x 10° KbE/ml in OFS, die mit einem Verdiinnungsmittel
homogenisiert wurden, detektiert werden (DRON et al., 2012). Des Weiteren
wurde gezeigt, dass der Apx IV DNA-Nachweis in Tonsillenkratzproben bei
experimentell infizierten Tieren bei 98,2% (56/57) liegt. Eine ebenfalls hohe
Nachweisrate von 95,5% (42/44) wurde bei denselben Tieren mit Nasentupfern
erreicht (TOBIAS et al., 2012). Bei einem Vergleich mit den Nachweisraten der
OFS in der vorliegenden Studie ist zu beachten, dass es sich bei den

Tonsillenkratzproben und den Nasentupfern um Einzeltierproben handelt.
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Anhand der vorliegenden Studie kann nicht bewertet werden, wie hoch die
Sensitivitit und Spezifitit der OFS fiir Apx IV DNA sind, da es keine
dahingehenden Referenzwerte gibt, ob die Tiere zu dem jeweiligen

Untersuchungszeitpunkt Apx-DNA sezerniert haben.

Der Gebrauch von unterschiedlichen PCR Kits hat moglicherweise einen
Einfluss auf die Nachweisrate der APP-DNA von OFS. Dieser Sachverhalt
miisste in einer vergleichenden Studie fiir die verschiedenen PCR Kits im
Vergleich zu Tonsillenkratzproben analysiert werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde indes eine hohe Nachweisrate von Apx IV DNA mittels einer
Apx IV qPCR erreicht, die sich fiir den Apx IV DNA-Nachweis in OFS eignet

und daher unter Feldbedingungen verwendet werden kann.

Der fritheste bisher beschriebene Nachweis von APP-DNA in OFS gelang bei
experimentell mit dem APP ST 3 infizierten Tieren einen Tag p. inf. (COSTA et
al.,, 2012). In der vorliegenden Studie war der Nachweis von Apx IV DNA in
OFS in Betrieb A und in Betrieb B am Tag der Einstallung bereits in allen
Buchten moglich. Der Apx IV DNA-Nachweis in OFS gelang, auller an drei
Untersuchungszeitpunkten, dauerhaft in allen Buchten. Zu diesen drei
Zeitpunkten wurde in Betrieb A jeweils in einer Bucht keine Apx IV DNA
nachgewiesen. Bemerkenswert ist, dass in Betrieb B zu jedem Zeitpunkt der
Probengewinnung in jeder Bucht Apx IV DNA nachgewiesen wurde.
Dahingegen gelang der Nachweis von APP-DNA in OFS bei den experimentell
infizierten Tieren von COSTA et al. (2012) lediglich in drei verschiedenen
Tiergruppen jeweils nur einmal, obwohl in dem Versuch ein wochentliches
Intervall zur Probengewinnung gewihlt wurde (COSTA et al, 2012). Des
Weiteren wurde in einer Querschnittsstudie von 56 Betrieben in vier
verschiedenen Altersgruppen in lediglich 24,8% der untersuchten OFS APP-
DNA nachgewiesen (CHEONG et al., 2017).

In der vorliegenden Studie gab es eine engmaschige Probengewinnung. Zu
jedem Zeitpunkt der Probengewinnung wurden sdmtliche Buchten untersucht.
Waren die Buchten in Betrieb A oder in Betrieb B mit mehr als 25 Tiere beleget,
so wurden in diesen Fillen zwei OFS pro Bucht gewonnen. Bei der
Analyse der OFS zeigte sich, dass Apx IV DNA in OFS zu einzelnen
Untersuchungszeitpunkten in einzelnen Buchten nicht nachweisbar war. In
Buchten, in denen zwei OFS zu einem Zeitpunkt der Probengewinnung

gewonnen wurden, kam es vor, dass nur in einem der beiden OFS Apx IV DNA
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detektiert wurde. Es ist bekannt, dass der Nachweis von APP ST nicht
kontinuierlich moglich ist, daher wird empfohlen, eine Beprobung zu
verschiedenen Zeitpunkten durchzutiihren (CHIERS et al., 2002b). So wurde es
in der vorliegenden Studie gehandhabt. Zusitzlich konnte mit Hilfe der
Untersuchung von Stichblutproben gezeigt werden, dass weder alle Tiere in
Betrieb A (91,56%) noch in Betrieb B (94,2%) Antikorper gegen Apx IV
aufwiesen. Diese Tiere waren entweder nicht infiziert oder zeigten aut Grund
einer fehlenden Lungenbesiedlung keine Serokonversion (CHIERS et al., 2002b).
Dass sich nicht alle Tiere mit APP infizieren oder es zumindest zu keiner
Serokonversion mit Antikoérpern gegen Apx IV kommt, ist bekannt (MEYNS et
al.,, 2011; MERIALDI et al., 2012; TOBIAS et al.,, 2014). Hinzu kommt, dass
dominante Tiere lingere Zeit die Kaustricke manipulieren, wohingegen weniger
dominante, kranke bzw. apathische Tiere einen geringeren Antrieb aufweisen,
Kontakt mit einem oder sogar beiden Kaustricken aufzunehmen. Daher besteht
die Gefahr, diese Tiere in der Probe nicht zu erfassen (DRON et al.,, 2012). Es
bleibt festzuhalten, dass nicht alle Tiere in der Zeit von 25 Minuten mit beiden
Kaustricken interagieren und deshalb nicht bei allen Tieren dauerhatt APP
nachgewiesen werden kann. Des Weiteren waren wahrscheinlich nicht alle Tiere
mit APP infiziert. Diese Tatsachen scheinen fiir das Phinomen verantwortlich
zu sein, dass nur In einem von zwel OFS aus derselben Bucht zum selben
Zeitpunkt der Probengewinnung Apx IV DNA nachgewiesen wurde (CHIERS et
al., 2002b; MEYNS et al, 2011; COSTA et al., 2012; DRON et al., 2012;
TOBIAS et al., 2014). Weiterhin ist nicht auszuschlieBen, dass es sich um falsch-
negative Apx IV Ergebnisse handelt, da die Sensitivitdt von mehr als 99% einen
kleinen, aber dennoch moglichen Fehleranteil zuldsst (vgl. XI.3.; CANNON,
1982).

Der Nachweis von Apx IV DNA in OFS war in der vorliegenden Studie nahezu
durchgehend in den verschiedenen Buchten moglich und eignet sich daher fiir
Monitoringprogramme und Screenings. Auf Grund dessen weist eine
engmaschige Probengewinnung von OFS fiir den Apx IV DNA-Nachweis keine
nennenswerten Vorteile gegeniiber einer einmaligen Beprobung auf. Auf der
Basis der vorliegenden Ergebnisse wiirde dementsprechend die einmalige
Beprobung einer gesamten Tiergruppe ausreichen, um ein aussagekriftiges
Ergebnis dariiber zu erhalten, ob die Tiere eines Bestandes mit APP infiziert

sind.
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2. Apx III und I DNA-Nachweis in oral fluid samples

In der vorliegenden Studie wurden die OFS neben Apx IV auf die Toxine
Apx IIT und I getestet. Das Apx II Toxin wurde nicht beriicksichtigt, da es in
der verwendeten, fiir OFS validierten und konventionell erhiltlichen APP qPCR

nicht integriert war.

Der Nachweis von Apx III DNA in OFS gelang in Betrieb A bei 47,9%
(104/217) und in Betrieb B bei 388,3% (88/230) der untersuchten OFS.
Apx I DNA in OFS konnte in Betrieb A bei 19,4% (42/217) der analysierten
OF'S detektiert werden. In keiner bisher bekannten Feldstudie wurde der Apx III
und I DNA-Nachweis in OFS erbracht.

Interessant ist der Nachweis der weiteren Apx-Toxine neben Apx IV, da die
Expression der Apx-Toxine der maf3gebliche Einflussfaktor auf die Pathogenitit
der APP ST ist (BOSSE et al., 2002). Das Apx-Genprofil kann als Indikator fiir
den Grad der Virulenz eines jeweiligen APP ST verwendet werden (BECK et al.,
1994). Apx III besitzt keine haemolytischen, dafiir jedoch stark zytotoxische
Eigenschaften. Apx II wird als moderat virulent mit schwach haemolytischen
und mibig zytotoxischen Eigenschaften beschrieben. Apx I hingegen gilt als
hoch virulent mit stark haemolytischen und zytotoxischen Eigenschaften

(KAMP et al,, 1991; FREY et al,, 1993; KAMP et al., 1997).

Der Nachweis von Apx III DNA in OFS gelang in beiden Betrieben bereits am
Tag der Einstallung und war danach kontinuierlich bei jeder Probengewinnung

in mindestens einer Bucht moglich.

Apx I DNA wurde ausschlieBlich in Betrieb A detektiert. Das Vorhandensein
von Apx I DNA in OFS wurde ebenfalls bereits an dem Tag der Einstallung

nachgewiesen, jedoch wurde das Toxin in OFS nicht dauerhaft identifiziert.

In der vorliegenden Studie lie sich Apx III und Apx I DNA in OFS nicht
permanent in den einzelnen Buchten detektieren. Die Untersuchungen von zwei
OFS derselben Bucht, die zum selben Zeitpunkt genommen wurden, weisen
hédufig unterschiedliche Ergebnisse auf. Die Ursache dieses Phdanomens ist darauf
zuriickzufiihren, dass einerseits die Tiere nicht konstant Apx-Toxine sezernieren
und ist andererseits im Explorationsverhalten der einzelnen Tiere begriindet
(CHIERS et al., 2002b; DRON et al., 2012). Dieser Zusammenhang wird in
Kapitel V.1. ,Apx IV DNA-Nachweis in oral fluid samples” genauer beschrieben.
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In Betrieb B wird tiber den gesamten Zeitraum der Probengewinnung in drei
Buchten keine Apx III DNA in OFS nachgewiesen. Dies ldsst vermuten, dass
kein Tier aus diesen Buchten das Toxin sezerniert hat. Andererseits ist es
moglich, dass Apx III DNA in OFS in diesen Buchten zwar vorkam, aber nicht
bei der Probengewinnung detektiert wurde, da es genau zu diesen
Zeitpunkten nicht vorhanden war (CHIERS et al, 2002b; DEL POZO
SACRISTAN et al, 2014). Dem ist entgegen zuhalten, dass das
Beprobungsintervall in der vorliegenden Studie engmaschig gewihlt wurde und
dariiber hinaus der Stichprobenumfang hoch war (CANNON, 1982). In allen
anderen Buchten in Betrieb A und Betrieb B lieB sich Apx III DNA in OFS
nachweisen. Des Weiteren gelang in den drei eingangs dieses Abschnitts
angesprochenen Buchten dauerhaft der Nachweis von Apx IV DNA in OFS.
Dass die Spezifitat der Apx III PCR zu niedrig ist und daher die Apx III DNA in
diesen Buchten nicht richtig erkannt wurde, ist unwahrscheinlich, da in
Betrieb A und in den anderen fiint Buchten des Betriebs B der Nachweis von
Apx II' DNA in OFS erbracht werden konnte. Ebenfalls erscheint es
unwahrscheinlich, dass die Spezifitit der Apx III PCR zu niedrig ist, da sich bei
der Validierung der Apx III PCR fiir OFS sowohl eine Sensitivitét als auch eine
Spezifitit von mehr als 99% ergeben hat (vgl. XI.3.). Bereits in vorherigen
Studien konnte mittels einer multiplex PCR (APX III-I) zur APP ST
Differenzierung in 96% der Fidlle das richtige Apx-Toxin-Muster von
Tonsillenkratzproben identifiziert werden (GRAM et al., 2000).

