Christopher Heinrich Wilhelm Wdstmann

Ausscheidung von Mycoplasma suis

unter Feldbedingungen

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwiirde
der Tierarztlichen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

D
2

M/U VVB LAUFERSWEILERVERLAG




Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Die rechtliche Verantwortung fiir den gesamten Inhalt dieses
Buches liegt ausschlieBlich bei dem Autoren dieses Werkes.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung der Autoren
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen
und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2022

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publisher.

1" Edition 2022

© 2022 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

L e .
VVB LAUFERSWEILER VéﬁEAG
STAUFENBERGRING 15, 35396 GIESSEN, GERMANY
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwiirde
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Ausscheidung von Mycoplasma suis

unter Feldbedingungen

von

Christopher Heinrich Wilhelm Wéstmann

aus Munster

Muinchen 2022






Aus dem Zentrum fir Klinische Tiermedizin
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Lehrstuhl fur Krankheiten des Schweines

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

Mitbetreuung durch Dr. Julia Stadler






Gedruckt mit der Genehmigung der Tierdrztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

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

Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Mathias Ritzmann

Korreferent: PD Dr. Wolfram Petzl

Tag der Promotion: 30. Juli 2022






Fur Annabelle






Teile dieser Arbeit wurden bereits in folgender wissenschaftlicher Arbeit ver-
offentlicht:

Ade, J., Ritzmann, M., Wéstmann, C., Eddicks, M., Reese, S., Hoelzle, K., Hoelzle,
L.E., Stadler, J., 2021. Update on shedding and transmission routes of porcine

haemotrophic mycoplasmas in naturally and experimentally infected pigs. Porcine
Health Management; 7, 49.






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
IR 41T (g T 1
Il. Literaturiibersicht ..........cccconiiiiiiniir s 3
1. Hamotrophe Mycoplasmen .........cccccciiirimmrnnnniennrnere e 3
1.1. Taxonomie und Morphologie........ccccceecrrrrrrcrrrrrrsssererssssneennns 3
1.2. Vorkommen und Bedeutung...........c.ccocneriiinrnniinnisinnniennianns 4
2. Hamotrophe Mycoplasmen des Schweins..........cccceevcrrriccinennn. 5
2.1. Epidemiologie........ccccriiiimrrrinisernnnsssere s 6
211, Verbreitung ..o 7
2.1.2. UDEHragUNG .......coouiuieiiieieieieieeieieiee e 8
2.2. Pathogenese und IMmunologie .......ccccerreimerrrccieerrssseeerenes 9
2.2.1.  Adhasion und INVasioN...........ccceerieiiiiieiiieeee e 10
2.2.2. Auswirkung auf den Zellstoffwechsel............cccccceerennnnen. 12
2.2.3. ENYPtOSE ..o e 12
2.2.4. Schadigung des Endothels ............ccccovveiiiiieeciiieee e, 13
2.2.5. Immunpathologie ... 14
2.3. Kilinisches Bild und Pathologie...........cccccviimiiienniecniinnninns 15
2.4, DiagnoStiK ......ccccvrrirmerrirsrerr e r e 17
2.4.1. Klinisch-pathologische Diagnostik...............ccccciiiiinn. 17
2.4.1.1. Hamatologische Verdnderungen .............ccccuceeriunnnnns 17
2.4.1.2. Biologischer Nachweis ..........cccccveremmrrrsscsneenssssnnennnnns 18
2.4.2. Bakteriologische DiagnostiK...........ccccoueiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeenn. 18
2.4.2.1. Serologischer Nachweis............cccecemriiniisenisieciiinnnans 19
2.4.2.2. Kultureller Nachweis............ .. 20

2.4.2.3. Mikroskopischer Nachweis ....
2.4.2.4. Molekularbiologischer Nachweis...........ccccccvninrnnnnnnee 21

2.5. Differentialdiagnosen........ccccoceccevrriecmrerscsseeesssseeersssneeeesnnas 23



Inhaltsverzeichnis

2.5.1. ANGMIE ..o
2.5.2. TKEEIUS ..ottt

2.5.3. Veranderungen der Haut

2.6. Therapie und Prophylaxe..........ccccouniiirmiiniiinnnnnsseeesnsneeens 25

lll. Material und Methoden ..., 27
1. Ziel der Untersuchung ... 27
2. Probenmaterial ..o 28
3. Probenverarbeitung .........cccocniiiiinniinn 30
3.1. Extraktion der M. suis-DNA..............cccceviiiiiininniininnniiniiennnes 30
3.2. Quantitative real-time PCR.........cccoconmrmnnncicececnes 31

4. Statistische Auswertung.........cccoveriiiriniininnn e 32
VR T o1 TE=T - 33
1. Ergebnisse der Speicheluntersuchung..........ccccovvmriinieninncnnnne 33

2. Ergebnisse der Urinuntersuchung.........cccccoeiiiiiiiiiiiiiieennnnennnnns 33

3. Ergebnisse der Plazentauntersuchung........cccceociniinniienniinennnns 33
4. Blutstatus der Ferkel........o s 34

5. Ergebnisse der Zuchteber ..........cccoomiiinniiiniiinniineenns 35
5.1. Herkunft, Alter und Rasse.......ccccceeeviviiiiiiiiriiiinreeeeeenseenns 35
5.2. Ergebnisse der Blut- und Spermauntersuchung................ 36

6. Zusammenfassung der Ergebnisse........cccccccvrericeerrnccseensnsenenns 36
V. DiSKUSSION......cceiiiiririin i 38
1. Abwesenheit von M. suis-DNA in Speichel und Urin ................ 38
1.1. Erregerstamm KI3806 ... 39
1.2. Splenektomie.........cooeiiiiiiiiiiiiieeerrrrr s 40

2. M. suis-positive Plazentaproben..........ccccceecrmrerccmernsssseenssssnenns 41

2.1. Urogenitaltrakt-Spezifitit bei anderen Mycoplasmen spp. 41

2.2. Strukturelle Unsicherheiten ... 43



2.2.1. Bearbeitung der Proben............cccooiiiiiiiiiii 43

2.2.2. Mdglichkeit der Blutkontamination ............ccccceeviiverennnen. 44

3. M. suis-Status der Zuchteber............cccoovvmniiniiniiniinicees 44
4. SchlusSfolgerung.......ccccveciceerisssmerrssssrerrsssssre s ssssre s s ssne e sssssnnes 47
VI. Zusammenfassung........ccccviimniinineni 50
VI SUMMANY ..ooieeiecceeersssere s ssssmr e s s s ssms e s s sms e s ssssme e ssssssnnesssssnnnesssnnn 52
Abbildungsverzeichnis...........cccoriiniciii 54
Tabellenverzeichnis...........cccooiiiiiini e 55
Literaturverzeichnis.......c.cccviimiiiiiniiic e 56

[ F= T a1 LT Vo 11 3V 77



Abkurzungsverzeichnis v

Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

1,3BPG 1,3-Bisphosphoglycerat

2PG 2-Phosphoglycerat

A Angstrém

ABC ATP-binding Casette

Aqua bidest. Aqua bidestillata

ATP Adenosin-Triphosphat

bp Basenpaare

dL Deziliter

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
Ethanol abs. Ethanol absolut

EZ Endothelzellen

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
g Gramm

GAP Glycerinaldehyd-3-Phosphat

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GAPN NADP-abhangige GAPDH

HA Hamagglutinationshemmungstest
HM hamotrophe Mycoplasmen

HspA1 heat shock protein A1

IAP infectious anemia in pigs

IgG Immunglobulin vom Typ G

IgM Immunglobulin vom Typ M

IHA indirekter Hamagglutinationstest

kbp Kilo-Basenpaare

KBR Komplementbindungsreaktion

KSP klassische Schweinepest

L Liter



Abkurzungsverzeichnis

LC
LM
LMU
M

mg
mL
mM/mmol
MPS
M®
uL

pm
NADP
nm
PBS
PCR
PEP
PHE
p.i.
PS
qPCR
rDNA
rpm
ssDNA
Taq

Light Cycler

Lebendmasse
Ludwig-Maximilians-Universitat

molar

Milligramm

Milliliter

millimolar

Mononukledres Phagozytosesystem
Makrophage

Mikroliter

Mikrometer
Nikotinamidadenindinukleotid-Phosphat
Nanometer

phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphoenolpyruvat

porzine hdmorrhagische Enteropathie
post infectionem

Phosphatidylserin

quantitative Polymerase-Kettenreaktion
ribosomale Desoxyribonukleinsdure
revolutions per minute

einzelstrangige Desoxyribonukleinsaure

Thermus aquaticus






I. Einleitung 1

l. Einleitung

Bei Mycoplasma (M.) suis handelt es sich um ein relevantes Pathogen des
Schweins aus der Gruppe der hdmotrophen Mycoplasmen (HM). Der Erreger hef-
tet sich im Blut der Tiere an die Oberflache der roten Blutkdrperchen und fihrt
dadurch zu Deformationen und Schadigungen der Zellen (ZACHARY und BASGALL,
1985; MEssICK, 2004; HoLzLE, 2008).

Eine Infektion mit M. suis verlauft in der Regel subklinisch. In Abhéngigkeit von
der Virulenz des Erregerstammes und der Empfanglichkeit der betroffenen Tiere
kann es aber ebenso zur klinischen Manifestation der IAP (infectious anemia in
pigs), ehemals bekannt als Eperythrozoonose, kommen. Diese tritt bei Tieren aller
Altersstufen auf (HOLzLE, 2008) und ist gekennzeichnet durch eine potenziell le-
bensbedrohliche hamolytische Andmie mit Fieber, |kterus und Hypoglyk&mie
(GWALTNEY, 1995; HOLZLE, 2008; STADLER et al., 2014).

Zu wirtschaftlichen Einbufen (RiTzMANN et al., 2009) kommt es allerdings vor-
rangig im Zusammenhang mit chronischen Krankheitsverldufen. Diese machen
sich durch verringerte Wachstumsraten, allgemeine Krankheitsanfélligkeit fir re-
spiratorische und enterische Erkrankungen sowie verringerte Fruchtbarkeit der
Zuchtsauen bemerkbar (MessICK, 2004; STRAIT et al., 2012; HOLZLE et al., 2014).

Lange Zeit wurde die Ubertragung infizierter Erythrozyten im Rahmen von
Rangkampfen, iatrogenen und zootechnischen MaRnahmen oder durch blutsau-
gende Parasiten als erforderlich fur die Weitergabe der Infektion angesehen
(PRULLAGE et al., 1993; HOLzLE, 2008; ACOSTA et al., 2019). Allerdings konnte im
Jahre 2014 von DIETZ et al. gezeigt werden, dass auch in Urin, Speichel, Nasen-
und Vaginalsekret experimentell infizierter Tiere ein Nachweis von M. suis-DNA

moglich ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Ubertragbarkeit der experimentell gewon-
nenen Erkenntnisse von DIETZ et al. (2014) in die Praxis zu Uberprifen und auf
diese Weise auf ein besseres Verstandnis der Epidemiologie der M. suis-Infektion
— konkret der Ubertragung und Ubertragungswege des Erregers — hinzuwirken.
Dies soll eine zielorientierte Erarbeitung von Hygiene- und Quarantédnekonzepten

ermdglichen, um die Ausbreitung von M. suis in Zukunft besser kontrollieren zu
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kénnen. Auflerdem wirde die routinemaBige Auffindbarkeit des Erregers in Se-

und Exkreten der Tiere die Mdglichkeit zu einer blutunabhangigen Diagnostik er-

offnen. Auf diese Weise sollen wirtschaftliche Verluste reduziert, dem Tierwohl

Vorschub geleistet und die Probengewinnung vereinfacht werden.

Daruber hinaus erfolgte eine Untersuchung des Spermas von Zuchtebern einer

Besamungsstation in Stiddeutschland auf M. suis. Diese sollte Aufschluss geben

tiber die Méglichkeit einer venerischen Ubertragbarkeit des Erregers und dement-

sprechend in gleicher Weise zu weiteren Erkenntnissen Gber die Epidemiologie

von M. suis verhelfen.

Als Arbeitshypothesen fungierten folgende Annahmen:

1.

Da eine Exkretion von M. suis im Speichel und im Harn experimentell infi-
zierter Schweine auftreten kann, kann eine gleichartige Exkretion auch in
Feldproben nachgewiesen werden.

Da eine vertikale Ubertragung von M. suis auch von negativ getesteten
Sauen auf ihre neugeborenen Ferkel wahrscheinlich erscheint und auRer-
dem M. suis bereits in Vaginalabstrichen experimentell infizierter Schweine
nachgewiesen werden konnte, kann M. suis auch in im Feld gewonnenen

Nachgeburten nachgewiesen werden.

. Ausgehend von einer hohen Prévalenz, sind wenigstens einzelne Eber ei-

ner Besamungsstation in Stiddeutschland mit M. suis infiziert.
Da die Mdoglichkeit einer Exkretion von M. suis mit verschiedenen Se- und
Exkreten bereits nachgewiesen wurde, kann M. suis im Sperma infizierter

Eber nachgewiesen werden.
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Il. Literaturiibersicht

1. Hamotrophe Mycoplasmen

1.1. Taxonomie und Morphologie

Hamotrophe Mycoplasmen sind kleine, pleomorphe, gramnegative Bakterien. Sie
kénnen stabchen-, ring- oder kugelférmig vorliegen. Ihr Durchmesser betragt etwa
0,3 bis 3 ym (MEessick, 2004). Das Genom liegt als zirkulare, doppelstrdngige DNA
im Umfang von 745 kbp (M. suis) bis 1245 kbp (M. haemofelis) vor (MESSICK et al.,
2000; BERENT und MEessick, 2003). Damit gehoéren sie zu den kleinsten zur
Selbstreplikation fahigen Organismen. Sie sind von einer einzelnen Membran um-
geben und verfigen weder Uber eine Zellwand noch tber einen Zellkern (MESSICK,
2004; YANG et al., 2007). Allerdings finden sich im Zytoplasma kleine Granula so-
wie filamentdse Strukturen (MEessICK, 2004). Ein Teil der HM liegt frei im Blut-
plasma vor, wahrend ein anderer Teil der Bakterien in flachen Mulden oder tiefen
Einziehungen der Erythrozytenmembran mittels feiner Fibrillen einzeln oder in Ket-
ten anhaftet (ZACHARY und BASGALL, 1985; MEssick, 2004; YANG et al., 2007;
HoLzLE, 2008). Ein 15 bis 30 nm breiter Spalt ist dabei im Elektronenmikroskop
zwischen Erreger und Erythrozyt erkennbar (ZACHARY und BASGALL, 1985;
MEssick, 2004).

Im Jahre 2001 schlugen NEIMARK et al. vor, die Bakterien Haemobartonella felis,
Haemobartonella muris, Eperythrozoon suis und Eperythrozoon wenyonii der Gat-
tung Mycoplasma in der Klasse der Mollicutes hinzuzufiigen. Diese waren bis zu
diesem Zeitpunkt in die Familie der Anaplasmataceae der Ordnung Rickettsiales
eingeordnet (KREIER und RISTIC, 1984), wobei die Unterscheidung zwischen
Haemobartonellen und Eperythrozoen vor allem anhand des bei den Eperythro-
zoen hoéheren Anteils frei im Blutplasma vorliegender Erreger getroffen wurde
(YANG et al., 2007). Phylogenetische Untersuchungen mittels molekularbiologi-
scher Sequenzierung der 16S rDNA konnten allerdings zeigen, dass Haemobar-
tonella spp. und Eperythrozoon spp. nédher mit Mycoplasma spp. als mit Ana-

plasma marginale verwandt sind (NEIMARK und KOCAN, 1997; RIKIHISA et al., 1997).
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Diese phylogenetische Analyse konnte darlber hinaus zu einem spéateren Zeit-
punkt mittels einer Betrachtung der RNase P DNA gestiitzt werden (PETERS et al.,
2008).

