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l. EINLEITUNG

Die bakteriellen Durchfallerreger Lawsonia (L.) intracellularis,
Brachyspira (B.) hyodysenteriae und Brachyspira (B.) pilosicoli gelten,
sowohl bei Einzel- als auch bei Mischinfektionen, als bedeutende
Ursache wirtschaftlicher Verluste in der modernen Schweinehaltung
(HAMPSON und BURROUGH, 2019; VANNUCCI et al., 2019).

Seit einigen Jahren hat die Diagnostik von viralen und bakteriellen
Erkrankungen des Schweines mithilfe von Oral Fluid Samples (OFS)
deutlich an Bedeutung gewonnen (PRICKETT und ZIMMERMAN, 2010).
Allerdings werden in der Literatur hauptsachlich Untersuchungen von
atemwegsassoziierten  Erregern mithilfe von OFS beschrieben,
wohingegen kaum wissenschaftliche Arbeiten zur Diagnostik von
Durchfallerkrankungen mittels OFS zu finden sind (PRICKETT und
ZIMMERMAN, 2010; FRANA et al., 2014; BJUSTROM-KRAFT et al.,
2018). Da die Ubertragung von L. intracellularis, B. hyodysenteriae und
B. pilosicoli ausschlieBlich auf fakal-oralem Weg erfolgt, ist davon
auszugehen, dass die genannten Erreger zumindest kurzzeitig in OFS zu
finden sind (HAMPSON und BURROUGH, 2019; VANNUCCI et al., 2019).

In der vorliegenden Studie sollen zwei konventionelle niederbayerische
Schweinemastbetriebe in einer explorativen Verlaufsuntersuchung
dreimalig mittels Multiplex Realtime-PCR aus Sammelkotproben und aus
mithilfe von Baumwoll-Kaustricken gewonnenen Oral Fluid Samples auf
das Vorkommen und die Quantitat von L. intracellularis-,
B. hyodysenteriae-, und  B. pilosicoli-Genomfragmenten untersucht
werden. Zudem soll ein Vergleich der detektierten Erregermengen in den
unterschiedlichen Probenmedien eine Aussage uber die Eignung von
Oral Fluid Samples (OFS) als diagnostisches Mittel im Hinblick auf die

genannten bakteriellen Durchfallerreger treffen lassen.

Des Weiteren soll durch die Erfassung von Kotbeschaffenheit und
Verschmutzungsgrad der beprobten Tiergruppen untersucht werden, ob
sich daraus Ruckschlusse auf die detektierte Erregermenge ziehen

lassen.
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Es ist anzunehmen, dass sich mithilfe von Kaustricken gewonnene Oral
Fluid Samples gut fur einen Nachweis dieser Erreger eignen und
hinsichtlich regelmaBiger Bestandsscreenings eine deutlich gunstigere

Alternative zu den bisher etablierten Diagnostikmedien darstellen.
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. LITERATURUBERSICHT

1. Lawsonia intracellularis

1.1. Historischer Uberblick

Bereits 1931 beschreiben BIESTER und SCHWARTE eine infektiose
Enteritis mit adenomartigen Verdickungen der Schleimhaut im lleum und
im oberen Abschnitt des Colons als porzine proliferative Enteropathie
(PPE), ohne jedoch einen Erreger nachweisen zu konnen. Zunachst wird
Campylobacter ssp. (C. jejuni/coli, C. sputorum ss mucosalis,
C. hyointestinalis) als atiologisches Agens vermutet, durch das PPE
experimentell allerdings nicht reproduzierbar ist (GEBHART et al., 1983;
LAWSON et al., 1985). Spater erhalt der Erreger der PPE vorubergehend
den Namen ,campylobacter-like organism”, bis eine genetische
Diversitat zu Campylobacter ssp. nachgewiesen und die neue
Bezeichnung lleal Symbiont intracellularis zugewiesen wird (LAWSON et
al., 1985; GEBHART et al., 1993; JONES et al., 1993). 1993 gelingt es
schlieBlich, den Erreger zu identifizieren und in Rattenenterozyten
anzuzuchten (LAWSON et al.). Ebenfalls 1993 konnen MCORIST et al.
durch die Reproduktion einer PPE mithilfe aus Zellkultur gewonnener
Inokula des Erregers die Koch'schen Postulate erfiillen und beweisen

somit, dass lleal Symbiont intracellularis deren Erreger ist.

Die 16S rRNA von lleal Symbiont intracellularis weist groRe Ahnlichkeit
zu Desulfovibrio desulfiricans auf, ein schwefelreduzierendes Bakterium,
welches in anaeroben Milieus zu finden ist (GEBHART et al., 1993).

1995 wird mit der neuen taxonomischen Einordnung innerhalb der
Familie der Desulfovibrionaceae die bisherige Bezeichnung verworfen
und der bis heute gultige Name Lawsonia (L.) intracellularis
vorgeschlagen (MCORIST et al., 1995).

1.2. Morphologie und allgemeine Eigenschaften

L. intracellularis ist ein gramnegatives, mikroaerophiles, saurefestes
Bakterium, welches eine gekrummte oder gerade Stabchenform
aufweisen kann (LAWSON et al., 1993; MCORIST et al., 1995).
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Es besitzt eine trilaminare Hulle und ein unipolares Flagellum, das fur
eine aktive Bewegung in Richtung der Zielzellen sorgt, jedoch innerhalb
von infizierten Wirtszellen nicht mehr nachweisbar ist (GEBHART et al.,
1993; VANNUCCI et al., 2019). L. intracellularis ist dazu in der Lage, sich
mithilfe von chemotaktischen Reizen aktiv auf seine Zielzellen,
hauptsachlich die Enterozyten des terminalen lleums, zuzubewegen
(LAWSON und GEBHART, 2000). Aufgrund seines obligat intrazellularen
Wachstums  kann L. intracellularis nicht mit den  ublichen
bakteriologischen Methoden kultiviert werden (LAWSON et al., 1993).

1.3. Epidemiologie

L. intracellularis ist in uber 90% der europaischen Schweinebestande
endemisch und kommt weltweit in allen Schweine haltenden Nationen
vor (CHOUET et al.,, 2003; WENDT et al., 2006; PARADIS et al., 2007;
HOLYOAKE et al., 2010; ARNOLD et al, 2019). Auch in
Wildschweinpopulationen kann L. intracellularis weltweit nachgewiesen
werden (VANNUCCI et al., 2019). Die Pravalenz von L. intracellularis in
deutschen Schweinebestanden wird 2019 mit 91,7% angegeben
(ARNOLD et al., 2019).

Neben Schweinen kann L. intracellularis bei vielen anderen Spezies
nachgewiesen werden, unter anderem bei Hamster, Pferd oder
WeilBwedelhirsch (MCORIST et al., 1989; DROLET et al., 1996;
PUSTERLA und GEBHART, 2009). Lokalisation und histologische
Auspragung einer Infektion mit L. intracellularis variieren zwischen den
unterschiedlichen betroffenen Spezies, allerdings kann in allen Fallen
eine typische Proliferation der Enterozyten beobachtet werden
(LEBLANC et al., 1993). Die Vermutung, dass L. intracellularis auch beim
Menschen vorkommt und wursachlich an chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen (Inflammatory Bowel Disease) wie Morbus Crohn
oder Colitis ulcerosa beteiligt sein konnte, ist mittlerweile widerlegt
(MICHALSKI et al., 2006; JACOBSON et al., 2007a).
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1.4. Pathogenese

Eine Infektion mit L. intracellularis erfolgt nach heutigem Kenntnisstand
ausschlieBlich fakal-oral (JORDAN et al., 2004). Bei experimenteller
oraler Inokulation weisen Schweine nach drei bis funf Tagen eine
Besiedelung der Epithelzellen mit L. intracellularis in den betroffenen
Darmabschnitten auf (LAWSON und GEBHART, 2000; BOUTRUP et al.,
2010; VANNUCCI und GEBHART, 2014). In den meisten Fallen ist das
distale lleum betroffen, pathologische Veranderungen werden aullerdem
bis zum ersten Drittel des proximalen Kolons und selten noch bis in
weiter distal gelegene Darmabschnitte beschrieben (JENSEN et al., 2006;
VANNUCCI et al.,, 2019). Infizierte Epithelzellen vermehren sich mit
deutlich erhohter Zellteilungsrate und Migration (MCORIST et al., 1996).
Das fur die PPE typische, als ,gartenschlauchartig” beschriebene
makroskopische Bild resultiert aus einer hyperplastischen Proliferation
unreifer Kryptzellen und deren Unfahigkeit, sich zu Becherzellen zu
differenzieren (HUAN et al., 2017). Infolge dessen wird die
Schleimschicht auf der Oberflache des Darmepithels deutlich reduziert
(HUAN et al., 2017). Im spateren Verlauf der Infektion kann
L. intracellularis auch in Makrophagen der Lamina propria nachgewiesen
werden (JENSEN et al., 2006; BOUTRUP et al., 2010).

Die Ausscheidung des Erregers im Kot beginnt sieben Tage
post infectionem und kann bis zu 12 Wochen beobachtet werden
(VANNUCCI et al., 2019). Klinische Anzeichen einer Durchfallerkrankung
lassen sich ab neun Tagen nach oraler Erregeraufnahme beobachten und
konnen bis zu drei Wochen anhalten (VANNUCCI et al., 2019).

1.5. Verlaufsformen einer Infektion mit Lawsonia intracellularis

In verschiedenen wissenschaftlichen Arbeiten wird davon ausgegangen,
dass die aufgenommene Erregermenge den Grad der pathologischen und
klinischen Veranderungen beeinflusst (COLLINS und LOVE, 2007;
COLLINS und BARCHIA, 2014). Die unterschiedlichen Verlaufsformen
konnen, abhangig vom Infektionsdruck und von Sekundarerregern,

ineinander ubergehen.
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1.5.1.  Subklinischer Verlauf

Eine Infektion mit L. intracellularis scheint in den haufigsten Fallen einen
subklinischen Verlauf zu nehmen (BRANDT et al., 2010). Hier zeigen die
infizierten Tiere keine klinischen Erscheinungen einer
Durchfallerkrankung, jedoch sind sowohl spezifische mikroskopische als
auch makroskopische Veranderungen der Darmschleimhaut zu finden,
die unter anderem fur verminderte Gewichtszunahmen verantwortlich
sind (MCORIST et al., 2003; KROLL et al., 2005; SCHOLZ et al., 2008).

1.5.2.  Akuter Verlauf

Die akute Form einer PPE wird als porzine hamorrhagische Enteropathie
(PHE) bezeichnet und tritt hauptsachlich bei alteren Mastschweinen,
Jungsauen und Jungebern auf (VANNUCCI et al.,, 2019). Die serosen
Haute von Jejunum und lleum sind stark odematisiert, bei der Sektion
sind Blutkoagel und Zelldedritus im Lumen des lleums zu finden.
Histologisch werden hochgradige Nekrosen der Enterozyten beschrieben
(POHLENZ, 2005; MCORIST und GEBHART, 2012). Die erkrankten Tiere
verenden meist aufgrund eines hypovolamischen Schocks perakut oder
kommen aufgrund blutigen Durchfalls zum Festliegen mit Anamie
(POHLENZ, 2005).

1.5.3. Chronischer Verlauf

Die haufigste Auspragung eines chronischen Verlaufs ist die porzine
Intestinale Adenomatose (PIA), die typischerweise nach Erregerkontakt
im Ferkelalter auftritt (MCORIST et al.,, 2003). Als Erregerreservoir
werden subklinisch infizierte Sauen vermutet (CHOUET et al.,, 2003;
MCORIST et al.,, 2003). Die Schleimhaut des lleums ist makroskopisch
hirnwindungsartig verdickt, histologisch sind je nach Schweregrad
massenhaft unreife Enterozyten und kaum Becherzellen zu finden.
Mukosa und Submukosa dieser Darmabschnitte sind odematisiert und
von Entzundungszellen infiltriert (MCORIST und GEBHART, 2012).
Klinisch auBern sich diese pathologischen Veranderungen in leichten bis
mittelschweren Durchfallen mit Kot von physiologischer Farbe ohne
Blutbeimengungen, wahrend die Futteraufnahme der Tiere bei

verminderten Gewichtszunahmen nur schwach reduziert ist oder
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vollstandig erhalten bleibt (MCORIST und GEBHART, 2012).

Weitere selten vorkommende Erscheinungsformen einer chronischen
Infektion mit L. intracellularis sind die Regionale lleitis (RI) und die
Nekrotisierende Enteritis (NE) (VANNUCCI et al., 2019). Diese beiden
Verlaufsformen, die bei allen Altersgruppen beobachtet werden konnen,
auBern sich hauptsachlich durch Kummern, unspezifische Durchfalle und
vereinzelt akute Todesfalle (POHLENZ, 2005). Das Risiko, an NE zu
erkranken, scheint in schweinehaltenden Betrieben mit mangelhafter
Hygiene erhoht zu sein, zusatzlich konnen sekundare bakterielle Erreger
den Verlauf der Erkrankung beeinflussen (VANNUCCI et al., 2019).

1.6. Diagnostik

Aufgrund der oben beschriebenen unterschiedlichen klinischen
Auspragungen und Schweregrade einer Infektion mit L. intracellularis,
kann eine Diagnose nicht ausschlieBlich auf Basis des klinischen Bildes

gestellt werden.

1.6.1. Makroskopische Untersuchung

Durch hyperplastische Proliferation der Epithelzellen, vergroRerte
Krypten und fehlende Becherzellen ergibt sich eine fur PPE typische
hirnwindungsartige Verdickung der Darmwand sowie ein vergroRerter
Durchmesser des Lumens, insbesondere im [leum (MCORIST et al., 1996;
VANNUCCI et al.,, 2019). Zusatzlich konnen in den betroffenen
Darmabschnitten subserése Odeme vorhanden und die mesenterialen
Lymphknoten vergroRert sein (HUERTA et al., 2003).

1.6.2. Histologische Untersuchung

Fur die histologische Untersuchung auf L. intracellularis eignen sich
verschiedene Farbemethoden: Hamatoxylin-Eosin-Farbung mit einer
Sensitivitat von 41%, modifizierte Ziehl-Neelsen-Farbung mit einer
Sensitivitat von 55% und Warthin-Starry-Farbung mit einer Sensitivitat
von 34%, allerdings sollten diese Methoden lediglich zur Bestatigung
einer Diagnose herangezogen und durch einen direkten Erregernachweis
erganzt werden (DUNSER et al., 2003; LADINIG et al., 2009).
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1.6.3. Serologie

Ein Nachweis spezifischer Antikorper gegen L. intracellularis kann durch
verschiedene serologische Methoden erbracht werden. Mittels Indirect
Immunofluorescent Antibody Test (IFAT), Immunperoxidase Monolayer
Assay (IPMA) oder Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) lassen
sich mit hoher Sensitivitat und Spezifitat 1gG, IgM sowie lokale IgA
Antikorper detektieren (KNITTEL et al., 1998; GUEDES et al., 2002;
KELLER et al., 2004; BOESEN et al., 2005).