In allen Stichblutproben konnten von Tieren, die aus den drei oben genannten
Buchten stammten und in denen keine Apx III DNA in OFS nachgewiesen
wurde, Antikorper gegen Apx III detektiert werden. Diese Antikorpergehalte
aus Stichblutproben gegen Apx III erscheinen nicht schliissig und konnten
talsch-positive Ergebnisse sein. Ein Antikorpernachweis in 100% der
Stichblutproben wiirde bedeuten, dass der Nachweis von Apx III DNA in den
OFS zu den Zeitpunkten der Probengewinnung in den drei Buchten nicht
gelang. Es waren somit die falschen Zeitpunkte der Probengewinnung oder die
Antikorper gegen Apx III stammen aus dem Zeitraum vor Beginn des Versuches
(CRUIJSEN et al., 1995; CHIERS et al., 2002b; COSTA et al., 2012; GIMENEZ-
LIROLA et al,, 2014). Es wire unter den gegebenen Feldbedingungen durchaus
moglich, dass es sich um Kreuzreaktionen zu Toxinen von anderen RTX-
toxinbildenden, gramnegativen Bakterien handelt (DEVENISH et al., 1989). Bei
den nachgewiesenen Antikoérpern gegen Apx III in den Stichblutproben der
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Endmastschweine ist es nicht moglich, dass es sich noch um maternale
Antikorper handelt, da bei Endmastschweinen ohne Kontatkt zu einem Apx III
Toxin keine Antikorper gegen Apx III detetktiert werden konnen (GIMENEZ-
LIROLA et al, 2014). In einer anderen Studie wird die Seropridvalenz von
Antikorpern gegen Apx III mit 17,5% beschrieben und die Spezifitit fiir einen
Apx IIT ELISA mit 96% angegeben (SHIN et al., 2011). Wieder andere Studien
zeigen Kreuzreaktionen zwischen den Apx III, IT und I Toxinen und weisen
Seroprivalenzen von Antikérpern gegen Apx III mit bis zu 100% nach
(GIMENEZ-LIROLA et al., 2014). Dies ist moglicherweise auch der Grund fiir
den hohen Antikérpernachweis gegen Apx III in den Stichblutproben in der

vorliegenden Arbeit.

Der Nachweis von Apx III DNA in OFS mittels einer qPCR scheint spezifischer
zu sein als der Nachweis von Antikérpern gegen Apx III mittels eines Inhouse-

ELISA und eignet sich fiir die Apx III Detektion im Feld.

Die Vermutung liegt nahe, dass wihrend des gesamten Versuchszeitraums in
den Buchten 5-7 kein Apx III sezerniert wurde. Interessant bei dieser Annahme
ist die Betrachtung der Lage dieser drei Apx III negativen Buchten. Sie werden
durch einen circa einen Meter breiten Mittelgang von den gegeniiberliegenden
Buchten 2-4 getrennt, in denen Apx III DNA in OFS nachgewiesen wurde. Des
Weiteren liegt die Apx III DNA positive Bucht 8 direkt neben der Bucht 7. Die
Tiere aus diesen beiden Buchten werden tiber einen Trog in der Mitte gefiittert.
Tieren aus den Buchten 7 und 8 ist es moglich, durch Teilabschnitte der
Aufstallung direkten Kontakt zu einander herzustellen. Es scheint indes keine
Ubertragung zwischen den verschiedenen Buchten gegeben zu haben. Aus der
Literatur ist allerdings bekannt, dass es bei der Ubertragungsrate von APP ST
keinen Unterschied macht, ob sich die Tiere in benachbarten Buchten befinden
oder aus weiter entfernten Buchten innerhalb eines Abteils stammen. Innerhalb
einer Bucht ist das Ansteckungsrisiko hingegen um ein zehnfaches hoher als zu
den Tieren aus den Nachbarbuchten (TOBIAS et al., 2014). Von anderen
Autoren wird eine Ubertragung iber die Luft fiir eine Entfernung von 1-2,5
Metern beschrieben, allerdings nur in Kombination mit hohen Ventilationsraten
und milden klinischen Anzeichen (KRISTENSEN et al., 2004b). Die Tiere in
Betrieb B zeigten keine klinischen respiratorischen Anzeichen, sodass ein
vermehrter Aussto3 von kontagiosem Erregermaterial und damit eine erhohte

Transmissionsrate nicht gegeben war (TOBIAS et al.,, 2013).
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In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass die Ubertragungsrate zwischen
Buchten minimal ist. Dies weist die hohe Relevanz von Biosicherheits- und
QuarantdnemaBnahmen hin. Von besonderer Bedeutung sind die MaBnahmen fiir

Betriebe, die Tiere zukaufen.

Der Apx I DNA-Nachweis gelang ausschlieflich in Betrieb A, vor allem bis zur
Woche 5 nach der Einstallung. Danach konnte Apx I DNA in OFS nur noch
sporadisch nachgewiesen werden. Eine subklinische Infektion zu Beginn der
Mast kann durch Stress getriggert werden, welcher durch das Zusammenstallen
von Tiergruppen oder den Transport verursacht werden kann (CHIERS et al.,
2010; TOBIAS et al., 2014). Des Weiteren sind Tiere in dem Alter, welches sie
bei der Umstallung in die Mast aufweisen am empfindlichsten fiir APP-
Infektionen, da der maternale Antikorperspiegel bis zu diesem Alter abfillt
(CRUIJSEN et al, 1995). Fiir dieses Alter werden auch in anderen Studien
subklinische APP-Infektionen beschrieben (CRUIJSEN et al., 1995). Aulerdem
kann gezeigt werden, dass APP ST nur fiir einen kurzen Zeitraum nachweisbar
sind (DEL POZO SACRISTAN et al., 2014), wie es in der vorliegenden Arbeit
der Fall ist. Dass es trotz Vorhandenseins des hoch virulenten Apx I Toxins in
Betrieb A (Apx III und I) zu keinem klinischen APP-Ausbruch gekommen ist,
kann dadurch erklirt werden, dass der Ausbruch einer klinischen APP-Infektion
ein multifaktorielles Geschehen darstellt, was weitere Trigger benotigt, die hier
eventuell nicht stark genug ausgeprigt waren (TOBIAS et al, 2013;
KLINKENBERG et al, 2014). Solche Trigger konnen infektiésen oder
nichtinfektiosen Ursprungs sein (DUBREUIL et al., 2000; VAN DIXHOORN et
al,, 2016). Zu den nichtinfektiosen Risikofaktoren zdhlen neben dem Mischen
von Tiergruppen und dem Transportstress weitere Stressoren wie
Umwelteinfliisse, Platzmangel, negative klimatische Bedingungen und
jahreszeitliche Einfliisse (ROSENDAL & MITCHELL, 1983; MAES et al., 2001;
CHIERS et al,, 2010; TOBIAS et al,, 2014). Zu den infektiosen Einfliissen zdhlen
Co-Infektionen mit anderen Atemwegserregern (MAROIS et al., 2009, NARITA
et al, 1997; FABLET et al, 2012; NICKOLL, 2018). Da es sich in der
vorliegenden Arbeit um eine Feldstudie handelt, wurde der Einfluss der Trigger

auf die APP-Infektion nicht weiter analysiert.

Des Weiteren wurden die Tiere in Betrieb A zu Beginn der Mast mit einem
APP-Impfstoff geimpft, was ebenfalls fiir das Ausbleiben einer klinischen

APP-Infektion ursdchlich sein konnte. Allerdings schiitzt die verwendete
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Subunit-Vakzine nicht vor einer APP-Infektion, sie minimiert vielmehr lediglich

die Letalitit und die klinische Ausprigung (SATRAN et al., 2003).

Andererseits sind die Apx-Toxine III und I nicht speziesspezifisch und kénnen
auch von anderen Bakterien stammen und somit nicht von einer subklinischen
APP-Infektion. A. suis exprimiert beispielsweise den Genotypen apxICABD
und 4. rosszi den Genotypen apxIIICABD (SCHALLER et al., 2000; KUHNERT
et al., 2005). Zeitgleich wurde jedoch in dieser Studie Apx IV DNA detektiert,
was APP speziesspezifisch ist und fiir eine subklinische APP-Infektion spricht
(SCHALLER et al., 1999).

Unter Feldbedingungen kann die Sensitivitdt und Spezifitit fiir den Nachweis
von Apx IIT und I DNA nicht valide ermittelt werden, da es keine Referenzwerte
gibt, ob diese Toxine zu dem jeweiligen Untersuchungszeitpunkt von den Tieren
sezerniert wurde. Fiir eine aussagekriftige Beantwortung dieser Fragestellung

besteht Forschungsbedart.

Eine signifikante Assoziation zwischen dem Nachweis von Apx III DNA in OFS
(p<0,001) und einer verlingerten Mastdauer wurde in der vorliegenden Arbeit
gezeigt. Dies verdeutlicht die klinische Bedeutung der Apx-Toxine.
Zusammenhinge zwischen APP-Infektionen und der Linge der Mastdauer wird

detailliert in Kapitel IV.4. ,Mastdauer” diskutiert.

Um eine Aussage iiber das Vorkommen des Apx III und I Toxin-Musters treften
zu konnen, muss anhand der vorliegenden Ergebnisse eine Tiergruppe in der
ersten Woche nach der Einstallung in die Mast tédglich beprobt werden. Das
Apx-Toxin-Muster kann als Indikator fiir den Grad der Virulenz der vorhanden
APP ST genutzt werden und es konnen auf dieser Grundlage friihzeitig
Mafnahmen zur Minimierung von klinischen Ausbriichen eingeleitet werden

(BECK et al., 1994).

3. Nachweis spezifischer Antikorper in Stichblutproben

In der vorliegenden Arbeit wurden wihrend des Schlachtvorgangs
Stichblutproben von Tieren aus Betrieb A und Betrieb B entnommen. Dabei

konnten die Stichblutproben eindeutig Tieren einer Bucht zugeordnet werden.

Bei der Untersuchung von Stichblutproben wurden in Betrieb A 91,5% und in
Betrieb B 94,2% der untersuchten Proben als Apx IV Antikoérper positiv

gewertet. In anderen Studien fdllt die Innerherd-Privalenz von Antikérpern
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gegen Apx IV deutlich niedriger aus. In einer belgischen Untersuchung wurde
die Innerherd-Priavalenz von Antikérpern gegen Apx IV auf 63% bei
Schlachtschweinen  beziffert (MEYNS et al, 2011). Bei deutschen
Schlachtschweinen, die aus Betrieben mit rezidivierender Atemwegsproblematik
stammen, betrug die Innerherd-Préivalenz von Antikoérpern gegen Apx IV 62%
(RENKEN, 2017). In einer italienischen Studie wurden bei 74,4% der
untersuchten Mittelmastschweine Antikorper gegen Apx IV nachgewiesen

(MERIALDI et al., 2012).