Aufgrund dieser Erkenntnisse sowie aufgrund der phanotypischen Eigenschaf-
ten hinsichtlich geringer GréRe, der Abwesenheit von Zellwand und Flagellen, der
Resistenz gegentber Penicillin nebst Empfindlichkeit gegeniiber Tetrazyklinen so-
wie Parasitismus der Erythrozyten (Messick, 2004) wurden die Gattungen Haemo-
bartonella und Eperythrozoon entsprechend dem Vorschlag von NEIMARK et al.
(2001) reklassifiziert. In der Gattung Mycoplasma bilden sie innerhalb der ,Myco-
plasma pneumoniae Gruppe® nun die Gruppe der hamotrophen Mycoplasmen,
auch als ,Hamoplasmen® bezeichnet (NEIMARK et al., 2001; MESSICK et al., 2002;
NEIMARK et al., 2002; TASKER et al., 2003; MEessick, 2004).

Dennoch bleibt die taxonomische Position der HM Gegenstand anhaltender Dis-
kussionen (UILENBERG et al., 2004), weshalb beispielsweise die aktuelle Auflage
des ,Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology“ sie innerhalb der Familie der

Mycoplasmatales als incertae sedis einstuft (HOLZLE et al., 2014).

1.2. Vorkommen und Bedeutung

Hamotrophe Mycoplasmen kommen weltweit bei einer Vielzahl von Wirbeltieren
vor. Dazu zahlen Katzen, Hunde, Ratten, Schweine, Rinder, Lamas, Opossums
und Rentiere sowie nicht zuletzt der Mensch (MEessick, 2004; STOFFREGEN et al.,
2006; STEER et al., 2011).

Mycoplasmen besitzen eine hohe Wirtsspezifitat (KRElER und RisTIC, 1984). Ob
sie dennoch Uber ein zoonotisches Potenzial verfugen, ist Gegenstand derzeitiger
Forschung: So beschrieben PITCHER und NICHOLAS bereits 2005 verschiedene For-
men der speziesiiberschreitenden Ubertragung von Mycoplasmen.

Es liegen weiterhin Studien chinesischer Autoren vor, die sich mit der Verbrei-
tung von tierspezifischen HM in der chinesischen Bevélkerung beschéftigen (YANG
et al., 2000; Wu et al., 2006; Hu et al., 2009; ZHUANG et al., 2010; HUANG et al.,

2012). Da der Nachweis der Mycoplasmen bei diesen allerdings vielfach mittels
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mikroskopischer Untersuchung erfolgt, die sich durch méaRige Sensitivitdt und Spe-
zifitdt auszeichnet (HEINRITZI, 1990b; HOLZLE et al., 2007b), hat die Interpretation
dieser Ergebnisse mit Vorsicht zu erfolgen.

Aber auch mittels der Sequenzierung von 16S rDNA und auf3erhalb Chinas
konnten bereits bei disponierten (sowie in geringem Umfang auch bei nicht-dispo-
nierten) Personengruppen tierspezifische Mycoplasmen nachgewiesen werden
(DOs SANTOS et al., 2008; YUAN et al., 2009; MAGGI et al., 2013).

Infektionen mit HM kénnen bei den betroffenen Individuen zu lebens-
bedrohlicher akuter hamolytischer Anamie oder zu chronischer Anamie und
Immunsuppression fihren (MessICK, 2004). Solche andmischen Zustande finden
sich vor allem bei Schweinen und Katzen (HOLzLE, 2007). Dementsprechend ge-
winnen hdmotrophe Mycoplasmen auch in der Kleintierpraxis zunehmend an Be-
deutung (MEessick, 2003; WiLLI et al., 2005; HOLzLE, 2007).

2. Hamotrophe Mycoplasmen des Schweins

Im Jahre 1932 beobachteten KINSLEY und DoYLE erstmals unabhéangig voneinan-
der im Blut von an Ikteroanamie erkrankten Schweinen Anaplasmen- bzw. Rickett-
sien-dhnliche Kérperchen, die den Erythrozyten anhafteten.

Erst 1950 gelang es SPLITTER, im Tierversuch mittels Inokulation die Urs&chlich-
keit dieser Anaplasmen-ahnlichen Erreger fiir die Erkrankung der Tiere nachzu-
weisen. Fiir diese wurde daraufhin aufgrund morphologischer Ahnlichkeit zu den
bereits bekannten Blutzellen-parasitierenden Erregern der Rinder und Schafe
Eperythrozoon wenyonii und Eperythrozoon ovis die Bezeichnung ,Eperythrozoon
suis” gewahlt (ADLER und ELLENBOGEN, 1934; NEITZ et al., 1934; SPLITTER, 1950b).
Spéter erfolgte die Umbenennung in Mycoplasma suis (siehe 11.1.1. Taxonomie
und Morphologie).

M. suis erreicht eine Lange von bis zu 600 nm und einen Durchmesser von 375
bis 500 nm (PospPiscHIL und HOFFMANN, 1982). Das Genom umfasst 745 kbp
(MEessick et al., 2000). Elektronenmikroskopisch lassen sich unreife kokkoide For-

men von juvenilen diskoiden und reifen ringférmigen Formen unterscheiden. Zum
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Zeitpunkt des akuten Krankheitsgeschehens lassen sich auch unterschiedliche
Formen nebeneinander im Blut nachweisen (ZACHARY und BASGALL, 1985; LIEBICH
und HEINRITZI, 1992).

SPLITTER (1950a) wurde bei seinen atiologischen Untersuchungen Uberdies auf
einen kleineren, wenig pathogenen, artverwandten Erreger aufmerksam, den er
aufgrund der geringeren GroRe als ,Eperythrozoon parvum®, heute Mycoplasma
parvum, bezeichnete. M. parvum ist ein kokkoider bis stdbchenférmiger Organis-
mus mit einer GréRe von 200 bis 500 nm. Sein Genom umfasst 564 395 bp. Dieses
ist somit das kleinste beschriebene Genom in der Klasse der Mollicutes (DO
NASCIMENTO et al., 2013; DO NASCIMENTO et al., 2014).

Im Jahre 2017 stief} ein chinesisches Forscherteam bei Untersuchungen der
Préavalenz hamotropher Mycoplasmen in Schweinebesténden in der Region Zhe-
jiang auf einen weiteren, bis dato unbekannten Erreger, den sie bei gut einem Vier-
tel der beprobten Tiere nachweisen konnten und der in der Folge als ,Candidatus
Mycoplasma haemosuis“ bezeichnet wurde. Die phylogenetische Untersuchung
der 16S rRNA legte dabei eine enge Verwandtschaft zu dem aus Katzen isolierten
Erreger Candidatus M. turicensis nahe (WILLI et al., 2005; WiLLI et al., 2006; Fu et
al., 2017).

2.1. Epidemiologie

Ein akuter Anfall der Infektidsen Andmie der Schweine (IAP) tritt vorrangig bei Fer-
keln und Mastschweinen sowie bei trachtigen Sauen auf. Ein Grofiteil der
Infektionen verlauft jedoch subklinisch, was mdglicherweise mit dem verbreiteten
Einsatz unspezifischer Futtermedikation in Zusammenhang steht (HOLzLE, 2008).
AuRerdem wird die Bedeutung der individuellen Empfénglichkeit fir Mycoplasmen-
Infektionen sowie ein entscheidender Beitrag der Immunreaktion zur Ausbildung
chronischer Infektionen diskutiert (HOLzLE, 2008). Solche subklinisch infizierten
Tiere bleiben zeitlebens Trager der Infektion und spielen eine bedeutsame Rolle
in der Epidemiologie der Erkrankung (HOLZLE et al., 2011).

Uber Morbiditat, Mortalitat und Letalitat ist insgesamt wenig bekannt. Fur Ferkel
wird fir den Fall eines akuten Verlaufs eine Morbiditat von 15,0 bis 30,0% ange-
nommen, bei einer Letalitat von 5,0 bis 24,0% (HOLzLE, 2007). SPLITTER beschrieb
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im Jahre 1951 eine Morbiditat von 1,0 bis 10,0% bei vergleichsweise hoher Morta-
litdt. Dagegen nennt THACKER (2006) Morbiditdtsraten im Bereich von 10,0 bis
60,0% und eine Mortalitat von bis zu 90,0%.

2.1.1. Verbreitung

SPLITTER vermutete bereits im Jahre 1950, dass eine Infektion mit M. suis aufgrund
der unterschiedlichen Schweregrade der Erkrankung nicht so oft diagnostiziert
wirde, wie sie tatsachlich vorkomme.

M. suis-Infektionen treten weltweit in der Schweinepopulation auf. Beschrieben
sind sie in Nord- und Stidamerika, Afrika, Asien und Europa. Schon 1980 konnten
SisK et al. im Rahmen einer Studie an 2417 Sauen aus Schweinebestédnden in
Georgia, USA mittels indirektem Hamagglutinationstest (IHA) bei 16,0% der Tiere
eine Infektion mit M. suis nachweisen. Dabei stellte sich bei 88,0% der insgesamt
99 untersuchten Betriebe jeweils mindestens ein Tier seropositiv dar. Im Jahre
2007 fuhrten GUIMARAES et al. in Brasilien erstmals eine Pravalenzerhebung mittels
PCR-Untersuchung durch. Dabei wurde in 24 von 186 Tieren (12,9%) M. suis-DNA
detektiert. Von 121 Sauen erwiesen sich 22 Tiere (18,2%) als seropositiv, wahrend
bei einem von vier Ebern (25%) und bei einem von 61 Ferkeln (1,6%) M. suis-DNA
nachweisbar war. In Asien liegen fuir China mittels ELISA erhobene Einzeltierpréa-
valenzzahlen von rund 32,0% bis 33,0% vor. Dabei stellen die Zuchtsauen die
Tiergruppe mit der hdchsten Pravalenz von ca. 80,0% dar (SONG et al., 2014;
ZHONGYANG et al., 2017). YUAN et al. ermittelten 2009 in Shanghai mittels konven-
tioneller PCR sogar eine Seropravalenz Uber alle Altersgruppen von 86,0%. Fir
Japan und Sudkorea wurden dagegen lediglich Pravalenzen von 5,0% (WATANABE
et al., 2012) respektive 0,2% der Tiere (SEO et al., 2019) ermittelt.

In den 1980er Jahren konnte mittels serologischer Untersuchungen fur Deutsch-
land eine Pravalenz von 13,4% bei Mastschweinen bzw. eine Betriebspravalenz
von 43,7% ermittelt werden (HOLZLE et al., 2011). Im Jahre 2008 fiihrte GRIMM
erstmals eine PCR-gestiitzte Statuserhebung fiir das gesamte Bundesgebiet
durch und gelangte dabei zu ahnlichen Ergebnissen. Fir diese Studie wurden

1176 Blutproben von Tieren aus 196 Betrieben in 8 Bundesldndern u.a. mittels
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gPCR untersucht. Dabei wurde in 164 (13,9%) Proben M. suis-DNA nachgewie-
sen, wobei die Spannbreite von 10,5% (12/114) in Sachsen-Anhalt bis 20,0%
(36/180) in Bayern reichte. Auf 80 von 196 untersuchten Betrieben (40,8%) wurde
M. suis nachgewiesen. Hierbei reichte die Spannbreite von 33,3% (9/27) in Sach-
sen bis 48,0% (12/25) in Niedersachsen. Die prozentuale Verteilung positiv auf M.
suis getesteter Tiere innerhalb der betroffenen Betriebe unterschied sich zwischen
den Bundesladndern ebenfalls deutlich und rangierte zwischen 25,0% in Sachsen-
Anhalt und 46,2% in Bayern.

Die derzeit jungsten Zahlen zur Verbreitung von M. suis in Bayern stammen von
STADLER et al. aus dem Jahre 2019. Hierbei wurden Blutproben von 474 neonata-
len Ferkeln sowie 208 Sauen aus 21 bayerischen Betrieben mittels qPCR auf M.
suis untersucht. Dabei wurden 68 (14,4%) Ferkel und 65 (31,3%) Sauen positiv
getestet. Der prozentuale Anteil betroffener Betriebe lag bei 76,2% (16/21).

Im Jahre 2010 wurde von HOLZLE et al. erstmals M. suis bei Wildschweinen
nachgewiesen. Bei 36 von 359 Tieren (10,0%) aus Suddeutschland konnte der
Erreger mittels quantitativer real-time PCR identifiziert werden. Spater konnten au-
ferdem bei Wildtieren aus Ungarn und Brasilien HM dargestellt werden. Dabei
zeigten sich Pravalenzzahlen von 50,0% (7/14) fur die brasilianischen bzw. 47,1%
(8/17) fur die ungarischen Tiere (HORNOK et al., 2018; DIAs et al., 2019).

2.1.2. Ubertragung

Experimentell ist eine Ubertragung von HM iber subkutane, intravendse, intra-
peritoneale und orale Inokulation von infiziertem Blut méglich (HOLzLE, 2008). Dies
legt nahe, dass es im Zusammenhang mit iatrogenen und zootechnischen Maf3-
nahmen sowie im Rahmen von Rangk&dmpfen zu einer Ubertragung mittels Blut-
transfer kommen kann (HOLzLE, 2008; DIETZ et al., 2014).

Dariiber hinaus konnte im Tierversuch eine Ubertragbarkeit durch die gemeine
Stechfliege Stomoxys calcitrans und die agyptische Tigermiicke Aedes aegypti
nachgewiesen werden (PRULLAGE et al., 1993). 2019 wurde zudem erstmals der
Nachweis von M. suis in der Schweinelaus Haematopinus suis, einem der verbrei-

tetsten Ektoparasiten des Schweins, beschrieben (AcosTA et al., 2019).



II. Literaturtibersicht 9

Weiterhin konnte infolge experimenteller Infektion beim Schwein innerhalb von
sechs Tagen p.i. eine Ausscheidung von M. suis mit dem Speichel, dem Nasen-
und Vaginalsekret sowie im Harn nachgewiesen werden. Dementsprechend kann
die Mdoglichkeit einer blutunabhéngigen Erregertibertragung als gegeben angese-
hen werden (DIETZ et al., 2014). Ob eine solche in gleicher Weise unter Feldbedin-
gungen auftritt, ist Gegenstand der vorliegenden Untersuchung.

Persistent subklinisch infizierte Tiere stellen ein Erregerreservoir dar und ver-
kérpern somit ein Vehikel sowohl zur inner- als auch zur zwischenbetrieblichen
Ubertragung (HOLZLE, 2008).

Die Méglichkeit der intrauterinen Ubertragung wurde erstmals 1954 von
BERRIER und GOUGE angefiihrt. 1975 beschrieben CLAXTON und KUNESH, dass im
Blut von allen 13 Ferkeln, die von einer M. suis-positiven Sau stammten und per
Kaiserschnitt entwickelt worden waren, HM nachweisbar waren. 1977 wurde das
Auftreten anamischer und lebensschwacher Ferkel unter Praxisbedingungen be-
schrieben und die intrauterine Ubertragung als wahrscheinliche Ursache diskutiert
(HENDERSON et al., 1997).

Vor Kurzem untersuchten STADLER et al. (2019) 474 neonatale Ferkel von 208
Sauen noch vor der Kolostrumaufnahme mittels gPCR auf das Vorkommen von M.
suis. Dabei konnte bei 68 Ferkeln (14,4%) M. suis-DNA mit einer Erregerlast in
einer GréRenordnung von 1,02 M. suis/mL Blut bis 3,46 x 10° M. suis/mL Blut (im
Mittel 5,09 x 107 M. suis/mL Blut) nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten

ebenfalls auf eine vertikale Transmission hin.

2.2. Pathogenese und Immunologie

Das Kardinalsymptom der IAP ist die Andmie. Dass diese gleichermalen bei im-
menser wie auch bei minimaler Erregerlast auftritt (ZACHARY und BASGALL, 1985),
lasst ahnen, dass es unterschiedliche Mechanismen geben muss, die eine Zersto-
rung der Erythrozyten verursachen.