Serologischen Testmethoden sollten insbesondere im Hinblick auf die
moglicherweise intermittierende Erregerausscheidung von
L. intracellularis im Rahmen einer vollstandigen Diagnostik bei lebenden
Tieren zusatzlich zu einem Antigennachweis und insbesondere zur
Bestimmung des richtigen Impfzeitpunktes angewandt werden (KNITTEL
et al., 1998; VANNUCCI et al., 2019).

1.6.4. PCR

Der Nachweis von L. intracellularis Genomfragmenten erfolgt
ublicherweise mittels PCR aus Kotproben oder Darmschleimhaut des
lleums (JONES et al., 1993; JENSEN et al.,, 1998; LA et al.,, 2006;
NATHUES et al.,, 2007). Da eine intermittierende Ausscheidung von
L. intracellularis beschrieben ist, ist diese Methode besonders fur akut
klinisch erkrankte Tiere geeignet, wahrend subklinisch erkrankte Tiere
aufgrund der Ausscheidung geringer Erregermengen falschlicherweise
als negativ eingestuft werden konnten (GUEDES und GEBHART, 2003).
Die Sensitivitat und Spezifitat unterschiedlicher PCR Protokolle kann
erhebliche Unterschiede aufweisen (LADINIG et al., 2009; PEDERSEN et
al., 2010).

Ein alleiniger Nachweis von Genomfragmenten lasst noch keine Aussage
uber den Gesundheitszustand der Tiere zu, da L. intacellularis den
Gastrointestinaltrakt durchwandern kann, ohne eine Infektion auszulosen
(PEDERSEN et al., 2012b). So weisen Tiere, aus deren Kot
L. intracellularis ~ detektiert ~ wird, nicht immer pathologische
Veranderungen im lleum auf (LINDECRONA et al., 2002).
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Mittels quantitativer Realtime-PCR (gPCR) lassen sich die Erregermengen
im Probenmaterial bestimmen (NATHUES et al., 2009; WILLEMS und
REINER, 2010).

Bei Tieren, die fur eine PPE typische makroskopische Lasionen
aufweisen, ist die im Kot ausgeschiedene Erregermenge hoher, als bei
Tieren ohne Lasionen (PEDERSEN et al., 2012b). Der Nachweis von
L. intracellularis DNA ist kein Beweis einer lleitis, lleitis-assoziierte
Lasionen korrelieren jedoch hochgradig mit der im Kot ausgeschiedenen
Erregermenge (PEDERSEN et al., 2012b).

1.7. Kontroll- und PraventionsmafBnahmen

Zur antibiotischen Behandlung einer akuten PPE sind in Deutschland die
Wirkstoffe Tamulin, Tylosin, Tylvalosin und Lincomycin zugelassen.
Momentan stehen 17 Praparate zur Injektion oder oralen Medikation zur
Verfugung, aus denen mithilfe eines Resistenztests das geeignete
Praparat auszuwahlen ist (VETERINARMEDIZINISCHER
INFORMATIONSDIENST FUR ARZNEIMITTELANWENDUNG, 2020). Ein
Einfluss antibiotischer Wirkstoffe hinsichtlich der Serokonversion
erkrankter Tiere scheint nicht gegeben (NATHUES, 2008).

Seit 2004 ist mit Enterisol® lleitis (Boehringer Ingelheim Vetmedica
GmbH) ein  Impfstoff in  Deutschland verfugbar, der ein
vermehrungsfahiges Isolat von L. intracellularis (MS B3903) in
lyophilisierter Form enthalt und die wirtschaftlichen Schaden,
insbesondere einer subklinischen Infektion mit L. intracellularis,
reduzieren soll (KROLL et al., 2004). Eine Impfung mit Enterisol® lleitis
hat, anders als eine Behandlung mit antibiotischen Wirkstoffen, keinen
Einfluss auf die Detektion von L. intracellularis mit den ublichen
Testverfahren, allerdings kann der Impfstamm nicht vom L. intracellularis
Wildtyp unterschieden werden (NATHUES, 2008).

2019 wird mit Porcilis® Lawsonia (MSD Animal Health) ein inaktivierter
Impfstoff (L. intracellularis Stamm SPAH-08) zur Injektion in Deutschland
zugelassen. Im Gegensatz zu einer Lebendvakzine, deren Anwendung
nicht mit einer gleichzeitigen Verabreichung antimikrobieller Wirkstoffe

kompatibel ist, konnen bei Anwendung des inaktivierten Impfstoffes
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mehrere Impfungen und, falls notig, Behandlungen mit antibiotischen
Wirkstoffen gleichzeitig durchgefuhrt werden (JACOBS et al., 2019).

Managementfaktoren wie abteil- oder stallweise Rein-Raus-Belegung,
Reinigung und eine geeignete Desinfektion sind Grundvoraussetzungen
einer modernen Tierhaltung und in der Krankheitsbekampfung
unerlasslich  (COLLINS et al.,, 2000). Fur eine Vvollstandige
L. intracellularis Bestandssanierung raten COLLINS et al. (2000) zu
folgendem Protokoll: grundliches Waschen der Stallungen mit heiBem
Wasser, um samtliches organische Material abzuspulen. Darauf folgt eine
Desinfektion auf Basis von Jod oder einer quaternaren
Ammoniumverbindung mit mindestens 30-minutiger Einwirkzeit
(COLLINS et al., 2000). Nach nochmaligem grundlichen Waschen sollte
der Stall fur mindestens zwei Wochen leer stehen, bevor schlussendlich

L. intracellularis negative Tiere eingestallt werden (COLLINS et al., 2000).

1.8. Wirtschaftliche Bedeutung

Bereits eine subklinische Infektion mit L. intracellularis geht mit
reduzierter Futterverwertung und daraus resultierend verminderten
Zunahmen, einer langeren Mastdauer und einem  hoheren
Futterverbrauch einher (SCHOLZ et al., 2008). Neben verlangerter
Mastdauer und somit auch evtl. hoherer Belegdichte auf den betroffenen
Betrieben kommt es in klinisch erkrankten Schweinebestanden auch zu
hoheren Tierarztkosten, einer steigenden Mortalitatsrate, und in
Ferkelerzeugerbetrieben teilweise zu Fruchtbarkeitsproblemen der Sauen
(MCORIST, 2005). Der finanzielle Verlust in an PPE erkrankten
Bestanden wird somit auf >100€ pro Sau und Jahr geschatzt (MCORIST,
2005). Es ist anzunehmen, dass L. intracellularis noch einen wesentlich
hoheren finanziellen Schaden weltweit verursacht, da in oben genannte
Berechnungen nur Falle einbezogen sind, in denen tatsachlich klinische
Erkrankungen festgestellt werden konnen (MCORIST, 2005; VANNUCCI
etal., 2019).
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2. Brachyspira ssp.

Das zur Klasse der Spirochaten gehorende Genus Brachyspira umfasst
neun bislang anerkannte Spezies, von denen sieben das Schwein als
Wirtsspezies haben (HAMPSON und BURROUGH, 2019). Neben der als
apathogen geltenden Spezies B. innocens, den vereinzelt eine leichte
Colitis verursachenden B. murdochii, und B. intermedia, die haufig als
Kommensale im Intestinaltrakt zu finden sind, gelten B. hyodysenteriae,
B. hampsonii, B. suanatina und B. pilosicoli als pathogen fur das Schwein
(TROTT et al.,, 1996b; PASTER und DEWHIRST, 2000; HAMPSON und
BURROUGH, 2019).

2.1. Historischer Uberblick

Schon 1921 wird das Krankheitsbild der Dysenterie des Schweines
(Schweinedysenterie) beschrieben, jedoch gelingt es erst 1971, einen auf
Blutagar stark hamolysierenden bakteriellen Erreger, der aufgrund seines
Phanotyps zunachst als Treponema (T.) hyodysenteriae bezeichnet wird,
zu isolieren (TAYLOR und ALEXANDER, 1971; GLOCK und HARRIS,
1972). Einige Jahre spater kann eine weitere Treponema Spezies aus
gesunden Schweinen isoliert werden, die sich in Kultur von
T. hyodysenteriae durch ihre schwache Hamolyse unterscheidet und als
T. innocens bezeichnet wird (KINYON und HARRIS, 1979). Anfang der
1990er Jahre wird die Gattung aufgrund molekularbiologischer
Unterschiede vom Genus Treponema getrennt und kurzfristig
phylogenetisch der Gattung Serpula und spater Serpulina zugeordnet
(STANTON, 1992). Aufgrund besserer diagnostischer Moglichkeiten
konnen weitere, schwach hamolysierende Serpulina (S.) ssp., identifiziert
werden, von denen S. pilosicoli als atiologischem Agens der porzinen
intestinalen Spirochatose (PIS) ebenfalls Pathogenitat zugesprochen wird
(TROTT et al.,, 1996a; TROTT et al., 1996b). 1997 wird die Gattung
schlieBlich endgultig in Folge ihrer 16S-rRNA Sequenzanalyse als
Brachyspira ssp. benannt (OCHIAI et al., 1997). Seit einigen Jahren wird
davon ausgegangen, dass die Dysenterie des Schweines nicht
ausschlieBlich von B. hyodysenteriae verursacht wird, sondern auch

durch andere stark hamolysierende Brachyspiren (B. suanatina,



12 II. Literaturubersicht

B. hampsonii,) hervorgerufen werden kann (RASBACK et al., 2007:
BURROUGH et al., 2012; CHANDER et al., 2012).

Im Folgenden soll aufgrund der Fragestellung der vorliegenden Arbeit
lediglich auf B. hyodysenteriae und B. pilosicoli naher eingegangen

werden.

2.2 Morphologie und allgemeine Eigenschaften

Brachyspira ssp. sind gramnegative, anaerobe, schraubenformige
Bakterien, die sich mithilfe von periplasmatischen Endoflagellen
spiralartig in Flussigkeiten fortbewegen konnen (HOLT, 1978; HAMPSON
und BURROUGH, 2019). Trotz ihres primar anaeroben Stoffwechsels sind
sie in der Lage, kurzfristig mithilfe der NADH Oxidase Sauerstoff zu
verstoffwechseln  (STANTON et al.,, 1999). Das Wachstum der
Bakterienkulturen ist langsam, die Kolonien auf festen, bluthaltigen
Nahrboden sind transparent und bilden typischerweise je nach Spezies
eine leichte (B. pilosicoli) bis vollstandige (B. hyodysenteriae)
Betahamolysezone aus (OCHIAI et al., 1997; RASBACK et al., 2007;
HAMPSON und BURROUGH, 2019).

2.3. Epidemiologie

Die Dysenterie des Schweines gilt in vielen Schweine haltenden Nationen
als endemisch, ebenso die porzine intestinale Spirochatose (HAMPSON
und BURROUGH, 2019).

Schadnager, insbesondere Mause, die mit B. hyodysenteriae infiziert
sind, stellen ein Risiko als Erregerreservoir dar, da der Erreger sowohl
von Maus zu Maus als auch von Maus zu Schwein ubertragen werden
kann (JOENS, 1980).

Im Gegensatz zu den restlichen beim Schwein vorkommenden
Brachyspirenspezies kann B. pilosicoli auch beim Menschen eine
Infektion und Bakteriamie hervorrufen und gilt somit als Zoonoseerreger
(LEE und HAMPSON, 1994; TRIVETT-MOORE et al., 1998; HAMPSON et
al., 2006; PRIM et al., 2011). Humane Isolate von B. pilosicoli konnen laut
SMITH (2005) wiederum eine Durchfallerkrankung beim Schwein

hervorrufen. Eine von  B. pilosicoli  hervorgerufene intestinale
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Spirochatose ist aulRerdem auch bei Geflugel, Hunden und weiteren
Saugetierarten beschrieben (TRIVETT-MOORE et al., 1998;
SHIVAPRASAD und DUHAMEL, 2005; HIDALGO et al., 2010).

2.4. Pathogenese

Nach der oralen Aufnahme von infiziertem Kot passieren
Brachyspira ssp. unbeschadet Magen und Dunndarm, bevor sie, geleitet
durch eine starke Chemotaxis fur Muzine, die Schleimhaut von Zakum
und Kolon besiedeln (GIRARD et al., 1995; KENNEDY und YANCEY JR,
1996; HAMPSON und BURROUGH, 2019). Nach dem aktiven Eindringen
der Erreger in Becherzellen steigt deren Schleimsekretion (POHLENZ et
al., 1983). Typische Lasionen in den betroffenen Darmabschnitten sind
Hyperamie und Odeme der Darmwand, des Mesenteriums und der
mesenterialen Lymphknoten (HAMPSON und BURROUGH, 2019). Diese
Lasionen werden durch Hamolysine und Lipooligosaccharide verursacht
(HALTER und JOENS, 1988; LYSONS et al., 1991).

Die Inkubationszeit kann, in Abhangigkeit von unterschiedlichen
Faktoren wie Erregerdruck, Futterzusammensetzung und Stress, von
wenigen Tagen bis zu mehreren Monaten variieren (JACOBSON et al.,
2004, HAMPSON und BURROUGH, 2019). Die Erregerausscheidung
beginnt bereits vor dem Auftreten klinischer Erscheinungen und kann
intermittierend oder konstant uber Monate anhalten (HAMPSON und
BURROUGH, 2019).

Coinfektionen mit Salmonella ssp., L. intracellularis oder dem porzinen
Circovirus Typ 2 (PCV2) konnen das klinische Bild zudem erheblich
verschlechtern (GIRARD et al., 1995; STEGE et al., 2000; HAMPSON und
BURROUGH, 2019).