Die Serokonversion gegen Apx IV wird mit etwa drei Wochen p. inf. beschrieben
und ein Antikorper-Anstieg hilt bis zu 55 Tage p. inf. an (DREYFUS et al,
2004; EAMENS et al., 2012). Im Serum ist der Nachweis von Antikérpern gegen
Apx IV fiir 120 Tage moglich (SCHALLER et al., 1999). Deshalb ist der Apx IV
Antikorpernachweis auch fiir die Detektion von persistierenden Infektionen oder
tir Monate zuriickliegende Infektionen geeignet (SCHALLER et al, 1999;
DREYFUS et al.,, 2004). In einer Studie wird hingegen beschrieben, dass bereits
nach 4-6 Wochen ein positiver Antikorperspiegel im Serum in einen als negativ
zu wertenden Antikorpertiter tibergeht (EAMENS et al., 2012). Des Weiteren
ist zu beachten, dass subklinische Infektionen, welche sich auf die Tonsillen
beschrinken, nicht zwangsldufig zu einer Serokonversion fithren (CHIERS et al.,
2002a). Ein groBer Vorteil ist, dass Apx IV speziesspezifisch ist und von keinem

anderen bisher bekanntem Bakterium sezerniert wird (SCHALLER et al., 1999).

In der vorliegenden Studie wurde ein kommerziell erhiltlicher Apx IV ELISA
verwendet. Fiir kommerziell erhiltliche Apx IV ELISA ist die Spezifitit mit
100% und Sensitivitdt mit 93,8% beschrieben (DREYFUS et al., 2004). In einer
anderen Studie wurde hingegen nach einer experimentellen Infektion mit
Pasteurella multocida von einem Apx IV ELISA 29% falsch-positive Testresultate
produziert, sodass die Spezifitit hier nur 71% betrug (EAMENS et al., 2012).
Eine hohe Anzahl von falsch-positiven Ergebnissen wire eine mogliche
Erklarung fiir die hohe Innerherd-Privalenz in der vorliegenden Studie.
Andererseits wird auch permanent Apx IV DNA, welche fiir die Antikorper-
Bildung verantwortlich sind, in nahezu allen Buchten nachgewiesen

(SCHALLER et al., 1999).

Es ist ausgeschlossen, dass die Antikorper in den Stichblutproben maternalen
Ursprungs sind, da die durchschnittliche Halbwertszeit fiir maternale

Antikorper bei zwei Wochen liegt. Die Abnahmedauer im Serum der Tiere hingt



T4 V. Diskussion

zwar von der aufgenommenen Gesamtmenge an maternalen Antikorpern ab
(GARDNER et al., 1991; VIGRE et al., 2003), jedoch wird die Nachweisgrenze
in der Literatur zwischen der zweiten Lebenswoche und dem zweiten

Lebensmonat beschrieben (VIGRE et al., 2003; SJOLUND et al., 201 1).

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass zwischen den
Antikorpernachweisen von Apx IV und dem Nachweis von Apx IV DNA in OFS
in den verschiedenen Buchten eine vollkommende Ubereinstimmung besteht.
Dies bestidtigt die hohe angegebene Spezifitit der Apx IV PCR fiir OFS (vgl
XI.3.).

Der Nachweis von Antikorpern gegen Apx III-I gelang in allen untersuchten
Stichblutproben von Schweinen aus Betrieb A und Betrieb B. Innerherd-
Seropriavalenzen von Antikérpern gegen Apx III-I variieren stark
altersabhingig (GIMENEZ-LIROLA et al., 2014). Allgemein ist die niedrigste
Seroprivalenz von Antikorper gegen APP-Bestandteile in der 12. Lebenswoche
zu erwarten, was durch den Abfall der maternalen Antikoérper zustande kommt
(CRUIJSEN et al,, 1995; CHIERS et al., 2002b). Ein Anstieg der Antikorper
erfolgt gegebenenfalls ab der 16. bis zur 23. Lebenswoche (CHIERS et al,
2002b). In einer Querschnittsstudie wurde bei tiber 25 Wochen alten Tieren die
Innerherd-Seroprévalenz von Antikérpern gegen Apx III, IT und T mit 100%
beschrieben (GIMENEZ—LIROLA et al., 2014). Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen aus der vorliegenden Studie. Andererseits wurden in einer weiteren
Studie im Serum von 10 bis 20 Wochen alten Schweinen Antikoérper gegen
Apx III in 17,56%, gegen Apx II in 51,25% und gegen Apx I in 71,25% der
untersuchten Proben detektiert (SHIN et al., 2011). In einer anderen Studie
schwankte die Innerherd-Seroprivalenz von Antikérpern gegen Apx III bei
26 Wochen alten Schweinen zwischen 5 und 10% (DEL POZO SACRISTAN et
al., 2014). Die Innerherd-Seroprivalenz von Antikérpern gegen Apx II betrug in
dieser Studie 70 bis 100% und die Innerherd-Seroprédvalenz von Antikérpern

gegen Apx I lag zwischen 20 und 100%.

Der Nachweis von Antikérpern gegen OMP gelang in Betrieb A in 100% und in
Betrieb B in 97,42% der untersuchten Stichblutproben. In vorherigen Studien lag
die Innerherd-Seroprivalenz von Antikérpern gegen OMP bei unter 20%

(CHIERS et al., 2002b; DEL POZO SACRISTAN et al., 2014).

Die Innerherd-Seroprévalenz von Antikérpern gegen Apx III-I und gegen OMP
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ist in verschiedenen Betrieben sehr heterogen (DEL POZO SACRISTAN et al,,

2014).

In dem Porcilis APP® Impfstoft sind Apx III-I, sowie das 42 kDA OMP
enthalten, daher ist der Nachweis von Antikérper gegen diese Virulenzfaktoren
von besonderer Bedeutung (TUMAMAO et al, 2004a). Mit dieser
Subunit-Vakzine geimpften Tiere haben hohere Antikorpertiter gegen Apx III, I
und OMP als nicht geimpfte Tiere. Fir Antikorper gegen Apx II ist dies
allerdings nicht immer der Fall (KRISTENSEN et al., 2004a; TUMAMAO et al,,
2004a; JIRAWATTANAPONG et al., 2008).

In Betrieb A enthielten alle Stichblutproben Antikoérper gegen Apx III-I und das
OMP. Eine Impfung mit dem Porcilis® APP Impfstoft kann hierfiir
mitverantwortlich sein (DREYFUS et al., 2004; TUMAMAO et al., 2004a;
JIRAWATTANAPONG et al., 2008). AuBerdem wurde in allen acht Buchten
Apx IV, III und T DNA nachgewiesen. Der Antikérpernachweis und der
Antigennachweis stimmen in allen acht Buchten iiberein. Zu den Apx II
Nachweisen konnen keine Aussagen getroffen werden, da diese in der
vorliegenden Studie nicht untersucht wurden. In einer Studie mit Porcilis® APP
geimpften Tieren lag die Seroprivalenz fiir Antikorper gegen Apx I und II bei
100%. Die Seroprivalenz fiir Antikorper gegen Apx III und das OMP betrug
lediglich ungetihr 50% (DEL POZO SACRISTAN et al., 2014).

Der Anteil an nachgewiesenen Antikorpern ist in Betrieb A gegen Apx III-I und
das OMP hoher als der Anteil an nachgewiesenen Antikérpern gegen Apx IV.
Dies kann im Zusammenhang mit der APP-Impfung stehen, da dieses Phdnomen
auch fiir die Differenzierung von gesunden, geimpften Tieren und infizierten
Tieren genutzt wird. Hierbei besitzen nicht infizierte, geimpfte Tiere keine
Antikorper gegen Apx IV, dafiir allerdings Antikorper gegen Apx III-I und
gegen OMP (DREYFUS et al., 2004).

In Betrieb B ist der Anteil nachgewiesener Antikorper gegen Apx III-I und
OMP ebenfalls hoher als der Anteil detektierter Antikorper gegen Apx IV.
Jedoch wurden die Tiere in Betrieb B nicht geimpft. Der hohe Apx III-I
Antikorpernachweis wire durch die Expression von Apx-Toxinen moglich, die
von anderen Bakterien stammen und daher kein Apx IV bilden. Hierzu zihlen
unter anderem A. suzs, A. rossiz und A. porcitonsillarum (VAN OSTAAIJEN et al.,
1997; SCHALLER et al.,, 1999; SCHALLER et al., 2000; KUHNERT et al,,
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2005). Des Weiteren sind auch zwischen den OMP und weiteren Bakterien wie
Pasteurella multocida serologische Kreuzreaktionen bekannt (EAMENS et al.,

2012).

Unklar ist, warum in den Buchten 5-7, in denen keine Apx III DNA in OFS
wihrend des gesamten Versuchs detektiert werden konnte, alle Stichblutproben
Antikorper gegen Apx III aufweisen. Die Antikorpernachweise gegen Apx I in
Betrieb B sind ebenfalls nicht schliissig, da {ber den gesamten
Untersuchungszeitraum in Betrieb B keine Apx I DNA in OFS nachgewiesen
wurde. Dies bedeutet, dass auch von den oben genannten Bakterien keine
Apx-Toxine stammen konnen, da keine Apx III und I DNA detektiert wurde.
Eine Moglichkeit wire, dass weitere, beim Schwein seltener vorkommende
Bakterien wie A. equuli und Pasteurella aerogene Proteine sezerniert haben, die
eine 80-100 kDA kleinere Molekularmasse als die Apx III-I besitzen und mit
diesen kreuzreagierten (HOMMEZ & DEVRIESE, 1976; SCHALLER et al,
2000; RAMOS-VARA et al.,, 2008). Ebenfalls konnten Kreuzreaktionen zwischen
Apx III-I und weiteren RTX-Toxinen der Grund fiir die positiven Apx III-I
ELISA Werte sein. Zu den hierflir verantwortlichen RTX-Toxinen zihlt das
hlyA-Toxin, welches von alpha-haemolysierenden Escherichia coli sezerniert wird

(DEVENISH et al., 1989).

Des Weiteren wire es moglich, dass die Antikorper von einem Zeitraum vor dem
Versuchsbeginn stammen. Hierzu wurde in einer Studie gezeigt, dass zwel
Wochen nach der Exposition eines Apx-Toxins Antikorper gegen dieses Toxin
detektierbar waren und ein 17-wochiger, stabiler, nachweisbarer Antikorpertiter

folgte (MONTARAZ et al., 1996).

In der Literatur wird in einer Studie die Spezifitdt fiir Apx III, IT und I ELISA
mit 96% beschrieben. Zusitzlich ist die Sensitivitit in dieser Studie fir Apx III
ELISA mit 92,5%, fir Apx II ELISA mit 95% und fiir Apx I ELISA mit 100%
angegeben (SHIN et al., 2011). Andere Autoren sehen indes die Spezifitdt der
Apx III-I ELISA kritischer, da Kreuzreaktionen zu weiteren gramnegativen
Bakterien bekannt sind (NIELSEN et al, 2000). Zusitzlich gibt es
Kreuzreaktionen zwischen den Apx ITI-I Toxinen selbst (GIMENEZ-LIROLA
et al,, 2014).