Grundsatzlich kann dabei eine direkte Schadigung der Blutzellen durch den Er-
reger selbst (infolge von Adhéasion und Invasion) von einer indirekten, immun-
mediierten Schadigung unterschieden werden, bei der die Zerstérung der

Erythrozyten auf Autoantikérper zuriickzufihren ist (HOLZLE et al., 2014).
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2.2.1. Adhasion und Invasion

Die Adhéasion an die Wirtszelle stellt ein wesentliches Charakteristikum der HM
dar. Die elektronenmikroskopische Betrachtung lasst dabei erkennen, dass die Er-
reger einen ca. 30 nm breiten Spalt zu den Blutzellen mittels feiner, fibrillarer Struk-
turen Uberbriicken (ZACHARY und BASGALL, 1985). Durch diese Interaktion kommt
es an der Zellmembran der Wirtszellen zu Deformationen und daraus resultierend
zur Zellschadigung u.a. aufgrund veraénderter osmotischer Verhaltnisse (HEINRITZI
und PLANK, 1992; GUIMARAES et al., 2011a; HOLZLE et al., 2014). Dass avirulente
Mutanten zur Adhasion nicht fahig sind, zeigt auch, dass es sich bei der Adhasion
um ein wichtiges Pathogenitdtsmerkmal handelt (RoTTeEM, 2003).

Die molekularen Mechanismen der Erreger-Erythrozyt-Interaktion sind bislang
nicht vollstdndig geklart. Allerdings ist fuir die beiden Proteine MSG1 und a-Enolase
bekannt, dass sie als sog. ,Moonlighting“-Proteine neben ihrer Funktion als en-
zymatische Katalysatoren im Kohlenhydratstoffwechsel aulterdem am Adhésions-
prozess beteiligt sind (HOLZLE et al., 2014).

Als erstes Adhasin fir M. suis konnte im Jahre 2007 MSG1 identifiziert werden.
Bei diesem handelt es sich urspriinglich um eine Glycerinaldehyd-3-Phosphat De-
hydrogenase (GAPDH), welche im Rahmen der Glykolyse die Umwandlung von
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) zu 1,3-Bisphosphoglycerat (1,3BPG) kataly-
siert (HOLZLE et al., 2007d). Dagegen katalysiert a-Enolase zun&chst die Umbil-
dung von 2-Phosphoglycerat (2PG) zu Phosphoenolpyruvat (PEP) (SCHREINER et
al., 2012b). Aufgrund der Einbindung beider Enzyme in den Kohlenhydratstoff-
wechsel ist ein Zusammenhang mit der Ausbildung hochgradiger Hypoglykdmie
wahrend eines akuten Anfalls der IAP denkbar (HOLzZLE et al., 2007d).

Zahlreiche Vertreter der Gattung Mycoplasma sind mit Adhasionskomplexen
und apikalen Organellen ausgestattet (MEssicK, 2004; BURGOS et al., 2006;
CHAUDHRY et al., 2007). Solche konnten bei M. suis bislang allerdings nicht
beobachtet werden (ZACHARY und BASGALL, 1985; HOLZLE et al., 2014).

Untersuchungen des Genoms von M. suis haben weitere potenziell an der Zell-
Adhasion beteiligte Proteine identifizieren konnen: Dabei handelt es sich um das
,Heat-shock*-Protein HspA1 (HOLzLE et al., 2007c¢), zwei MgpA-orthologe Proteine,
eine  NADP-abhdngige GAPDH (GAPN) und ein P97-dhnliches Protein
(GUIMARAES et al., 2011a; OEHLERKING et al., 2011; FELDER et al., 2012; GUIMARAES
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et al., 2014). Fur eine Beteiligung von HspA1 an der Zelladh&sion spricht, dass es
stark immunogen und oberflachenstandig ist und wahrend eines akuten Anfalls
exprimiert wird. Auf3erdem hat das ahnliche Protein DnaK bei M. pneumoniae die
Funktion eines Adhé&sionsfaktors (LAYH-SCHMITT et al., 2000; HOLZLE et al., 2007c;
FELDER et al., 2012). Bei den MgpA-orthologen Proteinen ist eine solche Beteili-
gung hingegen unsicherer. MgpA ist eine Phosphoesterase, die in M. genitalium
zusammen mit MgpB und MgpC an der Bildung der apikalen Organelle und somit
an der Anheftung an die Wirtszelle beteiligt ist (Hu et al., 1987; BURGOS et al., 2006;
Ma et al., 2010; HOLZLE et al., 2014). Zwar verfugt M. suis nicht Uber apikale Orga-
nellen, dennoch wird eines der MgpA-orthologen Proteine wahrend der akuten
Phase der Infektion exprimiert (FELDER et al., 2012). GAPN hat eine dhnliche Funk-
tion wie MSG1 und ist im Zellstoffwechsel fiir die Bildung von NADPH verantwort-
lich. Es wirkt stark immunogen und wird wahrend der akuten Phase der Infektion
exprimiert. Seine Bedeutung fiir die Zell-Adhasion ist jedoch nicht geklart (FELDER
et al., 2012; GUIMARAES et al., 2014; HOLZLE et al., 2014). Bei P97 handelt es sich
um ein Protein, das die Anheftung von M. hyopneumoniae an das respiratorische
Epithel ermdglicht. Allerdings kommt es bei M. suis wéhrend eines akuten Anfalls
nicht zu einer Expression von P97-ahnlichem Protein (Hsu und MINION, 1998;

OEHLERKING et al., 2011; FELDER et al., 2012; HOLZLE et al., 2014).

Im Jahre 2009 konnten GROEBEL et al. am Beispiel des M. suis-Stamms KI3806
zeigen, dass es mitunter auch zum Eindringen von HM in die Wirtszelle kommen
kann. Dies wird mit dem Vorgang der Beschadigung und Zerstérung der Zellen in
Verbindung gebracht (HOLZLE et al., 2014). Hierbei werden die Erreger ausgehend
von tiefen Invaginationen der Erythrozytenmembran (ZACHARY und BASGALL, 1985)
Uber Endozytose-ahnliche Vorgange in die Blutzelle aufgenommen (GROEBEL et
al., 2009). Die Lokalisation im Zellinneren geht fiir den Erreger mit einem verbes-
serten Schutz vor dem Immunsystem des Wirts sowie vor antibiotischer Behand-

lung einher (ROTTEM, 2003).
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2.2.2. Auswirkung auf den Zellstoffwechsel

Die Sequenzierung des Genoms von M. suis hat gezeigt, dass dem bakteriellen
Metabolismus verschiedene Stoffwechselwege fehlen bzw. diese nur unvollstéandig
ausgebildet sind. Dies lasst darauf schlieRen, dass Biomolekiile wie zum Beispiel
Glukose, Inosin, Hypoxanthin, Aminosauren, Ribose und NADH/NADPH nicht ei-
gensténdig gebildet, sondern vom Wirt bezogen werden (GUIMARAES et al., 2011a;
OEHLERKING et al., 2011).

M. suis generiert ATP im Wege der Glykolyse (OEHLERKING et al., 2011). Durch
den Entzug von Glukose mittels des Phosphotransferase-Systems (DIETZ et al.,
2016) kommt es somit im Verlauf der Infektion teilweise zu einer erheblichen Hypo-
glykdmie (PETERANDERL, 1988; HEINRITZI et al., 1990; SMITH et al., 1990; STADLER
et al., 2014). Die resultierende reduzierte Nahrstoffversorgung der Erythrozyten
kénnte eine Ursache fiir verringerte Energieproduktion, oxidativen Stress und eine
verklrzte Lebensspanne der Zellen sein (FELDER et al., 2011; HOLZLE et al., 2014).
Weiterhin konnten bei Genom- und Proteomanalysen ABC-Transporter (ATP-Bin-
ding Casette Transporter) fur verschiedene Biomolekiile nachgewiesen werden
(GUIMARAES et al., 2011a; OEHLERKING et al., 2011; FELDER et al., 2012; DIETZ et
al., 2016).

Auch das Eindringen in die Wirtszelle kénnte fir den Nahrstoffentzug von Be-
deutung sein (GROEBEL et al., 2009; HOLZLE et al., 2014).

2.2.3. Eryptose

Die Eryptose gleicht als programmierter Zelltod der Erythrozyten der Apoptose in
kernhaltigen Zellen. Sie ist gekennzeichnet durch Zellschrumpfung, Blebbing, die
Aktivierung von Proteasen, Scrambling der Zellmembranphospholipide und die Ex-
position von Phosphatidylserin (PS) auf der Zelloberflache der Erythrozyten, die
letztlich zur Erkennung, zur Aufnahme und zum Abbau durch Makrophagen (M®)
fuhrt (LANG et al., 2005; LANG et al., 2006; LANG et al., 2012).

FELDER et al. beschrieben im Jahre 2011 die Induktion der Eryptose durch M.
suis im splenektomierten Schweinemodell als weiteren Pathogenitdtsmechanis-

mus hamotropher Mycoplasmen.
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Man geht davon aus, dass Konformationsdnderungen in der Membran und im
Zytoskelett der Erythrozyten infolge von Adhésion bzw. Invasion der HM (ZACHARY
und BASGALL, 1985; GROEBEL et al., 2009) die Eryptose auslésen (FELDER et al.,
2011; HOLZLE et al., 2014). Gleichermalen verursacht die Anheftung von M. suis
an die Erythrozyten oxidativen Stress (HOLZLE et al., 2014). Dieser ist neben u.a.
einem hyperosmotischen Schock, erhdhter zytosolischer Kalziumaktivitat, Hyper-
thermie, Energiemangel und diversen Xenobiotika ein Ausléser der Eryptose (LANG
et al., 2012; LANG et al., 2014).

Welche Mechanismen genau die Eryptose auslésen, ist bislang nicht bekannt.
Allerdings konnten FELDER et al. (2011) eine negative Korrelation von Eryptose und
dem Schweregrad der Andmie nachweisen. Es ist also vorstellbar, dass eine ver-
mehrte Eryptose einer ausufernden Proliferation der HM in Verbindung mit einer

resultierenden Verscharfung der Bakteridmie entgegenwirkt (HOLZLE et al., 2014).

2.2.4. Schadigung des Endothels

Im Jahre 2013 beschrieben SokoLl et al. die Interaktion von M. suis mit Zellen der
Gefélendothelien (EZ) als weiteren Pathogenitdtsmechanismus von M. suis. Der-
artige Interaktion scheint ein Ausldser zu sein fur die teils hochgradigen Verande-
rungen sowie die flachenhafte Ablésung der Endothelien wahrend einer M. suis-
Infektion (SokoLl et al., 2013). Dabei binden die Erreger an das zytoskelettale Pro-
tein Aktin. Auf diese Weise wird eine Kondensation des Aktins ausgeldst, wodurch
es zu einer Umlagerung innerhalb des Zytoskeletts kommt. Eine vermehrte Aus-
bildung von Mikrovilli sowie eine Aktivierung der EZ sind die Folge. Die Erreger
lagern sich dem Endothel einzeln oder biofilmartig als Kolonie an (SokoLl et al.,
2013). Weiterhin konnte eine vermehrte Adhasion von Erythrozyten an die GefaR-
wande festgestellt werden (SokoLl et al., 2013). Dabei mag auch die Induktion der
Eryptose eine Rolle spielen, da die Expression von membransténdigem PS eine
Anheftung an das Geféfendothel férdert (LANG und QADRI, 2012; SokoLl et al.,
2013).

Gleichzeitig kommt es zu der fur die IAP typischen disseminierten intravasalen

Gerinnung. In unmittelbarer Nahe der verdnderten EZ findet man dem Endothel
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anhaftende Mikrothromben, bestehend aus Leukozyten, Erythrozyten, Thrombo-
zyten und Fibrinfasern, die Zirkulationsstérungen mit lokaler Hypoxie sowie dar-
aus folgende Zyanosen und Funktionsstdrungen an verschiedenen Organen ver-
ursachen kénnen (PLANK und HEINRITZI, 1990; SoKoLl et al., 2013).

Durch die Adhéasion an das Endothel entgeht M. suis einer Filtration in der Milz.
Auch ein besserer Schutz vor antimikrobieller Therapie kénnte gegeben sein
(Sokoll et al., 2013; HOLZLE et al., 2014).

2.2.5. Immunpathologie

Einen bedeutenden Pathogenitdtsmechanismus von M. suis stellt die indirekte
Zellschadigung im Wege der Induktion autoimmun wirksamer Antikérper dar. Ge-
gen Zellstrukturen der Erythrozyten gerichtete IgG und IgM fiihren zu intra- und
extravasaler Hamolyse (HOLZLE et al., 2014).

Es konnte gezeigt werden, dass in der akuten Phase der Infektion, im Stadium
der maximalen Bakteridmie, bis zu 95,0% Immunglobuline vom Typ G vorliegen
(HOLZLE et al., 2006). Da diese vor allem bei Temperaturen um die 37°C an die
Blutzellen binden, werden sie auch als Warmeagglutinine bezeichnet (PACKMAN,
2008). FELDER et al. (2010) wiesen nach, dass die Warmeagglutinine zum groRen
Teil an zytoskelettales o- und B-Aktin der Erythrozyten binden. Auf diese Weise
opsonierte Zellen werden anschlieend (hauptséachlich in der Milz) vom mononuk-
ledren Phagozytosesystem (MPS) erkannt und aus dem Blut entfernt. Dadurch
kommt es zu Andmie und Bilirubindmie (HOLZLE et al., 2006; FELDER et al., 2010;
HOLZLE et al., 2014).

Immunglobuline vom Typ M liegen dagegen vorrangig wahrend der chronischen
Phase der Infektion vor (JUNGLING et al., 1994; HOLZLE et al., 2014). Anders als IgG
agglutinieren sie vor allem bei Temperaturen unter 25°C (ZACHARY und BASGALL,
1985), weshalb sie im Bereich der kiihleren Akren die Bildung von Zellaggregaten
ausldsen. Sie verursachen in der Folge Durchblutungsstérungen mit daraus resul-
tierenden Zyanosen und Nekrosen (SCHMIDT et al., 1992; JUNGLING et al., 1994,
HOLZLE et al., 2006; HOLZLE et al., 2014). Der IgM-Spiegel beginnt 5 bis 7 Tage
nach einem akuten Anfall anzusteigen (HOLzLE, 2008). Die Antikdrper sind in die-

sem Fall gegen Kohlenwasserstoff-Antigene auf der Oberflache der Erythrozyten
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gerichtet (HOLzZLE et al., 2006). Dartber hinaus wird vermutet, dass Kélteagglu-
tinine eine supprimierende Wirkung auf die Proliferation von T-Lymphozyten aus-
Uben, die mit einer erhdhten Infektanfalligkeit erkrankter Tiere einhergeht
(ZACHARY und SMITH, 1985; HOLZLE, 2008). Des Weiteren kommt es durch die Ak-
tivitdt von IgM wahrscheinlich zu einer Aktivierung des Komplementsystems,
wodurch in der Spatphase der Erkrankung eine Hamolyse ausgeldst wird (FELDER
et al., 2010; HOLZLE et al., 2014).

Mehrere Grinde fir die Entwicklung der Autoaggression des Immunsystems
werden gegenwartig diskutiert (FELDER et al., 2010): Méglicherweise kénnte die
Infektion mit M. suis zu einer Anregung der klonalen Proliferation von B-Lympho-
zyten fUhren (ZACHARY und SMITH, 1985; FELDER et al., 2010). Weiterhin kdnnte es
durch die Interaktion der Erythrozyten mit den HM zu einer Freilegung des norma-
lerweise verborgenen a- und B-Aktins respektive zu einer Modifikation membran-
sténdiger Kohlenwasserstoff-Strukturen kommen (HOLZLE et al., 2006; FELDER et
al., 2010). Letztlich ware auch denkbar, dass die HM sich zum Zweck der Immun-
evasion einer molekularen Mimikry (ALBERT und INMAN, 1999) bedienen. Unab-
hangig davon scheint eine Kreuzreaktivitdt von porzinem Aktin und dem mycoplas-

malen Adhasionsprotein MSG1 zu bestehen (FELDER et al., 2010).