2.5. Klinik

Das typische klinische Erscheinungsbild einer Schweinedysenterie
beinhaltet zu Anfang breiigen, gelb bis grau-braun verfarbten Kot, im
weiteren Verlauf der Erkrankung mit Schleim, Blut und Fibrinfetzen
einhergehend (POHLENZ et al.,, 1983; HAMPSON und BURROUGH,

2019). Die Rektaltemperatur der erkrankten Schweine kann fur kurze Zeit
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auf bis zu 40,6°C ansteigen, bleibt in den meisten Fallen jedoch im
physiologischen Bereich (JACOBSON et al., 2007b). Der Verlauf und
Schweregrad einer Schweinedysenterie wird durch verschiedene
Stressoren wie Futterung, Gruppengrofe, Umstallung,
Neugruppierungen, Coinfektionen und nicht zuletzt der Erregermenge
von B. hyodysenteriae in der Umwelt malBgeblich beeinflusst JACOBSON
et al., 2004; HAMPSON und BURROUGH, 2019). In Tierbestanden, in
denen B. hyodysenteriae endemisch ist, kann es zu zyklisch auftretenden,
milden Ausbruchen von Schweinedysenterie mit geringer Mortalitat
kommen (HAMPSON und BURROUGH, 2019). In Bestanden mit
Neuinfektionen naiver Tiere kann die Morbiditat auf bis zu 90% und die
Mortalitat auf bis zu 30% steigen (HAMPSON und BURROUGH, 2019).

Der Verlauf einer porzinen intestinalen Spirochatose (PIS) geht
gelegentlich mit breiig bis wassrigem, zementfarbenem Durchfall mit
geringgradigen Schleimbeimengungen einher und ahnelt somit dem
Verlauf einer milden Schweinedysenterie (GIRARD et al., 1995; TROTT et
al.,, 1996b). Eine Differenzierung zwischen einer mild verlaufenden
Dysenterie des Schweines und einer porzinen intestinalen Spirochatose
ist aufgrund der ahnlichen klinischen Verlaufe und pathologischen
Veranderungen nicht ohne  weiterfuhrende Ilabordiagnostische
Untersuchungen moglich (HAMPSON und BURROUGH, 2019).

2.6. Diagnostik

Durch den Nachweis einer hohen Anzahl von Spirochaten mittels
unspezifischer Farbung oder Dunkelfeldmikroskopie von Kot- oder
Schleimhautausstrichen kann lediglich eine Verdachtsdiagnose gestellt
werden (HAMPSON und BURROUGH, 2019). Eine sichere
Erregerbestimmung kann nur mittels kulturellem Nachweis in
Verbindung mit weiterfuhrenden biochemischen Tests oder PCR
gewahrleistet werden (BURROUGH, 2017).
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2.6.1. Kultureller Nachweis von Brachyspira ssp.
Brachyspiren lassen sich unter anaeroben Bedingungen sowohl in
flussigen, als auch auf festen, bluthaltigen Nahrmedien bei einer

Temperatur von 38°C - 39°C kultivieren.

Geeignet sind z.B. Brain-Heart-Infusion-Boullion mit FSK-Zusatz,
Trypticase-Soja-Agar mit 5% Schaf- oder Kalberblut oder Columbia Agar
(CALDERARO et al., 2005). Zusatzlich werden dem Nahrmedium
antibakterielle Wirkstoffe, gegen die Brachyspira ssp. eine intrinsische
Resistenz besitzen (Spiramycin, Rifampicin, Colistin, Vancomycin,
Spectinomycin), hinzugefigt, um eine bakterielle Begleitflora zu
unterdricken (KUNKLE und KINYON, 1988; CALDERARO et al., 2005).

BURROUGH et al. (2012) stellen eine starke Korrelation zwischen
Hamolysegrad und Virulenz von unterschiedlichen Brachyspira ssp. fest
und schlussfolgern daraus, dass die Unterscheidung anhand des
Hamolysegrades eine sensitivere Methode der Diagnostik darstellt als
eine PCR. Wahrend B. hyodysenteriae eine starke p—Hamolyse aufweist,
zeigt B. pilosicoli nur eine leichte B-Hamolysezone (HAMPSON und
BURROUGH, 2019).

2.6.2. PCR

Der Nachweis von Brachyspira ssp. mittels PCR ist sowohl direkt aus Kot
oder Darmschleimhaut, als auch aus Bakterienkulturen moglich
(HAMPSON und BURROUGH, 2019). Im Gegensatz zu einer
zeitaufwandigen Anzucht liefert eine direkte molekularbiologische
Untersuchung mittels PCR aus Kot oder Darmschleimhaut wesentlich
schneller Ergebnisse (HAMPSON und BURROUGH, 2019). Jedoch wird
einer PCR direkt aus Kot eine geringere Sensitivitat zugesprochen als
einer PCR aus einer reinen Bakterienkultur (RASBACK et al., 2006;
BURROUGH et al., 2012).
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Als Target werden die ribosomalen RNA-Gene 16S rRNA und 23S rRNA,
das tlyA Hamolysin-Gen oder das NADH-oxidase-Gen (nox-Gen)
verwendet (LESER et al., 1997; ATYEO et al., 1998; FELLSTROM et al.,
2001). Fur den gleichzeitigen Nachweis mehrerer Brachyspira Spezies
existieren verschiedene Duplex- bzw. Multiplex-PCRs (LA et al., 2003; LA
et al., 2006; WILLEMS und REINER, 2010).

Bei latent infizierten oder mit antimikrobiellen Wirkstoffen behandelten
Tieren besteht aufgrund geringer oder intermittierender
Erregerausscheidung die Gefahr eines falsch negativen PCR-Ergebnisses
(HAMPSON und BURROUGH, 2019).

2.6.3. Serologie

Serologische Diagnostikmethoden wie ELISA kommen in der Routine-
Diagnostik von Brachyspira ssp. kaum zur Anwendung, da diese Tests
nicht auf spezies-spezifischen Antikorpern basieren und somit eine
geringe Sensitivitat und Spezifitat haben (HAMPSON und BURROUGH,
2019). Neben Serum kommt auch Fleischsaft als Testmedium fur die
Erhebung eines Schweinedysenterie-Herdenstatus in Frage (SONG et al.,
2012).

2.7. Kontroll- und PraventionsmaBnahmen

Zur Behandlung von Brachyspira ssp. assoziierten Erkrankungen stehen
mehrere antibiotische Wirkstoffe zur Verfugung, die aufgrund
zunehmender Resistenzentwicklungen jedoch ausschlieBlich auf Basis
eines Resistenztests anzuwenden sind (BURROUGH, 2017). Eine
Therapie mit antimikrobiellen Wirkstoffen fuhrt zwar zu einer Reduktion
der Erregermenge sowie zu einer Verbesserung der klinischen
Durchfallerscheinungen, allerdings lasst sich der Erreger dadurch nicht
vollstandig aus einem Tierbestand eliminieren (WALDMANN, 1992;
TAKAYAMA et al., 2012; HAMPSON und BURROUGH, 2019).

Vor allem im Falle einer Neuinfektion eines naiven Tierbestandes mit
Schweinedysenterie sind hierfur umfassende SanierungsmalBnahmen
notwendig, die unter anderem eine Reduktion des Tierbestandes,

Antibiotikatherapie der verbleibenden Tiere, Einschrankungen des
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Tierverkehrs, Gulledesinfektion und eine rigorose
Schadnagerbekampfung enthalten (KAMP et al.; JOENS und KINYON,
1982; BURROUGH, 2017; HAMPSON und BURROUGH, 2019).

Momentan existiert kein Impfstoff, der einen ausreichenden Schutz
gegen eine Infektion bzw. klinische Erkrankung mit Brachyspira ssp.
bieten kann (HAMPSON et al., 2019).

2.8. Wirtschaftliche Auswirkungen

In der Schweinemast zahlt die Schweinedysenterie durch reduzierte
Zunahmen, Behandlungskosten und Todesfalle zu den verlustreichsten
Durchfallerkrankungen in Landern mit hoher Schweinepopulation
(WALDMANN und PLONAIT, 2004). Eine Sanierung nach einem
Schweinedysenterie-Ausbruch ist mit erheblichen Kosten und grofem
Aufwand verbunden (CADETG et al., 2019).
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3. Gewinnung von Oral Fluid Samples beim Schwein

Fuar die Gewinnung von Oral Fluid Samples wird ein gut
flussigkeitsabsorbierendes Material benotigt, welches nicht direkt von
den zu beprobenden Tieren zerstort werden kann (OLSEN et al., 2013).
Unbehandelte ~ Baumwolle  schneidet  aufgrund  ihrer  guten
Absorptionseigenschaft im Vergleich zu anderen Materialien am besten
fur den Zweck der Oral Fluid Sample Gewinnung ab (OLSEN et al.).
Obwohl nahezu jede Altersgruppe mittels Kaustricken aus Baumwolle
beprobt werden kann, ist diese Methode besonders bei Mastschweinen
gut geeignet (HERNANDEZ-GARCIA et al., 2017). Durch ihre arttypische
Neugier benagen Schweine ihnen unbekannte Gegenstande und
befeuchten sie  so mit Maulhohlenflussigkeit  (Oral Fluids)
(KITTAWORNRAT und ZIMMERMAN, 2011). Diese kann neben Speichel
unter anderem aus Sputum aus dem Respirationstrakt, Resten von
Nahrung, desquamierten Schleimhautzellen, Bakterien, Viren und Pilzen
bestehen (KAUFMAN und LAMSTER, 2002).

Aktuell werden hauptsachlich Atemwegserkrankungen mittels OFS in der
Routinediagnostik untersucht, so konnen unter anderem subklinische und
klinische Falle des porzinen respiratorischen Krankheitskomplexes
(porcine respiratory disease complex, PRDC), verursacht vom porzinen
reproduktiven und  respiratorischen  Syndrom  Virus  (PRRSV),
Mycoplasma (M.) hyopneumoniae, porzinen Circovirus Typ 2 (PCV2)
sowie Influenza Virus in OFS nachgewiesen werden (HERNANDEZ-
GARCIA et al., 2017).
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Il. MATERIAL UND METHODEN

1. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Eignung von mittels Kaustricken
gewonnenen Oral Fluid Samples zur Diagnostik der bakteriellen
Durchfallerreger Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae
und Brachyspira pilosicoli zu Uuberprufen. In einer explorativen
Verlaufsuntersuchung werden dreimalig im Abstand von jeweils vier
Wochen hinweg Oral Fluid Samples, sowie den jeweiligen Tiergruppen
entstammende Sammelkotproben mithilfe eines Multiplex Realtime-PCR
Verfahrens auf Genomfragmente der oben genannten bakteriellen
Durchfallerreger untersucht. Des Weiteren sollen die untersuchten
Proben hinsichtlich ihrer Quantitat beurteilt und verglichen werden.
Zusatzlich  soll  mittels eines Kot Score Systems und des
Verschmutzungsgrades  der  beprobten  Tiere ein  moglicher
Zusammenhang zwischen Erregermenge und Kotbeschaffenheit

untersucht werden.
Es sollen folgende Arbeitshypothesen uberpruft werden:

1. Die bisherigen Probenmedien der Wahl zur Diagnostik von
bakteriellen Durchfallerregern bei lebenden Mastschweinen sind
Serum und Kot. Oral Fluid Samples enthalten aufgrund der
naturlichen Verhaltensweisen des Schweines Kotbestandteile
und konnen somit ebenfalls zum Erregernachweis herangezogen

werden.

2. Vom Schweregrad des klinischen Bildes einer Erkrankung mit
L. intracellularis, B. hyodysenteriae oder B. pilosicoli kann man
in  Form einer Erhebung der Kotkonsistenz und des
Verschmutzungsgrades einer Tiergruppe Aufschluss uber die

ausgeschiedene Erregermenge erhalten.
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1.2. Auswahl der Versuchsbetriebe

Die Auswahl der Betriebe erfolgte mithilfe der bestandsbetreuenden
Tierarzte, die von den Mitarbeitern der Klinik fur Schweine kontaktiert
worden waren. Einschlusskriterien waren eine Gruppengroe von
mindestens 200 Tieren derselben Altersgruppe, eine Aufstallung in
Gruppen von hochstens 30 Tieren, sowie ein Nachweis von
L. intracellularis Genomfragmenten oder Antikorpern im Rahmen der
Diagnostik des bestandsbetreuenden Tierarztes. Die Impfung mit einer
Lebendvakzine war kein Ausschlusskriterium. Ein positiver Befund von

B. hyodysenteriae oder B. pilosicoli waren kein Kriterium.

1.3. Voruntersuchungen

Die Voruntersuchungen zur Auswahl der Betriebe erfolgten im Oktober
2019, hierfur wurden die Betriebe besucht und hinsichtlich der

Durchfuhrbarkeit des Studienaufbaus beurteilt.

Des Weiteren wurden pro Bestand 5 Sammelkotproben von Tieren der
Anfangsmast gewonnen und zur Untersuchung an das Labor der

Schweineklinik der Universitat GieRen versandt.

1.4. Allgemeine Daten zu den Versuchsbetrieben

Betrieb A ist ein konventioneller Schweinemastbetrieb in Niederbayern
mit 1340 Mastplatzen und einem gleichbleibenden Herkunftsbetrieb. Es
werden jeweils 1320 Tiere einer Altersgruppe aufgestallt, in einer Bucht
befinden sich maximal 28 Tiere. Die Einstallung erfolgt abteilweise, die
Abteile werden zwischen den einzelnen Mastdurchgangen grundlich
gereinigt und desinfiziert. Betrieb A ist durch die bestandsbetreuenden
Tierarzte vor Studienbeginn sowohl serologisch als auch durch Nachweis
von DNA mittels PCR im Kot positiv auf L. intracellularis getestet worden,
Brachyspira ssp. wurden bislang nicht nachgewiesen. Eine Impfung mit
Enterisol® lleitis (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am
Rhein) wurde bis sechs Monate vor Versuchsbeginn am Erzeugerbetrieb
durchgefuhrt. Die in die Studie eingeschlossenen Tiere wurden somit
nicht gegen L. intracellularis geimpft. In der untersuchten Tiergruppe

wurden mit Ausnahme von Einzeltierbehandlungen keine antibiotischen
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Wirkstoffe eingesetzt.

Bei Betrieb B handelt es sich ebenfalls um einen niederbayerischen
Schweinemastbetrieb. Dieser hat 400 Mastplatze bei unterschiedlich
groBen Buchten fur 10 bis 20 Tiere. Es werden in unregelmalligen
Abstanden ca. 250 Tiere von wechselnden Herkunftsbetrieben eingestallt.
Die Belegung der Abteile erfolgt kontinuierlich, Reinigung und
Desinfektion werden buchtenweise durchgefuhrt. Die fur die vorliegende
Studie beprobten Tiere stammen alle vom selben Erzeugerbetrieb; in
diesem  konnten vom  bestandsbetreuenden  Tierarzt  sowohl
L. intracellularis-DNA und Antikorper gegen L. intracellularis, als auch
B. hyodysenteriae-DNA nachgewiesen werden. Eine orale Impfung der
Tiere mit Enterisol® lleitis (Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim am Rhein) erfolgte am Erzeugerbetrieb direkt nach dem
Absetzen im Alter zwischen drei und vier Wochen. Aufgrund von
klinischen  Durchfallerscheinungen wurden die in der Studie
eingeschlossenen Tiere von Betrieb B in der 14. Lebenswoche mit
Tiamulin (Denagard®, Elanco Animal Health Deutschland GmbH, Bad
Homburg) behandelt.