Zwischen dem Nachweis von Antikorpern gegen Apx III und I und dem

Nachweis von Apx III und I DNA in OFS besteht in der vorliegenden Studie
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eine erhebliche Diskrepanz. Auf Grund dieser Diskrepanz und bekannter
Kreuzreaktionen ist davon auszugehen, dass es sich bei den Ergebnissen um
unspezifische Antikorper-Reaktionen handelt (HOMMEZ & DEVRIESE, 1976;
MONTARAZ et al,, 1996; SCHALLER et al., 2000; RAMOS-VARA et al., 2008;
GIMENEZ-LIROLA et al., 2014).

Um in serologischen Tests falsch-positive und falsch-neagitve Ergebnisse zu
minimieren, ist die Wahl des Cut-Offs ein entscheidendes Kriterium

(JACOBSON, 1998) und sollte fiir diese Tests tiberpriift werden.

4. Mastdauer

Die Linge der Mastdauer wird von vielen Faktoren beeinflusst (HYUN et al,,
1998). Verminderte Tageszunahmen, bedingt durch eine reduzierte
Futteraufhahme und -verwertung, sind hierbei entscheidende Parameter (HY UN

et al,, 1998).

In der vorliegenden Studie wurde in Betrieb B gezeigt, dass zwischen Tieren aus
Buchten in denen Apx III DNA in OFS nachgewiesen wurde und der Linge der
Mastdauer eine signifikante Assoziation (p<0,01, r=0,293) besteht. Tiere aus
Buchten, in denen Apx III DNA in OFS nachgewiesen wurde, wiesen eine

verlingerte Mastdauer von 5,6 Tagen auf.

Des Weiteren gab es in Betrieb B signifikante Korrelationen (p<0,01; r=0,204)
zwischen der Hohe der gesamt nachgewiesenen Apx IV DNA in OFS in
verschiedenen Buchten und der Lidnge der Mastdauer von Tieren aus diesen
Buchten. Die Hohe der insgesamt nachgewiesenen Apx III DNA-Menge in OFS
in verschiedenen Buchten und die Linge der Mastdauer von Tieren aus diesen
Buchten in Betrieb A (p<0,01; r=0,284) und Betrieb B (p<0,01; r=0,248)
korrelierte signifikant miteinander. In Betrieb A bestand eine signifikante
Korrelation (p<0,01; r=0,262) zwischen der gesamt quantitativ gemessenen
Apx I DNA-Menge in OFS in verschiedenen Buchten und der Linge der
Mastdauer von Tieren aus diesen Buchten. Aufgrund dieser Korrelationen zeigte
sich, dass je hoher die detektierte Apx-DNA-Menge in OFS war, desto linger

war die Mastdauer.

Aus der Literatur ist bekannt, dass APP-Infektionen einen negativen Einfluss auf
die Hohe der Tageszunahmen von Schweinen haben (UEDA et al,, 1995). In

Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen aus der vorliegenden Arbeit wurde in
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einer Studie bei subklinisch mit APP infizierten Tieren ebenfalls eine verlingerte
Mastdauer nachgewiesen. Die Mastdauer der subklinisch infizierten Tiere war in
der Studie um 5,64 Tage verlingert, verglichen mit nicht infizierten Tieren
(ROHRBACH et al., 1993). Auch in einem Versuch, bei dem Tiere experimentell
mit APP infiziert wurden und es zu einer subklinischen Infektion kam, wurde
eine deutliche Reduktion der Tageszunahmen um 141 g pro Tag bei den Tieren
gezeigt (MAROIS et al.,, 2009). Hingegen wurde in einer anderen Studie bei
Tieren mit hoheren Antikorpertitern gegen Apx IV auch hohere
Tageszunahmen bestimmt (ASSAVACHEEP et al., 2003).

Bei experimentell infizierten Tieren nehmen bei einer klinischen APP-Infektion
die Tageszunahmen serotypabhingig ab. Es wurde in diesem Versuch gezeigt,
dass nach einer Infektion mit einem APP ST 15 die Tageszunahmen deutlich
starker abnahmen als nach einer Infektion mit einem APP ST 1 (TUMAMAQO et
al., 2004b). Daneben weisen auch chronisch infizierte Tiere mit ausgeprigten

Pleuritiden verminderte Tageszunahmen auf (GOZIO et al., 2006).

In der vorliegenden Studie wurden Pleuritiden nur in einem geringen Malle
nachgewiesen. Es gibt in dieser Arbeit keinen Zusammenhang zwischen dem
Ausmall der Pleuritiden und der Linge der Mastdauer. Eine mogliche
Regeneration der Pleuritiden bis zum Schlachttermin ist vorstellbar (MOUSING
et al., 1990), erscheint jedoch auf Grund der fehlenden Klinik in beiden Betrieben

unwahrscheinlich.

Tiere, die ihr Immunsystem vermehrt in Anspruch nehmen, weisen schlechtere
Tageszunahmen auf (LOYNACHAN et al., 2005). Durch immunologischen
Stress sind verminderte Tageszunahmen von 10 bis zu 20% beschrieben (LEE et
al., 2005). Bei einer akuten APP-Infektion werden proinflammatorische Zytokine
sezerniert (BAARSCH et al,, 1995; CHOI et al., 1999; BERCIER et al.,, 2018).
Die durch den immunologischen Stress freigesetzten proinflammatorischen
Zytokine, wie der Tumornekrose Faktor alpha (TNIF-alpha) und das
Interleukin I (IL-I) hemmen die Futteraufnahme und -verwertung. (KLASING
et al., 1987; KAPAS et al, 1992). In einer Studie konnte eine Apx I
konzentrations- und zeitabhidngige Expression von TNF-alpha und IL- I von
pulmonalen Alveolarmakrophagen nachgewiesen werden (CHEN et al., 2011).
Hingegen konnen Akute-Phase Proteine als Indikator fiir subklinische
Infektionen verwendet werden. Sie sind ebenfalls mit einer verminderten

Futterauthahme und -verwertung korreliert, woraus sich eine verminderte
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Mastleistung ergibt (CLAPPERTON et al.,, 2005; SORENSEN et al., 2006). Die
Produktion und Sekretion von Akute-Phase Proteine wird unter anderem von
proinflammatorischen Zytokinen initilert (CLAPPERTON et al, 2005).
Inwieweit eine verlingerte Mastdauer von subklinisch APP infizierten Tieren im
Zusammenhang mit Akute-Phase Proteinen oder proinflammatorischen

Zytokinen steht, bleibt zu kldren.

In der vorliegenden Studie kann der erhohte Apx-DNA-Nachweis in OFS als
Zeichen einer vermehrten immunologischen Belastung angesehen werden. Aus
diesem immunologischen Stress resultierend lassen sich verminderte
Tageszunahmen ableiten, die aut die verlingerte Mastdauer in den jeweiligen
Buchten in Betrieb A und Betrieb B riickschlieen lassen (CLAPPERTON et al,,
2005; LEE et al., 2005).

Neben dem hier beschriebenen Einfluss von subklinischen APP-Infektion aut die
Liange der Mastdauer wurde in der vorliegenden Studie gezeigt, dass zwischen
der Hohe des Madec Score und der Linge der Mastdauer ein signifikanter
Zusammenhang in Betrieb B (p<0,01, r=0,216) besteht. Bei dem Madec Score
handelt es sich um ein Scoring-System, mit dessen Hilfe die pathologisch-
anatomischen Verianderungen des Lungenparenchyms bewertet werden. Dabei
werden EP-dhnelnde Lisionen begutachtet (MADEC & KOBISCH, 1982).
Typische EP Lisionen konnen von verschiedenen Erregern verursacht werden
(PIETERS & MAES, 2019). Hierzu zidhlen neben M. hyopneumoniae auch
Pasteurella multocida, 1AV und das Suide Herpesvirus 1 (Aujeszkysche Krankheit)
(PIETERS & MAES, 2019). Des Weiteren konnen Bronchopneumonien mit
kranioventralen Konsolidierungen (EP dhnelnde Lasionen) durch die Beteiligung
von Streptococcus suis, Glisserella parasuis, Bordetella bronchiseptica und Trueperella
pyogenes auftreten (FRAILE et al, 2010; YAEGER & VAN ALSTINE, 2019).
Hiufig sind mehrere Erreger des PRDC an der Entwicklung von EP-dhnelnden
Liasionen beteiligt (FRAILE et al., 2010). Neben infektiosen Erregern fiihren
auch Fehler im Liiftungsmanagement zu einer erhohten Pridvalenz von EP-

dhnelnden Lasionen bei Schlachtschweinen (FRAILE et al., 2010).

Welche Erreger fiir die EP-dhnelnden Lisionen in der vorliegenden Arbeit
verantwortlich sind, kann nicht geklirt werden, da diese pathologischen

Veridnderungen des Lungengewebes nicht weiter analysiert wurden.

Die in der vorliegenden Studie gezeigte Korrelation zwischen der Hoéhe der
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EP-dhnelnden Liasionen und einer verminderten Mastleistung wird auch von
weiteren Autoren beschrieben (PAGOT et al.,, 2007; BREWSTER et al., 2017;
FERRAZ et al, 2020). Ronsolidierte Lungenbereiche haben einen negativen
Einfluss auf die Tageszunahmen. Hierzu konnte in einer Studie festgestellt
werden, dass pro Prozent konsolidiertem Lungengewebe, die Tageszunahmen

um 1,8 ¢ gehemmt werden (FERRAZ et al., 2020).

Durch eine Co-Infektion von APP und Mycoplasma hyopneumoniae kommt es
ebenfalls zu verminderten Tageszunahmen (MAROIS et al., 2009). Die klinische
Ausprigung einer APP-Infektion und Lungenldsionen werden durch
eine Mycoplasmen-Intektion potenziert (YAGIHASHI et al., 1984; MAROIS et
al., 2009). In der vorliegenden Studie kam es nur zu milden und subklinischen
APP-Infektionen, sodass angenommen werden kann, dass es nicht zu einer
massiven Potenzierung der APP-Infektion durch Mycoplasma hyopneumoniae-
Infektionen kam. Allerdings sind vermutlich beide Infektionen fiir eine

verldngerte Mastdauer mitverantwortlich.

Da es sich in der vorliegenden Arbeit um eine Feldstudie handelt, ist davon
auszugehen, dass weitere Faktoren die Mastdauer mitbeeinflusst haben. Diese

Faktoren wurden in der vorliegenden Arbeit nicht berticksichtigt.