2.3. Klinisches Bild und Pathologie

Bei der Infektidsen Anadmie der Schweine handelt es sich um eine haufig subkli-
nisch verlaufende Erkrankung. Ein akuter Verlauf tritt vorrangig bei Ferkeln und
Mastschweinen sowie bei trédchtigen Sauen auf (HOLzLE, 2008). Er geht mit hoch-
gradiger Bakteridmie und daraus resultierender schwerer, teilweise tddlich verlau-
fender hdmolytischer Andmie einher (THACKER, 2006; HOLZLE, 2008). Ein akuter
Anfall tritt meistens infolge besonderer Belastung wie zootechnischer Malnah-
men, Absetzen, Umstallung oder auftretenden Koinfektionen auf (HEINRITZzI, 1989).

Krankheitsverlauf und Inkubationszeit variieren stark in Abhangigkeit von der
Virulenz des jeweiligen Erregers, der Empféanglichkeit des Einzeltiers und der In-
fektionsdosis (HOLZLE, 2008; STADLER et al., 2014). Im Feld infizierte Tiere kénnen

mitunter erst nach mehreren Monaten Symptome zeigen (HoLzLE, 2008).
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Infizierte Saugferkel entwickeln Blésse sowie teilweise Ikterus (PRESTON und
GREVE, 1965; HENDERSON et al., 1997). Sie zeichnen sich durch schlechte Ge-
wichtszunahme und eine generelle Krankheitsanfélligkeit aus (HEINRITZI, 1989;
PEREYRA et al., 2006; HOLzLE, 2008). Weiterhin zeigen die Tiere eine allgemeine
Lebensschwéche, bedingt durch schwere Azidose und Hypoglykdmie (HEINRITZI et
al., 1990; HENDERSON et al., 1997). Bei einzelnen Ferkeln kénnen dartber hinaus
Tachypnoe und Tachykardie auftreten (HENDERSON et al., 1997).

Absetzferkel und Mastschweine zeigen Ikteroanamie mit Bldsse, Inappetenz
und Fieber bis 42°C (SPLITTER, 1951). Auch diese Altersgruppe ist von Azidose
und Hypoglykémie mit Werten unter 10 mg/dL (PETERANDERL, 1988) betroffen, die
unbehandelt innerhalb von ein bis fiinf Tagen (GWALTNEY, 1995) auf einen komat-
Osen Status mit Todesfolge hinauslaufen kénnen (HOLzLE, 2008). Auflerdem kon-
nen sich subkutane Odeme, Nekrosen der Extremitaten (vor allem der Ohren) oder
eine hamorrhagische Diathese entwickeln (GWALTNEY, 1995). Dyspnoe, Enteritis,
Zyanosen, sowie gallig verfarbte F&zes sind weitere mdgliche Begleit-
erscheinungen (HOLzLE, 2008). AuRRerdem sind schlechte Wachstumsraten zu ver-
zeichnen (MEssick, 2004).

Zuchtsauen erkranken fur gewdhnlich kurz vor der Geburt infolge der Umstal-
lung in den Abferkelstall, unmittelbar nach der Geburt oder nach dem Absetzen.
Die Tiere sind anorektisch, entwickeln Fieber bis 41,7°C sowie gelegentlich Odeme
der Vulva oder des Gesauges, die sich Uber einen reduzierten Milchfluss und re-
duziertes mutterliches Verhalten bemerkbar machen kénnen (HOLzLE, 2008). In-
folge der Dysgalaktie kann es zu vermehrten Saugferkelverlusten kommen. Auch
eine verringerte Fruchtbarkeit mit erhéhten Umrauschquoten, vermehrter embryo-
naler Sterblichkeit und der Geburt lebensschwacher Ferkel wird von einigen Auto-
ren als Folge der Infektion mit M. suis angefihrt (THACKER, 2006; HOLZLE, 2008;
STRAIT et al., 2012).

Die chronische Erkrankung ist neben Blasse und Kimmern gekennzeichnet
durch allergische Hautreaktionen wie Urtikaria oder Morbus maculosus (STADLER
et al., 2014). Die von M. suis verursachte Immunsuppression fiihrt zu einer ver-
mehrten Anfalligkeit infizierter Tiere fir Sekundarerkrankungen (ZACHARY und
SMITH, 1985; GWALTNEY und OBERST, 1994). Diese sind haufig fiir eine Verschlei-
erung der Grunderkrankung verantwortlich (HEINRITZzI, 2006; HOLZLE, 2008).
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In der Sektion fallen vordergriindig Blasse und regelmafig hochgradiger Ikterus
auf (GWALTNEY, 1995). Das Blut ist dinnflussig, lackfarben, neigt zu spontaner Ag-
glutination und haftet nicht an der Wand des Reagenzglases (HEINRITZI, 2006).
Einige Tiere weisen Aszites, einen Hydrothorax oder ein Hydroperikard auf
(GWALTNEY, 1995). Die Leber ist gelblich-braun verfarbt und die Galle dickflissig
und gelatinds (SPLITTER, 1950b). Herz und Nieren sind blass und von schlaffer

Konsistenz (SPLITTER, 1950b).

2.4. Diagnostik

Fur die Diagnosestellung kénnen das klinisch-pathologische Bild, die hdmatologi-
schen Veranderungen, der mikroskopische und der serologische Erregernachweis
herangezogen werden. Der Nachweis bakterieller DNA mittels Polymerase-Ketten-
reaktion hat das biologische Nachweisverfahren, bei dem die Erkrankung im Tier-
versuch am splenektomierten Schwein nachgewiesen wird, als diagnostischen

Goldstandard abgel6st.

2.41. Klinisch-pathologische Diagnostik

Eine verlassliche klinische oder hdmatologische Diagnose der IAP kann aus-
schlieRlich wahrend einer akuten Phase der Infektion erfolgen (HEINRITZI, 1990b).
Charakteristische Symptome sind dabei Fieber bis 42°C, Anamie, Apathie, Ikterus
und Zyanosen der Ohrrénder (HoLzLE, 2007).

2411. Hamatologische Veranderungen

Mit Gerinnungshemmern (EDTA) versetztes Blut zeigt eine charakteristische
Mikroagglutination bei Temperaturen unter 25°C (ZACHARY und BASGALL, 1985).
Hamatokrit und Hamoglobinwert sind aufgrund der geringen Menge roter Blutkér-
perchen stark verringert. Hierbei handelt es sich um eine normochrome und

normozytare Anédmie (HEINRITZI, 2006). STADLER et al. ermittelten im Jahre 2014



II. Literaturtibersicht 18

fur 7 experimentell infizierte, nicht-splenektomierte Tiere im Durchschnitt eine
Erythrozytenzahl von 5,00 x 10® L', ein PCV von 27,0% und einen Hamoglobin-
wert von 5,26 mmol/L. Weiterhin sind eine Leukozytose und eine Bilirubindmie
feststellbar. Der Blutglukosegehalt ist deutlich reduziert (<20 mg/dL) (ZACHARY und
SMITH, 1985; SMITH et al., 1990; HEINRITZI, 2006).

2.41.2. Biologischer Nachweis

Vor der Etablierung molekularbiologischer Nachweismethoden mittels Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) fur M. suis stellte der Nachweis im splenektomierten
Tiermodell den Goldstandard der M. suis-Diagnostik dar. Dabei wird entweder ei-
nem M. suis-verdachtigen Tier die Milz entnommen oder das Blut eines verdachti-
gen Tieres einem zuvor splenektomierten Versuchstier injiziert. Stellt sich inner-
halb von 6 bis 14 Tagen im Anschluss an dieses Verfahren ein eperythrozoonoti-
scher Anfall ein, gilt die Diagnose als positiv (HEINRITZI, 1984, 1990b).

Die Ursache hierflr ist darin zu sehen, dass es aufgrund des Ausfalls der Filter-
funktion der Milz zu einer hochgradigen Vermehrung von M. suis kommt. Daraus
resultiert in der Folge die klinische Manifestation einer zuvor latenten Erkrankung
(MARMORSTON, 1935; HEINRITZI, 1984).

2.4.2. Bakteriologische Diagnostik

Im Rahmen der bakteriologischen Diagnostik kann der direkte vom indirekten Er-
regernachweis unterschieden werden. Wahrend der direkte Erregernachweis auf
die Darstellung des Erregers selbst abzielt, ist der indirekte Erregernachweis hin-
gegen darauf gerichtet, die gegen den Erreger gebildeten Antikérper zu detektie-

ren.
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Indirekter Erregernachweis

24.21. Serologischer Nachweis

In der serologischen Diagnostik der HM des Schweins spielen drei relevante Test-
systeme eine Rolle:

Den &ltesten unter diesen stellt die Komplementbindungsreaktion (KBR) nach
SPLITTER (1958) dar. Bei diesem Verfahren wird der Verbrauch von Komplement
infolge der Bildung von Immunkomplexen aus definiertem Antigen sowie nachzu-
weisenden Antikérpern Gberpriift. Das zu prifende Serum wird hierfir mit definier-
tem Antigen und Komplement versetzt. Im zweiten Schritt wird ein Indikatorsystem
aus Schaferythrozyten und einem gegen diese gerichteten Immunserum hinzuge-
geben. Im Falle einer positiven Serumprobe wurde aufgrund der Immunkomplex-
bildung das zugesetzte Komplement bereits verbraucht und im zweiten Schritt ge-
schieht nichts weiter. Andernfalls kommt es fir den Fall einer negativen Serum-
probe zu einer komplement-vermittelten Hamolyse der Schaferythrozyten (HAAS
und BEER, 2015b).

Ein weiteres Verfahren der serologischen Diagnostik ist der indirekte
Hamagglutinationstest (IHA). Dabei werden die Immunglobuline vom M-Typ (Kal-
teagglutinine) nachgewiesen (SMITH und RAHN, 1975; BALJER et al., 1989). Dafur
werden die Blutseren zu untersuchender Schweine mit M. suis-sensibilisierten
Schaferythrozyten (zusammen mit M. suis-Antigen inkubierten und dadurch zell-
wandgeschadigten Erythrozyten) versetzt. Kommt es daraufhin zur Ausbildung ei-
nes netzartigen Granulates, zeigt dies die Anwesenheit von IgM im untersuchten
Blutserum an. Andernfalls kommt es der Schwerkraft folgend zur Akkumulation der
Erythrozyten im tiefsten Punkt des TestgefaRes (BALJER et al., 1989; HAAS und
BEER, 2015a). Das Auftreten von IgM-Antikdrpern steht in enger Beziehung zum
akuten Anfall. Zwischen den Anféllen sinkt der Antikérpertiter innerhalb kurzer Zeit
unter die Nachweisgrenze, weshalb der IHA ein hohes Risiko falsch-negativer Er-
gebnisse birgt (BALJER et al., 1989).

Die dritte serologische Nachweismethode stellt der Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay (ELISA) dar (SCHULLER et al., 1990; Hsu et al., 1992). Bei dieser Metho-
de wird das Serum der zu untersuchenden Tiere zusammen mit Enzym-markierten

Ziege-anti-Schwein-Antikérpern in einem zuvor mit M. suis-Antigen beschichteten
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Probengefal} inkubiert. Im positiven Fall binden Antikérper aus dem Serum an das
M. suis-Antigen und werden ihrerseits von den Enzym-markierten anti-Schwein-
Antikdrpern gebunden, wodurch ein Enzym-vermittelter optischer Nachweis mog-
lich wird (HOLZLE et al., 2006).

Der Nachteil dieser serologischen Testsysteme besteht darin, dass sie allesamt
auf M. suis-Antigen angewiesen sind, das zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht an-
ders als durch Aufreinigung aus dem Blut erkrankter, in der Regel experimentell
infizierter Schweine zu beziehen ist (HOLzLE, 2008).

Im Jahre 2007 konnten HOLZLE et al. (2007a) den serologischen Nachweis von
M. suis im ELISA mittels zweier M. suis-spezifischer Proteine etablieren. Bei die-
sen handelt es sich zum einen um das membranstandige, an der Zelladh&sion
sowie der Glykolyse beteiligte MSG1 und zum anderen um das ebenfalls memb-
ranstandige und mutmaflich an der Zelladhéasion beteiligte ,Heat-shock®“-Protein
HspA1 (HOLZLE et al., 2007c; HOLZLE et al., 2007d). Der serologische Nachweis
mittels dieser M. suis-spezifischen Antigene zeichnet sich nicht nur im Vergleich
zum Voll-Antigen ELISA durch gleich hohe und teils héhere Sensitivitat und Spe-
zifitat aus. Er stellt Uberdies auch die erste serologische Nachweismethode fur M.
suis dar, fir die das erforderliche Antigen rekombinant in der E. coli-Kultur in vitro

im Labor erzeugt werden kann (HOLZLE et al., 2007a; HOLZLE, 2008).

Direkter Erregernachweis

24.2.2. Kultureller Nachweis

Bisher ist es nicht gelungen, M. suis kulturell anzuziichten. Im Jahre 1996 gelang
NONAKA et al. lediglich eine kurzzeitige Aufrechterhaltung von M. suis in der Zell-
kultur. Im Jahre 2012 erreichten auch SCHREINER et al. (2012a) eine 12-wdchige
Persistenz von M. suis in einem modifizierten SP-4 Mycoplasmen Medium. Eine

Vermehrung der Erreger erzielten sie jedoch ebenso wenig.
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2.4.2.3. Mikroskopischer Nachweis

Der lichtmikroskopische Nachweis der HM kann an einem nach Giemsa oder mit-
tels Acridinorange gefarbten Blutausstrich erfolgen. Darin kénnen die HM einzeln,
paarweise oder in Ketten angeordnet auf der Oberfldche der Erythrozyten detek-
tiert werden (HOLZLE et al., 2011).

Mit Acridinorange eingefarbte HM erscheinen unter ultraviolettem Licht als
leuchtend orange Punkte und Kreise (KREIER und GOTHE, 1976; LIEBICH und
HEINRITZI, 1992). In der Farbung nach Giemsa hingegen erscheinen die HM pur-
purn oder purpurrot (KREIER und GOTHE, 1976). Im Elektronenmikroskop kénnen
kleine kokkoide unreife von juvenilen diskoiden und reifen ringférmigen Formen
unterschieden werden (LIEBICH und HEINRITZI, 1992; HOLZLE, 2007). In der akuten
Phase sind alle diese drei Erregerformen auf denselben Erythrozyten auffindbar
(LieBiCH und HEINRITZI, 1992). In der chronischen Phase kénnen hingegen kuge-
lige, 1 ym durchmessende Ruhephase-Formen beobachtet werden (LIEBICH und
HEINRITZI, 1992).

Allerdings zeichnet sich der Erregernachweis mittels Mikroskopie durch eine re-
lativ niedrige Sensitivitat und Spezifitat aus. Eine gesicherte Detektion von M. suis
ist erst ab einer Keimzahl von 10° Bakterien mL-" Blut mdglich. Diese liegt aulier-
halb eines akuten Anfalls in der Regel nicht vor. Ebenso kommt es aufgrund der
Fehlinterpretation von beispielsweise Howell-Jolly-Kérperchen oder Farbeartefak-

ten regelmanig zu falsch-positiven Befunden (HOLZLE et al., 2011).

24.24. Molekularbiologischer Nachweis

Der molekularbiologische Erregernachweis mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) hat in den letzten Jahren den biologischen Nachweis als Goldstandard zur
Diagnostik einer M. suis-Infektion abgel6st. Er kann an Blut- und Gewebeproben
durchgefiihrt werden (HOLZLE, 2008)

Bei der PCR handelt es sich um ein Verfahren zur gezielten Vervielfaltigung
ausgewahlter DNA-Sequenzen, die anschlieRend mittels Agarosegelelektro-
phorese dargestellt werden kénnen (HAAS und BEER, 2015a). Die PCR lauft in ver-
schiedenen Phasen ab, die sich im Verlauf des Verfahrens 25- bis 45-mal zyklisch
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wiederholen. Im ersten Schritt erfolgt bei ca. 95°C fur 30 bis 60 Sekunden die De-
naturierung der Ziel-DNA (HAAS und BEER, 2015a). Wahrend des zweiten Schritts,
des Annealings, der bei 50 bis 55°C ebenfalls 30 bis 60 Sekunden andauert, lagern
sich kurze, zielspezifische DNA-Sonden, die als Primer fungieren, der denaturier-
ten Nukleinsaduresequenz an (HAAS und BEER, 2015a). SchlieRlich erfolgt mit der
Elongation die Replikation der Ziel-DNA ausgehend von den Primer-Oligonukleo-
tiden mittels einer hitzestabilen DNA-Polymerase, meistens die Polymerase des
thermophilen Bakteriums Thermus aquaticus, Taq. Dieser dritte Schritt dauert, ab-
hangig von der Lange der Zielsequenz, 30 bis 120 Sekunden an (HAAS und BEER,
2015a).