2. Beprobung

In den teilnehmenden Schweinemastbestanden wurde eine Tiergruppe in
der 12., 16. und 20. Lebenswoche beprobt. Die Probenentnahme erfolgte
zu jedem Beprobungstermin nach derselben Vorgehensweise. Samtliche
Beprobungen wurden von der studiendurchfuhrenden Person sowie ein

bis zwei Hilfspersonen vorgenommen.

Die Probengefale wurden vor dem jeweiligen Bestandsbesuch
beschriftet und anhand eines Lageplans Buchten zugeordnet, um

Verwechslungen auszuschlieen (Lageplan siehe Anhang).

Fur die Gewinnung von Oral Fluid Samples wurden die ,Oral Fluid
Sample Collection Accessory Kit” von IDEXX (IDEXX, Scorpius 60
Building F Hoofddorp, 2132 LR, Niederlande) verwendet. Im Kit

enthalten sind jeweils funf Kaustricke aus unbehandelter Baumwolle, funf
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Probengefalle mit Schraubverschluss, Plastiktuten zum Auswringen der
Kaustricke, Kabelbinder zur Befestigung in den Buchten und eine
bebilderte Beprobungsanleitung sowie Einweghandschuhe. Um eine
moglichst grolRe Oberflache zu schaffen wurden die Baumwollkaustricke
im Vorfeld aus ihrer Verflechtung gelost. Zur Anbringung in den Buchten
wurden die im Sample Kit enthaltenen Kabelbinder verwendet. Die
Anbringung sollte so erfolgen, dass die Enden der Stricke auf
Schulterhohe der Tiere hangen und moglichst von allen Seiten
zuganglich sind. Die Stricke verblieben fur 25-30 Minuten hangend in der
Bucht. Danach wurde das mit Oral Fluids getrankte Ende abgeschnitten
und mithilfe eines ebenfalls im Sample Kit enthaltenen Plastikbeutel in
ein am Beutel befestigtes und bereits vorbeschriftetes Probengefald
ausgewrungen. Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, wurden nach

jeder Bucht die Einmalhandschuhe gewechselt.

Zeitgleich zur Oral Fluid Gewinnung wurden Sammelkotproben aus den
Buchten entnommen. Hierfur sollten pro Beprobungseinheit (20 Tiere)
mindestens drei bis funf quantitativ gleichwertige Proben von frisch
abgesetztem Kot der jeweiligen Bucht gesammelt und in einem
vorbeschrifteten Probengefal mit Schraubverschluss vermischt werden.
Es wurden Einmalhandschuhe verwendet und nach jeder Bucht

gewechselt.

AuBerdem wurde die Beschaffenheit des Kotes der beprobten Tiere unter
Punkt 4 beschriebenem Score System klassifiziert sowie Verschmutzung
der Tiere zum Zeitpunkt der Beprobung subjektiv als kaum, malSig oder

stark beurteilt.
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3. Labordiagnostik

3.1. Vorbereitung der Proben

Nach der Probennahme wurden die Oral Fluid Proben kurz aufgeschuttelt
und in zwei bis drei Reaktionsgefalle mit einem Fassungsvermogen von
1,5ml  (Eppendorf®Safe-Lock Tubes, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) pipettiert. Diese, sowie die Sammelkotproben, wurden bis
zum Versand bei -20°C gelagert. Nach Beendigung der letzten
Probenentnahme wurden je eine Sammelkotprobe und eine Oral Fluid
Probe pro Bucht und Beprobungszeitpunkt gekuhlt an das Labor der

Schweineklinik der Universitat GielSen versandt.

3.2. PCR

Die Sammelkotproben und Oral Fluid Samples wurden im Labor der
Schweineklinik der Universitat GieBen molekularbiologisch untersucht.
Es wurde eine Multiplex Realtime-PCR nach dem Protokoll von WILLEMS
und REINER (2010) verwendet.

Die dafur notige DNA-Extraktion aus den OFS und Sammelkotproben
erfolgte mithilfe des kommerziellen QlAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen
N.V., Venlo, Niederlande). 300mg Kot bzw. 150 pyl OFS wurden mit 560 pl
AVL Lyse-Puffer gemischt und bei Raumtemperatur fur mindestens 10
Minuten inkubiert. Nach dreiminutiger Zentrifugation bei 16 000 x g
wurde der Uberstand in Spin Siaulen gegeben. Die extrahierte DNA
wurde in 60 pl 1xTE Pufferlosung (10 mM Tris pH 8.0, 1T mM EDTA)

gelost und bis zur weiteren Bearbeitung bei -20°C aufbewahrt.

Pro PCR wurde ein Gesamtreaktionsvolumen von je 25 pl, bestehend aus
12,5 pl Quantitect Multiplex Mastermix (Quiagen, Hilden, Deutschland),
0,1 pl je Primer und Sonde (endgultige Konzentration je 0,2 yM), 9,1 pl
Wasser und 2,5 pl der extrahierten DNA in das 7300 Realtime-PCR
System (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) gegeben. Die

verwendeten Primer und Sonden sind in Tabelle 1 dargestellt.

Folgendes Temperaturprotokoll wurde angewandt:

Polymeraseaktivierung bei 94°C fur 15 Minuten, im Anschluss 40 Zyklen
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mit  einer  Denaturierung  (95°C  fur 60  Sekunden) und

Annealing/Extension bei 60°C fur 90 Sekunden.

Tabelle 1: Darstellung der Sequenzen der in der vorliegenden Studie
verwendeten Primer und Sonden (WILLEMS und REINER, 2010).

"o Amplikon
Name Sequenz (5'-3) bp]
Brachyspira
hyodysenteriae
forward GAC ATG ATG TTA CTA AAA TAG 120
ACT GGG CT
reverse CAG GCC AAGAACCAGTAGCAAG
Sonde 6-FAM-TTG AAG ACA CTT ACG ATA
AAC MGB
Lawsonia
intracellularis
TCT CTG CTG CAT GTA ATG AAA
forward TCA 72
reverse CTC CTT GAA TAC AAT CCA CAA
CAA A
VIC-AAA TGG AGA ACT CCT TGA TC-
Sonde
MGB
Brachyspira
pilosicoli
forward GAA GCT ATG CCT AGA GTT ATG 98
GCT AAC
reverse CCT AAATGC AAT TCT ATA CCA
GCATC
Sonde NED-TTT TGA CAA AGA GAT TAC
TGA TGA G-MGB
3.3. Sensitivitat und Spezifitat

Die analytische Sensitivitat der verwendeten Multiplex Realtime-PCR
wird fur L. intracellularis mit einem Limit of detection (LOD) von unter 10
DNA-Kopien, fur B. hyodysenteriae mit einem LOD von unter 26 Kopien
und fur B. pilosicoli mit einem LOD von unter 14 Kopien angegeben. Das
Limit of quantitation (LOQ) liegt bei 8 x 103 Zellen/g Kot. Die
verwendeten Primer und Sonden fur B. hyodysenteriae und B. pilosicoli
sollen keine Reaktion mit anderen Brachyspira Spezies zeigen (WILLEMS
und REINER, 2010).
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4. Klinische Beobachtung

Zur Beurteilung eines moglichen akuten Durchfallgeschehens wurde ein
Beschreibungsverfahren des Kotes mittels Scoresystem erstellt. Dieses
umfasst drei Kategorien: ein Score der Kategorie 1 entspricht
physiologischer Kotqualitat, bei Mastschweinen im Alter von 12 bis 20
Wochen sollte der Kot geformt sein. Kot nach Score 2 ist ungeformt und
breiig, weist aber keine Abweichungen der physiologischen Farbe auf.
Score 3 umfasst wassrigen, flussigen Kot oder extreme
Farbabweichungen durch Blutbeimengung oder grole Mengen von
Schleim, schon bei einem dieser Merkmale wird ein Score von 3

zugeteilt.

Tabelle 2: Einteilung der Kotkonsistenz

Score Kotbeschaffenheit
1 geformt
2 breiig
3 wassrig/blutig/schleimig

Daruber hinaus wurde noch der Grad der Verschmutzung aller Tiere

einer Bucht erfasst und in wenig — maRig — stark verschmutzt unterteilt.

5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und die Erstellung deskriptiver Grafiken
erfolgte mithilfe der Programme IBM SPSS Statistics® (Version 26.0.
IBM® SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und Microsoft Excel® (2016, Microsoft
Corporation, Redmond, Washington,USA).

Fur die Deskriptive Auswertung wurden Minima und Maxima angegeben,
sowie Mittelwert und Standardabweichung (SD) berechnet. Mittels

Kreuztabellen wurden die Untersuchungsergebnisse ausgewertet,
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mogliche Zusammenhange nominaler Variablen wurden mithilfe des
Chi-Quadrat-Tests nach Pearson ermittelt. Die Interrater-Reliabilitat

wurde durch die Berechnung von Cohens-Kappa dargestellt.

Die Prufung der metrischen Daten auf Normalverteilung erfolgte mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test mit Signifikanzkorrektur nach Lillefors.
Mogliche Assoziationen zwischen nicht normalverteilten Daten wurden

mithilfe einer Korrelation nach Spearman-Rho berechnet.

Mittels Kruskal-Wallis-Tests wurden mogliche signifikante Unterschiede
zwischen den verwendeten Beprobungsmethoden und den klinischen

Erscheinungen untersucht.

Fur die statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von p=0,05 bei

einem Konfidenzintervall von 95% festgelegt.
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V. ERGEBNISSE

1. Ergebnisse = der  molekularbiologischen  Vor-

untersuchungen

Zur Auswahl der Versuchsbetriebe wurden pro Betrieb funf
Sammelkotproben aus verschiedenen Altersgruppen entnommen und
mittels oben beschriebener Multiplex Realtime-PCR nach WILLEMS und
REINER (2010) untersucht. In Betrieb A konnte in 5/5 Sammelkotproben
DNA von L. intracellularis nachgewiesen werden. Genomfragmente von
B. hyodysenteriae und von B. pilosicoli wurden in 0/5 Sammelkotproben
von Betrieb A nachgewiesen. Die Ergebnisse der mittels Multiplex
Realtime PCR untersuchten Sammelkotproben von Betrieb A sind in

Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Darstellung der Multiplex Realtime-PCR Ergebnisse der
Sammelkotproben aus Betrieb A — pre-screening (in Erreger pro g Kot).

Proben L. intracellularis  B. hyodysenteriae B. pilosicoli
1 2,08x10° n.d.* n.d.*
2 3,28x107 n.d.* n.d.*
3 2,24x10° n.d.* n.d.*
4 1,44x10° n.d.* n.d.*
5 9,60x10° n.d.* n.d.*

*n.d.: nicht detektiert

In Betrieb B konnten in 2/5 Sammelkotproben Genomfragmente von
L. intracellularis und in 2/5 Sammelkotproben Genomfragmente von
B. hyodysenteriae detektiert werden. DNA von B. pilosicoli wurde in
Betrieb B nicht nachgewiesen. Die Ergebnisse der Voruntersuchung der

Sammelkotproben aus Betrieb B sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: Darstellung der Multiplex Realtime-PCR Ergebnisse der
Sammelkotproben aus Betrieb B — pre-screening (in Erreger pro g Kot).

Proben L. intracellularis B. hyodysenteriae B. pilosicoli
1 7,47x10% n.d.* n.d.*
2 n.d.* 5,72x10° n.d.*
3 2,02x104 n.d.* n.d.*
4 n.d.* n.d.* n.d.*
5 n.d.* 2,51x107 n.d.*

*n.d.: nicht detektiert

2, Ergebnisse der molekularbiologischen

Untersuchungen - Feldstudie

Insgesamt konnten 66 von 66 Oral Fluid Proben sowie 66 von 66
Sammelkotproben ausgewertet werden. Die Proben wurden mithilfe einer
Multiplex Realtime-PCR nach WILLEMS und REINER (2010) auf DNA von
L. intracellularis, B. hyodysenteriae und B. pilosicoli untersucht. DNA von
L. intracellularis konnte in beiden Betrieben nachgewiesen werden,
wahrend DNA von B. hyodysenteriae nur in einem (Betrieb B) und DNA
von B. pilosicoli in keinem der untersuchten Betriebe detektiert wurde.
Bei den im Folgenden angegebenen Erregermengen handelt es sich um

Erreger/g Kot bzw. Erreger/ml OFS.

2.1. Nachweis von Lawsonia intracellularis DNA

Insgesamt konnte in 45,5% (30/66) der untersuchten Sammelkotproben
DNA von L. intracellularis nachgewiesen werden, davon waren 20
positive Proben von Betrieb A, 10 positive Proben von Betrieb B. Minima,
Maxima, Mittelwerte und Standardabweichungen aller
Sammelkotproben, in denen DNA von L. intracellularis detektiert werden
konnte, sind in Tabelle 5 fur die jeweiligen Beprobungstermine

dargestellt.
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Tabelle 5: Auswertung aller L. intracellularis DNA positiven
Sammelkotproben (LW=Lebenswoche, n=positiv/gesamt, SD=
Standardabweichung).

LW n positiv.  Minimum Maximum Mittelwert SD
12 15/22 3,36x102  2,04x10°  1,38x108 5,27x108
16 14/22 5,59x102  4,30x10*  6,93x103 1,16x104
20 1/22 9,52x10? n.b.*

*nicht berechnet da nur ein positiver Wert vorlag.

In OFS konnten Genomfragmente von L. intracellularis in insgesamt
45,5% (30/66) der untersuchten Proben detektiert werden, davon waren
20 positive Proben von Betrieb A, 10 Proben von Betrieb B. Minima,
Maxima, Mittelwerte und Standardabweichungen der in OFS detektierten
Erregermengen von L. intracellularis nach beprobter Lebenswoche sind

in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Auswertung aller L. intracellularis DNA positiven OFS
(LW=Lebenswoche, n=positiv/gesamt, SD= Standardabweichung).