Mogliche Einflussfaktoren der Tageszunahmen und der Futterverwertung sind
nicht infektiose Umgebungsstressoren wie klimatische Bedingungen, wozu die
Temperatur und die Luftfeuchtigkeit zihlen (MORRISON et al., 1969; HYUN et
al., 1998). Auch soziale Stressoren wie Neugruppierungen von Tieren und ein
vermindertes Platzangebot beeinflussen die Tageszunahmen (HYUN et al,
1998). Weitere entscheidende Faktoren fiir die Hohe der Tageszunahmen ist die
Genetik der Tiere und das Geschlecht (COLE et al.,, 1968; COP & BUITING,
1977, ROHRBACH et al, 1993). Zusitzlich beeinflusst das zur Verfuigung
stehende Futter und Wasser die Mastleistung enorm (COLE et al, 1968;
KAMPHUES, 2013). Aber auch der Gesundheitsstatus der Tiere ist fiir die
Linge der Mastdauer mitverantwortlich. Durch Erkrankungen des Magen-
Darmtrakts und daraus resultierenden Verdauungsstérungen, wird die
Mastleistung negativ beeinflusst (WENDT et al., 2013). Ebenfalls haben
Erkrankungen des Atemtrakts, wie oben bereits genauer beschrieben, einen
negative Einfluss auf die Mastleistung (MAROIS et al, 2009; GROBE
BEILAGE et al., 2013).
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Von besonderem Interesse sind erhohte Tageszunahmen und eine daraus
resultierende verkiirzte Mastdauer, da dies einen positiven 6konomischen Effekt
tir den Schweinemister hat. Durch eine verkiirzte Mastdauer ist es moglich
mehr Umtriebe in einem Jahr zu generieren und dadurch kann der Gewinn pro

Stallplatz erhoht werden (VERHAAGH & DEBLITZ, 2019).

Anhand des Nachweises und der Hohe von Apx-DNA in OFS ist ein
Riickschluss auf eine verlingerte Mastdauer erlaubt, denn in der vorliegenden
Studie war es durch den Nachweis von Apx III DNA in OFS moglich eine
verlingerte Mastdauer vorherzusagen. Diese Vorhersage wire in der
vorliegenden Studie bereits am Ende der ersten Woche nach der Einstallung

moglich gewesen.

5. Monitoringprogramm

Die erfolgreiche Kontrolle tiber die Pleuropneumonie hingt in starkem
Mafle von der priézisen und frithen Diagnose der Infektion ab (DUBREUIL et al.,

2000).

Betriebe, die einen hohen Gesundheitsstatus aufweisen und frei von APP sind,
sollten daftir sorgen, diesen Status aus gesundheitlichen und auch
wirtschaftlichen Aspekten aufrecht zu erhalten (GOTTSCHALK, <2015;
GOTTSCHALK, 2019). Dabei sind Monitoringprogramme als laufende
Testprogramme mit der Absicht, Infektionen friihzeitig zu erkennen, das Mittel

der Wahl (CANNON, 1982; GOTTSCHALK, 2019).

Eine einheitliche Ubereinkunft fiir ein Monitoringprogramm, welches den Status
»APP freier Bestand” bescheinigt, gibt es zu diesem Zeitpunkt nicht (SASSU et
al.,, 2018). Die Empfehlungen hierzu reichen von mindestens 30 Serumproben
von 6 Monate alten Tieren, welche zwei bis viermal pro Jahr genommen und
untersucht werden sollen, bis hin zu 15 Serum- oder Tonsillenkratzproben, die
es viermal jahrlich zu gewinnen und auszuwerten gilt (NATHUES et al., 2013;
Gottschalk zitiert nach SASSU et al.,, 2018). Eine dédnische Zuchtorganisation
setzt hingegen fiir die Einstufung eines Betriebes als ,APP spezifisch
pathogenfreier Bestand“ voraus, dass monatlich 20 Tiere tiber einen Zeitraum

von 24-36 Monate negativ auf APP getestet werden (SZANCER, 2008).

Problematisch bei der serologischen Beprobung von Zukaufstieren in einem

typischen Alter zwischen der 10.-12. Lebenswoche ist die in der
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12. Lebenswoche am niedrigsten zu erwartende Seroprivalenz. Eine
Serokonversion findet hiufig erst in der 16. bis 23. Lebenswoche statt (CHIERS
et al., 2002b; EAMENS et al., 2008). Mit zunehmendem Alter der Schweine
steigt die serologische Innerherd-Pridvalenz von APP an (OPRIESSNIG et al,,

2013).

Die beschriebene Serokonversion erfolgt fiir das Monitoring von Zukaufstieren
zu einem zu spiten Zeitpunkt. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass der APP-
DNA-Nachweis in OFS mindestens eine Woche vor der Serokonversion gelingt

(CHIERS et al., 2002b; COSTA et al., 2012).

Der Gebrauch von Tonsillenkratzproben gilt derzeit als geeignetes Mittel, um
subklinisch infizierte Tiere friihzeitig zu detektieren (CHIERS et al.,, 2001).
Jedoch ist die richtige Auswahl des Stichprobenumfangs ein entscheidender
Faktor fiir die erfolgreiche  Durchfiihrung von  Screenings und
Monitoringprogrammen, um falsch-negative Ergebnisse zu vermeiden. Dabei ist
die Hohe der Prdvalenz der APP-Infektion bei der Untersuchung von
Tiergruppen von besonderer Bedeutung (CANNON, 1982). In einer
Querschnittsuntersuchung wurde bei 10 Wochen alten Schweinen bei 47% der
Tiere Apx IV DNA mittels Tonsillenkratzprobe nachgewiesen (TOBIAS et al,,
2014). Bei einer angenommenen Prévalenz von 40% wire bei einer ebenfalls
angenommenen Sensitivitit der PCR von iiber 99% (vgl. XI.3.) und einer
Tiergruppegrofle von 200 Tieren eine Beprobung von sechs Tieren notwendig,
um mit einem Konfidenzintervall von 95% und einer Fehlerwahrscheinlichkeit
kleiner 5% bei zufillig ausgewdhlten Tieren ein infiziertes Tier zu detektieren
(CANNON, 1982). Dabei wire die Verwendung von sechs Tonsillenkratzproben
eine geeignete Methode (GOTTSCHALK, 2015). Durch den Einsatz von OFS
ist der Stichprobenumfang bereits bei der Verwendung einer OFS gegeben, da
bis zu 25 Tiere mit einer OFS beprobt werden koénnen (HERNANDEZ-
GARCIA et al, 2017). Das Ergebnis der nachgewiesenen Apx IV DNA in OFS

in der vorliegenden Studie von mehr als 90% stiitzt diese Erkenntnis.

Die bisher iiblichen Monitoringprogramme sind zeit- und kostenintensiv,
dartiber hinaus sind sie belastend fiir die Tiere (NATHUES et al, 2013;
FABLET et al, 2017). Die Verwendung von OFS erméglicht hingegen eine
schnelle und nicht invasive, tierfreundliche Anwendung mit einem groflem
Stichprobenumfang von bis zu 25 Tieren pro OFS (PRICKETT &
ZIMMERMAN, 2010; FABLET et al.,, 2017; HERNANDEZ-GARCIA et al,
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2017; BIUSTROM-KRAFT et al,, 2018). Das Monitoring auf APP-Freiheit ist
bereits am Tag der Einstallung von neu zugekauften Jungsauen oder
Mastldutern moglich und bietet grofles Potential, APP infizierte Tiere frithzeitig
zu erkennen. Bis zur Bestdtigung eines negativen APP-Ergebnis sollten vor

allem Jungsauen in einer Quarantidne mit erhohten BiosicherheitsmaBBnahmen

verweilen (GOTTSCHALK, 2019).

Limitierend ist zu beachten, dass der Apx IV DNA-Nachweis nur sinnvoll ist,
wenn die Herde APP frei ist und zur Uberwachung der Freiheit von APP-
Infektionen genutzt wird (GOTTSCHALK, 2019).

Andererseits konnen die OFS bei APP-infizierten Herden zur Bestimmung eines
Toxin-Musters in einem Betrieb genutzt werden. Dieses kann als Indikator fiir
die Virulenz verwendet werden, um gegebenentalls friihzeitig die Eindimmung
und Minimierung des klinischen Ausbruchs mit entsprechenden Malinahmen zu
bewirken. Zu solchen Mallnahmen zihlen die Etablierung einer APP-Imptung,
eine zusdtzliche Reduktion von Risikofaktoren wie dem Umgebungsstress und
eine  Erhohung der innerbetrieblichen Biosicherheit (ROSENDAL &
MITCHELL, 1983; BECK et al., 1994; MAES et al., 2001; SATRAN et al., 2003;
GOTTSCHALK, 2019). Dabeli ist es sinnvoll, zu mehreren Zeitpunkten Proben
zu gewinnen, da es nicht immer moglich ist, alle im Bestand vorhandenen APP
ST zeitgleich nachzuweisen. Dies ist abhéngig von der im Betrieb vorhandenen
Anzahl an APP ST und den Stressfaktoren (BECK et al., 1994; CHIERS et al,,
2002b; VAN DIXHOORN et al, 2016). Die Daten der vorliegenden Arbeit
zeigen, dass die Probengewinnung tiber die gesamte erste Woche das exakte

Toxin- Muster fiir Apx I'V, IIT und I widerspiegelt.

Aus psychologischer Sicht bietet das Monitoring mit Hilfe von OFS ebentalls
einen Zugewinn, sodass davon auszugehen ist, dass es vermehrt praktiziert
werden wird. In der Psychologie des Menschen wird zum Erreichen eines Ziels
stets eine innere (gedankliche) Kosten-Nutzenanalyse durchgetiihrt. Wenn der
Aufwand zu Gunsten des Nutzens verbessert wird, ist es wahrscheinlicher, dass
eine Handlung vollzogen wird (RUKLA, 1972). Da der Aufwand, Tiere durch
OFS zu tiberwachen, deutlich geringer ist, als dies bei herkémmlichen Methoden
der Fall ist, werden potentiell mehr Monitorings durchgefithrt werden. Im
Allgemeinen besteht bereits eine hohe Akzeptanz, Diagnostik mittels OFS
durchzufiihren. Insbesondere bei anderen Erreger des Schweines wird die

Probengewinnung mittels OFS bereits routinemélig verwendet (BJUSTROM-
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KRAFT et al, 2018). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich der
Einsatz von OFS fiir den Apx-DNA-Nachweis fiir Monitoringprogramme und
Screenings eignet. Hierbei besteht ein groBles Potenzial, die Pleuropneumonie

frithzeitig zu erkennen und dadurch sowohl klinische Ausbriiche als auch deren

Verbreitung reduzieren zu kénnen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Apx-DNA in OFS unter Feldbedingungen zu

untersuchen und zu analysieren. Hierzu werden folgende Hypothesen tiberpriift:

1) In Mastbestinden mit APP infizierten Tieren ist Apx-DNA in OFS unter

Feldbedingungen nachweisbar.

2) Der Nachweis von Apx IV DNA sowie Apx III und I DNA ist in OFS
moglich.

3) Eine engmaschige Beprobung der Mastschweine mittels OFS ist fiir
einen Apx-DNA-Nachweis vorteilhafter als eine einmalige oder

weitmaschige Beprobung.