Neben dieser konventionellen PCR existiert auRerdem die sogenannte ,real-
time quantitative” PCR. Im Unterschied zur Erstgenannten erfolgt bei dieser der
Sequenznachweis Uber die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat mittels inter-
skalierender Farbstoffe (z.B. Ethidiumbromid, SYBR® Green |) — diese binden un-
spezifisch an doppelstréangige DNA, weshalb die Fluoreszenzintensitét mit steigen-
der Anzahl der Amplifikationsprodukte zunimmt — oder fluoreszenzmarkierter Son-
den. Diesen liegt dabei das Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers
(FRET) zugrunde (HAAs und BEER, 2015a). Das bedeutet, dass es zum Energie-
transfer mit resultierender Fluoreszenz kommt, wenn zwei Fluorochrome, deren
Anregungs- und Emissionsspektren sich Uberlappen, in eine rdumliche Nahe zu-
einander gebracht werden (HAAs und BEER, 2015a). Zu diesem Zweck werden
etwa die entsprechenden Fluorochrome an Oligonukleotidsequenzen gekoppelt,
die unmittelbar nebeneinander an die denaturierte ssSDNA der Zielsequenz binden
(HAAs und BEER, 2015a). Als Alternative zu diesen ,FRET-Sonden” existieren
aulBerdem sogenannte ,TagMan®-Sonden“. Diese Oligonukleotide binden eben-
falls an die Ziel-DNA, beginnen aber erst dann zu fluoreszieren, wenn sie im Rah-
men der Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase abgebaut werden (HAAS und
BEER, 2015a). Dies fiihrt dazu, dass es bei einer steigenden Zahl von Amplifikati-
onsprodukten auch zu einer gesteigerten Fluoreszenz-Emission kommt (HAAS und
BEER, 2015a).

Es stehen mehrere Protokolle zur Untersuchung auf M. suis mittels PCR zur
Verfigung, die auf der Amplifikation verschiedener Gensequenzen beruhen: Das
alteste dieser Verfahren verwendet Sequenzen des KSU-2-Klons (GWALTNEY et
al., 1993; GWALTNEY und OBERST, 1994), wahrend jingere Methoden auf solche
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der 16S-rDNA (RIKIHISA et al., 1997; MEssIck et al., 1999; MEssIcK et al., 2000)
oder eines M. suis-spezifischen 1,8 kb EcoRI DNA-Fragments (HOLZLE et al., 2003)
zuriickgreifen.

Im Jahre 2007 etablierten HOLZLE et al. (2007b) dartber hinaus ein Protokoll fiir
eine quantitative LightCycler® PCR, die auf der Amplifikation der codierenden Se-
quenzen des im selben Jahr von HOLZLE et al. (2007d) beschriebenen Proteins
MSG1 basiert. Diese weist mit 100% Sensitivitat und 96,7% Spezifitét eine hohe
statistische Gute auf. Zudem zeichnet sie sich durch gute Reproduzierbarkeit und
Zuverlassigkeit fur verschiedene Untersuchungsmaterialien wie Blut oder Organ-
gewebe aus (HOLZLE et al., 2011).

Weitere Protokolle zur Durchflihrung einer quantitativen PCR mittels der Ampli-
fikation der 16S-rDNA wurden von den Arbeitsgruppen GUIMARAES et al. (2011b)
und WATANABE et al. (2012) erarbeitet.

2.5. Differentialdiagnosen

Leitsymptome der IAP sind Blasse, lkterus und Verdnderungen der Haut
(SPLITTER, 1951; STADLER et al., 2014). Entsprechend sind verschiedene Erkran-
kungen differentialdiagnostisch in Betracht zu diesen. Die Wichtigsten sind im Fol-

genden gruppiert anhand der Leitsymptome aufgefiihrt:

2.5.1. Anamie

Neben der durch M. suis ausgeldsten hdmolytischen Andmie sind bei Schweinen
die Eisenmangelandmie sowie verschiedene Formen hdmorrhagischer Andmien
vertreten (REINER, 2015a).

Die Eisenmangelanamie ist auf den zu niedrigen Eisengehalt der Sauenmilch
bei gleichzeitiger Abwesenheit von Erde als nattrlichem Eisensubstrat zurtickzu-
fuhren. Die Ferkel weisen einen Hamatokrit von unter 33 L/L und eine MCHC von
unter 300 g Hamoglobin/L Erythrozyten auf. Es entwickelt sich eine mikrozytare
hypochrome Anédmie (REINER, 2015a). Auch Eisen-, Kupfer- oder Kobaltmangel

kénnen Ausldser einer hypoplastischen Anamie sein (HEINRITzI, 2006).
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Hamorrhagische Anémien sind beim Schwein selten traumatisch bedingt. M&g-
liche Ursachen kénnen dagegen ein akutes Magengeschwiir oder auch ein akuter
Verlauf der Porzinen Hamorrhagischen Enteropathie (PHE) sein (REINER, 2015a).
Die Hauptgefahrdung ist allerdings in der Akkumulation von Sickerblutungen zu
sehen. Diese kénnen beispielsweise im Zusammenhang mit gestérter Blutgerin-
nung auftreten, etwa in Folge der Antagonisierung von Vitamin K durch Dicumarol
(Rattengift) oder Sulfonamid-Praparate (REINER, 2015a). Ebenfalls bedeutsam fiir
das Zustandekommen von Hamorrhagien sind Stérungen der Thrombozyten, etwa
durch die thrombozytopenische Purpura. Bei dieser immunvermittelten Erkrankung
nehmen die Ferkel Gber das Kolostrum gegen ihre paternal vererbten Thrombozy-
ten-Antigene gerichtete Antikérper auf. Kurze Zeit nach der Geburt zeigen die Fer-
kel Blasse, Mattigkeit sowie Einblutungen in Haut, Schleimhaut und verschiedene
Organgewebe (hdmorrhagische Diathese) (SCHMIDT et al., 1977; REINER, 2015a).
Auch Mykotoxine, Schweinepest (KSP) oder sonstige Septikédmien kdnnen fiir eine
Beeintrachtigung der Thrombozyten mit resultierender Blutungsneigung verant-
wortlich sein (REINER, 2015a).

2.5.2. lkterus

Durch toxische Schadigung der Erythrozyten kann es bei mit Leptospiren infizier-
ten Sauen und deren Ferkeln zu ikterisch-andmischen Veranderungen sowie zu
Hamoglobinurie kommen. Wesentliches Charakteristikum ist hierbei aber das
Abortgeschehen mit protrahiertem Verlauf (REINER, 2015b). Auch Intoxikationen,
etwa mit Cyanamid, Kupfer oder toxischen Unkrautsamen kdnnen ikterische Ver-

anderungen zur Folge haben (HEINRITZI, 1986).

2.5.3. Verdnderungen der Haut

Die Veranderungen der Haut, die durch IAP hervorgerufen werden, manifestieren
sich zum einen Uber die gesamte Korperoberfldche verteilt als Petechien bzw. Ek-
chymosen, zum anderen lokal als zyanotische bzw. nekrotische Verdnderungen

der Ohrrander.
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Fir erstere ist neben der bereits zuvor beschriebenen thrombozytopenischen
Purpura die KSP eine wichtige Differentialdiagnose (KORN und MussGAY, 1968).
Anders als bei der IAP, die sich durch einen Anstieg der Leukozyten im Blut duf3ert,
geht die KSP mit einer Leukopenie bei relativer Lymphozytose einher (HEINRITZI,
1990a). Flachige Hauteinblutungen treten Uberdies im Zusammenhang mit
Dicumarol-Vergiftungen in Erscheinung (HEINRITZI, 1990a).

Zyanotische Veranderungen der Ohrrander treten unter anderem bei Rechts-
herzschwéche, Thrombendokarditis oder Septikdmien zu Tage. Nekrotische Ver-
anderungen der Ohrrander kénnen etwa auf Vergiftungen durch Mutterkornalkalo-

ide oder Erfrierungen zurlickzufiihren sein (HEINRITZI, 1990a).

2.6. Therapie und Prophylaxe

Eine Therapie mit HM infizierter Schweine erfolgt vorzugsweise mit Tetrazyklin
oder Oxytetrazyklin (SPLITTER und CASTRO, 1957; HOLZLE et al., 2011) in einer Do-
sierung von 20-30 mg/kg LM parenteral appliziert, um die reduzierte Futterauf-
nahme zu umgehen (DENT et al., 2013). Eine entsprechende Malinahme kann
auch prophylaktisch vor Stresssituationen erfolgen (DENT et al., 2013). Eine Elimi-
nation der Erreger aus dem Korper ist nicht moéglich. Die Therapie bewirkt lediglich
bei nicht-invasiven Isolaten eine Herabsetzung klinischer Symptome. Die Tiere
bleiben lebenslang infizierte Trager und nehmen somit eine herausragende Posi-
tion im epidemiologischen Geschehen ein (HOLZLE et al., 2011). Bei invasiven Iso-
laten ist eine Besserung der Symptome infolge antibiotischer Therapie nicht zu

erzielen (GROEBEL et al., 2009).

Zur Pravention der Erkrankung sind alle MaRBnahmen geeignet, die eine
Verbesserung der Betriebshygiene mit sich bringen, wie z.B. hdufiges Wechseln
bzw. Desinfizieren von zootechnischem Instrumentarium oder konsequente Para-
sitenbek@mpfung (HEINRITZI, 2006). In Bestdnden mit niedriger Pravalenz sollten
die Tragertiere identifiziert und aus dem Bestand entfernt werden (HOLzZLE et al.,
2011).
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Eine Impfung gegen M. suis steht bisher nicht zur Verfigung. Dies hangt damit
zusammen, dass eine in vitro Kultivierung des Erregers noch nicht mdoglich ist
(siehe 11.2.4.2.2. Kultureller Nachweis), woraus sich ergibt, dass Impfantigen not-
wendigerweise aus dem Blut infizierter Tiere isoliert werden muss. Inhaltsstoffe
des Schweineblutes, die in diesen Impfstoffen vorhanden sein kénnen, haben das
Potenzial, autoimmune Vorgange hervorzurufen (HOLzLE, 2007). AuBerdem sind
die isolierten Erregerzellen voll virulent und kénnen derzeit noch nicht attenuiert
werden (HOLzZLE, 2007). Letztlich ist tber die Antigenstruktur von M. suis und die
Immunreaktion im infizierten Schwein insgesamt zu wenig bekannt (HOLzLE, 2007).
Ein auf dem Adhasions-Protein MSG1 basierender, rekombinant in E. coli herge-
stellter Impfstoff I6ste im splenektomierten Tier zwar eine deutliche Immunreaktion
aus, konnte aber dennoch keine protektive Wirkung erzielen (HOLZLE et al., 2009).

Der Einsatz von Tetrazyklinen als unspezifische Futtermedikation hat in der Ver-
gangenheit zu einem verringerten Auftreten des klinischen Krankheitsbildes ge-
fuhrt (MessICK, 2004).
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IIl. Material und Methoden

1.  Ziel der Untersuchung

Mittels der vorliegenden Arbeit sollte ein tiefergehendes Verstandnis der Ausbrei-
tungswege von M. suis innerhalb infizierter Bestédnde sowie der Eintragswege in
naive Tierbestdnde erlangt werden. Dies sollte die Implementierung zielgerichteter
Hygienekonzepte begiinstigen und somit dazu beitragen, gesunde Tiere und Tier-
bestédnde gesund zu erhalten, dem Tierwohl Vorschub zu leisten sowie wirtschaft-
liche Verluste zu reduzieren. Als Nebeneffekt sollten die gewonnenen Erkennt-
nisse herangezogen werden, um gegebenenfalls neue diagnostische Methoden
bereitzustellen. So wéare etwa eine Speichelgewinnung mittels Kaustrick zum
Zweck des Nachweises von M. suis deutlich einfacher und tierschonender umzu-

setzen als die derzeit erforderliche Gewinnung von Blutproben.

Aus diesen Griinden sollte die von DIETZ et al. (2014) im Tierversuch festgestellte
Ausscheidung von M. suis innerhalb unterschiedlicher Kérperflissigkeiten nach-
vollzogen und evaluiert werden, ob eine entsprechende Exkretion gleichermalen
bei im Feld infizierten Tieren nachweisbar ist. Um dies zu ermdglichen, wurden
Speichel-, Urin- und Plazentaproben aus Asservaten der Klinik fir Schweine der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen (LMU) analysiert und auf inren M. suis-
Gehalt hin getestet. Die Proben stammten aus bekannt M. suis-positiven Bestan-
den in Stddeutschland.

Zusétzlich wurden Sperma und Blut von 183 Zuchtebern einer Besamungssta-
tion in Stiddeutschland untersucht. Dies sollte eine Beurteilung der Fragestellung
erlauben, ob es zu einer Ausscheidung von M. suis mit dem Sperma kommt. Ge-
gebenenfalls wére in der Verwendung erregerhaltigen Spermas ein erhebliches

Infektionsrisiko fiir bis dato unbelastete Tierhaltungen zu sehen.
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2. Probenmaterial

Fir die Nachvollziehung der Ergebnisse von DIETZ et al. (2014) wurden Speichel-
(n = 148), Urin- (n = 47) und Plazentaproben (n = 143) aus Asservaten der Klinik
fur Schweine der LMU herangezogen. Diese entstammten zwei vorangegangenen
Studien an der Klinik fiir Schweine (KOPPEN, 2015; WiLLI, 2017). Die Proben waren
von Sauen auf bis zu 15 bekannt M. suis-positiven Betrieben in Stiddeutschland
gewonnen und das Blut der Tiere bereits mittels PCR auf M. suis untersucht wor-

den.

Tabelle 1: Umfang aller zur Verfigung stehenden Speichel-, Urin- und Plazenta-

proben nach Betrieb inklusive M. suis-positiver Anteil der Blutproben

Betrieb Speichel- Urin- Plazenta- M. suis-positive Blutproben

proben proben proben (n/ %)
1 10 8 10 1/10 10,0%
2 10 6 10 7/10 70,0%
3 10 1 10 4/10 40,0%
4 10 3 10 9/10 90,0%
5 10 3 10 3/10 30,0%
6 10 - 7 2/10 20,0%
7 10 5 10 2/10 20,0%
8 10 7 10 3/10 30,0%
9 10 2 9 2/10 20,0%
10 10 5 10 4/10 40,0%
11 10 5 10 2/10 20,0%
12 10 - 10 10/10 100%
13 9 - 10 3/10 30,0%
14 9 2 8 7/9 77,8%
15 10 - 9 2/10 20,0%
gesamt 148 47 143 61/149 40,9%

Von den 148 Tieren, die im Rahmen der Speicheluntersuchung beprobt wurden,
stellten sich 61 (41,2%) in der Blutuntersuchung M. suis-positiv dar. Die Erregerlast
reichte dabei von 1,75 x 10°bis 1,94 x 10° M. suis/mL Blut.
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Von den 47 Tieren, die im Rahmen der Urinuntersuchung beprobt wurden, stell-
ten sich 14 (29,8%) in der Blutuntersuchung M. suis-positiv dar. Die Erregerlast
reichte dabei von 1,22 x 103 bis 1,94 x 10° M. suis/mL Blut.

Von den 143 Tieren, die im Rahmen der Plazentauntersuchung beprobt wurden,
stellten sich 60 (42,0%) in der Blutuntersuchung M. suis-positiv dar. Die Erregerlast
reichte dabei von 1,75 x 10° bis 1,94 x 10° M. suis/mL Blut.

Den Proben wurden vierstellige versuchsinterne Identifikationsnummern zuge-
ordnet, wobei die vorderen beiden Ziffern den Betrieb und die hinteren beiden Zif-
fern das Tier kennzeichneten; jeweils in aufsteigender Reihenfolge entsprechend

dem Zeitpunkt der Probengewinnung.