Lw n positiv. Minimum Maximum Mittelwert SD

12 15/22 7,71x102  5,75x10° 1,22x10>  1,57x10°
16 14/22 8,34x102  7,98x10*  1,24x10%  2,40x104
20 1/22 9,52x102 n.b.*

*nicht berechnet da nur ein positiver Wert vorlag.
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2.1.1. Nachweis von Lawsonia intracellularis DNA in Betrieb A

In Betrieb A war der Nachweis von L. intracellularis DNA in 55,6%
(20/36) der untersuchten Sammelkotproben moglich. Minima, Maxima,
Mittelwerte und Standardabweichungen der L. intracellularis DNA

positiven Sammelkotproben in Betrieb A sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Auswertung der L. intracellularis DNA positiven
Sammelkotproben, Betrieb A (LW=Lebenswoche, n=positiv/gesamt, SD=
Standardabweichung).

LW n positiv Minimum Maximum Mittelwert SD
12 12/12 5,03x10%  2,04x10° 1,72x108 5,89x108
16 7/12 8,34x10%2  3,87x103  1,94x103 1,23x103
20 112 9,52x102 n.b.*

*nicht berechnet da nur ein Wert vorlag.

Der Nachweis von Genomfragmenten von L. intracellularis aus OFS
gelang in Betrieb A bei 20/36 (55,6%) der untersuchten Proben. Minima,
Maxima, Mittelwerte und Standardabweichungen der L. intracellularis
positiven OFS in Betrieb A sind in Tabelle 8 nach Beprobungszeitpunkt
dargestellt.

Tabelle 8: Auswertung der L. intracellularis positiven OFS Betrieb A
(LW=Lebenswoche, n=positiv/gesamt, SD=Standardabweichung).

Lw n positiv. Minimum Maximum Mittelwert SD
12 12/12 1,18x10%  5,75x10>  1,53x10° 1,62x10°
16 7/12 8,34x102 3,87x10%3  1,94x103 1,23x103
20 1/12 9,52x102 n.b.*

*nicht berechnet da nur ein Wert vorlag.

Bei der Beprobung in Lebenswoche 12 konnte in allen beprobten

Buchten DNA von L. intracellularis in den Sammelkotproben
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nachgewiesen werden. In der 16. Lebenswoche war der Nachweis von
L. intracellularis DNA im Kot in sieben von zwolf Buchten moglich, in der
20. Lebenswoche war die Sammelkotprobe einer Bucht L. intracellularis
DNA positiv. Die Verteilung der Erregermenge in L. intracellularis DNA
positiven Sammelkotproben in Betrieb A nach Bucht und Alter der Tiere

ist in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Schematische Darstellung der Erregermenge (pro g Kot) von
L. intracellularis im Kot nach Bucht und Alter der Tiere, Betrieb A.

Bucht
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

12.

i B
16.
LW
20.

LW

Erregermenge in log2 ‘ 0 ‘ 1-3 ‘ 4-6 !

Tabelle 10: Schematische Darstellung der Erregermenge (pro ml OFS) von
L. intracellularis in OFS nach Bucht und Alter der Tiere, Betrieb A.

Bucht
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

12.
LW
16.
LW

20.
LW

‘ Erregermenge in log2 ‘ 0 ‘ 1-3 ‘ 4-6 -

In allen Buchten, in denen L. intracellularis DNA in Betrieb A in
Sammelkotproben detektiert werden konnte waren auch die OFS der
jeweiligen Buchten L. intracellularis DNA positiv. Die Verteilung der
Erregermengen in L. intracellularis positiven OFS in Betrieb A nach
Bucht und Alter der Tiere ist in Tabelle 10 dargestellt. Bei einer
Einteilung der detektierten Erregermengen in vier Gruppen nach log2
Stufen (siehe Legende) ergibt sich ein identisches Verteilungsmuster von

L. intracellularis in Sammelkotproben und OFS in Betrieb A.
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2.1.2. Nachweis von Lawsonia intracellularis DNA in Betrieb B

In Betrieb B konnte L. intracellularis DNA in 33,3% (10/30) der
untersuchten Sammelkotproben nachgewiesen werden. Minima, Maxima,
Mittelwerte und Standardabweichungen der L. intracellularis positiven
Sammelkotproben in Betrieb B zum jeweiligen Beprobungszeitpunkt sind

in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Auswertung der L. intracellularis DNA positiven
Sammelkotproben, Betrieb B (LW=Lebenswoche, n=positiv/gesamt,
SD=Standardabweichung).

LW n positiv. Minimum Maximum Mittelwert SD
12 3/10 3,36x102  3,01x103  1,56x103 1,35x103
16 7/10 5,59x102  4,30x10* 1,19x104 1,53x104
20 0/10

In OFS von Betrieb B konnte DNA von L. intracellularis in 33,3% (10/30)
der untersuchten Proben detektiert werden. Die positiven Proben
stammen aus Lebenswoche 12 und 16, in der 20. Lebenswoche waren
samtliche OFS L. intracellularis DNA negativ. Minima, Maxima,
Mittelwerte und Standardabweichungen der L. intracellularis positiven
OFS in Betrieb B sind in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Auswertung der L. intracellularis DNA positiven OFS, Betrieb B
(LW=Lebenswoche, n=positiv/gesamt, SD= Standardabweichung).

LwW n positiv. Minimum Maximum Mittelwert SD

12 3/10 7,71x102  5,17x103  2,29x103  2,49x103

16 7/10 1,30x103  7,98x10%  2,28x10%  3,15x104

20 0/10
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Die Verteilung der Erregermengen in L. intracellularis positiven
Sammelkotproben in Betrieb B nach Bucht und Alter der Tiere ist in
Tabelle 13 schematisch dargestellt. Die Verteilung der Erregermengen in
OFS von Betrieb B ist in Tabelle 14 nach Bucht und Alter der Tiere
aufgefuhrt.

Tabelle 13: Schematische Darstellung der Erregermenge (pro g Kot) von
L. intracellularis im Kot nach Bucht und Alter der Tiere, Betrieb B.

Bucht

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

12. LW

16. LW

20. LW

‘ Erregermenge in log2 ‘ 0 ‘ 1-3 ‘ 4-6 !

Tabelle 14: Schematische Darstellung der Erregermenge (pro ml OFS) von
L. intracellularis in OFS nach Bucht und Alter der Tiere, Betrieb B.

Bucht

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

12. LW

16. LW

20. LW

‘ Erregermenge in log2 ‘ 0 ‘ 1-3 ‘ 4-6 -

Bei einer Einteilung der detektierten Erregermengen in vier Gruppen
nach log2 Stufen (siehe Legende) ergibt sich ein ahnliches
Verteilungsmuster der L. intracellularis DNA positiven Sammelkotproben
und OFS. In LW 12 gelingt der Nachweis von L. intracellularis DNA in
Bucht 1 ausschlieBlich in OFS, in Bucht 7 ausschlieBlich in Sammelkot. In
LW 16 sind in allen Buchten, in denen L. intracellularis in
Sammelkotproben detektiert werden konnte auch in den OFS
Genomfragmente von L. intracellularis zu finden. Zusatzlich kann in

Bucht 6 ausschlieBlich in OFS DNA von L. intracellularis detektiert



34 V. Ergebnisse

werden wahrend die zugehorige Sammelkotprobe L. intracellularis

DNA-negativ ist.
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2.2, Nachweis von Brachyspira hyodysenteriae DNA

DNA von B. hyodysenteriae konnte lediglich in Proben von Bestand B
nachgewiesen werden. Insgesamt konnte DNA von B. hyodysenteriae in
4/30 (13,3%) Sammelkotproben und 7/30 (23,3%) OFS detektiert

werden.

In der ersten Beprobung in LW 12 wurde in einer Bucht DNA von
B. hyodysenteriae aus Sammelkot nachgewiesen, in der 16. Lebenswoche
in drei Buchten, allerdings nicht mehr in der vormalig positiven Bucht.
Bei der dritten  Beprobung waren alle  Sammelkotproben
B. hyodysenteriae  negativ. Minima, Maxima, Mittelwerte und
Standardabweichungen  der  B. hyodysenteriae  DNA  positiven

Sammelkotproben auf Betrieb B sind in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: Auswertung der B. hyodysenteriae DNA positiven
Sammelkotproben, Betrieb B (LW=Lebenswoche, n=positiv/gesamt,
SD=Standardabweichung).

LW n positiv.  Minimum Maximum Mittelwert SD
12 1/10 1,09x104 n.b.*
16 3/10 5,88x104  3,40x10°  1,64x10° 1,53x10°
20 0/10

*nicht berechnet da nur ein bzw. kein positiver Wert.

Minima, Maxima, Mittelwerte und Standardabweichungen der OFS aus
Betrieb B, in denen B. hyodysenteriae nachgewiesen werden konnte, sind

in Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16: Auswertung der B. hyodysenteriae DNA positiven OFS, Betrieb B
(LW=Lebenswoche, n=positiv/gesamt, SD= Standardabweichung).

LW n positiv. Minimum Maximum Mittelwert SD

12 0/10

16 3/10 8,83x10%3  4,17x10*  2,06x104 1,83x104
20 4/10 4,08x103  2,76x10*  1,19x104 1,09x104

Die Verteilung der Erregermenge der B. hyodysenteriae DNA positiven
Sammelkotproben in Betrieb B nach Bucht und Alter der Tiere ist in

Tabelle 17 schematisch dargestellt.

In OFS konnten in der ersten Beprobung in LW 12 keine
Genomfragmente von B. hyodysenteriae detektiert werden. In der 16.
Lebenswoche konnte in drei Buchten DNA von B. hyodysenteriae
nachgewiesen werden, diese Buchten wiesen auch ein positives Ergebnis
aus Sammelkotproben auf. In der letzten Beprobung in der 20.
Lebenswoche konnte in vier Buchten DNA von B. hyodysenteriae in
detektiert werden. Die Verteilung der Erregermenge in B. hyodysenteriae
DNA positiven OFS in Betrieb B nach Bucht und Alter der Tiere ist in

Tabelle 18 schematisch dargestellt.

Tabelle 17: Schematische Darstellung der Erregermenge (pro g Kot) von
B. hyodysenteriae im Kot nach Alter und Bucht, Betrieb B.

Bucht

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

12. LW

16. LW

20. LW

‘ Erregermenge in log2 ‘ 0 ‘ 1-3 ‘ 4-6 | 7-9 ‘




IV. Ergebnisse 37

Tabelle 18: Schematische Darstellung der Erregermenge (pro ml OFS) von
B. hyodysenteriae in OFS nach Alter und Bucht, Betrieb B.

Bucht

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

12. LW

16. LW

20. LW

| Erregermengeinlog2 | 0 [1-3]4-6 -
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2.3. Nachweis von Brachyspira pilosicoli DNA

Weder in Betrieb A noch in Betrieb B konnten Genomfragmente von
B. pilosicoli in den mittels Multiplex Realtime-PCR untersuchten

Sammelkotproben und OFS nachgewiesen werden.
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2.4. Assoziation zwischen den untersuchten Sammelkotproben

und Oral Fluid Samples

Im Folgenden sind zunachst anhand von Kreuztabellen in Tabelle 19,

Tabelle 20 und Tabelle 21 die Ergebnisse der molekularbiologischen

Untersuchungen vergleichend nach dem jeweiligen Probenmaterial und

dem Zeitpunkt der Beprobung dargestellt.

Tabelle 19: Nachweis von L. intracellularis DNA in Sammelkot und OFS, LW

12.
Kot
positiv negativ gesamt

positiv 14 1 15

n

m .

@) negativ 1 6 7
gesamt 15 7 22

Tabelle 20: Nachweis von L. intracellularis DNA in Sammelkot und OFS, LW

16.
Kot
positiv negativ gesamt
positiv 13 1 14
n
L
o negativ 1 7 8
gesamt 14 8 22




40 IV. Ergebnisse

Tabelle 21: Nachweis von L. intracellularis DNA in Sammelkot und OFS, LW
20.

Kot
positiv negativ gesamt
positiv 1 0 1
n
m .
o negativ 0 21 21
gesamt 1 21 22

Die Interrater-Reliabilitat der L. intracellularis DNA-Detektion fur die
beiden untersuchten Probenmaterialien Sammelkot und OFS ist mit
einem Kappa-Wert von 0,878 nach LANDIS und KOCH (1977) als hoch
einzustufen (p<0,007).

Die Interrater-Reliabilitat der B. hyodysenteriae DNA fur die beiden
untersuchten Probenmaterialien Sammelkot und OFS kann mit einem
Kappa-Wert von 0,453 nach LANDIS und KOCH (1977) als moderat
eingestuft werden (p=0,009).

Fur die Gesamtheit aller verglichenen Sammelkotproben und OFS betragt
die Interrater-Reliabilitat Kappa=0,799 und ist nach LANDIS und KOCH
(1977) bei einer naherungsweisen Signifikanz von p<0,001 als hoch
einzustufen. Dies bedeutet, dass die beiden Ergebnisse stark korrelieren
und infolge dessen anzunehmen ist, dass sich OFS gut als diagnostisches
Medium hinsichtlich der mittels Multiplex Realtime-PCR untersuchten

Erreger eignet.

Die Berechnung der Korrelation zwischen allen per Multiplex Realtime-
PCR auf Genomfragmente von L. intracellularis und B. hyodysenteriae
untersuchten Sammelkotproben und OFS mittels Spearman-Rho-
Korrelation fur nicht normalverteilte Daten ergab fur L. intracellularis

einen Korrelationskoeffizienten von R=0,919 (p<0,001) (Tabelle 22).
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Fur B. hyodysenteriae konnte ein Korrelationskoeffizient nach Spearman-
Rho von R=0,558 (p<0,001) berechnet werden (Tabelle 22).

Tabelle 22: Darstellung der aus den Ergebnissen der quantitativen PCR von
beiden Betrieben zusammenfassend errechneten Korrelationskoeffizienten
nach Spearman-Rho, Zusammenfassung aller Beprobungstermine (LW 12,
LW 16, LW 20).

Korrelation nach ) ) .
L. intracellularis B. hyodysenteriae
Spearman-Rho
Korrelationskoeffizient ,919* ,558*
Signifikanz P<0,001 p<0,001
n 66 66

*Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

Bei getrennter Betrachtung der beiden Betriebe ergab sich fur Betrieb A
hinsichtlich der Untersuchung auf Genomfragmente von L. intracellularis
eine signifikante Korrelation nach Spearman-Rho zwischen den
nachgewiesenen Erregermengen der untersuchten Sammelkotproben
und OFS von R=0,994 bei einem Signifikanzniveau von p<0,001. Da
B. hyodysenteriae auf Betrieb A nicht nachgewiesen werden konnte

wurde kein Korrelationskoeffizient berechnet.