In zwei konventionellen Mastbestinden mit APP infizierten Tieren wurde in
einer Verlaufsstudie unter Feldbedingungen der Apx-DNA-Nachweis in OFS
untersucht. In beiden Betrieben wurden OFS in der ersten Woche nach der
Einstallung tidglich und danach in einem zweiwo6chentlichen Abstand bis zur
Schlachtung gewonnen. In Betrieb A wurden die Tiere mit einem APP-Impfstoft
geimpft (Porcilis® APP). Unmittelbar vor den Impfungen wurden jeweils OFS
gewonnen. Die Schweine in Betrieb B wurden nicht geimpft. Es war nicht
vorgesehen die Tiere aus den verschiedenen Betrieben miteinander zu
vergleichen. Insgesamt konnten in Betrieb A 217 und in Betrieb B 230 OFS
analysiert werden. Alle OFS wurden auf Apx IV, III und I DNA mittels einer
APP qPCR untersucht. Zusitzlich wurde fiir die Bestimmung von
Antikorpertiter gegen Apx IV-I und OMP Stichblutproben analysiert, die
wihrend des Schlachtvorgangs von Tieren aus Betrieb A und Betrieb B
genommen wurden. Des Weiteren wurde eine Begutachtung der Lungen von
den Schweinen aus Betrieb A und Betrieb B wihrend der Schlachttierkorper-
Untersuchung durchgefiihrt. Die Lungen wurden mittels Scoring-Systemen auf
das Vorhandensein von pathologischen Verdnderungen des Lungenparenchyms

(Madec Score) und Pleuritiden (SPES) beurteilt.

Der Nachweis von Apx IV DNA in OFS gelang vom ersten Tag an nahezu
kontinuierlich in 91,7% der untersuchten OFS in Betrieb A und in 96,56% der
untersuchten OFS in Betrieb B. Die Analyse der Stichblutproben ergab, dass
Antikorper gegen Apx IV in Betrieb A in 91,5% und in Betrieb B in 94,2% der
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untersuchten Proben nachweisbar waren. Eine Apx III DNA Detektion gelang
in Betrieb A bei 47,9% und in Betrieb B bei 38,3% der analysierten OFS. Uber
den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg konnte jedoch in drei Buchten in
Betrieb B keine Apx III DNA in OFS nachgewiesen werden. Alle untersuchten
Stichblutproben enthielten hingegen Antikorper gegen Apx III. Apx I DNA
wurde ausschlieflich in Betrieb A nachgewiesen. Der Nachweis von Antikorper

gegen Apx I war indes in allen Stichblutproben moglich.

Schweine aus Buchten, in denen wihrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes keine Apx III DNA in OFS nachgewiesen wurde,
wiesen eine signifikant verkiirzte Mastdauer auf verglichen mit Tieren aus
Buchten, in denen Apx III DNA in OFS nachgewiesen wurde. Des Weiteren
zeigte sich, dass, je hoher die gesamt gemessene Apx IV DNA (in Betrieb B),
Apx III DNA oder Apx I DNA (in Betrieb A) in OFS in einer Bucht war, desto
langer war die Mastdauer von den Tieren aus dieser Bucht. Daneben korrelierte
in Betrieb B die Hohe des Madec Scores (EP-dhnelnden Lasionen) signifikant mit

einer verldngerten Mastdauer.

Die zugrunde gelegten Hypothesen in der vorliegenden Arbeit koénnen
abschlieBend wie folgt beantwortet werden: Der Nachweis von Apx-DNA in
OFS ist in Mastbestdnden mit APP infizierten Tieren unter Feldbedingungen
moglich. Des Weiteren kann sowohl Apx IV DNA als auch Apx III und I DNA
in OFS detektiert werden. Die Beurteilung einer engmaschigen Beprobung von
Mastschweinen mittels OFS fiir einen Apx-DNA-Nachweis muss differenziert
beantwortet werden. Die engmaschige Beprobung fiir den Nachweis von Apx III
und I DNA in OFS ist vor allem in der ersten Woche nach der Einstallung in die
Mast vorteilhafter als eine weitmaschige Beprobung. Keine nennenswerten
Vorteile bietet hingegen die engmaschige Beprobung fiir einen Apx IV DNA-
Nachweis gegeniiber einer einmaligen oder weitmaschigen Beprobung der

gesamten Tiergruppe.
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VII. SUMMARY

Use of oral fluid samples to detect Apx-DNA under field conditions

The purpose of the present study is to analyze the detection of Apx-DNA in oral

fluid samples under field conditions. The following hypotheses were tested:

1) It is possible to detect Apx-DNA in OFS on farms with APP infected

fattening pigs under field conditions.
2) The detection of Apx IV, III and I DNA is possible in OFS.

3) A close-meshed sampling of fattening pigs by means of OFS is beneficial
compared to a one-time or wide-meshed sampling for an Apx-DNA

observation.

In two conventional fattening herds infected with APP, the Apx-DNA detection
in OFS has been examined under field conditions in a longitudinal study over the
entire fattening period. In the first week after the stabling, OFS were obtained
on a daily basis and then every two weeks. At farm A, the animals were
vaccinated with an APP vaccine (Porcilis® APP). OFS were taken immediately
before the vaccination. The pigs in farm B were not vaccinated. It was not
intended to compare the animals from the different farms. In total, 217 OFS from
tarm A and 230 OFS from farm B could be analyzed. All OFS were examined for
Apx IV, IIT and I DNA using an APP qPCR. During the slaughtering process,
random sticking blood samples were taken from most of the animals and checked
for antibodies against Apx IV-I and the OMP. Furthermore, an assessment of
the lungs was carried out during the carcass examination. The lungs were
evaluated for pathological changes in the lung parenchyma (Madec score) and

the presence of pleurisy (SPES).

The detection of Apx IV DNA in OFS succeeded almost continuously from the
first day in 91.7% of the examined OFS at farm A and in 96.5% of the examined
OFS at farm B. The detection of antibodies against Apx IV was possible in 91.5%
at farm A and at 94.2% at farm B of the analyzed samples. Apx III DNA was
detected at farm A in 47.9% and at farm B in 38.8% of the examined OFS. It was
not possible to detect Apx III DNA in OFS in three pens on farm B over the
entire study period. All blood samples examined contained antibodies against

Apx III. Evidence of Apx I DNA was only found on farm A. However, antibodies
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against Apx I were also detected in all random sticking blood samples from farm

A and farm B.

Pigs from pens, where no Apx III DNA was detected in OFS over the entire
study period showed a significantly shorter fattening period compared to pigs
from pens in which Apx III DNA was detected in OFS. Furthermore, it became
clear that the higher total measured Apx IV DNA (on farm B) respectively
Apx III DNA or Apx I DNA (on farm A) in OFS in a pen, the longer the
tattening period of the pigs of this pen. In addition, on farm B the level of the
Madec score (EP- like lesions) significantly correlates with a longer fattening

period.

The hypotheses, on which the present work is based, can finally be answered as

follows:

The detection of Apx-DNA in OFS is possible in fattening herds with APP
infected animals under field conditions. Furthermore, Apx IV DNA as well as
Apx III and I DNA can be detected in OFS. The evaluation that close-meshed
sampling of fattening pigs using OFS is beneficial for Apx-DNA detection must
be answered in a differentiated manner. On the one hand, the close-meshed
sampling of Apx III and I DNA in OFS is particularly advantageous in the first
week after stabling in the fattening period compared to a wide-meshed sampling.
On the other hand, the close-meshed sampling for the Apx IV DNA detection in
OF'S does not present any noteworthy advantages compared to a single or wide-

meshed sampling of the entire group of animals.
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XL ANHANG

1. Nachweise aus der Routinediagnostik

1.1. Betrieb A

Material: Bakt. Feldisolate/-stamme/-kulturen

Ziel: Apx-Typisierung mittels Multiplex-PCR
Untersuchungs- Identifikation Apx-Toxin-Typ der Serotypen
nummer
App 1,911
48 kg

Mastschwein

Material: Bakt. Feldisolate/-stdmme/-kulturen

Ziel: Apx-Typisierung mittels Multiplex-PCR / Subkultur fiir Typisierung
Untersuchungs- Identifikation
nummer
App erfolgt
48 kg

Mastschwein

Resistenz-/Empfindlichkeitspriifung von bakteriellen Isolaten mittels Agardiffusi

Identifikation App
48 kg
Mastschwein

U-Nr.

Erreger

pleuropneumoniae

Wirkstoff

Amoxicillin/Clavulanséure

Ampicillin

Cefquinom

Ceftiofur

Enrofloxacin

Florfenicol

Gentamicin

Neomycin

Penicillin G

Tetracyclin

Tiamulin

Tilmicosin

Tulathromycin

u|o|lo|v|v|on|s]|s| ol o] n| oo wn|Actinobacillus

Trimethoprim/Sulfa.

Interpretation:

S: Interpretation gemaR CLSI bzw. vollstindige Hemmung des Erregerwachstums
I: ausschlieBliche Interpretation gemaR CLSI

R: Interpretation gem&R CLSI bzw. fehlende Hemmung des Erregerwachstums

n: nicht auswertbar

Die Interpretation von Cefquinom erfolgt geman der Angaben des Herstellers.
Die Resistenzpriifung erfolgte auBerhalb des akkreditierten Bereiches.



XI. Anhang

126
1.2. Betrieb B
Material: Bakt. Feldisolate/-stamme/-kulturen
Ziel: Subkultur
Untersuchungs- Identifikation
nummer
haemophile erfolgt
Species,
Lungentupfer
(Sektion)
Material; Bakt. Feldisolate/-stamme/-kulturen
Ziel: Idenitifizierung von Actinobacillus pleuropneumoniae (App) mittels PCR
Untersuchungs- |dentifikation Spezifischer PCR-Nachweis von:
nummer
haemophile Actinobacillus pleuropneumoniae (App)
Species,
Lungentupfer
(Sektion)
Material: Bakt. Feldisolate/-stamme/-kulturen
Ziel: Apx-Typisierung mittels Toxin-Multiplex-PCR
Untersuchungs- Identifikation Apx-Toxin-Typ der Serotypen
nummer
haemophile 7,2
Species,
Lungentupfer
(Sektion)
Material: Bakt. Feldisolate/-stimme/-kulturen
Ziel: Apx-Typisierung mittels Toxin-Multiplex-PCR / Differenzierung der App-Serotypen 2, 5 und 6
mittels PCR
Untersuchungs- |dentifikation PCR / App-Serotyp (2/5/6)
nummer
haemophile durch Ausschlul? Identifikation von Serotyp 7
Species,
Lungentupfer
(Sektion)
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:: Act. pleuropn. (APP) - Antikorper, Screening

ELISA Id-Vet # B69
Lfd. Nr. Kennzeichnung positiv fraglich negativ
>= 30 25 -30 < 25
1000411163 |Abteil 12, abgesetzt 29.05.18 37,93
1000411164 |Abteil 12, abgesetzt 29.05.18 80,21
1000411165 | Abteil 12, abgesetzt 29.05.18 3,81
1000411166 |Abteil 13, abgesetzt 29.05.18 11,28
1000411167 | Abteil 13, abgesetzt 29.05.18 46,54
1000411168 | Abteil 17, abgesetzt 05.06.18 11,13
1000411169 |Abteil 17, abgesetzt 05.06.18 49,11
1000411170 |Abteil 17, abgesetzt 05.06.18 31,13 )
1000411171 | Abteil 18, abgesetzt 05.06.18 26,73
1000411172 |Abteil 18, abgesetzt 05.06.18 13,65
Kreuzreaktionen madglich!
:: Act. pleuropn. (APP) - Antikorper
ELISA IDEXX ApxIV #1741
Lfd. Nr. Kennzeichnung positiv fraglich negativ
>= 50 40 - 50 < 40
1000411163 | Abteil 12, abgesetzt 29.05.18 67
1000411164 |Abteil 12, abgesetzt 29.05.18 56
1000411167 |Abteil 13, abgesetzt 29.05.18 74
1000411169 |Abteil 17, abgesetzt 05.06.18 37
:: APP-Antikorper Serotypisierung
ELISA Id-Vet
Lfd. Nr. 1/9/11 2 3/6/8 4/7 5a,b 10 12
1000411163| negativ negativ positiv ! negativ negativ negativ negativ
1000411167 negativ negativ positiv ! fraglich negativ negativ negativ
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2. BioChek APP qPCR Test

Actinobacillus pleuropneumoniae qPCR test kit*

v BioChek

SMART VETERINARY DIAGNOSTICS

BioChek swine qPCR assays

Product Number: SP104

Description of test

The App qPCR multiplex test kit will detect the p of 4 bacillus pleurop via the toxins App can produce: Apx IV and/or Apx |
and/or Apx 11 in extracts from oral fluids, nasal swabs or tissue. Primers and probes are specific for toxins Apx IV, Apxl and Apx llI; each probe is
labelled with a specific fluorophore which is d d in a desi d channel on the qPCR thermocycler. After extraction of the DNA, samples are
added to plates along with the dedicated Reaction Mix. The prepared wells are placed in the qPCR cycler for amplification and detection.