Fir die Speichelgewinnung, wurde den Tieren mittels einer sterilen Klemme eine
Watterolle (Salivette®, Firma Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Deutschland) solange
ins Maul gehalten, bis diese gut durchsaftet war. Die Urinproben waren als Spon-
tanharn gesammelt worden (KO&PPEN, 2015). Zur Gewinnung des Plazentamateri-
als wurden die selbststédndig abgegangenen Nachgeburten der Tiere eingesam-
melt (KOPPEN, 2015). Weiterhin waren unmittelbar nach der Abferkelung drei Fer-
kel je Sau auf M. suis getestet worden (WiLLl, 2017). Die Asservate waren bis zur
Untersuchung in den Lagerrdumen der Klinik fiir Schweine bei -20°C tiefgekhit.

Zusétzlich wurden im Rahmen des Routine-Monitorings auf einer Besamungs-
station in Stiddeutschland Blut- und Spermaproben von 183 Zuchtebern gewon-
nen. Diese wurden ebenfalls bis zur Untersuchung bei -20°C gelagert. Die Bepro-
bung der Eber erfolgte unter Zustimmung der Ethikkommission der Tierarztlichen
Fakultat der LMU Munchen (Referenznummer: 245-17-12-2020).
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3. Probenverarbeitung

Die Verarbeitung der Proben gliederte sich in die beiden Phasen

1. Extraktion der bakteriellen DNA

2. Nachweis bakterieller DNA mittels quantitativer real-time PCR

Die erste Phase fand dabei in den Laborraumen der Kiinik fir Schweine und des
Lehrstuhls fir Virologie des Instituts fiir Infektionskrankheiten und Zoonosen der
Tierarztlichen Fakultdt der LMU Minchen statt, wahrend die zweite Phase am Insti-

tut fir Nutztierwissenschaften der Universitat Hohenheim erfolgte.

3.1. Extraktion der M. suis-DNA

Das asservierte Plazentamaterial musste vor Beginn der eigentlichen DNA-Extrak-
tion zunachst mittels Homogenisation in eine flissige Form Uberfihrt werden.
Hierzu wurden je 200 mg jeder Probe mit 800 uL PBS (phosphat-gepufferte Salz-
I6sung) versetzt und die Mischung anschlieBend in den FastPrep® FP 120 Cell
Disruptor (Thermo Savant, Qbiogene Inc, lllkirch, Frankreich) gegeben und darin
homogenisiert.

Die Probenaufbereitung zum Zwecke der DNA-Extraktion von Speichel-, Urin-
und Plazentaproben wurde mit dem kommerziell erhéltlichen GenElute™ Bacterial
Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) durchgefiihrt.

Fur die Praparation der Spermaproben wurde das QlAamp® DNA Mini Kit (Ql-
AGEN GmbH, Hilden, Deutschland) verwendet. Die Untersuchung der Spermapro-

ben erfolgte an Pools zu je 5 Proben.

Zur Vorbereitung des Blutes auf die DNA-Extraktion mittels GenElute™ Bacterial
Genomic DNA Kit wurden zunachst die Erythrozyten lysiert. Hierfr wurden 200 uL
EDTA-behandelten Blutes in ein Eppendorf Réhrchen pipettiert, mit ebenfalls 200
uL Lysis-Puffer (10 mM Tris-HCI, 5 mM MgClz, 0,32 M Saccharose, 1,0% Triton X-
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100) versetzt und anschlieRend kurz im Reagensglas-Schiittler Reamix 2789 (As-
sistent®, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & CO KG, Sondheim vor der Rhon,
Deutschland) ,gevortext®. Darauf folgte eine einminiitige Zentrifugation bei 8.000
rpm. Als nachstes wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 400 uL Lysis-
Puffer gewaschen. Nach kurzem ,Vortexen® erfolgte eine weitere Zentrifugation fur
eine Minute bei 8.000 rpm. Nach erneutem Verwerfen des Uberstandes wurde der
Prozess der Waschung des Pellets ein weiteres Mal wiederholt. Im Anschluss an
eine dritte Verwerfung des Uberstandes erfolgte eine Resuspension des Pellets in
180 L Lysis Solution T.

Das zuvor beschriebene Verfahren wurde im Falle der sonstigen Probenmate-
rialien (Speichel, Urin und Plazenta-Homogenisat) etwas vereinfacht. Fur diese
Materialien wurden direkt 90 puL des unbearbeiteten Probenmaterials mit 90 pL
Lysis Solution T versetzt. Im weiteren Verlauf wurden sédmtliche Materialien exakt
gleich und in Ubereinstimmung mit den Arbeitsanweisungen des Benutzerhand-

buches bearbeitet.

Die Aufbereitung des Spermas zur DNA-Extraktion erfolgte in Pools zu je 5 Proben
entsprechend den Angaben des Herstellers mit dem QlAamp® DNA Mini Kit (Ql-
AGEN GmbH, Hilden, Deutschland) am Lehrstuhl fir Virologie des Instituts fur In-
fektionskrankheiten und Zoonosen, Tierarztliche Fakultdt der LMU (MULLER, 2021).

3.2. Quantitative real-time PCR

Die Untersuchung des Proben-Eluats wurde am Institut fiir Nutztierwissenschaften
der Universitdt Hohenheim mittels LightCycler® (LC) 2.0 System (Roche-Dia-
gnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Das Verfahren zur Detektion von
M. suis-DNA wurde im Jahre 2007 von HOLZLE et al. (2007b) entwickelt.
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4.  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung des Programms Excel®
2016 (Microsoft Office, Fa. Microsoft, Redmond, USA) und der Statistiksoftware
IBM SPSS® Statistics Version 26.0 (Fa. IBM Corp., Armonk, USA). Die Graphiken
wurden ebenfalls mit Excel® 2016 erstellt.

Die Ergebnisse der Probenuntersuchung wurden unter Verwendung des
Shapiro-Wilk Tests auf Normalverteilung geprift. Da eine Normalverteilung nicht
bestatigt werden konnte, wurde eine mdgliche Korrelation der Ergebnisse der
Probenuntersuchung mit dem M. suis-Blutstatus der betreffenden Tiere mittels

Spearman-Korrelationstest durchgefihrt.
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IV. Ergebnisse

1. Ergebnisse der Speicheluntersuchung

In keiner der 148 untersuchten Speichelproben war M. suis-DNA nachweisbar.

2. Ergebnisse der Urinuntersuchung

In keiner der 47 untersuchten Urinproben war M. suis-DNA nachweisbar.

3. Ergebnisse der Plazentauntersuchung

In sechs der 143 untersuchten Plazentaproben (4,2%) bei Tieren von funf Betrie-
ben konnte mittels PCR M. suis-DNA detektiert werden. Dabei reichte die Erreger-
last von 1,77 x 103 bis 2,36 x 10% M. suis/mL Probenlésung. Vier von den sechs
Sauen, von denen die M. suis-positiven Plazentaproben stammten, waren auch in
der Blutuntersuchung positiv auf M. suis getestet worden (Erregerlast von 4,98 x
100 bis 1,69 x 105 M. suis/mL Blut).

Tabelle 2: Erregerlast (M. suis/mL) der positiv auf M. suis getesteten Plazentapro-

ben im Vergleich zu den Ergebnissen der Blutuntersuchung

Sau Blut Plazenta
(versuchsinterne Nummer) (M. suis/mL) (M. suis/mL)
06.04 4.98 x 100 1.77 x 103
06.05 7.23 x10° 2.36 x 10°
10.03 negativ 5.01 x 103
17.10 4.69x 108 9.50 x 103
21.02 negativ 4.66 x 10°

35.03 1.69 x 10° 2.64 x 103
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Fiinf von sechs Tieren wiesen im Plazentamaterial eine héhere Erregerlast auf als
im Blut, wéhrend bei einer Sau die nachgewiesene Menge M. suis-DNA pro mL
Probenmaterial im Blut héher war als in der Plazenta-Probe (siehe Tabelle 2). Da-
bei war keine Korrelation zwischen dem Schweregrad der Erregerlast im Blut und

in den Plazentaproben feststellbar.

4, Blutstatus der Ferkel

Aus dem aktuellen Wurf jeder beprobten Sau war au3erdem das Blut von je drei
neonatalen Ferkeln mittels PCR auf M. suis untersucht worden. Von den 18 be-
probten Ferkeln der sechs Sauen mit M. suis-positivem Ergebnis der Plazenta-
untersuchung war bei insgesamt acht Tieren (44,4%) aus fiunf Wirfen (83,3%)

ebenfalls M. suis-DNA nachweisbar.

Tabelle 3: Nachweisbarkeit von M. suis-DNA im Blut der Sauen mit M. suis-positi-

vem Plazentamaterial und im Blut ihrer Ferkel

Sau 06.04 06.05 10.03 17.10 21.02 35.03
(versuchsinterne Nummer)

Blutstatus + + - + - +
Positive Ferkel 2 2 0 2 1 1

+ M. suis-DNA mittels PCR nachweisbar
- M. suis-DNA mittels PCR nicht nachweisbar

Insgesamt wurden 444 Ferkel aus 148 Wurfen mittels PCR auf das Vorkommen
von M. suis-DNA im Blut getestet. Dabei konnte bei 63 Tieren (14,2%) M. suis-
DNA identifiziert werden. Diese stammten aus 44 Wirfen (29,7%), wobei bei 30

Muttertieren (20,3%) M. suis-DNA im Blut nachgewiesen werden konnte.
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5. Ergebnisse der Zuchteber

5.1. Herkunft, Alter und Rasse

Die evaluierten Spermaproben stammten von 183 Zuchtebern aus einer Besa-
mungsstation in Stddeutschland. Die Tiere stammten von urspriinglich mindes-
tens 26 verschiedenen Eberzuchtbetrieben (von 20 Tieren war der Herkunftsbe-
trieb unbekannt), die ebenfalls in Stiddeutschland lokalisiert sind. Dabei lag die

Anzahl Tiere pro Herkunftsbetrieb zwischen 1 und 42.
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Abbildung 1: Anzahl Eber nach Herkunftsbetrieb

Die Tiere gehdrten den Rassen Deutsches Edelschwein (n = 8), Deutsche Land-
rasse (n = 16), lberisches Schwein (n = 1), Duroc (n = 6) und Piétrain (n = 150),
sowie einer Duroc-Piétrain-Kreuzung (n = 2) an. |hr Alter lag zwischen 9 und 77

Monaten.
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Abbildung 2: Anzahl Eber nach Rasse

5.2. Ergebnisse der Blut- und Spermauntersuchung

Bei der Untersuchung der Spermaproben der 183 Zuchteber mittels gPCR war in
keiner der Proben M. suis-DNA nachweisbar.
Die ergdnzende Untersuchung des Blutes der 183 Zuchteber mittels gPCR auf

M. suis-DNA ergab ebenfalls keinen Erregernachweis.

6. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Beprobung der Speichel- und Urin-Asservate ergab keinen Hinweis auf M.
suis. Bei der Untersuchung der Plazentaproben mittels PCR erwiesen sich sechs
Proben (4,2%) als M. suis-DNA positiv. Bei vier von diesen Tieren wurde auf3er-
dem M. suis-DNA im Blut nachgewiesen. Die Untersuchung von je drei Ferkeln
aus den Wirfen der Sauen zeigte, dass funf der Tiere mindestens ein M. suis-
positives Ferkel geboren hatten. Die Beprobung der Zuchteber erbrachte fir kei-

nes der Tiere den Nachweis von M. suis-DNA im Blut oder im Sperma.
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V. Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung verschiedener moglicher
Exkretionsmechanismen von M. suis. Dazu wurden zum einen an der Klinik fur
Schweine der LMU asservierte Speichel-, Urin- und Plazentaproben von Sauen
aus suddeutschen Ferkelerzeugerbetrieben auf das Vorkommen von M. suis-DNA
beprobt. Zum anderen wurden im Rahmen eines Routine-Monitorings gewonnene
Blut- und Spermaproben von Zuchtebern einer Besamungsstation in Stiddeutsch-

land gleichfalls auf M. suis-DNA hin untersucht.

1.  Abwesenheit von M. suis-DNA in Speichel und Urin

In der Vergangenheit konnte bereits wiederholt gezeigt werden, dass es zu einer
Exkretion von M. suis mit dem Harn infizierter Tiere kommen kann, sofern dieser
Residuen roter Blutkdrperchen enthalt (HEINRITzI, 1992; GLONEGGER-REICHERT,
2015; ADE et al., 2021). Weiterhin haben die Ergebnisse von DIETZ et al. (2014)
gezeigt, dass grundsatzlich auch eine blutunabhéngige Ausscheidung von M. suis
mit dem Urin ebenso wie mit dem Speichel vorkommen kann. In dieser Untersu-
chung konnte gezeigt werden, dass von sieben experimentell infizierten Schwei-
nen 100% im Laufe des Versuchs M. suis mit dem Urin ausschieden, wobei bei
vieren der Tiere keine Residuen roter Blutkérperchen im Harn nachweisbar waren.
Die mediane Erregerlast lag dabei zwischen 4,9 x 108 und 3,6 x 10* M. suis/mL.
Im Gegensatz dazu war es im Rahmen der vorliegenden Untersuchung nicht
mdglich, auch nur bei einzelnen der 47 beprobten Sauen M. suis-DNA im Urin
nachzuweisen. Auch in den 148 untersuchten Speichelproben war keine M. suis-
DNA darstellbar. Dies galt gleichermalfen fir Tiere, in deren Blut M. suis-DNA in
Mengen bis zu 1,94 x 10° M. suis/mL nachweisbar war, wie auch fir die Tiere, in
deren Blut der Erreger nicht nachgewiesen werden konnte. Mdgliche Ursachen

dafir sollen im Folgenden Erlduterung finden:
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1.1. Erregerstamm KI3806

Eine mdgliche Ursache fur die andersartigen Ergebnisse ist in dem Erregerstamm
KI3806 zu sehen, der von DIETZ et al. (2014) verwendet wurde und der sich von
den im Feld vorherrschenden Wildtypen erheblich unterscheidet. Bei KI3806 han-
delt es sich um einen Stamm, der im infizierten Tier einen drastischen Krankheits-
verlauf induziert und fur den etwa auch eine Invasion der Erythrozyten beschrieben
wurde (GROEBEL et al., 2009; OEHLERKING et al., 2011; STADLER et al., 2014). W&h-
rend die deutlich ausgepréagte Klinik bei der Beurteilung potenzieller Infektionsfol-
gen sehr von Vorteil ist, ergibt sich fir die Praxis das Problem, dass es sich bei
den im Feld anzutreffenden Erregerstdmmen grof3enteils um weniger aggressive
Varianten handelt.

Beispielsweise fihrte GLONEGGER-REICHERT im Jahre 2015 im Rahmen ihrer
Doktorarbeit einen ahnlichen Versuch unter Verwendung des Feldstammes
K323/13 durch, der ebenfalls weniger deutliche Ergebnisse erkennen liel’ als die
Erhebung von DIETZ et al. aus dem Vorjahr. So beschreibt GLONEGGER-REICHERT
(2015) eine um vier Tage spétere M. suis-Positivitét der infizierten Tiere (Tag 6 p.i.
anstatt Tag 2 p.i.). AuRerdem gelang es ihr, unter den untersuchten Nasen-, Spei-
chel- und Vaginalsekret-Tupfern nur in einem Nasensekret-Tupfer M. suis-DNA zu
detektieren. Dieses vergleichsweise wenig drastische Ergebnis erzielte sie, ob-
wohl, ebenso wie im Versuch von DIETz et al. (2014), splenektomierte Tiere ver-
wendet wurden (siehe V.1.2. Splenektomie), was einen nicht unbetrachtlichen Ein-
fluss des verwendeten Erregerstammes auf den Versuchsausgang nahelegt. Auch
in alteren Infektionsversuchen mit weniger aggressiven Erregerstdmmen konnten
moderatere Verldufe beobachtet werden (ZACHARY und SmITH, 1985; HEINRITZI et
al., 1990).