Bei Betrieb B konnte ebenfalls eine signifikante Korrelation der
Erregermengen zwischen den hinsichtlich L. intracellularis DNA
untersuchten Sammelkotproben und OFS von R=0,728 (p<0,001)
errechnet werden. Der nach Spearman-Rho berechnete
Korrelationskoeffizient R fur den Nachweis von B. hyodysenteriae DNA in
Betrieb B betrug R=0,540 (p=0,002).

Die Korrelationskoeffizienten sowie die zugehorigen Signifikanzniveaus

fur die einzelnen Betriebe und Erreger sind in Tabelle 23 aufgelistet.
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Tabelle 23: Korrelation der Ergebnisse der quantitativen PCR fiir
L. intracellularis und B. hyodysenteriae aus Sammelkotproben und
zugehorigen OFS je Bestand.

Betrieb Erreger Korrelationskoeffizient p p-Wert
L. intracellularis 0,994 <0,001

A B. hyodysenteriae n.b.* n.b.*

L. intracellularis 0,728 <0,001

° B. hyodysenteriae 0,540 0,002

*nicht berechnet, da B. hyodysenteriae in Betrieb A nicht nachgewiesen werden konnte.
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3. Ergebnisse der klinischen Beobachtung

Es wurden zu jedem Beprobungszeitpunkt (LW 12, LW 16, LW 20) fur
jede beprobte Bucht ein Kot-Score sowie der Verschmutzungsgrad der
Tiere erfasst. Es besteht zu jedem Beprobungszeitpunkt ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Kot Score und Verschmutzungsgrad der

beprobten Tiere (p<0,05).

3.1. Kotkonsistenz und Verschmutzung in Betrieb A

Mogliche Anzeichen einer Durchfallerkrankung in  Form von
ungeformtem Kot konnten uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg
in allen beprobten Buchten in Betrieb A beobachtet werden. In insgesamt
83,3% (30/36) der Buchten konnte eine breiige Kotbeschaffenheit
(Score 2) festgestellt werden, in 16,7% (6/36) der Buchten war die
Kotkonsistenz wassrig (Score 3). Dabei waren in keinem Fall auffallige
Schleim- oder Blutbeimengungen zu bemerken. Die erfasste
Kotbeschaffenheit der Tiere in Betrieb A ist nach Bucht und
Beprobungszeitpunkt in Tabelle 24 schematisch dargestellt.

Tabelle 24: Schematische Darstellung der Kotbeschaffenheit in Betrieb A
nach Bucht und Beprobungszeitpunkt.

Bucht

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |12
12.

= 1
16.

Al
20.
LW

Score- 2 -

Die Tiere in Betrieb A waren zu 58,3% (21/36) stark verschmutzt, zu
33,3% (12/36) malkig und zu 8,3% (3/36) kaum verschmutzt. Der Grad

der Verschmutzung nach Buchten und Alter der Tiere ist in Tabelle 25

schematisch nach Bucht und Beprobungszeitpunkt dargestellt.
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Tabelle 25: Schematische Darstellung der Verschmutzung, Betrieb A,
dargestellt nach Bucht und Beprobungszeitpunkt.

3.2. Kotkonsistenz und Verschmutzung in Betrieb B

In Betrieb B war in LW 12 in allen untersuchten Buchten ungeformter
Kot zu beobachten, in 8/10 Fallen handelte es sich um Score 2 (breiig), in
2/10 Fallen um Score 3 (wassrig). Bei den weiteren Beprobungen in LW
16 konnte in einer, in LW 20 in zwei Buchten klinische Anzeichen einer
Durchfallerkrankung (Score 2) anhand der beurteilten Kotproben
festgestellt werden. 9/10 Buchten wiesen in LW 16 und 8/10 Buchten in
LW 20 geformten Kot (Score 1) auf. Es waren auch in Bestand B zu
keinem Zeitpunkt Blut- oder Schleimbeimengungen zu beobachten. Die
Kotbeschaffenheit der Tiere auf Betrieb B nach Bucht und

Beprobungszeitpunkt ist schematisch in Tabelle 26 dargestellt.

Tabelle 26: Schematische Dartsellung der Kotbeschaffenheit Betrieb in B
nach Bucht und Beprobungszeitpunkt.

Bucht

12. LW

16. LW

20. LW

Score

Der Verschmutzungsgrad der Tiere in Betrieb B ist nach Bucht und
Beprobungszeitpunkt (LW 12, LW 16, LW 20) in Tabelle 27 schematisch
dargestellt. In LW 12 waren die Tiere in je 5/10 Buchten stark bzw. maRig
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verschmutzt, in LW 16 konnte in 6/10 Buchten eine starke, in 2/10
Buchten eine maRige und in 2/10 Buchten eine leichte Verschmutzung
festgestellt werden. In LW 20 waren lediglich die Tiere in 2/10 Buchten
maRig verschmutzt, die Tiere der ubrigen 8/10 Buchten wiesen nur eine

leichte Verschmutzung auf.

Tabelle 27: Verschmutzung Betrieb B nach Bucht und Beprobungszeitpunkt.

Bucht

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

12. LW

16. LW

20. LW

Legende maBig
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3.3. Zusammenhang zwischen Kotkonsistenz und Erregermenge

im Kot

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen klinischen Anzeichen
einer Durchfallerkrankung und der nachgewiesenen Erregermenge
darzustellen wurde ein Kruskal-Wallis-Test zur Rangordnung innerhalb
einer beprobten Altersgruppe/innerhalb eines Beprobungszeitpunktes

durchgefuhrt.

Die Verteilung der nachgewiesenen Erregermengen von L. intracellularis
und  B. hyodysenteriae  ist sowohl in den  ausgewerteten
Sammelkotproben als auch in den OFS zu allen Beprobungszeitpunkten
uber die Kategorien des Kot-Scores identisch, somit besteht statistisch
kein Zusammenhang zwischen Kotkonsistenz und nachgewiesener
Erregermenge. Die fur die beiden nachgewiesenen Erreger errechneten
Assoziationen zwischen Kot-Score und nachgewiesener Erregermenge
sind in Tabelle 28 nach Beprobungszeitpunkt, Erreger und

Probenmaterial aufgefuhrt.
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Tabelle 28: Assoziation zwischen Kot-Score (1-3) und nachgewiesener
Erregermenge nach Lebenswoche (LW), Erreger und Probenmaterial (pro g
Kot bzw. pro ml OFS).

Lw Erreger Probenmaterial p
Sammelkot 0,134
L. intracellularis
12 OFS 0,261
Sammelkot 0,540
B. hyodysenteriae
OFS 1,000
Sammelkot 0,895
L. intracellularis
OFS 0,598
16
Sammelkot 0,093
B. hyodysenteriae
OFS 0,093
Sammelkot 0,450
L. intracellularis
OFS 0,450
20
Sammelkot 1,000
B. hyodysenteriae
OFS 0,076

Die Verteilung der nachgewiesenen Erregermengen von L. intracellularis
und  B. hyodysenteriae ist aullerdem in den ausgewerteten
Sammelkotproben und in den OFS zu allen Beprobungszeitpunkten uber
den Verschmutzungsgrad der Tiere einer Bucht bis auf drei Ausnahmen
(OFS B. hyodysenteriae LW 16, Sammelkot und OFS L. intracellularis
LW 20) identisch (siehe Tabellen 25 und 27), somit besteht statistisch mit
Ausnahme des Nachweises von L. intracellularis in LW 20 kein
Zusammenhang zwischen Verschmutzungsgrad und nachgewiesener
Erregermenge. Die errechneten Assoziationen sind in Tabelle 29 nach

Beprobungszeitpunkt, Erreger und Probenmaterial aufgefuhrt.
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Tabelle 29: Assoziationen zwischen Verschmutzungsgrad (leicht bis stark)
und nachgewiesener Erregermenge nach Lebenswoche (LW), Erreger und
Probenmaterial.

Lw Erreger Probenmaterial p
Sammelkot 0,277
L. intracellularis
12 OFS 0,264
Sammelkot 0,607
B. hyodysenteriae
OFS 1,000
Sammelkot 0,889
L. intracellularis
OFS 0,638
16
Sammelkot 0,101
B. hyodysenteriae
OFS 0,052
Sammelkot 0,042
L. intracellularis
OFS 0,042
20
Sammelkot 1,000
B. hyodysenteriae
OFS 0,196




V. Diskussion 49

V. DISKUSSION

1. Interpretation der Ergebnisse der

molekularbiologischen Untersuchungen

Das Ziel der vorliegenden Studie war zu ermitteln, ob sich aus
Kaustricken gewonnene Oral Fluid Samples fur einen quantitativen
Nachweis der bakteriellen Durchfallerreger L. intracellularis,
B. hyodysenteriae und B. pilosicoli eignen. Hierfur wurden in einer
explorativen  Verlaufsuntersuchung = Sammelkotproben  und  aus
Kaustricken gewonnene OFS von zwei Schweinemastbetrieben mittels
Multiplex Realtime-PCR auf das Vorkommen von L. intracellularis,
B. hyopneumoniae und B. pilosicoli quantitativ untersucht und bezuglich

der nachgewiesenen Erregermengen verglichen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass sowohl in
den 66 untersuchten Sammelkotproben als auch in den 66 untersuchten
OFS in insgesamt je 45,5% der untersuchten Proben Genomfragmente
von L. intracellularis detektiert werden konnten. Der Nachweis von
B. hyodysenteriae DNA wurde nur bei Proben aus Betrieb B erbracht,
hier waren 13,3% der Sammelkotproben und 23,3% der OFS positiv.
Genomfragmente von B. pilosicoli konnten in keinem der untersuchten
Betriebe nachgewiesen werden, was zu dem Schluss fuhrt, dass dieser
Erreger entweder unter dem LOD von unter 14 Genomkopien liegt oder
nicht in den Betrieben vorkommt. Aus diesem Grund konnen infolge
dieser Arbeit keine Aussagen hinsichtlich der OFS Diagnostik von

B. pilosicoli getroffen werden.

Der Nachweis von Genomfragmenten von L. intracellularis mittels
unterschiedlicher PCR Verfahren aus Kotproben wird in zahlreichen
Arbeiten dargestellt und gilt mittlerweile in der ante mortem Diagnostik
als Goldstandard (VANNUCCI et al., 2019). Um eine moglichst
reprasentative Ubersicht iiber die Ausscheidungsrate einer Herde zu
gewinnen, wird die Untersuchung von gepoolten Einzelkotproben
empfohlen (VANNUCCI et al., 2019). Aus diesem Grund wurde diese

Methode als Vergleichsmethode gewahlt, um den Nutzen von OFS als
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Probenmaterial zu evaluieren.

Die in der vorliegenden Studie detektierte Erregerhochstmenge fur
L. intracellularis war in den untersuchten Sammelkotproben mit 2,04x10°?
pro g Kot deutlich hoher als die detektierte Hochstmenge von
L. intracellularis in OFS (maximale detektierte Erregermenge 5,57x10°
pro ml OFS). Die geringere Erregermenge in den untersuchten OFS im
Vergleich zu den Kotproben kann durch die Verdunnung des oral
aufgenommenen Kotes mit den restlichen Bestandteilen der OFS,

grol3tenteils Speichel, erklart werden.

Zu vergleichbaren Resultaten kamen auch LAVIGNE et al. (2013), die in
einer explorativen Untersuchung mit ahnlichem Versuchsaufbau
Erregerhochstmengen von L. intracellularis in gepoolten Kotproben von
2,8x107 pro g Kot und in OFS von 1,6x10¢ pro ml OFS nachweisen
konnten, wobei hier bei 86% der positiven Kotproben auch die aus den
entsprechenden Tiergruppen gewonnenen OFS L. intracellularis DNA

positiv waren.

Die Menge der detektierten Genomfragmente von L. intracellularis in
Bestand B war mit einem Maximum im Bereich von 4,30x10% Erregern
pro g Kot bzw. 7,98x10% pro ml OFS deutlich geringer als in Bestand A
(2,04x107 Erreger pro g Kot, 5,75x10° pro ml OFS). Wahrend in Betrieb A
die grolSten Erregermengen in LW 12 detektiert wurden und insgesamt
aus allen Buchten ein positiver L. inracellularis DNA-Nachweis in LW 12
erbracht werden konnte, lag das Maximum der Erregermenge bei Betrieb
B in der 16. LW. AuBerdem waren Genomfragmente von L. intracellularis
in Betrieb B uber alle Beprobungstermine betrachtet nur in 9/10 Buchten
nachweisbar. Es handelte sich bei Betrieb B, im Gegensatz zu Betrieb A,
um einen gegen L. intracellularis geimpften Tierbestand. Da die Impfung
mit einem Lebendimpfstoff bereits in der dritten bis vierten Lebenswoche
stattgefunden hat ist davon auszugehen, dass eine vollstandige
Immunisierung der Herde zum ersten Beprobungstermin in LW 12
bereits  abgeschlossen  war. Aufgrund fehlender ungeimpfter
Kontrollgruppen ist letztlich nur zu vermuten, dass der geringere Gehalt
von L. intracellularis DNA in Kot und OFS auf die Impfung

zuruckzufuhren ist, es konnten jedoch auch andere Faktoren wie ein
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insgesamt geringerer Erregerdruck ursachlich sein. Der Annahme, dass
sich eine Impfung negativ auf die ausgeschiedene Erregermenge
auswirkt widerspricht eine Studie von NATHUES (2008), in der kein
Unterschied in Bezug auf die Detektion von L. intracellularis bei
geimpften Tieren mittels PCR festgestellt werden konnte, jedoch wurde in
dieser Arbeit keine Quantifizierung der nachgewiesenen Erreger
vorgenommen. Zudem war die Sensitivitat der von NATHUES (2008)
verwendeten Multiplex PCR mit einem LOD fur L. intracellularis von 103
Genomkopien geringer als in der fur diese Arbeit verwendeten Multiplex
realtime-PCR (LOD <10 Genomkopien).