Table 1) App toxins and serotypes

Toxin Formed by serotype

ApxIV__| all serotypes
Apx | 10+14
Apx Il |23,46,815

Method used
qPCR.

The App qPCR multiplex assay enables the simultaneous detection of:

- Actinobacillus pleurop (Apx 1V); detected in FAM channel
- Apx | ; detected in Cy-5 channel

- Apx I11; detected in Texas Red channel

- Tinternal control (IC); detected in HEX channel

Reagents and materials provided:
1. Yellow cap. App Primer/Probe mix with Internal Control (PP/IC), 2 vials, liquid (412.5 pl)
2. Black Cap. Mastermix, 2 vials, liquid (675 ul)
3. Blue Cap. qPCR Negative Control (qPCR NC), 4 vials, molecular grade water (60 pl)
4. Red Cap. App gPCR Positive Control (App PC), 2 vials, diluted App and vtaA 10 plasmid with cloned target sequence standardised to
represent significant amounts of App and vtaA10 target (60 pl)

Storage Conditions: Upon receipt, store at -20 °C (+/- 5 °C)

Materials and Equipment required (not provided with kit):

- qPCR thermocycler (detection channels for FAM, Texas Red and CY-5)

- Heating block (optional)

) Vortex mixer (x2)

- Mini-centrifuge (x2)

- PCR plate-spinner

- Pipettes & disposable filter-tips for volumes of 1 — 1000 pl

- Single, 8 or 12 channel pipette

- DNase/RNase free tubes for preparation of reaction mix

- Plates.strips (+caps) or microtubes for DNA extraction

- Plates for PCR reaction (suitable for use with your gPCR thermocycler)
Recommended plates:
Biorad CFX:Biorad Premium hard shell: Biorad cat. no HSP9645
ABI 7500:Microamp Optical 96 well: Thermo Fisher cat. no N8010560
Agilent MX3005P: 96 wells polypropolyne plates: Agilent cat. no 410088

- Heat resistant sealers for plate

- Disposable powder free gloves

- Refrigerator and freezer

*For veterinary research only.
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Warnings and Precautions
1

2.
3.
4.

FNONAN,

8.

9.

Wear disposable powder free gloves at any stage of running the assay and/or sample preparation.
Handle all reagcnts with care.

Treat all biological materials as p d including all field samples.
NEVER pipette anything by mouth. There should be no calmg drinking or smoking in areas designated for using kit reagents and handling
field samples.

This kit is for in vitro use only.

Strict adherence to the test protocol will lead to achieving best results.

Dedicate one airspace for kit slomge/reagenl preparation (Room 1, clean room) and another airspace (Room 2) for running the assay and
sample preparation. A third airspace is opnonal

(Room 3) for dedicated PCR lifi / g the assay.

NEVER move ANY materials from Room 2 or 3 to Room 1.

Decontaminate PCR laboratories with bleach (or alternative DNA decontaminant) and UV light (optional) after testing.

10. Assays should be performed by qualified laboratory personnel only.

Recommended Work Flow Protocol

When running complete assay including DNA ion in | day

1.
2.
3.

Start in Room 1 with reagent preparation.
Go to Room 2 for DNA extraction and running assay.
Never go from room 2/3 to Room 1 during the same day.

When doing DNA extraction first

Day 1

1.

Day 2

I
2,
%

Start in Room 2 with DNA extraction.

Start in Room | with reagent preparation.
Go to Room 2/3 for running the assay.
Never go from Room 2/3 to Room 1 during the same day.

Preparation of samples:

DNA extraction from sample (e.g. oral fluid, laryngeal swabs. lung tissue samples etc.), any approved manual or automated method can be used.

Test protocol App qPCR:

Reagent preparation

Room 1:
1. Thaw the Mastermix, PP/IC mix and the NC. This can be done at room temperature (18-28°C)
2. Calculate the required volumes of Mastermix and Primer/Probe mix with Internal Control (Reaction Mix):
- Mastermix: 12.5 pl/well
- Primer/Probe mix with Internal Control: 7.5 ul/well
- Prepare number orsamplcs (lncludmg ccmrols) +1
3. Add volume of to lated volume of Primer/Probe mix with Internal Control and vortex. This will now be referred
to as ion Mix. If the d Reaction Mix is not used immediately. store the Reaction Mix at 2-8 °C until use in Room 2. You can
store the Reaction Mix for up to 4 hours
at2-8°C.
Example:

Reaction Mix for 24 wells: (25 x 12.5 ul) = 312.5 pul Mastermix and (25 x 7.5 ul) = 187.5 ul Primer/Probe mix with Internal Control. Note: the total
volume of this example will be 500 ul (25 x 20 ul).

Assay preparation:

Room 1:
1. Take asuitable qPCR plate and record location of samples on template.
2. Add 20 ul of Reaction Mix as prepared above for every sample. The plate does not need to be cooled.
3. Add 5 pl of Negative Control into well XX. This is a reagent and environment control.
4. Cover the wells before moving to Room 2.

DNA amplification:

Room 2:
1. Add 5 ul of Positive Control into well YY, the plate does not need to be cooled.
2. Add 5 pl of Negative Control into well ZZ . This is an environment control.
3. Add 5 ul of DNA extract into the appropriate wells. Cover plate with heat resistant sealer.
4. Spin plate for 30-60 scconds at 200-1000 x g.
5. Place plate in qPCR thermocycler and run using the specified thermal cycler program.
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Thermal cycler program for plate type thermocyclers:

qPCR program at normal ramp speed, do not use FAST mode if available.
1x3min95°C
40 cycles of 15 sec 95 °C / 60 sec 60 °C
N.B. 60 sec 60 °C is the data collection point.

Select the reporter dyes:
FAM

= Actinobacillus pleur (Apx V)
CY-5 =Apx!

TEXAS RED =Apx Ill

ic =HEX

Alternative channel names for the reporter dyes:
FAM: FAM only

TEXAS RED: Texas Red only

CY-5: Quasar 670

HEX: VIC

The run will take approximately 1.5 hours.
When the run is finished. remove the plate from the qQPCR instruments and discard it without removing the seal.

Validation and interpretation:

Analysis and threshold settings:

BioRad CFX96: Lifetech ABI-7500: Agilent Mx3005P:
Fluorescence drift correction: Yes Passive reference : No Amplification-based threshold
Cycles to analyse: 5 — 40 Baseline cycles: 3 — 15 Adaptive bascline

Threshold settings: Threshold settings: Threshold settings:

FAM: 100 (RFU) FAM: 70000 (RFU) FAM: 1000 (RFU)

TEXAS RED: 100 (RFU) Texas Red: 10000 (RFU) TEXAS RED: 250 (RFU)
CY-5: 100 (RFU) CY-5: 10000 (RFU) CY-5: 500 (RFU)

Settings on other gPCR machines or when using different types of plates or strips (not recommended) can be different.

Validation of assay run:

- Positive control will show a Cq value for the Apx IV in the FAM channel between 22.0 - 30.0
If the positive control for Apx IV has a Cq <22.0 or >30.0 the test is invalid for Apx IV.

- Positive control will show a Cq value for the Apx I in the CY-5 channel between 22.0 - 30.0
If the positive control for Apx 1 has a Cq <22.0 or >30.0 the test is invalid for Apx L.

- Positive control will show a Cq value for the Apx III in the Texas Red channel between 22.0 - 30.0
If the positive control for Apx 111 has a Cq <22.0 or >30.0 the test is invalid for Apx I11.

- Inthe negative control well, signal for both Apx IV. Apx I and Apx 111 must be N/A or >38.0. If Apx IV, Apx I and/od Apx 11 is detected in the
negative control well the plate results are invalid.

- Inthe negative control well the internal control should have a Cq value for the HEX channel between 26.0 —34.0
If the internal control has a Cq <26.0 or >34.0 in the negative control well. the plate results are invalid for both App and vtaA10.

- When a sample is negative for Apx 1V, Apx [ and Apx [11 and the internal control is out of range (see table below), the assay is invalid for this
particular sample and should be repeated with a new DNA extract.

- Ifthe sample is positive for Apx IV, Apx I and Apx 11, the internal control is not considered (see table below).
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Validation and interpretation of sample results:

Apx IV (FAM)  [Apx | (CY-5) Apx Il (Texas Red) IC (HEX) Interpretation
Cq values Cq values Cq values Cq values
<38 <38 <38 YES* or NA** positive sample Apx IV, Apx I and Apx Il
<38 <38 NA**or>38 YES* or N'A** positive sample Apx [V and Apx I
N A**or>38 <38 <38 YES* or N A** positive sample Apx [ and Apx III
<38 NA**or>38 <38 YES* or N'A*+ positive sample Apx [V and Apx III
<38 NA**or>38 NA**or>38 26-34 positive sample Apx IV
N'A** or>38 <38 NA**or>38 26-34 positive sample Apx [
NA**or>38 N A** or>38 <38 26-34 positive sample Apx III
NAs* NAS* N/A** 26-34 negative sample
N/A®* N/A®* NAve NA**or>34 invalid well

For final diagnosis qPCR results should be confirmed by alternative tests.

BioChek B.V.