Denkbare Ursachen fir die Diskrepanz der Untersuchungsergebnisse der vor-
liegenden Arbeit zu den Ergebnissen von DIETZ et al. (2014) wéaren im Zusammen-
hang mit der héheren Virulenz von KI3806 etwa eine insgesamt grofiere Erreger-
last, die zu einer ,Uberschwemmung“ des Kérpers mit infektiésem Agens fiihren
wiirde, oder auch analog zur Fahigkeit der Zellinvasion ein méglicher Ubertritt von
KI3806 uber Gewebeschranken.
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1.2. Splenektomie

Eine weitere mégliche Ursache fir die Diskrepanz der Ergebnisse der vorliegen-
den Studie zu jenen von DIETZ et al. (2014) stellt die Verwendung splenektomierter
Versuchstiere bei DIETZ et al. dar. Im Tierversuch wird meist auf splenektomierte
Modelltiere zurlickgegriffen, da diese aufgrund des Ausfalls der blutreinigenden
Aktivitat der Milz gegeniiber M. suis eine deutlich gesteigerte Suszeptibilitét auf-
weisen, sodass die unter Feldbedingungen haufig subklinisch verlaufende Infek-
tion mit M. suis (SPLITTER, 1951; HOLZLE, 2008) deutlich erkennbar zur Auspragung
kommt. Wie auch die Verwendung hoch aggressiver Erregerstamme, ist die Ver-
wendung splenektomierter Tiere zwar qualifiziert, mégliche Infektionsfolgen in aller
Deutlichkeit darzustellen, nicht aber dazu, den Infektionsverlauf unter Feldbe-
dingungen zu simulieren.

Um bewerten zu kénnen, in welchem Ausmal die Verwendung splenektomier-
ter bzw. nicht splenektomierter Tiere die Versuchsergebnisse beeinflusst, fiihrten
STADLER et al. (2014) eine Untersuchung durch, bei der der klinische Verlauf der
IAP bei splenektomierten und nicht splenektomierten Schweinen verglichen wurde,
denen M. suis KI3806 injiziert worden war. Aus dieser Untersuchung ging deutlich
hervor, dass M. suis KI3806 in den splenektomierten Tieren zwar einen fulminan-
ten Erkrankungsverlauf induzierte, es in den nicht-splenektomierten Tieren aber
trotz der Verwendung des hoch virulenten Stammes KI3806 nur zu milden Verlau-
fen kam. Dies geht einher mit einer héheren Erregerlast im Blut splenektomierter
Tiere, welche auf die Reduktion der Immunkompetenz dieser Tiere zurtickzufihren
ist (HOLZLE, 2008; STADLER et al., 2014).

Dementsprechend kann auch fir den Fall einer Feldinfektion davon
ausgegangen werden, dass es in den Ublicherweise nicht-splenektomierten Tieren
zu deutlich milderen Verlaufen einschlief3lich eines deutlich geringeren Angriffs auf

Gewebeschranken kommen diirfte.
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2. M. suis-positive Plazentaproben

Markantestes Ergebnis der vorliegenden Studie sind sicher die sechs M. suis-po-
sitiven Plazentaproben. Ein entsprechendes Ergebnis konnte nach Kenntnis des
Autors bisher noch in keiner wissenschaftlichen Erhebung dargestellt werden. Von
DIETZ et al. (2014) wurde bisher lediglich der Nachweis von M. suis-DNA in Vagi-
naltupfern erbracht. Dort konnten in sechs von 11 Vaginaltupfern mediane Erre-
germengen zwischen 4,7 x 10%und 5,75 x 10* M. suis/Tupfer gemessen werden.

AuBerdem ergab eine Untersuchung von STADLER et al. aus dem Jahre 2019
den starken Hinweis auf eine mégliche vertikale Ubertragung des Erregers. Die
Evaluation von 474 Blutproben neonataler Ferkel ergab, dass bei 14,4% der Tiere
bereits vor der ersten Kolostrumaufnahme M. suis-DNA im Blut nachweisbar war.
Diese bewegte sich mit durchschnittlich 5,09 x 107 M. suis/mL Blut mit Extremwer-
ten von bis zu 3,46 x 10° M. suis/mL Blut in Bereichen, in denen von einer Infektion
der Ferkel unter der Geburt nicht mehr auszugehen ist (STADLER et al., 2019).
Wenn es M. suis also mdglich ist, die Plazentaschranke zu Uberwinden und die
ungeborenen Feten zu infizieren, erscheint es schliissig, dass ebenfalls ein Uber-
tritt aus dem Blut in sonstige Gewebe erfolgen kénnte.

Auch konnte im Rahmen einer Untersuchung von TASKER et al. aus dem Jahre
2009 zum Zeitpunkt maximaler Bakteridmie in sdmtlichen Geweben experimentell
mit M. haemofelis infizierter Katzen M. haemofelis-DNA nachgewiesen werden.
Zwar reduzierte sich die Nachweisbarkeit des Erregers im Gewebe in den Phasen
geringerer Erregerlast im Blut, was eine Kopplung der Erregermengen im Blut und
im Gewebe nahelegt, allerdings stiitzt der Befund unabhangig davon die Annahme,
dass grundsatzlich ein Ubertritt hAmotropher Mycoplasmen tiber Gewebeschran-

ken maoglich ist.

2.1. Urogenitaltrakt-Spezifitat bei anderen Mycoplasmen spp.

Es ist hinlanglich bekannt, dass einige relativ eng mit M. suis verwandte Mycoplas-
men-Spezies den Urogenitaltrakt ihnrer Wirte besiedeln. Dies ist beispielsweise fir

die an den Menschen angepassten Bakterien Ureaplasma parvum, Ureaplasma
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urealyticum und M. hominis beschrieben (WAITES, 2006; KOKKAYIL und DHAWAN,
2015). Die Besiedlung von Zervix und Vagina von bis zu 80,0% der asymptomati-
schen, geschlechtsreifen Frauen ist etwa fir U. urealyticum beschrieben, sowie in
selteneren Féllen auch die des Endometriums (CASSELL et al., 1993). Ebenfalls
kann es zu einer Infektion des Chorioamnions kommen, bei der die Erreger in der
Amnion-Flussigkeit nachweisbar sind (CASSELL et al., 1993; CHuU et al., 2020). Eine
solche Infektion soll mit Chorioamnionitis, Frilhgeburten und der Geburt lebens-
schwacher Neugeborener einhergehen (CASSELL et al., 1993; CHU et al., 2020).
Auch eine vertikale Ubertragung auf den Nachwuchs ist in diesem Falle méglich
(CAssELL et al., 1993; CHuU et al., 2020). Hier fiihren die Erreger zu Erkrankungen
des Respirationstraktes sowie des zentralen Nervensystems (CASSELL et al., 1993;
CHu et al., 2020).

Eine brasilianische Untersuchung zum Einfluss des noch enger mit M. suis ver-
wandten Erregers Candidatus Mycoplasma haemobos auf das Abortgeschehen
bei Milchkiihen konnte in den Organen abortierter Feten C. M. haemobos-DNA
nachweisen (GIROTTO-SOARES et al., 2016). Eine transplazentare Ubertragung
scheint mithin auch fir diesen Fall gesichert. Die Untersuchung des Blutes der
Muttertiere auf C. M. haemobos zeigte, dass in zwei Fallen ein Muttertier mit ne-
gativem Blutstatus einen Mycoplasmen-positiven Fetus abortiert hatte (GIROTTO-
SOARES et al., 2016). Leider erfolgte in diesen Féllen keine weitere Untersuchung
der Plazenten der Muttertiere, sodass deren Mycoplasmen-Status unbekannt ist.
Die dulReren Umstande legen hier allerdings nahe, dass eine lokal abgegrenzte
Infektion des Geschlechtstraktes auf dem Wege der transplazentaren Ubertragung
auf den Fetus Ubertragen wurde.

Eine vergleichbare Situation findet sich auch bei den im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit evaluierten Sauen. So hatten bereits die Ergebnisse einer vorange-
gangenen Untersuchung gezeigt, dass von den Sauen mit M. suis-negativem Blut-
status 14 Tiere M. suis-positive Ferkel zur Welt gebracht hatten (WiLLi, 2017). Fir
eine dieser Sauen konnte in der vorliegenden Arbeit nun M. suis-DNA in der Pla-
zenta nachgewiesen werden. Vier weitere Tiere mit M. suis-positivem Plazenta-
Ergebnis, die gleichzeitig M. suis-DNA im Blut aufwiesen, hatten ebenfalls M. suis-
positive Ferkel zur Welt gebracht.

Werden die zuvor aufgefuihrten Erkenntnisse ins Verhéltnis zueinander gesetzt,

mag dies einen Hinweis darauf darstellen, dass der an das Schwein adaptierte
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Erreger M. suis zusétzlich zu seiner Lokalisierung im Blut der Tiere - &hnlich wie
verwandte Erreger aus der Gruppe der Mycoplasmen — eine Affinitat zu den Harn-
und Geschlechtsorganen der infizierten Tiere aufweisen kdnnte, von wo aus er auf

dem Wege der vertikalen Ubertragung auf die Feten Gbertragen wird.

2.2. Strukturelle Unsicherheiten

Abschlieftend soll diskutiert werden, ob bzw. wo in der durchgefiihrten Untersu-
chung strukturelle Unsicherheiten liegen kdnnten, um deren Storpotenzial soweit

moglich auszuschlieRen.

2.2.1. Bearbeitung der Proben

Grundsatzlich besteht im Verlauf der Probenbearbeitung immer ein gewisses Kon-
taminationsrisiko. Insbesondere wenn — wie in diesem Fall geschehen — die Pro-
benbearbeitung Uberwiegend bzw. ausschlieflich hdndisch und nicht automatisiert
erfolgt. Eine Kontamination des Probenmaterials im Rahmen der Bearbeitung ist
im Falle der vorliegenden Arbeit aus den folgenden Griinden allerdings unwahr-
scheinlich:

Damit es zu einer Verschleppung von Erreger-DNA kommen kann, muss die
entsprechende DNA grundsétzlich prasent sein. In dem Labor, in dem die Aufar-
beitung der Proben erfolgte, fanden im selben Zeitraum jedoch keine sonstigen
Untersuchungen statt, bei denen M. suis-DNA beteiligt gewesen wére. Eine Ver-
schleppung von Erreger-DNA innerhalb der untersuchten Proben wiirde die Impli-
kationen der Ergebnisse nicht wesentlich andern, ist ansonsten aber ebenfalls un-
wahrscheinlich:

Erstens wurde insgesamt nur ein kleiner Anteil der Proben positiv getestet, zwei-
tens wurden nur zwei dieser Proben (06.04 und 06.05) am selben Tag bearbeitet.
Bei den vier Uibrigen Proben war nie mehr als eine positive Probe an einem Tag
bearbeitet worden. Zweitens waren wahrend des gesamten Bearbeitungsvorgangs
SicherheitsmalRnahmen in Kraft, die eine Verschleppung der DNA verhindern soll-

ten. So wurden Pipetten mit Filterspitzen verwendet, um eine Verschleppung von
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DNA zu vermeiden. Es wurden nie mehr als 10 Proben pro Durchgang bearbeitet
und nie mehr als zwei Durchgdnge am Tag, um die Aerosolbildung méglichst ge-
ring zu halten. Zwischen den beiden Durchgangen lagen jeweils mindestens zwei
Stunden Zeit und alle Arbeitsflachen wurden in der Zwischenzeit desinfiziert.
Selbstversténdlich wurden auflerdem die Grundsatze der guten Laborpraxis be-

riicksichtigt.

2.2.2. Moglichkeit der Blutkontamination

Erwogen werden sollte ferner die Méglichkeit einer Kontamination der positiv ge-
testeten Plazentaproben mit dem Blut der Tiere.

So wie es auch bei Urinproben durch eine Verunreinigung mit Residuen roter
Blutkérperchen zu einer Positivtestung des Exkrets kommen kann (HEINRITZI,
1992; GLONEGGER-REICHERT, 2015; ADE et al., 2021), ist ein entsprechender Effekt
nattrlich grundsétzlich auch fur die Untersuchung sonstiger Probenmaterialien
denkbar. Insbesondere im Falle des Plazentagewebes erscheint die Annahme be-
rechtigt, dass es auch im vorliegenden Fall zu einer Kontamination des Gewebes
mit Blut gekommen sein kénnte, da es sich bei der Plazenta um stark durchblutetes
Gewebe handelt.

Gegen die Annahme, die Ergebnisse konnten durch eine Blutkontamination ver-
falscht worden sein, spricht allerdings, dass zum einen im Blut von zwei betroffe-
nen Tieren tUberhaupt keine M. suis-DNA nachweisbar war und dass zum anderen
bei den ubrigen Tieren keinerlei Korrelation zwischen dem DNA-Gehalt im Blut und

dem im Plazentamaterial ersichtlich war (siehe Tabelle 2).

3. M. suis-Status der Zuchteber

Da nach wie vor nicht abschlieRend geklart ist, wie es zum Eintrag von M. suis in
naive Tierbestdnde kommt, ist eine Bericksichtigung von Ebersperma als

mdglichem Vehikel besondere Aufmerksamkeit zu zollen. Fir virale Erkrankungen
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wurde 2005 von GUERIN und Pozzi auf die herausragende epidemiologische Be-
deutung von Ebersperma hingewiesen. Bei mit M. suis verwandten Mycoplasmen
ist die Méglichkeit einer venerischen Ubertragung durchaus bekannt (THACKER et
al., 1984; HAAPALA et al., 2018; VEGI et al., 2021). Somit kommt angesichts der
Ublichen Praxis in der Ferkelproduktion, die Sauen mittels kiinstlicher Besamung
zu befruchten, Besamungsstationen und ihren Zuchtebern eine zentrale Position
bei einer potenziellen Verbreitung des Erregers zu (MAES et al., 2008).

Die vorliegende Untersuchung der Blut- und Spermaproben von 183 Zuchtebern
hat unabhangig davon keinen Hinweis auf das Vorhandensein von M. suis er-
bracht. Angesichts der blicherweise hohen Pravalenzen bei adulten Tieren (SONG
et al.,, 2014; ZHONGYANG et al., 2017; GATTO et al., 2019; STADLER et al., 2019) war
dies ein unerwartetes Ergebnis. Im Folgenden sollen mégliche Erklarungsansatze

kurz erlautert werden.

Im Rahmen der verschiedenen Pravalenzstudien, die es zur Verbreitung von M.
suis in der Schweinepopulation gibt und die Ublicherweise mittels serologischer
oder PCR-Untersuchung des Blutes erhoben werden, entféllt regelmé&fig nur ein
untergeordneter Teil der Aufmerksamkeit auf die Pravalenz in der Teilpopulation
der Zuchteber. Dies ist sicher vor allem damit zu erkléren, dass es sich angesichts
geringer Gesamttierzahlen schwierig gestaltet, die fir eine belastbare Pravalenz-
bestimmung erforderlichen Probenzahlen zusammenzutragen.

Allerdings lassen Erhebungen, die wenigstens in geringem Umfang die Bepro-
bung adulter Eber einschlielen, regelmaBig vermuten, dass die Infektionsrate mit
M. suis fur die Teilpopulation adulter Eber Uber jener der Gesamtpopulation zu
liegen scheint. So erhoben zwei chinesische Studien Gber die serologische Unter-
suchung des Blutes etwa Prévalenzen bei Ebern von 44,4% (44/99) bzw. 47,1%
(114/242), wahrend die Pravalenzen fur die gesamte Tierpopulation bei 31,9%
(1277/4004) bzw. 33,3% (1150/3458) lagen (SONG et al., 2014; ZHONGYANG et al.,
2017).