Sowohl die Anzahl der Proben, in denen Genomfragmente von
L. intracellularis detektiert werden konnten als auch die nachgewiesene
Erregermenge pro g Kot bzw. pro ml OFS nahm im Verlauf der
Beprobungen ab. In der letzten Beprobung in der 20. Lebenswoche der
Tiere war nur noch eine einzige der insgesamt 22 beprobten Buchten
L. intracellularis DNA positiv. Moglicherweise findet der Erstkontakt, und
somit eine Infektion und fortschreitende Immunisierung der beprobten
Tiergruppen, schon in der Aufzucht statt. Mit zunehmender
Immunisierung der Herde ist davon auszugehen, dass gegen Ende der
Mast der Erregerdruck sowie auch die klinischen Erscheinungen deutlich
abgenommen haben. Eine ahnliche Ausscheidungsdynamik konnten auch
GUEDES und GEBHART (2003) in einer Studie feststellen, bei der naive
Tiere vergleichend entweder mit einer infektiosen Dosis von 4,4x107 L.
intracellularis Erregern infiziert oder mit einer Lebendvakzine geimpft
und im Rahmen einer Verlaufsuntersuchung regelmaig mittels PCR
untersucht wurden. Die Ausscheidung von L. intracellularis im Kot
konnte bei den experimentell infizierten Tieren im Zeitraum von einer bis
zur zwolften Woche post infectionem intermittierend detektiert werden,
bei den geimpften Tieren begann die ebenfalls intermittierende
Ausscheidung in der zweiten Woche post infectionem und dauerte neun
Wochen an (GUEDES und GEBHART, 2003). Folglich ist in Konsequenz
dessen und der vorliegenden Arbeit zu empfehlen, eine Probennahme
von Kot oder OFS mit dem Zweck der Ermittlung des Infektionsstatus

hinsichtlich L. intracellularis in Mastbetrieben bevorzugt zu Beginn der
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Mast durchzufiuhren, da hier im Falle einer Infektion sowohl im Kot als

auch in OFS eine deutlich hohere Menge an Erregern zu erwarten ist.

Die Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen von OFS und
Sammelkotproben hinsichtlich DNA von B. hyodysenteriae lassen
vermuten, dass sich OFS im Rahmen des in der eigenen Studie
angewandten Studienaufbaus ebenso fur einen Nachweis von
B. hyodysenteriae eignen wie gepoolte Sammelkotproben. Als Vorteil der
Probennahme mittels Kaustrick kann moglicherweise die an der Probe
beteiligte Tierzahl gesehen werden. Fur eine Sammelkotprobe werden
frisch abgesetzter Kot von 3-5 Tieren einer Bucht gepoolt wahrend ein
Kaustrick von allen Tieren einer Bucht bekaut werden kann. Diese
Uberlegungen kénnen in einer der eigenen Arbeit &hnlichen
vergleichenden Untersuchung von OFS, Kot- und Umgebungsproben
mittels PCR von WEBB et al. (2018) nicht bestatigt werden. Hier konnten
die Autoren zeigen, dass die Sensitivitat hinsichtlich Brachyspira ssp. bei
Untersuchungen von OFS deutlich geringer ist als fur gepoolte
Kotproben. Jedoch wurden in dieser Studie lediglich Kotproben von
vorberichtlich B. hyodysenteriae positiven, klinisch durchfallkranken
Schweinen gewonnen, infolgedessen ist im Kot eine deutlich hohere
Erregermenge zu erwarten als in einer Herde ohne akutem
Durchfallgeschehen (WEBB et al., 2018).

Fir die Diagnostik von Durchfallerkrankungen, deren Atiologie in einer
Infektion mit Brachyspira ssp. vermutet wird, sollte nach wie vor die
kulturelle Anzucht als Goldstandard bei lebenden Tieren gelten
(HAMPSON und BURROUGH, 2019). Allerdings ist diese Methode sehr
zeitaufwandig und  erfordert trotzdem noch eine genaue
Erregerbestimmung mittels PCR, da z.B. Brachyspiren mit starker
Betahamolyse nicht durch die alleinige Bakterienkultur differenziert
werden konnen (HAMPSON und BURROUGH, 2019). Zusammenfassend
und im Hinblick auf die eigenen Untersuchungen kann der Schluss
gezogen  werden, dass OFS  vermutlich im  Falle einer
Infektionsstatuserhebung  wahrend der Mast hinsichtlich  des

Vorkommens von B. hyodysenteriae gut geeignet sind.
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2. Assoziation zwischen den Ergebnissen der

Sammelkotproben und Oral Fluid Samples

Hinsichtlich der nachgewiesenen Erregermengen von L. intracellularis
bzw. B. hyodysenteriae der vorliegenden Arbeit konnte uber den
gesamten Beprobungszeitraum hinweg eine signifikante Korrelation
zwischen den beiden Probenmedien Sammelkot und OFS berechnet
werden. Dies impliziert, dass sich Kaustricke, bzw. die damit
gewonnenen OFS gut fur eine Untersuchung im Rahmen des in dieser
Arbeit verwendeten Studienaufbaus von L. intracellularis und
B. hyodysenteriae  mittels  Multiplex Realtime PCR  eignen.
Interessanterweise konnten in einzelnen Fallen L. intracellularis und
B. hyodysenteriae DNA zwar in OFS, jedoch nicht in den zugehorigen
Sammelkotproben detektiert werden. Daher lasst sich vermuten, dass
OFS moglicherweise besser als gepoolte Kotproben fur eine

Querschnittsuntersuchung geeignet sind.

Den Untersuchungsergebnissen der eigenen Studie entsprechen auch die
Ergebnisse einer ahnlichen Arbeit von LAVIGNE et al. (2013), in der
mittels gqPCR gepoolte, aus dem Rektum der Tiere entnommene
Einzelkotproben von funf Schweinen einer Bucht mit OFS aus derselben,
insgesamt 20 Schweine enthaltenden Bucht, auf Genomfragmente von
L. intracellularis untersucht und hinsichtlich ihrer Erregermenge
verglichen wurden. Auch hier besteht eine signifikante Assoziation
zwischen den nachgewiesenen Erregermengen in OFS im Vergleich zu
Sammelkotproben bzw. gepoolten Kotproben (LAVIGNE et al., 2013). Die
Erklarung fur diese Ergebnisse konnte in der groBeren Anzahl der Tiere
liegen, die an einem OFS im Vergleich zur Sammelkotprobe beteiligt sind
(LAVIGNE et al., 2013).

Auch FRANA et al. (2014) untersuchten gepoolte Kotproben von je funf
Tieren einer Bucht und korrespondierende OFS (25-50 Tiere pro Bucht
und Kaustrick) mittels qPCR auf DNA von L. intracellularis,
Brachyspira ssp.  sowie  Salmonella ssp..  Der  Nachweis  von
Genomfragmenten von L. intracellularis gelang hier in 10/20 OFS,

wahrend nur 3/20 der gepoolten Kotproben L. intracellularis DNA positiv
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waren (FRANA et al., 2014). Auch B. hyodysenteriae konnte bei dieser
Untersuchung mittels qPCR mit 5/5 positiven OFS im Vergleich zu 2/5
positiven Kot-Poolproben haufiger in OFS als in gepoolten Kotproben
detektiert werden (FRANA et al., 2014). Als Konsequenz dieser
Ergebnisse schlussfolgerten FRANA et al. (2014), dass eine
Untersuchung von OFS mittels gPCR mindestens genauso gut wenn nicht
besser geeignet ist, um auf Herdenebene das Vorkommen von
bakteriellen Durchfallerregern zu untersuchen, als Einzel- oder
Sammelkotproben. Allerdings erwahnten die Autoren der genannten
Studie, dass man ohne einen validierten Cutoff-Wert keine
allgemeingultigen Aussagen uber den Zusammenhang zwischen
ausgeschiedener Erregermenge und der tatsachlichen klinischen
Relevanz dessen treffen kann (FRANA et al.,, 2014). Diese Vermutung
bestatigt sich auch in der eigenen Studie, da die Kotkonsistenz als
klinisches Merkmal in keinem signifikanten Zusammenhang zur

ausgeschiedenen Erregermenge steht.

Laut einer Studie von WARNEKE (2017) sind OFS im Falle einer
klinischen Schweinedysenterie sehr gut geeignet, um B. hyodysenteriae
und B. hampsonii sowohl mittels PCR als auch in Kultur nachzuweisen.
Die Autorin wies jedoch darauf hin, dass sich eine Untersuchung von
OFS mittels PCR im Falle eines unbekannten klinischen Status der
beprobten Tiere zwar fur einen Erregernachweis eignet, jedoch trotzdem
fur weitere notwendige Untersuchungen, wie z.B.
Antibiotikaresistenztests, Kotproben als Untersuchungsmaterial
vorzuziehen sind (WARNEKE, 2017). Die Beobachtungen in der
vorliegenden Studie zeigen, dass B. hyodysenteriae in OFS sogar um
10%  haufiger nachgewiesen werden konnte als in den
korrespondierenden Sammelkotproben. Dies deutet auf eine hohere
Sensitivitat dieser Methode fur den angewandten Versuchsaufbau im
Vergleich zu einer begrenzten Anzahl von Sammelkotuntersuchungen hin
und sollte in weiterfuhrenden Arbeiten fur eine grofRere Probenzahl
untersucht werden, um mogliche betriebsbezogene Bias ausschlieen zu

konnen.
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3. Zusammenhang klinischer Durchfallerscheinungen

mit den nachgewiesenen Erregermengen im Kot

In der vorliegenden Untersuchung konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Kotkonsistenz und den detektierten
Erregermengen von L. intracellularis und B. hyodysenteriae festgestellt

werden.

Der Kot der beprobten Tiere in Betrieb A war zu keinem der drei
Beprobungstermine geformt, wahrend die nachgewiesenen
Erregermengen von L. intracellularis zwischen den einzelnen
Beprobungsterminen und Buchten stark variierten und der Erreger in der
20. Lebenswoche nur mehr in einer einzigen Bucht zu detektieren war.
Der Kot der beprobten Tiere von Betrieb B war hingegen in den LW 16
und 20 groBtenteils geformt, obwohl in einigen Buchten
Genomfragmente  von L. intracellularis und  B. hyodysenteriae
nachgewiesen werden konnten. Auch der Verschmutzungsgrad der Tiere,
der in einem signifikanten Zusammenhang zur Kotkonsistenz steht,
konnte keinen Aufschluss uber die zu erwartende Erregermenge geben,
da keine signifikante Korrelation zwischen Verschmutzungsgrad und

nachgewiesener Erregermenge berechnet werden konnte.

Da sich aus der eigenen Studie somit keine Hinweise auf eine
prognostische Moglichkeit durch alleinige Beurteilung der Kotkonsistenz
ergeben haben, kann man davon ausgehen, dass die Beschaffenheit des
Kotes sowie der Verschmutzungsgrad einer Tiergruppe moglicherweise
auf eine Kombination aus verschiedenen Ursachen zuruckzufuhren ist
und das. neben dem Infektionsstatus z.B. auch die Zusammensetzung der
Futtermittel sowie die Qualitat der Wasserversorgung eine Rolle spielen
konnten. Aus den Beobachtungen der eigenen Studie kann man aufgrund
fehlender Kotanalysen lediglich vermuten, dass der Gehalt an
Trockensubstanz im Kot bei einer Kotkonsistenz vom Score 3, also
wassrig, deutlich unter einem physiologischen Wert von 25% liegt.
PEDERSEN et al. (2012a) untersuchten den Effekt der im Kot detektierten
Erregermenge von mit L. intracellularis infizierten Mastschweinen

hinsichtlich des Gehalts der Trockensubstanz im Kot und der taglichen
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Zunahmen der Tiere. Sie konnten eine negative Korrelation zwischen der
Hohe der nachgewiesenen Erregermenge und den taglichen Zunahmen
der Schweine feststellen (PEDERSEN et al.,, 2012a). Der Gehalt an
Trockensubstanz im Kot konnte positiv mit den taglichen Zunahmen
assoziiert werden, infolge dessen schlussfolgern die Autoren, dass bei
Tieren mit einem physiologischen Trockensubstanzgehalt im Kot von
>25% eine Infektion mit L. intracellularis keinen negativen Effekt auf die
taglichen Zunahmen hat (PEDERSEN et al., 20712a). Schweine mit
geringerem Trockensubstanzgehalt im Kot sind demzufolge haufiger von
schweren Erkrankungsverlaufen betroffen, was sich wiederum auf die
Hohe der Tageszunahmen auswirkt (PEDERSEN et al.,, 2012a). Die
Faktoren Trockensubstanzgehalt im Kot, tagliche Zunahmen und
Erregermenge im Kot konnen laut PEDERSEN et al. (2012a) in der Praxis
nicht einzeln betrachtet werden, um eine sichere Aussage uber den
klinischen Zustand und den Infektionsverlauf von mit L. intracellularis
infizierten Tieren treffen zu konnen. Diese Hypothese bestatigt sich
hinsichtlich der nachgewiesenen Erregermengen und des durch die
Kotkonsistenz indirekt beurteilbaren, annahernd gleichen

Trockensubstanzgehaltes in der vorliegenden Arbeit.