Fokkerstraat 14

2811 ER Reeuwijk
Netherlands

tel: +31 182 582 592
fax: +31 182 599 360
E-mail:  info@biochek.com

Website: www.biochek.com

KI/CP101IREV01

BioChek (UK) Ltd.
11 Mill farm business park

Millfield Road, Hounslow

London TW4 5PY
United Kingdom
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Symbol Glossary

Catalog number

Authorised representative in the European Community

Manufacturer

Date of manufacture

Expiry date

Batch number

Serial number

In vitro diagnostic

Consult instructions for use

Lower limit of temperature

Negative control

E@“‘EEE@]!“&EEE

Positive control
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3. Datapack Actinobacillus pleuropneumoniae DNA Test
Kit

v BioChek

BIOCHEK, SMART VETERINARY DIAGNOSTICS

Document:
Datapack Actinobacillus Pleuropneumoniae DNA Test Kit

Product Code SP104

Datapack App gPCR test kit p.1
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Contents

Summary

The kit

Key Performance Indicators
Applications

Datasheets
Sensitivity

Specificity

Lower Limit of Detection

Datapack App qPCR test kit p.2



XI. Anhang 135

Summary

The kit

- 100 reactions per kit

- Time required for gPCR (excluding DNA extraction) : 90 minutes
- Read at: FAM, Texas Red, CY5 and HEX

- gPCR

- sample material : Oral fluid, tissue samples, nasal swabs

Key performance features or indicators
Sensitivity > 99%

Specificity > 99%

Lower Limit Of Detection

Apx IV > 100 copies/reaction

Apx| > 100 copies/reaction

Apx Il > 100 copies/reaction

Good results using different DNA extraction methods (spin column / silica based method)

Applications
- Detection of infected animals (porcine)
- Screening test for App free status

Datapack App gPCR test kit p.3
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Data sheets

Specificity and Sensitivity

Procedure

To establish sensitivity monospecific culture samples (samples with known status from a certified lab) were used.
These samples were serotyped using MALDI-TOF and biochemical tests.

Results/Conclusion

Results monospecific samples, extraction method used: Silica based mehod

Table 1) Results monospecific samples

Apx IV Apx | Apx Il
Actinobacillus indolicus MN-134 0 0 0
Actinobacillus porcinus 27 KC 10 0 0 0
Actinobacillus porcinus SP 62 0 0 0
Actinobacillus minor CP 109 11ISC1P 9 0 0 0
Actinobacillus indolicus 37 E 3 0 0 0
Actinobacillus pleurop 1oniae Serotype 1 21,3 22,5 0
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 2 21,04 0 20,99
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 3 20,9 0 20,98
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 5a 21,15 22,27 0
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 5b 21,59 22,49 0
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 6 22,53 0 22,65
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 7 20,53 0 0
Actinobacillus pleurop niae Serotype 8 23,25 0 24,33
Actinobacillus pleurop oniae Serotype 9 21,45 23,68 0
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 12 22,09 0 0
Actinobacillus pleurop 1oniae Serotype 4 22,98 0 22,83
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 10 20,39 22,48 0
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 11 20,85 23,01 0
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 13 21,21 0 0
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 14 21,16 22,31 0
Actinobacillus pleuropneumoniae Serotype 15 21,89 0 22,06
Haemophilus Taxon C, CAMP 511P 4 0 0 0
NAD-abh, Bacteria, B 20 0 0 0
NAD-abh. Bacteria, ME-4 0 0 0

Datapack App qPCR test kit p.4
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Table 1: Results monospecific samples continued

Apx IV Apx | Apx Il
Haemophilus parasuis 84-17975, Serotype 13 0 0 0
Haemophilus parasuis 84-22113, Serotype 14 0 0 0
Haemophilus parasuis 84-15995, Serotype 15 0 0 0
Haemophilus Taxon C, CAMP 5113 P4 0 0 0
Haemophilus parasuis H465, Serotype 11 0 0 0
Haemophilus parasuis D74, Serotype 9 0 0 0
Haemophilus parasuis C5, Serotype 8 0 0 0
Haemophilus parasuis 174, Serotype 7 0 0 0
Haemophilus parasuis SW 140, Serotype 2 0 0 0
Haemophilus parasuis SW 114, Serotype 3 0 0 0
Haemophilus parasuis SW 124, Serotype 4 0 0 0
Haemophilus parasuis Nagasaki, Serotype 5 0 0 0
Haemophilius parasuis Strain Serotype 6 0 0 0
Haemophilius parasuis Strain Serotype 10 0 0 0
Haemophilius parasuis Strain Serotype 12 0 0 0
Haemophilus parasuis Serotype 1 0 0 0

No discrepancies, all serotypes react perfectly in the BioChek App DNA.

A second panel of monospecific culture samples was tested, extraction method used: Spin column kit

Table 2) Results monospecific samples Samples taken from panel SA 0073
No | Name FAM=Apx IV | Cy5=APX | Texas = Apx Il
1 | Manheimia haemolytica N/A N/A N/A
2 |Actinobacillus pleuropneumonia 29,54 N/A 28,26
3 | Enterobacter cloacae N/A N/A N/A
4 | Haemophilus parasuis N/A N/A N/A
5 |Pasteurella multocida DNT+ N/A N/A N/A
6 | Staphylococcus aureus N/A N/A N/A
7 | Aspergillus niger N/A N/A N/A
8 |Candida albicans N/A N/A N/A
9 |Pseudomonas aeruginosa N/A N/A N/A
10 | Campylobacter jejuni N/A N/A N/A
11 | Campylobacter coli N/A N/A N/A
12 | Bacillus subtilus N/A N/A N/A
13 | Mycoplasma synoviae N/A N/A N/A
14 | Mycoplasma gallisepticum N/A N/A N/A
15 | Mycoplasma hyorhinis N/A N/A N/A
16 | Mycoplasma orale N/A N/A N/A
17 | Bordetella bronchiseptica N/A N/A N/A
18 | Pasteurella multocida DNT- N/A N/A N/A
19 | Mycoplasma avium spp paratbc N/A N/A N/A
20 | Staphylococcus haemolyticus N/A N/A N/A

Datapack App gPCR test kit p.5
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Table 2) continued

No Name FAM=Apx IV [ Cy5=APX | Texas = Apx IIl
21 Aerococcus viridans N/A N/A N/A
22 Serratia marcescens N/A N/A N/A
23 Corynebacterium bovis N/A N/A N/A
24 Streptococcus uberis N/A N/A N/A
25 Streptococcus dysgalactiae N/A N/A N/A
26 Streptococcus agalactiae N/A N/A N/A
27 Streptococcus pneumoniae N/A N/A N/A
28 Streptococcus parasanquinis N/A N/A N/A
29 Klebsiella pneumonia spp pneumoniae N/A N/A N/A
30 Klebsiella pneumonia spp ozaenae N/A N/A N/A
31 Mycoplasma bovis N/A N/A N/A
32 Salmonella typhimurium N/A N/A N/A
33 Raoultella ornithinolytica N/A N/A N/A
34 Erwinia persicina N/A N/A N/A
35 Lactococcus lactis N/A N/A N/A
36 Aeromonas bestiarum N/A N/A N/A
37 Mycoplasma hyopneumonia N/A N/A N/A
38 Mycoplasma hyopneumonia N/A N/A N/A
39 Mycoplasma flocculare N/A N/A N/A
40 Pasteurella multocida N/A N/A N/A
41 Brachyspira hyodysenteriae N/A N/A N/A
42 Brachysipa pilosicoli N/A N/A N/A
43 Brachyspira intermedia N/A N/A N/A
44 Enterococcus faecalis N/A N/A N/A
45 Arcanobacterium pyogenes N/A N/A N/A
46 Escherichia coli N/A N/A N/A
47 Streptoccoccus suis serotype 1 N/A N/A N/A
48 Streptoccoccus suis serotype 2 N/A N/A N/A
49 Streptoccoccus suis serotype 7 N/A N/A N/A
50 Streptoccoccus suis serotype 9 N/A N/A N/A
51 Clostridium sporogenes N/A N/A N/A
78 | PRRSV type 1 N/A N/A N/A
79 PRRSV type 1 N/A N/A N/A
96 PRRSV type 2 N/A N/A N/A
97 |PRRSV type 2 N/A N/A N/A

No discrepancies

Datapack App qPCR test kit

p.6
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Table 3: Sensitivity and specificity for BioChek App qPCR targets, for interpretation of serotypes see insert.

target Sensitivity Specificity

Apx IV 100% 100%
Apx | 100% 100%
Apx Il 100% 100%

Field samples were evaluated using the BioChek App gPCR test kit.

Sample types tested were: oral fluid / lung tissue
NA extraction methods were: Silica based method

Tissue samples were pretreated before extraction using the following protocol:
- Small piece of tissue was cut off and cut into small pieces.
- Small pieces of tissue were transferred to a vial.
- A pestle was used to further grind the tissue
- PBS and proteinase K were added and left to incubate at 56°C until the tissue was dissolved
- 200 pl of the dissolved tissue was used for the silica based extraction method.
This method resulted in little to no inhibition

Oral fluids were used for PCR using the following protocol:
- Oral fluid samples were centrifuged for a few seconds to remove most of the debris.
- 200 pl of the supernatant was used for the silica based extraction method.

This method resulted in little to no inhibition

Datapack App qPCR test kit p.7
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Lower Limit of Detection (LLOD)

Procedure

To establish sensitivity plasmid dilutions were used. The dilutions were tested in multiple runs on different dates.
Results/Conclusion

Table 4: BioChek Apx IV sensitivity testing, plasmid dilutions (no DNA extraction used)

Apx IV run1Cq |[run2Cq run3Cq |run4Cq

100 copies/reaction 35,18 36,17 35,6 33,84
50 copies/reaction 0,00 0,00 39,66 38,79
25 copies/reaction 0,00 0,00 0 0
12 copies/reaction 0,00 0,00 0 0

Table 5: BioChek Apx | sensitivity testing, plasmid dilutions (no DNA extraction used)

Apx | run1Cq |run2Cq run3Cq [run4Cq

100 copies/reaction 34,90 36,57 34,9 36,57
50 copies/reaction 38,34 38,97 38,34 38,97
25 copies/reaction 0,00 0,00 0 0
12 copies/reaction 0,00 0,00 0 0

Table 6: BioChek Apx Ill sensitivity testing, plasmid dilutions (no DNA extraction used)

Apx Il runl1Cq |[run2Cq run3Cq |run4 Cq
100 copies/reaction 34,87 35,10 33,64 36,19
50 copies/reaction 37,18 35,05 37,76 36,9
25 copies/reaction 37,79 0,00 39,91 0
12 copies/reaction 0,00 37,38 0 39,23
Apx IV

100 copies/reaction is the lowest load detected repeatedly, 4 out of 4 times
50 copies/reaction detected, 2 out of 4 times
25 copies/reaction detected, 0 out of 4 times
12 copies/reaction detected, 0 out of 4 times

Apx |

100 copies/reaction, is the lowest load detected repeatedly, 4 out of 4 times
50 copies/reaction, detected 4 out of 4 times but Cq > 38

25 copies/reaction, detected 0 out of 4 times

12 copies/reaction, detected 0 out of 4 times

Apx 1l

100 copies/reaction, detected 4 out of 4 times

50 copies/reaction, is the lowest load detected repeatedly, 4 out of 4 times
25 copies/reaction, detected 2 out of 4 times

12 copies/reaction, detected 2 out of 4 times

With field samples the nucleic acid extraction method used can be of influence for the sensitivity of the assay.

Datapack App qPCR test kit p.8
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1. Conclusions

BioChek App gPCR test kit conclusions:
e Specificity > 99% for all targets
e Sensitivity > 99% for all targets
e LLOD for Apx IV > 100 copies/reaction
LLOD for Apx | > 100 copies/reaction
LLOD for Apx Ill > 50 copies/reaction

e Field samples performed well using different sample types, the extraction method needs to be suitable for
the matrix. Pretreatment for tissue samples seems necessary.

Datapack App gPCR test kit p.9
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