Eine grof3 angelegte Prévalenzerhebung von M. suis, die allerdings an Spanfer-
keln beider Geschlechter durchgefiihrt wurde, ist in Deutschland zuletzt im Jahre
2009 von RITZMANN et al. publiziert worden. Dabei wurde mittels PCR-Untersu-

chung des Blutes eine durchschnittliche Pravalenzrate von 13,9% der beprobten



V. Diskussion 46

Tiere (164/1176) bzw. 40,3% der beprobten Betriebe (79/196) ermittelt. Allerdings
ist zu berlcksichtigen, dass fur die Altersgruppe der Spanferkel andere Pravalen-
zen anzunehmen sind als bei adulten Ebern und so etwa auch die zuvor genannten
chinesischen Studien fir jene Altersgruppe Pravalenzwerte in einer vergleichbaren
GroéRenordnung von 12,5% (66/528) bzw. 10,8% (100/923) der Tiere anfiihren
(SONG et al., 2014; ZHONGYANG et al., 2017).

In einer jingeren Studie aus dem Jahre 2019 ermittelten STADLER et al. in
Deutschland auch fur die Altersgruppe adulter Sauen mittels PCR-Untersuchung
des Blutes auf M. suis-DNA eine Infektionsrate von 31,3% (65/208). Es kann also
vermutet werden, dass Zahlen in der Gré3enordnung von 13,9% der Tiere bzw.
40,3% der Betriebe, wie sie von RITZMANN et al. (2009) in Deutschland fir die Al-
tersgruppe der Spanferkel ermittelt wurden, fiir die Teilpopulation adulter Tiere in
Deutschland eher zu niedrige Werte sein dirften, da sowohl chinesische Erhe-
bungen zur M. suis-Pravalenz bei Ebern (44,4% bzw. 47,1%) und Sauen (47,0%
bzw. 45,0%) als auch deutsche Erhebungen zur M. suis-Pravalenz bei adulten
Sauen (31,3%) deutlich héher liegen (SONG et al., 2014; ZHONGYANG et al., 2017;
STADLER et al., 2019).

Werden zur Interpretation der vorliegenden Studie dennoch die Zahlen von
RITzMANN et al. (2009) zugrunde gelegt, so kann eine Infektion wenigstens einzel-
ner Tiere — angesichts deren Herkunft von mindestens 26 verschiedenen
Eberzuchtbetrieben — immer noch als wahrscheinlich eingestuft werden. Nichts-
destoweniger hat die Untersuchung von Blut und Sperma der Tiere mittels PCR
keinen Nachweis von M. suis-DNA erbracht.

In diesem Zusammenhang sollte auch Beachtung finden, dass in einer aktuellen
Studie von BRISSONNIER et al. (2020) festgestellt wurde, dass fir den Fall adulter,
tragender Sauen die Rate der M. suis-positiven Tiere unter den Jungsauen deut-
lich héher war als unter den multiparen Tieren (61,0% bzw. 37,0%). Daraus schlie-
3en die Autoren, dass es zu einer altersabhangigen Immunitatsentwicklung gegen
M. suis zu kommen scheint. Eine solche wéare entsprechend auch fir den Fall
mannlicher Tiere zu erwarten, sodass es im Rahmen des Mdglichen liegt, dass
wenigstens einzelne der beprobten Zuchteber zu einem Zeitpunkt in der Ver-

gangenheit zwar mit M. suis infiziert gewesen sein kdnnten, sich aber auch bei
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ihnen eine altersabh&ngige Immunitét entwickelt hat. Diese Hypothese wird durch
die vorliegenden Ergebnisse allerdings nicht gestiitzt und misste in einer breiter
aufgestellten Folgestudie validiert werden. Auflerdem konnte an anderer Stelle
kein Einfluss der Paritat auf die Infektionsrate festgestellt werden (WiLLi, 2017).

Anders herum betrachtet, geben die zuvor diskutierten Prévalenzzahlen aber
auch keine Gewissheit, dass die in dieser Studie beprobten Tiere notwendiger-
weise mit M. suis infiziert sein missten. In Abwesenheit eines Nachweises von M.
suis-DNA im Blut der Tiere kann also auch nicht garantiert werden, dass die Eber
Uberhaupt jemals mit M. suis in Berihrung gekommen sind.

Eine mdgliche Ursache fiir den M. suis-negativen Status der Zuchteber liegt in
der separierten Haltung der Einzeltiere auf der Besamungsstation bzw. in den dort
allgemein hohen hygienischen Standards sowie sehr begrenzten Zukdufen be-
grindet. Insbesondere ein reduzierter Tierverkehr kann dabei als protektiv ange-
sehen werden (BUTTNER et al., 2015).

4.  Schlussfolgerung

Eine Ausscheidung von M. suis unter Feldbedingungen in Speichel und Urin
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht bestéatigt werden. Ein Nachvoll-
ziehen der experimentell erzielten Ergebnisse von DIETZ et al. (2014) war somit
nicht méglich. Mégliche Ursachen kdnnen in der im Vergleich zum Tierversuch ge-
ringeren Virulenz der M. suis-Wildtypstdmme (GROEBEL et al., 2009; GLONEGGER-
REICHERT, 2015) sowie der unbeeintrachtigten Immunitat nicht-splenektomierter
Tiere (STADLER et al., 2014) gesehen werden. Die Ergebnisse legen den Schluss
nahe, dass in der Praxis eine Exkretion mittels Speichel oder Urin in der Ubertra-
gung von M. suis eher keine Rolle zu spielen scheint, mithin eine Weiterentwick-
lung von HygienemaRnahmen in diese Richtung nicht zielfihrend erscheint.
Gleichzeitig zeigt sich, dass eine diagnostische Verwertung von Speichel, die sich
zum Erregernachweis im Schwein zunehmend etabliert (BJUSTROM-KRAFT et al.,
2016; SENTHILKUMARAN et al., 2017; PANYASING et al., 2018) zum Nachweis von M.
suis wohl nicht in Frage kommt. Auf die Verwendung von Blutproben zur Diagnostik

von M. suis wird also vorerst nicht verzichtet werden kénnen.
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Ein Nachweis von M. suis in porzinem Plazentagewebe scheint grundsatzlich még-
lich zu sein. Die dortige Erregerlast stellte sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Uberdies als unabhéngig von einer moglichen Bakteridamie dar. Unter Berlicksich-
tigung der bekannten Affinitdt mit M. suis verwandter Mycoplasmen-Spezies zu
den Harn- und Geschlechtsorganen ihrer Wirte (WAITES, 2006; GIROTTO-SOARES
et al., 2016) erscheint ein vergleichbares Verhalten von M. suis denkbar. Ebenfalls
scheint die Tatsache, dass die betreffenden Tiere zum groRen Teil Ferkel geboren
hatten, fur die eine M. suis-Infektion nachgewiesen werden konnte, die Annahme
einer vertikalen Ubertragbarkeit (STADLER et al., 2019) zu bestatigen. Wie regel-
maRig und unter welchen Bedingungen eine Infektion des Plazentagewebes nach-
gewiesen werden kann und inwiefern diese tatsachlich unabhangig von einer Ma-
nifestation des Erregers im Blut ist, muss in folgenden Untersuchungen eruiert wer-

den.

Eine Untersuchung des Blutes der Zuchteber konnte trotz tiblicherweise hoher Pra-
valenzzahlen bei adulten Tieren (SONG et al., 2014; ZHONGYANG et al., 2017; GATTO
et al., 2019) keinen Hinweis auf eine Infektion mit M. suis geben. Mégliche Ur-
sachen hierfiir kbnnten in einer altersabhangigen Genesung (BRISSONNIER et al.,
2020) oder in hohen hygienischen Standards mit geringem Tierverkehr im Sinne
von BUTTNER et al. (2015) zu sehen sein. Letztlich kdnnte auch die Herkunft der
Proben von nur einer Besamungsstation eine Ursache sein, sofern die beprobte
Besamungsstation trotz insgesamt hoher zu erwartender Pravalenz einfach zufal-
lig negativ gewesen ist. Auch eine Untersuchung des Spermas der Tiere mittels
PCR lieferte keine positiven Befunde.

Unter Berucksichtigung der fehlenden Nachweisbarkeit von M. suis-DNA im Blut
der Tiere ware ein positiver Befund des Spermas zwar ein Indiz fir eine blutunab-
hangige Infektion des Urogenitaltraktes gewesen, umgekehrt bleibt die Mdglichkeit
der Existenz einer solchen Lokalinfektion aber grundsétzlich bestehen, da eine Na-
ivitét der Tiere letztlich nicht ausgeschlossen werden kann. Zur weiteren Beurtei-
lung einer moglichen Affinitét von M. suis zu den ménnlichen Geschlechtsorganen
waren dementsprechend Folgeuntersuchungen, vorzugsweise mit gréReren Tier-
zahlen bzw. unter Einbeziehung eines experimentellen Tiermodells, erforderlich.

Ebenfalls ware eine Berlicksichtigung von Ebern aus anderen Haltungssystemen
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ein moéglicher Ansatz, bei dem die hohen hygienischen Standards, wie sie auf einer

Besamungsstation gelten, auf3er Acht gelassen werden kdnnten.
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VI. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Studie war es, eine Vorstellung von der Relevanz mdglicher blut-
unabhangiger Ubertragungswege von Mycoplasma suis im Rahmen einer Feldin-
fektion zu gewinnen. Hierfir wurden zum einen Urin-, Speichel- und Nachgeburts-
proben von Sauen und zum anderen Blut- und Spermaproben von 183 Ebern einer
Besamungsstation in Stiddeutschland mittels gqPCR auf M. suis untersucht. Die
148 Speichel-, 47 Urin- und 143 Plazentaproben stammten aus Asservaten der
Klinik fir Schweine der LMU und waren im Rahmen vorangegangener Studien auf
15 bekannt M. suis-positiven Betrieben in Stiddeutschland gewonnen worden. Die
Blut- und Spermaproben der 183 Eber waren auf der Besamungsstation im Rah-
men des Routine-Monitorings gewonnen und freundlicherweise von deren Betrei-

ber zur wissenschaftlichen Untersuchung zur Verfligung gestellt worden.

Die DNA-Extraktion der Speichel-, Urin- und Plazentaproben sowie der Eber-Blut-
proben erfolgte unter Verwendung des GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kits
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland). Die Plazentaproben waren hierfiir zu-
nachst homogenisiert worden. Die DNA-Extraktion der Spermaproben erfolgte un-
ter Verwendung des QlAamp® DNA Mini Kits (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutsch-
land) in Pools zu je 5 Proben am Lehrstuhl fur Virologie des Instituts fur Infektions-
krankheiten und Zoonosen, Tierarztliche Fakultdt der LMU. Die anschlieRende
PCR-Untersuchung wurde am Institut fir Nutztierwissenschaften der Universitét
Hohenheim mittels LightCycler® (LC) 2.0 System (Roche-Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) durchgefihrt.

Die Untersuchung der Speichel- und Urinproben ergab keinen Nachweis von M.
suis-DNA. Wahrenddessen zeigte die Beprobung der Nachgeburtsproben bei
sechs Tieren ein positives Ergebnis. Aufgrund der Ergebnisse einer friilheren Un-
tersuchung war ersichtlich, dass bei zweien dieser Tiere die Blutuntersuchung
mittels PCR auf M. suis-DNA ein negatives Ergebnis gezeigt hatte, sowie dass
aulBer einem dieser beiden Tiere alle Sauen M. suis-positive Ferkel geboren hat-
ten. Allerdings war keinerlei Korrelation der Bakterienzahlen im Blut und im Pla-
zentagewebe ersichtlich.
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Die 183 Eber der Besamungsstation entstammten mindestens 26 Eberzuchtbe-
trieben. lhr Alter lag zwischen 9 und 77 Monaten und sie verteilten sich auf die
Rassen Deutsches Edelschwein (n = 8), Deutsche Landrasse (n = 16), Iberisches
Schwein (n = 1), Duroc (n = 6) und Piétrain (n = 150), sowie eine Duroc-Piétrain-
Kreuzung (n = 2). Die analysierten Blut- und Spermaproben der Tiere waren zu
100% M. suis-negativ. Dies Uberraschte insofern, als dass fiir adulte Schweine

eine hohe Pravalenz von M. suis erwartet wurde.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung legen nahe, dass Urin und Speichel in der
Ubertragung von M. suis keine gréRere Rolle spielen. Hygienekonzepte zum
Schutz vor M. suis sind entsprechend auf eine Beriicksichtigung dieser Kérperflis-
sigkeiten wohl nicht angewiesen. Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass eine Dia-
gnostik mittels Kaustrick fur M. suis eher keine Option darstellt.

Der Nachweis von M. suis-DNA im Plazentagewebe stitzt die Annahme der
vertikalen Ubertragbarkeit dieses Erregers. Wie haufig eine solche Organmanifes-
tation auftritt und ob sie tatséchlich von der Prasenz von M. suis im Blut des Wirtes
unabhéngig ist, missen zukunftige Untersuchungen zeigen.

Ob die Tatsache, dass im Rahmen der vorliegenden Studie kein Nachweis von
M. suis-DNA im Sperma der Zuchteber mdglich war, bedeutet, dass es tatséchlich
nicht zu einer Ausscheidung des Erregers mit dem Samen kommt, oder ob dies
schlicht auf eine Naivitat der Tiere — ggf. im Zusammenhang mit einer altersab-
héngigen Rekonvaleszenz — zurlickzufiihren ist, muss im Rahmen kinftiger For-

schung ermittelt werden.
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VII. Summary

The aim of this study was to get an idea of the relevance of potential blood inde-
pendent transmission routes of M. suis in the context of a field infection. For this
purpose, saliva, urine and afterbirth specimens of sows on one hand and blood
and semen specimens of 183 boars from a boar stud in Southern Germany on the
other hand were tested for Mycoplasma suis by qPCR. The 148 saliva, 47 urine
and 143 placenta specimens originated from retained samples from the Clinic for
Swine of the LMU and had been obtained in previous studies on 15 known M. suis
positive farms in Southern Germany. The blood and semen specimens of the 183
boars had been obtained at the boar stud as part of routine monitoring and kindly

provided by the stud operator for scientific investigation.

The DNA extraction of the saliva, urine and placenta specimens as well as the boar
blood specimens was conducted using the GenElute™ Bacterial Genomic DNA kit
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). Therefore, the placental specimens had
been preliminarily homogenized. The DNA extraction of the semen specimens was
conducted using the QlAamp® DNA Mini kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)
in pools of 5 specimens each at the Department of Virology of the Institute of In-
fectious Diseases and Zoonoses, Faculty of Veterinary Medicine, LMU Munich.
The subsequent PCR examination was performed at the Institute of Animal Sci-
ence, University of Hohenheim, using the LightCycler® (LC) 2.0 System (Roche-

Diagnostics, Mannheim, Germany).

The examination of the saliva and urine specimens did not reveal any evidence of
M. suis DNA. Meanwhile, sampling of the afterbirth specimens showed a positive
result for six animals. Based on the results of an earlier examination, it was appar-
ent that the blood assay by PCR for M. suis DNA had shown a negative result in
two of these animals, as well as that all but one of these two sows had given birth
to M. suis positive offspring. However, no correlation of bacterial counts in the

blood and in the placental tissue was evident.
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The 183 boars on the boar stud originated form at least 26 boar breeding farms.
Their age was in between 9 and 77 months and they were allocated to the breeds
large white (n = 8), german landrace (n = 16), iberic pig (n = 1), duroc (n = 6),
piétrain (n = 150) and a duroc-piétrain-crossover (n = 2). The analyzed blood and
semen specimens of the animals were 100% M. suis negative. This was quite sur-

prising in that adult pigs had been expected to have a high prevalence of M. suis.

The results of this study suggest that urine and saliva have no major impact in the
transmission of M. suis. Accordingly, hygiene concepts for protection from M. suis
presumably do not depend on regard of these body fluids. Furthermore, the results
show that diagnostics using oral fluids is rather not an option for M. suis.

The detection of M. suis DNA in the placental tissue corroborates the assump-
tion of vertical transmissibility of this agent. The frequency of such an organ mani-
festation and whether it is actually independent of the presence of M. suis in the
host’s blood, must be shown by future examination.

Whether the fact that no detection of M. suis DNA was possible in the semen of
the breeding boars in the present study implies that excretion of the agent within
the sperm does indeed not occur, or whether this is simply due to naivety of the
animals — possibly in the context of an age-dependent reconvalescence — has to

be evaluated in further research.
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