Auch HERBST et al. (2004) untersuchten Kotproben von 1445 gesunden
und 2003 durchfallkranken Schweinen mittels PCR auf DNA von
L. intracellularis und B. hyodysenteriae, um die Frage der klinischen
Relevanz eines Erregernachweises zu beantworten. Es konnte eine
nahezu dreifach hohere Nachweisrate beider Pathogene bei an Durchfall
erkrankten Tieren festgestellt werden als bei klinisch gesunden Tieren
(HERBST et al., 2004). Dieses Ergebnis lasst allerdings nicht erkennen,
ob sich im Umkehrschluss anhand des Grades der klinischen Anzeichen
eine Aussage uber die zu erwartende Erregermenge treffen lasst.
Infolgedessen ist fur eine luckenlose Diagnostik die Untersuchung
geeigneter Probenmaterialien als Grundlage einer Behandlung an

Durchfall erkrankter Schweine nach wie vor unerlasslich.
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4. Moglichkeiten Monitoring — Ausblick

Die vorliegende Arbeit wurde als Verlaufsuntersuchung durchgefihrt, um
neben dem Vergleich unterschiedlicher Probenmedien auch eine
Aussage uber die Ausbreitungsdynamik der untersuchten Erreger in den
beprobten Buchten treffen zu konnen. Es zeigte sich, dass
L. intracellularis DNA hauptsachlich in LW 12 und 16 detektierbar war,
B. hyodysenteriae dagegen nur in LW 16 und 20. Im Falle einer deutlich
ansteigenden Erregermenge von einem zum anderen Beprobungstermin
konnten moglicherweise durch ein geeignetes Probennahmeintervall im
Rahmen einer regelmaligen Bestandsuntersuchung schon vor dem
Auftreten einer deutlichen klinischen Durchfallsymptomatik
entsprechende BehandlungsmaBnahmen ergriffen werden und somit
vermutlich einem schlimmeren Verlauf der Erkrankung rechtzeitig
Einhalt geboten werden. Neben der Untersuchung und Therapie von
akuten klinischen Erkrankungen ruckt in der Schweinemedizin vor allem
das Monitoring von Infektionskrankheiten in Tierbestanden im Rahmen
der tierarztlichen Bestandsbetreuung in den Vordergrund (NATHUES et
al., 2011). Bereits 1985 forderten FARVER et al. (1985) regelmaRige
Untersuchungen von lebensmittelliefernden Tieren im Rahmen eines
Monitoring Programmes mit dem Ziel, Infektionen rechtzeitig zu
erkennen, bevor es zu einem bestandsubergreifenden
Krankheitsausbruch kommt. In der Schweinehaltungshygieneverordnung
wird der tierarztlichen Pflicht unter anderem das Ziel, ,den
Gesundheitsstatus des Bestandes aufrecht zu erhalten und sofern
erforderlich zu verbessern” auferlegt (BUNDESMINISTERIUM FUR
JUSTIZ UND VERBRAUCHERSCHUTZ, 1999). Nationale und
internationale Monitoring Programme existieren bereits fur einzelne
Erreger, so ist z.B. die Salmonellendiagnostik in Deutschland im
nationalen Recht in der Verordnung zur Verminderung der
Salmonellenverbreitung  durch  Schlachtschweine  (SchwSalmoV)
verankert (BUNDESMINISTERIUM FUR JUSTIZ UND
VERBRAUCHERSCHUTZ, 2017). Des Weiteren konnen im Rahmen der
tierarztlichen Bestandsbetreuung, problemorientiert an den individuellen

Schweinebestand angepasst, z.B. Einstallungsuntersuchungen
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durchgefuhrt werden, um unter anderem einen Uberblick Uber die
Tiergesundheit einer Tiergruppe von Tag eins im Bestand an zu
bekommen oder auch forensische Fragestellungen beantworten zu
konnen (GROSSE BEILAGE, 2013). Die in dieser Studie durchgefuhrten
Untersuchungen sind beispielhaft fur eine regelmaRig zu wiederholende
Bestandsdiagnostik, die durch die Untersuchung der gewonnenen OFS
auf weitere, z.B. atemwegsassoziierte Erreger beliebig an die
vorherrschende Problematik des jeweiligen Betriebs angepasst werden
konnte. Es ist hinreichend bekannt, dass L. intracellularis und
B. hyodysenteriae  bedeutende  Pathogene in  der intensiven
Schweinemast darstellen (HERBST et al., 2004). Aufgrund ihres zum Teil
subklinischen  Infektionsverlaufs ist das fruhzeitige Erkennen
unabdingbar, um die Verbreitung der durch diese Erreger verursachten
Krankheiten einzuschranken und somit wirtschaftlichen Verlusten
vorzubeugen. Ebenfalls ist in der Literatur belegt, dass das
Erkrankungsrisiko bei einer Infektion mit beiden Erregern steigt
(HERBST et al., 2004), und die Atiologie von Durchfallerkrankungen noch
deutlich an Komplexitat zunimmt, je mehr Erreger im Bestand vorhanden
sind (JACOBSON et al., 2003).

Die Probennahme der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der zu
erstellenden Kotscores von Tierarzten der Klinik fur Schweine
durchgefuhrt, jedoch ist eine Gewinnung von OFS ohne weiteres durch
die Betriebsleiter selbst durchfuhrbar. Die Probengewinnung einer
erforderlichen Anzahl von Stichproben, die eine Aussage uber ein
Infektionsgeschehen hinsichtlich der jeweiligen Bestandsgrof3e erlauben
wurde, ist durch tierarztliches Personal und notige Manipulation der
Tiere zur Probengewinnung bei herkommlichem Probenmaterial wie
Blut, BAL-Flussigkeit oder Nasentupfern sehr zeit- und kostenintensiv
und zudem auch ein Ausloser von Stress fur die beprobten Tiere
(PRICKETT et al., 2008). Eine Konsequenz dessen ist moglicherweise ein
luckenhaftes Monitoring oder der vollstandige Verzicht auf regelmaRige
Bestandsuntersuchungen (PRICKETT et al., 2008). Die Gewinnung von
OFS mittels Kaustricken und deren Untersuchung im Rahmen eines

Monitoring Programmes wurde als erstes in einer Arbeit von (PRICKETT
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et al., 2008) beschrieben, in der der Nachweis von PRRSV DNA und
Genomfragmenten von PCV2 in drei Schweinebestanden mittels OFS
erbracht werden konnte. Seit dieser Veroffentlichung wurde der
Nachweis zahlreicher weiterer Infektionserreger mittels OFS erprobt und
OFS hinsichtlich ihrer Eignung fur Bestandsuntersuchungen, ahnlich wie
in der vorliegenden Studie, im Rahmen von Monitoring Programmen
evaluiert (KITTAWORNRAT et al., 2010; RAMIREZ et al., 2012; OLSEN et
al., 2013).

Davon ausgehend, dass die Sensitivitat und Spezifitat von diagnostischen
Tests bei OFS der Sensitivitat und Spezifitat anderer Probenmedien wie
Serum oder Kot entspricht, bieten Untersuchungen mittels Kaustrick eine
hervorragende  Moglichkeit, Daten  uber Infektionskrankheiten
routinemaRig, kostengunstig und nicht invasiv zu gewinnen und somit
proaktiv der Tiergesundheit forderlich zu sein (KITTAWORNRAT et al.,
2010).

Wenn eine kostengunstige Methode leicht und auch von Laien, also
Landwirten selbst, durchgefuhrt werden kann, kann man letztendlich
auch von einer hoheren Bereitschaft ausgehen, regelmallige Screenings
in Mastbestanden durchzufuhren. Eine fast ausschlieBlich mithilfe von
Landwirten als probengewinnende Personen erstellte Studie von BEISL
(2020) hat gezeigt, dass die Qualitat der im Labor eintreffenden OFS
nicht beeintrachtigt war. Die einfache Durchfuhrung der regelmaRigen
Probengewinnung mittels Kaustrick durch betriebseigene Mitarbeiter
birgt zudem den Vorteil, dass eine Ubertragung von infektidsem Material
in andere Bestande ausgeschlossen ist bzw. das Risiko einer
Erregerubertragung zwischen einzelnen Betrieben im Gegensatz zu einer
Probennahme durch den Tierarzt deutlich herabgesetzt wird (RAMIREZ
et al.,, 2012). Dies soll jedoch nur fur Monitoring MalBnahmen gelten, das
Hinzuziehen des Tierarztes bei akuten Krankheitsausbruchen und
gesetzlich vorgeschriebenen Betreuungsprogrammen ist nach wie vor
unerlasslich (GROSSE BEILAGE, 2013).

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass die Diagnostik mittels OFS eine
vielfaltig nutzbare Beprobungsmethode darstellt, deren

Weiterentwicklung im Sinne der Gesunderhaltung intensiv gehaltener
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Mastschweine gefordert werden sollte, um in der Schweinemedizin eine
zeitgemalle, gunstige und tierschutzgerechte tierarztliche Betreuung

praktizieren zu konnen.



VI. Zusammenfassung 61

VI. ZUSAMMENFASSUNG

.Vergleichende Untersuchung zum molekularbiologischen Nachweis von
Lawsonia intracellularis und Brachyspira ssp. aus Sammelkotproben und

Oral Fluid Samples bei Mastschweinen.”

Die bakteriellen Durchfallerreger Lawsonia (L.) intracellularis,
Brachyspira (B.) hyodysenteriae und Brachyspira (B.) pilosicoli
verursachen weltweit hohe wirtschaftliche Schaden in der intensiven
Schweinehaltung. Herkommliche Diagnostikmethoden am lebenden Tier
hinsichtlich dieser Erreger sind Serologie, PCR von Kotproben sowie
Anzucht auf Selektivnahrboden bzw. in Zellkultur. Da die Ubertragung
dieser Pathogene auf fakal-oralem Weg erfolgt ist anzunehmen, dass sie
in Oral Fluids (=Maulhohlenflussigkeit) von Schweinen einer infizierten
Tiergruppe nachzuweisen sind. In der vorliegenden explorativen Studie
wurde der Nachweis von Genomfragmenten dieser Erreger mittels
Multiplex Realtime-PCR in mithilfe von Kaustricken gewonnenen Oral
Fluid Samples (OFS) und den jeweiligen OFS zugeordneten
Sammelkotproben untersucht und verglichen. Zusatzlich wurde die
Kotkonsistenz und der Verschmutzungsgrad der beprobten Tiere erfasst
und auf einen moglichen Einfluss der nachgewiesenen Erregermenge hin
uberpruft. Es wurden insgesamt 66 OFS und 66 Sammelkotproben im
Rahmen einer Verlaufsuntersuchung mit je einem Beprobungstermin in
der 12., 16. und 20. Lebenswoche der beprobten Tiere aus zwei
niederbayerischen Schweinemastbetrieben auf das Vorhandensein von
Genomfragmenten der drei oben genannten Erreger untersucht. DNA von
L. intracellularis konnte in insgesamt 45,5% (30/66) der untersuchten
OFS sowie in 45,5% (30/66) der untersuchten Sammelkotproben
nachgewiesen werden, davon waren bei beiden Probenmaterialien je 20
L. intracellularis DNA positive Proben von Betrieb A, 10 von Betrieb B.
Die hochste nachgewiesene Erregermenge von L. intracellularis betrug
2,04x107 pro g Kot bzw. 7,75x10°> pro ml OFS. B. hyodysenteriae DNA
konnte nur auf Betrieb B nachgewiesen werden, insgesamt wiesen
13,3% (4/30) der Sammelkotproben und 23,3% (7/30) der OFS
Genomfragmente von B. hyodysenteriae auf. Die hochste nachgewiesene

Erregermenge von B. hyodysenteriae betrug 3,40x10°> pro g Kot bzw.
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4,17x10% pro ml OFS. DNA von B. pilosicoli war in keiner untersuchten
Probe nachweisbar. Der Nachweis von L. intracellularis in Sammelkot
und OFS zeigte eine hohe, signifikante Ubereinstimmung von K=0,878
(p<0,001). Hinsichtlich des Nachweises von B. hyodysenteriae DNA
zeigten die untersuchten Sammelkotproben und OFS eine moderate
Ubereinstimmung  (K=0,453,  p=0,009).  Insgesamt ist die
Ubereinstimmung aller untersuchten Sammelkotproben und OFS mit
einer Interrater-Reliabilitat von K=0,799 (p<0,001) als hoch einzustufen.
Die Ergebnisse der klinischen Beobachtungen stehen in keinem
statistischen Zusammenhang zu den nachgewiesenen Erregermengen
der untersuchten Sammelkotproben und OFS. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie zeigen, dass die Untersuchung von OFS im Vergleich
zu Sammelkotproben hinsichtlich des Nachweises von L. intracellularis
und B. hyodysenteriae eine sinnvolle Erganzung bzw. Alternative im
Rahmen von Monitoring Programmen oder der Bestandsdiagnostik bei

Mastschweinen bieten kann.
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Vil. SUMMARY

“Comparative study of the molecular biological detection of Lawsonia
intracellularis and Brachyspira ssp. from pooled fecal samples and oral

fluid samples in fattening pigs."

Lawsonia (L.) intracellularis, Brachyspira (B.) hyodysenteriae and
Brachyspira (B.) pilosicoli are widely distributed pathogens among
intensive domestic pig producing units worldwide. They cause high
economic damage by inducing porcine intestinal adenomatosis, swine
dysentery, and porcine intestinal spirochetosis, respectively.
Conventional ante mortem diagnostic methods regarding these
pathogens include serology, PCR of fecal samples and selective
cultivation or cell culture. The use of oral fluids as a diagnostic specimen
has increased, especially in surveillance programs for respiratory
pathogens as PRRSV, PCV2, Influenza A Virus, etc. Since
L. intracellularis, B. hyodysenteriae and B. pilosicoli are transmitted
fecal-orally, it can be assumed that they can be detected in oral fluids of
infected pigs. In the present exploratory study, the detection of DNA of
these pathogens in pen based oral fluid samples (OFS) and pooled fecal
samples was performed using multiplex real-time PCR. Detection levels
of the pathogens were compared pen-wise. In addition, the fecal
consistency and the degree of fecal staining of the sampled animals were
recorded and checked pen-wise for a possible influence by the detected
amount of pathogen. A total of 66 OFS and 66 pooled fecal samples were
analysed for the presence of genome fragments of the three above-
mentioned pathogens as part of a follow-up study with three sampling
dates at week 12, 16 and 20 of age of the sampled animals from two
fattening units in Lower Bavaria. L. intracellularis DNA was detected in a
total of 45.5% (30/66) of the OFS and 45.5% (30/66) of the pooled fecal
samples, 20 of which were L. intracellularis DNA positive samples for
both sample materials from farm A, 10 from farm B. The highest detected
amount of L. intracellularis pathogens was 2.04x10° per g feces, 7.75x10°
per ml OFS. B. hyodysenteriae DNA was detected on farm B only, a total
of 13.3% (4/30) of the pooled fecal samples and 23.3% (7/30) of the OFS

contained genome fragments of B. hyodysenteriae. The highest detected
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amount of B. hyodysenteriae was 3.40x10° per g feces and 4.17x10% per
ml OFS. DNA of B. pilosicoli was not detectable in any sample. The
detection of L. intracellularis in pooled fecal samples and OFS showed a
high, significant agreement of K=0.878 (p<0.001). Regarding the
detection of B. hyodysenteriae DNA, the pooled fecal samples and OFS
showed moderate agreement (K=0.453, p=0.009). Overall, the agreement
of collected pooled fecal samples and OFS with an interrater reliability of
K=0.799 (p <0.001) can be rated as high. The results of the clinical
observations are not statistically related to the detected amounts of
pathogens in both pooled fecal samples and OFS. The results of the
present study show that the investigation of OFS compared to pooled
fecal samples regarding the detection of L. intracellularis and
B. hyodysenteriae can be a useful addition and a seminal method for

surveillance and monitoring programs of diarrheal diseases in fattening

pigs.
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X. ANHANG

Tabelle 30: Schematische Darstellung der Buchtenverteilung, Betrieb A
(nicht maBstabsgetreu).
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Tabelle 31: Schematische Darstellung der Buchtenverteilung, Betrieb B
(nicht maBstabsgetreu).
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